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@Resumen:

Procedimiento para la elaboracién de nanoparticulas
lipidicas, y nanoparticulas lipidicas con los
macréfagos cerebrales como células diana.

La invencion se refiere a un procedimiento para
elaborar nanoparticulas lipidicas especialmente
dirigidas contra los macréfagos cerebrales
perivasculares y meningeos, que incluye la adicion de
un derivado de manosa en su capa lipidica como
componente funcional que favorece la interaccion con
la membrana plasmatica de las células diana. La
funcionalizacién de las nanoparticulas lipidicas se
realiza en una etapa intermedia del procedimiento y
mediante una reaccion directa en la que no se
necesita un agente acoplante, evitando la utilizacion
de agentes toxicos. La invencién también se refiere a
las nanoparticulas lipidicas multilamelares que se
obtienen mediante este procedimiento cuyo nucleo,
especialmente denso, incluye un acido nucleico con
interés terapéutico y a sus aplicaciones frente a
patologias neuroldgicas/ neurodegenerativas y/o
psiquiétricas.
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ESCRIPCION

PROCEDIMIENTO PARA LA ELABORACION DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS, Y
NANOPARTICULAS LIPIDICAS CON LOS MACROFAGOS CEREBRALES COMO
CELULAS DIANA

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se encuadra en los sectores de la farmacologia y la biotecnologia.
Mas concretamente, en la nanofarmacologia y la nanobiotecnologia con el desarrollo de
nanoparticulas lipidicas que contienen material genético cuya utilidad se centra en el

tratamiento de patologias del sistema nervioso central.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La barrera hematoencefalica (BHE) es fundamental para aislar y proteger al cerebro de
la entrada de sustancias potencialmente indeseables o dafiinas a través del sistema de
circulacion de la sangre. Ademas de su efecto protector, la BHE también supone un
impedimento para la entrada de sustancias terapéuticas en el cerebro, bien porque no
la pueden atravesar en cantidad suficiente como para ejercer efectivamente su funcién,
bien porque son rapidamente degradadas, o porque los mecanismos activos de la propia

barrera los bombean hacia el exterior.

Por otro lado, son muchas las enfermedades que pueden afectar al cerebro y que
preocupan a la sociedad, y son muchos los estudios que se estan realizando para
desarrollar las terapias adecuadas. Sin embargo, mas importante que encontrar
principios activos efectivos es desarrollar métodos para que los farmacos administrados
lleguen de forma eficiente hasta el cerebro traspasando la BHE. En Chen, Y. et al.
(2004). Drug Delivery Across the Blood-Brain Barrier. Curr Drug Deliv 1:361-376 se
recopilan distintos métodos para administrar terapias capaces de atravesar la BHE.
Existen en la actualidad métodos invasivos basados en cirugia o en la disrupcion de la
BHE mediante 6smosis, citocinas o productos vasoactivos. Los métodos no invasivos
cubren diferentes aproximaciones mediante transporte basado en interacciones
moleculares (enlaces de hidrégeno, compuestos lipofilicos), transcitosis mediada por
portadores y receptores e inhibicién del sistema de flujo (sistemas de liberacién de
productos quimicos, liposomas, nanoparticulas). A consecuencia del desarrollo de estos

métodos se han producido grandes avances en el uso de liposomas para la
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administraciéon de farmacos. En Arias, J.L. (2013). Liposomes in drug delivery: a patent
review (2007 - present). Expert Opin Ther Pat 23:1399-414 encontramos una revision
de las patentes publicadas entre 2007 y 2012 sobre el uso de liposomas como vehiculos
sistémicos de farmacos, y entre ellas se recogen algunas relacionadas con su uso en

cerebro.

Uno de los usos mas extendidos de los liposomas es la deplecion de los macréfagos
cerebrales residentes. Los macrofagos cerebrales residentes forman parte de la BHE y
son esenciales en la regulacién de la entrada de moléculas al parénquima cerebral,
ademas de orquestar una respuesta pro/antiinflamatoria dependiendo del estimulo
inflamatorio. Segln su localizacién, se subdividen en macrofagos perivasculares y
meningeos. De este modo, van Rooijen y Sanders (Van Rooijen N, Sanders A (1994).
Liposome mediated depletion of macrophages: mechanism of action, preparation of
liposomes and applications. J Immunol Methods 174 (1-2):83-93) desarrollaron una
técnica de deplecion selectiva de macréfagos perivasculares y meningeos tras la
administracion intracerebroventricular de la molécula proapoptética clodronato
(diclorometileno-bisfosfonato) en una suspension concentrada y heterogénea de
liposomas con una distribucién amplia de tamafios y formas. El método de elaboracién
de liposomas descrito por estos autores considera la mezcla de fosfatidilcolina y
colesterol en cloroformo, retirando el cloroformo mediante evaporacion en vacio para
obtener una fina pelicula de fosfolipidos que, posteriormente, se dispersa en una
solucién acuosa y se mantiene bajo nitrégeno durante 1,5-2 horas. El procedimiento de
formacion de liposomas se completa con sonicacién, lavado con PBS, sedimentacion y

resuspension final en PBS.

Posteriormente, dichos liposomas se han modificado para favorecer su union
especificamente a los macréfagos de la BHE. Du, D. et al., en su articulo The role of
glucose transporters in the distribution of p-aminophenyl-alpha-D-mannopyranoside
modified liposomes within mice brain de 2014 (J. Control Release 182:99-110),
describen la funcionalizacién de liposomas con un derivado de manosa, p-aminofenil-a-
D-manopiranésido (MAN), para que estos atraviesen la BHE y se dirijan especificamente
a ciertas zonas del cerebro (cortex, cerebelo, tronco encefalico e hipocampo). La
incorporacién de MAN a la superficie del liposoma se realiza una vez formado el
liposoma, segun un procedimiento que comprende el uso de glutaraldehido como

agente acoplante y la posterior didlisis para eliminar tanto el glutaraldehido como el
3
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componente MAN no unidos al liposoma. Ese estudio se enfoca en el disefio de
vehiculos capaces de cruzar la BHE a través de los transportadores de glucosa (GLUT)
localizados en las células endoteliales. El estudio considera la union inespecifica del
derivado manosilado a la superficie del liposoma, aunque no garantiza un alto

rendimiento de funcionalizacion ni realiza una optimizacion de la composicion lipidica.

Atendiendo a las moléculas terapéuticas utilizadas en preparados liposomales
especificos para atravesar la BHE, se han incluido distintos acidos nucleicos en
liposomas, especialmente oligonucledtidos antisentido con genes diana especificos. El
documento Neurons Are Protected from Excitotoxic Death by pb3 Antisense
Oligonucleotides Delivered in Anionic Liposomes (Lakkaraju, A. et al. (2001) J Biol Chem
276:32000-32007) hace referencia a un estudio comparativo de la eficacia de distintos
liposomas anidnicos y cationicos como vehiculos de oligonucledtidos antisentido
dirigidos especificamente a inhibir la expresion de p53 en neuronas. Entre los liposomas
descritos en la literatura se encuentran aquellos constituidos por la interaccion del
oligonucleétido con DOPC/DOPG, DOPC/DOPS, DOPC/DOPA o DC-Colesterol/DOPE
(siendo DOPC, dioleoil-glicerofosfocolina; DOPG, dioleoil-glicerofosfoglicerol; DOPS,
dioleoil-glicerofosfoserina; DC-Colesterol, dimetilaminoetano-carbamil-colesterol; y
DOPE, dioleoil-fosfoetanolamina). En estos estudios, el DC-Colesterol se selecciona
como componente lipidico catidnico modelo, ya que es bien tolerado por las neuronas
por su baja toxicidad; sin embargo, en estos estudios también se comprueba que las
neuronas sobreviven al desafio solo cuando la proporcion de lipido catiénico da lugar a
un complejo con carga neta superficial negativa. En caso de que la carga sea neutra o
positiva, se observa una gran pérdida de neuronas.

La patente ES2638309T3 describe conjugados formados por acidos nucleicos
especificos para una diana de interés y un componente lipidico que permite la
distribucion de los acidos nucleicos a células especificas en el sistema nervioso central.
Estos conjugados comprenden liposomas con fosfolipidos neutros tales como POPC
(palmitoil-oleoil-glicerofosfocolina), DSPE  (distearoil-glicerofosfoetanolamina) o

colesterol, junto con pequerias cantidades de lipidos cationicos.

En el trabajo Mannose receptor-mediated gene transfer into macrophages using novel
mannosylated cationic liposomes (Kawakami, S. et al. (2000) Gene Therapy 7:292-299),

se hace referencia a complejos ADN-liposoma en los que el liposoma se funcionaliza
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con un derivado de colesterol manosilado (colesten-5-iloxi-N-(4-((1-imino-2-B-D-
tiomanosil-etil)amino)butil)fformamida). Este estudio demuestra que estos liposomas
funcionalizados permiten obtener una alta transfeccion en macréfagos peritoneales de
ratén. La eficacia en la transfeccion se basa en el hecho de que los macrofagos
expresan grandes cantidades de receptores de manosa en su superficie, por tanto, los
receptores de manosa reconocen y absorben los complejos de ADN y liposomas

manosilados.

El documento Multifunctional Nanoparticles Facilitate Molecular Targeting and miRNA
Delivery to Inhibit Atherosclerosis in ApoE(-/-) Mice de Kheirolomoon, A., et al. ((2015)
ACS Nano 9:8885-8897) describe unos liposomas del tipo “core-shell” que poseen un
nucleo (“core”) constituido por un oligonucleétido (anti-miRNA) estabilizado
electrostaticamente con DOTAP (dioleoiloxi-trimetilamonio propano). Ademas,
presentan una cubierta (“shell”) lipidica neutra constituida por HSPC (fosfatidilcolina de
soja hidrogenada), colesterol y DSPE-PEG2k (distearoil-glicerofosfoetanolamina-
N[metoxi(polietilenglicol)-2000]). En este caso, la incorporacion de un oligopéptido al
componente lipidico pegilado hace que los liposomas obtenidos se dirijan a las células
endoteliales diana.

En la busqueda de una estrategia para la regulacion de los macréfagos residentes en el
sistema nervioso central y poder solucionar el obstaculo terapéutico que supone la BHE,
la utilizacion de nanoliposomas (también denominadas nanoparticulas lipidicas), como
vehiculos de acidos nucleicos con efectos potencialmente terapéuticos, es una de las
herramientas que actualmente ofrecen mayor promesa. Sin embargo, aun no se ha
desarrollado una metodologia sencilla y eficiente que permita obtener este tipo de
nanovehiculos liposomales especificamente dirigidos a los macréfagos perivasculares
y meningeos para modificarlos selectivamente.

EXPLICACION DE LA INVENCION
Procedimiento para la elaboracién de nanoparticulas lipidicas, y nanoparticulas lipidicas

con los macrofagos cerebrales como células diana.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para obtener
nanoparticulas lipidicas de tipo “core-shell”’, o nucleo-corona, de estructura multilamelar

conteniendo el material genético hibridado con un lipido catiénico biocompatible a alta
5
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compactacion en las laminas acuosas existentes entre las lamelas de las nanoparticulas
lipidicas. El procedimiento de sintesis de estas estructuras hibridas multilamelares
incluye la complejacion del acido nucleico en fase acuosa con un lipido cationico
biocompatible en fase organica. Dicha reaccién de complejacion permite la formacién
de estructuras encapsulantes similares a micelas inversas suspendidas en fase
homogénea de marcado caracter organico (monofase de Bligh & Dyer, compuesta por
cloroformo, metanol y agua). Dichas estructuras son coloides de asociacion constituidos
por el lipido cationico biocompatible, con su fraccién hidrofébica expuesta al medio
exterior disolvente (hacia la superficie de la micela) y su extremo polar dispuesto hacia
el interior de una cavidad hidrofilica (mayoritariamente acuosa en el corazén de la
micela). Bajo condiciones de complejacién con el acido nucleico (de carga negativa),
este queda residente en el interior de la estructura micelar inversa, interactuando con la
cabeza polar del lipido catiénico biocompatible, todos los contraiones y el agua
intersticial contenida en el interior de una nanocavidad altamente hidrofilica en el
corazon de la micela inversa. El material genético es un acido nucleico. En general,
puede ser de cualquier tipo (acido ribonucleico o acido desoxirribonucleico,
monocatenario, bicatenario, lineal, circular o combinaciones de ellos) con la limitacion
de que su tamanio y flexibilidad sean compatibles con su insercién en una cavidad de
dimensiones nanométricas. Por tanto, mediante esta estrategia puede complejarse
cualquier tipo de oligonucleétido, enrollado o lineal (microARN, ARNsi, ARNm) e incluso
ADN plasmidico. Asimismo, la secuencia del acido nucleico puede incluir analogos de
nucledtidos o nucledtidos modificados, con la Unica limitacién de contener hidrofilicidad
suficiente para mostrar una preferencia por la cavidad acuosa del interior de los
complejos. La diferente carga del acido nucleico se estabiliza variando la cantidad de
lipido catiénico de la formulacién. Ejemplos no limitativos de lipido catiénico
biocompatible son: 1,2-di-O-octadecenil-3-trimetilamonio propano (DOTMA), 1,2-
dioleiloxi-3-dimetillaminopropano  (DODMA),  dioleoiloxi-trimetilamonio  propano
(DOTAP), bromuro de amonio 1,2-dimiristiloxi-propil-3-dimetil-hidroxi etil amonio
(DMRIE), cloruro de 1-[2-(oleoiloxi)etilo]-2-oleil-3-(2-hidroxietil)imidazolinio (DOTIM),
dioctadecil-amido-glicilo-espermina (DOGS), bromuro de 1,2-dioliiloxipropil-3-dimetil-
hidroxietilamonio (DORIE), N1-[2-((1S)-1-[(3-aminopropil)amino]-4-[di(3-amino-
propil)amino]butilcarboxamido)etil]-3 4-di[oleiloxi]-benzamida (MVL5), N4-colesteril-
espermina HCI Sal (GL67), bis-guanidium-tren-colesterol (BGTC), bis-guanidinium-
espermidine-colesterol (BGSC), 3R-[N-(N',N'-dimetilaminoetano)-carbamoil]colesterol

clorhidrato (DC-Chol o DC-colesterol), cloruro de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina
6
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y derivados de etilfosfocolina (DOEPC), 2,3-dioleiloxi-N-(2-(esperminecarboxamido)
etil)-N,N-dimetil-1-propanaminium trifluoroacetato (DOSPA). Alternativas clasicas de
lipido cationico utilizadas en estudios modelo son: bromuro de diactadecil-dimetilamonio
(DODAB), bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB), 1,2-diestearoil-3-
trimetilamonio propano (DSTAP). Preferentemente, dada su disponibilidad comercial,
estabilidad quimica y coste reducido, se seleccionan derivados catiénicos de colesterol
como BGTC, BGSC y, mas preferentemente, DC-colesterol, un lipido natural

funcionalizado con carga positiva.

En un primer paso del procedimiento se facilita la interaccién del acido nucleico disuelto
en agua con el lipido catiénico biocompatible disuelto en cloroformo, en presencia de
metanol estabilizando la monofase organica (pueden considerarse otras formulaciones
similares a las formadoras de monofase en el diagrama de fases de Bligh & Dyer).
Preferentemente, se utiliza una formulacion con el minimo de cloroformo: 50% metanol,
30% cloroformo y 20% de agua (porcentajes en masa).

A continuacion, se procede a la desestabilizacion de la monofase de Bligh & Dyer
mediante la disminucién efectiva del porcentaje de agente compatibilizante (metanol) a
través de la adicion de cloroformo y agua (preferentemente, hasta alcanzar una
composicion final: 30% metanol, 40% cloroformo y 30% de agua). Esto causa la
separacion de fases acuosa y organica, con la consiguiente segregacion de los
complejos hibridos en forma de micelas inversas en la fase organica y el posible exceso
de acido nucleico en la fase acuosa. En este segundo paso se concentran las micelas
inversas en forma de particulas neutralizadas (acido nucleico con lipido catiénico
biocompatible) separandolas en una fase organica que mas tarde servira como medio
de mezcla con el resto de lipidos que constituiran las bicapas de las futuras

nanoparticulas lipidicas multilamelares.

Por otro lado, se prepara la mezcla lipidica que constituye la base estructural de la
estructura muitilamelar basada en bicapas lipidicas. Para ello se crea una mezcla
lipidica formadora de bicapas conteniendo entre sus componentes lipidos neutros
manosilados que constituyen el elemento funcional que interactuara de forma especifica
con los macréfagos cerebrales residentes. Dichas bicapas lipidicas constituiran la
estructura multilamelar capaz de compactar acido nucleico a alta densidad.

Concretamente, se utiliza una mezcla de fosfolipido insaturado y colesterol,
7
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proporcionando fluidez a las bicapas lipidicas, junto con una pequefia cantidad de lipido
manosilado, el cual proporciona funcionalidad y cuenta con suficiente flexibilidad para
interactuar con los receptores de manosa de la superficie de los macréfagos. Como
fosfolipido insaturado, preferentemente se utiliza POPC. Como lipido manosilado se
selecciona preferentemente DSPE-PEG(020GS)-MAN vy se incluye una cantidad de
lipido manosilado comprendida entre el 5 y el 15%, en masa.

Preferentemente, se utiliza un fosfolipido pegilado basado en
diesteroilfosfatidiletanolamina (DSPE-PEG) funcionalizado con una manosa en su
extremo. Para ello, se utiliza un lipido fusionado a una cadena de polietilenglicol (PEG)
y un grupo reactivo ester succinimidil (NHS) en su extremo (DSPE-PEG-NHS) y se hace
reaccionar el grupo -NHS con el grupo -NH; de p-aminofenil-a-D mannopiranosido
(MAN) mediante una reaccion directa que no necesita ningun agente acoplante. Para la
formacion de la pelicula lipidica que mas tarde constituira la corona de la nanoparticula
lipidica debe retirarse el solvente organico que ha servido para su homogeneizacion.
Para ello puede emplearse cualquier método conocido por el experto en la materia para
la evaporacién del solvente organico como, por ejemplo, rotavapor (vacio), gas inerte.

En sustitucion del fosfolipido insaturado POPC podrian utilizarse otras fosfocolinas
insaturadas de caracteristicas similares en cuanto a fluidez como, por ejemplo, 1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC), DOPC o L-a-fosfatidilcolina (eggPC).

Asimismo, podrian utilizarse lipidos pegilados y lipidos funcionalizados con manosa
basandose en la reaccién del grupo reactivo ester succinimidil (NHS) con p-aminofenil-
a-D mannopiranosido (MAN). Ejemplos no limitantes pueden ser: DSPE-PEG-NHS,
DOPE-PEG-NHS, N-(succinimidiloxi-glutaril)-L-a-fosfatidiletanolamina, 1-palmitoil-2-
oleoil (POPE-PEG-NHS), N-(succinimidiloxi-glutaril)-L-a-fosfatidiletanolamina,
dipalmitoil (DPPE-PEG-NHS), N-(succinimidiloxi-glutaril)-L-a-fosfatidiletanolamina,1,2-
bis(dimetillfosfino)etano (DMPE-PEG-NHS).

Respecto a la composicion del interior multilamelar de la particula lipidica, la cantidad
de lipido catidnico biocompatible que asegura su estabilidad estructural se determina en
funcion del acido nucleico que se utiliza. Con el objetivo de maximizar la carga de acido
nucleico, durante el segundo paso del procedimiento, se puede suplementar la cantidad

de lipido catiénico biocompatible hasta extraer completamente el acido nucleico que
8
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haya podido quedar atrapado en la fase organica de la emulsién de Bligh and Dyer. La
relacién de los lipidos que conforman el componente funcional también puede
modificarse, variando alrededor del contenido fosfolipido-PEG-MAN. El intervalo de
colesterol puede abarcar entre el 10 y 40%, correspondiendo el resto al fosfolipido
insaturado y al fosfolipido pegilado. La proporcion de los lipidos estructurales
(formadores de bicapa) y el lipido cationico biocompatible (DC-colesterol complejante

del acido nucleico) se mantiene mayoritaria, preferentemente en una proporcién de 5:1.

La fase organica que se obtiene con la desestabilizacion de la monofase de Bligh & Dyer
contiene micelas inversas de lipido catiénico conteniendo el acido nucleico en su interior.
La pelicula lipidica obtenida en el primer paso arriba descrito se disuelve en la fase
organica de la emulsion Bligh & Dyer, formando una disolucion en la que se encuentran
las micelas inversas protegiendo los acidos nucleicos del nucleo y los lipidos disueltos

en fase organica.

A continuacion, se afiade una solucién acuosa libre de nucleasas a la fase organica del
paso anterior, de tal manera que el sistema se vuelve heterogéneo en forma de
emulsion. Mediante la iniciacion del proceso de inversién de fases, la fase organica
conteniendo la mezcla nucleolipidica compleja queda suspendida en agua. La inversion
de fases se completara tras la evaporacion posterior del componente organico (mas
volatil que el agua), dando lugar a la suspension de las nanoparticulas lipidicas en fase

acuosa.

Por lo tanto, un aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento para obtener
nanoparticulas lipidicas, con los macréfagos cerebrales como células diana, que incluye
los siguientes pasos:

1a. complejacién de un acido nucleico disuelto en agua con un lipido catiénico
biocompatible en cloroformo, para formar micelas inversas mediante formacion de una
monofase de Bligh & Dyer por la adicién de metanol hasta homogeneizacion,

2a. desestabilizacion de la monofase de Bligh & Dyer, y concentracion de las
particulas hidrofobicas del paso 1a mediante la adicion de cloroformo y agua;

1b. preparacion de los |lipidos formadores de bicapa: fosfolipido
insaturado/colesterol/lipido-PEG-MAN que incluye la manosilacion del componente
lipido-PEG-NHS mediante reaccién directa de la cabeza succinimidil éster (NHS) con el

grupo -NH: de p-aminofenil-a-D mannopiranosido (MAN);
9
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2b. preparacién de una pelicula lipidica con los lipidos del paso 1b;

3. insercidén de la pelicula lipidica del paso 2b en la fase organica del paso 2a
mediante disolucion;

4. interaccion de las micelas inversas con los lipidos formadores de bicapa, ambos
presentes en la disolucién del paso 3, inducida por la adicién de agua a la fase organica;

5. extraccion del disolvente organico y obtencién de las nanoparticulas lipidicas

multilamelares en solucion acuosa.

En este procedimiento, es especialmente interesante la manosilacion que se realiza en
un Unico paso y que no requiere la utilizacion de ningun agente acoplante vy,

especialmente, no requiere el uso de glutaraldehido.

La limpieza de las nanoparticulas lipidicas se puede realizar por sedimentacion
(centrifugacién), eliminando en el sobrenadante las vesiculas lipidicas que no contienen
acidos nucleicos y los posibles acidos nucleicos no encapsulados. Finalmente, las
nanoparticulas lipidicas son resuspendidas en tampén libre de nucleasas. Mediante esta
sucesion de pasos, se evita el procedimiento tradicional de extrusién para homogeneizar
el tamafio de las nanoparticulas lipidicas, técnica que se utiliza habitualmente en el
estado de la técnica, y que conduce a una elevada pérdida de carga nucleotidica en la

fase acuosa.

Por otro lado, la metodologia utilizada hasta la fecha para funcionalizar lipidos con
manosa emplea una reaccion dependiente de activacion con glutaraldehido, el cual
actua como agente enlazante. Sin embargo, el glutaraldehido es desnaturalizante y
citotoxico. Mediante la reaccion directa entre un derivado de acido activado via
succinimida (lipido-PEG-NHS) y wuna amina primaria del p-aminofenil-a-D
manopiranosido para formar una amida entre ambos reactivos, se evita la utilizacion de
este agente citotoxico. Ademas, la incorporacion de lipido-PEG-MAN en una etapa
intermedia de su proceso de formacion, permite su concentracion en la superficie de la
nanoparticula lipidica por exclusion de tamano en el interior de las lamelas, obteniendo
nanoparticulas lipidicas nucleo-corona fuertemente funcionalizadas en superficie
mediante un método integrativo, a diferencia de los métodos indirectos descritos hasta
la fecha en los que la manosa es coincubada con los liposomas una vez estos han sido
formados. Esta funcionalizacién directa favorece la propia eficacia del proceso

(maximizando la carga de MAN en superficie), evitando al tiempo la autoasociacién entre
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las moléculas de MAN (en el interior de la particula). Asimismo, la adicion de lipidos
pegilados mejora la farmacocinética, proporciona proteccion frente al sistema
reticuloendotelial y convierte a las nanoparticulas lipidicas en vehiculos mas especificos
hacia las células diana, proporcionando una cubierta de camuflaje, y mas grandes en

apariencia.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la obtencion de nanoparticulas lipidicas de tipo
“core-shell’, o nucleo-corona, obtenidas mediante el procedimiento descrito en esta
memoria. Estas nanoparticulas lipidicas, al elaborarse sin la utilizacién de agentes
acoplantes, cuyo ejemplo mas paradigmatico es el glutaraldehido, estan, con toda
seguridad, libres de este tipo de agentes citotoxicos y pueden, por lo tanto, utilizarse in
vivo o en cultivos de células con mucha mas seguridad que las nanoparticulas lipidicas

en cuya elaboracién se utilizan agentes acoplantes.

Estas nanoparticulas lipidicas estan especialmente preparadas para interaccionar con
macrofagos cerebrales perivasculares y meningeos. El “core” o nucleo contiene una
carga farmacolégicamente activa de un acido nucleico y una cantidad electroequivalente
de lipido cationico biocompatible. En términos practicos, la metodologia empleada
proporciona una eficiencia de encapsulacion del acido nucleico préxima al 100%
mediante la formacion de estructuras lamelares de tipo “cebolla” en las que el lipido
catiénico biocompatible se encuentra acomplejando el acido nucleico en el interior de

las laminas acuosas formadas entre bicapas lipidicas concéntricas.

El acido nucleico puede ser en general de cualquier tipo (acido ribonucleico o acido
desoxirribonucleico, monocatenario, bicatenario, lineal, circular, enrollado o lineal, o
combinaciones de ellos) con la limitacion de que su tamario y flexibilidad le permitan
mantenerse insertado en una cavidad de dimensiones nanométricas. Puede tratarse,
por ejemplo, de cualquier tipo de oligonucleétido, (microARN, ARNsi, ARNm, ADN
plasmidico). Asimismo, la secuencia del acido nucleico puede incluir analogos de
nucleodtidos o nucleétidos modificados, con la Unica limitacion de contener hidrofilicidad
suficiente para mostrar una preferencia por la cavidad acuosa del interior de los

complejos.

En cuanto al lipido catiénico biocompatible incluido en el “core” de la nanoparticula

lipidica, ejemplos no limitativos son: DOTMA, DODMA, DOTAP, DMRIE, DOTIM,
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DOGS, DORIE, MVL5, GL67, BGTC, BGSC, DC-Chol o DC-colesterol, DOEPC y
derivados de etilfosfocolina, DOSPA. Alternativas clasicas de lipido catidnico utilizadas
en estudios modelo son DODAB, DDAB. Preferentemente, dada su disponibilidad
comercial, estabilidad quimica y coste reducido, se seleccionan derivados catiénicos de
colesterol como BGTC, BGSC y, mas preferentemente, DC-colesterol, un lipido natural

funcionalizado con carga positiva.

El “core” de las nanoparticulas lipidicas presenta una estructura multilamelar
condensada (se considera que un objeto lipidico es multilamelar si tiene, al menos, 3
bicapas lipidicas, o lamelas). Las nanoparticulas de la invencién incluyen, al menos, 3
lamelas y, en la mayoria de los casos un numero muy superior (ver Figura 3 (A)). La
corona de las nanoparticulas lipidicas, o “shell’, segrega la mayoria del lipido pegilado
exponiendo este polimero flexible hacia la superficie libre externa, la cual sirve como
cubierta de camuflaje y proteccién ante la degradacién, favoreciendo la interaccion
adhesiva con los macrofagos diana: macréfagos cerebrales perivasculares y
meningeos. La corona de las nanoparticulas lipidicas de la invencién incluye:

- una fosfocolina que proporcione fluidez y estabilidad a las bicapas lipidicas;

- colesterol neutro proporcionando rigidez y facilitando la interacciéon con biomembranas
lipidicas con alto contenido en fosfatidiletanolamina (PE);

-un lipido pegilado (lipido-PEG-NHS-MAN) proporcionando una gran cabeza polimérica
segregable a la superficie libre externa de la particula y la capacidad funcional del p-
aminofenil-a-D manopiranosido (MAN) mediante su unién al brazo flexible
macromolecular (PEG) mediante el grupo puente NHS. Se aprovecha la singularidad
que tienen los macréfagos diana de reconocer el azicar manosa (presente en los
carbohidratos de la pared celular de numerosas bacterias) y la capacidad de las
nanoparticulas lipidicas tapizadas de este fosfolipido pegilado, para favorecer su
adhesion con la membrana plasmatica mediante la funcionalizacién con la manosa en

su superficie.

En una realizacién preferida, el lipido pegilado estda basado en
diesteroilfosfatidiletanolamina (DSPE-PEG-NHS-MAN).

Los lipidos pegilados incluidos en la formulacién presentan una cabeza polar de tamarfio
macromolecular. Debido a su exclusion por tamafio en la estructura laminar, la superficie

externa de dichas nanoparticulas lipidicas compuestas aparece tapizada de grupos
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manosa, los cuales permiten la selectividad de la nanoparticula por los macréfagos
meningeos y perivasculares. Esta estructura estratificada, como si se tratase de una
cebolla (lamelas interiores y superficie externa funcionalizada), es diferente a los
liposomas convencionales descritos hasta la fecha, los cuales son fundamentalmente

unilamelares segun se obtienen por extrusion.

En una realizacion preferida de la invencién las nanoparticulas lipidicas que tienen como
célula diana a los macréfagos cerebrales comprenden:

- un nucleo multilamelar formado por oligonucleétidos antisentido y DC-colesterol,

- una cubierta lipidica fluida de base estructural compuesta por fosfolipido y colesterol y
un componente funcional de base lipidica pegilado y funcionalizado con un derivado de
manosa;

y presentan una configuracién multilamelar con alto grado de compactacion,
entendiendo por multilamelar que tienen, al menos, 3 lamelas y por alto grado de
compactacion que el lipido catiénico biocompatible esta complejando el acido nucleico

en el nucleo en una estructura tipo sandwich.

Preferentemente, los oligonucledtidos antisentido se disefian como GapmeRs, cuya
liberacidon en macréfagos residentes produce el silenciamiento selectivo de genes de
esos macrofagos, y la cubierta lipidica multilamelar incluye POPC/colesterol/DSPE-
PEG-MAN.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit para la deplecion de macréfagos
cerebrales que incluye nanoparticulas lipidicas formadas por un nucleo con
oligonucleétidos antisentido y DC-colesterol, y una cubierta lipidica de fosfolipido,
colesterol y un componente de base lipidica pegilado y funcionalizado con un derivado
de manosa. Preferentemente, los oligonucleotidos antisentido son GapmeRs, cuya
liberacion en macréfagos residentes produce el silenciamiento selectivo de genes de
esos macrofagos, y la cubierta lipidica multilamelar estda constituida por
POPC/colesterol/DSPE-PEG-MAN.

Como consecuencia del procedimiento para la elaboracion de estos nanoliposomas las
nanoparticulas lipidicas estan estratificadas en una estructura nucleo-corona
comprendiendo un nucleo multilamelar muy compacto con alta carga de acido nucleico

y una corona superficial de lipidos neutros y funcionalizados. En la figura 3 puede
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observarse este tipo de estructura. El hecho de que las nanoparticulas lipidicas de la
invencién sean multilamelares les confiere la ventaja de liberar lentamente su contenido

una vez se liberan en el tejido in vivo o in vitro.

Estas nanoparticulas lipidicas tienen como células diana a los macréfagos
perivasculares y meningeos cerebrales que son macréfagos residentes del cerebro con
actividad fagocitica constitutiva, de origen hematopoyético, que ocupan el cerebro a una
tasa constante de reposicion en el espacio perivascular y meningeo. Hasta la fecha se
ha descrito que tienen un papel fundamentalmente regulador en la activacion de
respuestas de fase aguda frente a un estimulo inmune, como son la sintesis y liberacion
de glucocorticoides o la respuesta febril, se han identificado como centinelas inmunes,
regulando la acumulacion y trafico de macromoléculas (por ejemplo, el péptido B-
amiloide), virus, bacterias y leucocitos periféricos al parénquima cerebral en distintos
modelos animales de neuropatologias; se han propuesto como una importante fuente
de estrés oxidativo que puede estar implicado en la disfuncién cerebrovascular que tiene
lugar en modelos animales de Alzheimer e hipertension; y se han identificado como
principal reservorio del virus VIH en el sistema nervioso central, ocasionando diversas

disfunciones neurolégicas.

Por lo tanto, la modulacién génica de estas células inmunes, que tienen un claro papel
regulador de la fisiologia del sistema nervioso central, mediante acidos nucleicos con
efectos farmacolégicos vehiculados por nanoparticulas lipidicas constituye una
interesante estrategia terapéutica para el manejo de la respuesta inmune/inflamatoria
que forma parte de la etiofisiopatologia de multiples patologias neurolégicas/
neurodegenerativas y psiquiatricas, de manera que se puede elaborar un método para
el tratamiento de dichas patologias utilizando las nanoparticulas lipidicas de la invencion
en un paciente aquejado de alguna enfermedad del sistema nervioso central. Otro
aspecto de la invencion se refiere a las nanoparticulas lipidicas que se han descrito en
esta memoria para su uso en la elaboracién de un medicamento frente a enfermedades
neurolégicas/ neurodegenerativas y/o psiquiatricas. Asimismo, la invencién también se
refiere a aquellas composiciones farmaceéuticas que incluyen las nanoparticulas lipidicas

descritas en esta memoria, junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcién que se esta realizando y con objeto de ayudar a una
14
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mejor comprension de las caracteristicas de la invencion, se acompafia como parte
integrante de dicha descripcion un juego de dibujos en donde, con caracter ilustrativo y

no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Figura 1. Esquema ilustrativo de la metodologia para la preparacion de las
nanoparticulas lipidicas, los nimeros indican el nimero de cada ejemplo y los marcos
de colores corresponden a los porcentajes de disolvente indicados en cada cuadro de

texto especifico.

Figura 2. Espectro de resonancia magnética de protén tras la sintesis del lipido
manosilado DSPE-PEG-manosilado. En color rojo se han marcado las sefiales nuevas

tras la union con la manosa.

Figura 3. Imagenes obtenidas mediante tincion negativa por microscopia electronica de
transmision (TEM) de nanoparticulas lipidicas complejando el ARNm (A-D) y en
ausencia de ARNm (E-F).

Figura 4. Imagenes de doble inmunofluorescencia de secciones coronales de tejido

cerebral de ratas.

Figura 5. Imagenes de hibridacion “in situ” de secciones coronales de tejido cerebral de
ratas con la sonda caracterizada por SEQ ID NO:3. Localizacion del ARNm del enzima
L-PGDS-en células de localizacion perivascular.

Figura 6. Imagenes de hibridacién “in situ” de secciones coronales de tejido cerebral de
ratas con la sonda caracterizada por SEQ ID NO:3. Localizacién del ARNm del enzima

L-PGDS en las meninges.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

Ejemplo 1. Elaboracion del nicleo multilamelar. Figura 1 (1).

Como herramienta para la inactivacién de cualquier ARNm (ARN mensajero) o ARNInc
(ARN no codificante de mas de 200 nucleétidos) se utilizé un LNA GapmeR disefiado
previa peticion y comercializado por la empresa Exiqgon®. Un GapmeR es una cadena

de 14-16 nucledtidos de ADN monocatenario que se disefia con las regiones
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flanqueantes modificadas con nucledtidos LNA (Locked Nucleic Acid o acido nucleico
bloqueado) para aumentar la afinidad de la cadena de ADN por el ARN diana. Al
hibridarse el GapmeR con el ARN diana, se genera una estructura hueca en la region
central del ADN-ARN que activa la ARNasa H de la célula y esta enzima se encarga de
degradar el ARN diana.

Se selecciond una secuencia antisentido para la inhibicion del enzima L-PGDS,
responsable de la sintesis de la prostaglandina antiinflamatoria 15d-Prostaglandina J2.
La secuencia, original y disefiada bajo peticién por la empresa Exiqon®, fue: 5-3'-
TACTCTTGAATGCACT (caracterizada por SEQ ID NO:1), marcada en 5 con un

isomero derivado de la fluoresceina (FAM, carboxifluoresceina) emitiendo a 488mm.

Como control negativo para este experimento también se disefid y utilizd una sonda
original antisentido sin sentido (‘no sense”) cuya secuencia fue 5°-3'-
AACACGTCTATACGC (caracterizada por SEQ ID NO:2), marcada en 5 con FAM,
emitiendo a 488mm.

En un vial de vidrio de 1,5 mL, se disolvieron 0,54 mg de DC-Chol (Avanti® Polar Lipids)
en 90 pl de CHCI3, se afiadieron 300 ul de metanol y 90 pl de HzO libre de ARNasas
conteniendo 20 nmoles de GapmeR. El contenido de ese vial se agité formandose una
monofase (corresponde al contenido 20% H-20, 50% MeOH, 30% CHCIl; en el diagrama
Bligh&Dyer) que se dejé incubar durante toda la noche.

Ejemplo 2. Desestabilizacion de la monofase de Bligh&Dyer y concentraciéon de
las particulas hidrofébicas en la fase organica. Figura 1 (2).

Se afiadieron CHCIs (120 pL) y H20 libre de nucleasas (120 uL) para reducir el
porcentaje de metanol y situarse en una zona del diagrama de Bligh&Dyer (30% H:0,
30% MeOH, 40% CHCIs), donde los disolventes se separan en fases. Los lipidos
cationicos biocompatibles, al estar complejando el GapmeR, lo protegen y lo arrastran
a la fase organica, mas densa (inferior dentro del tubo). Estas micelas no se
desestabilizaron al quedar agua de hidrataciéon entre la interaccion lipido catiénico
biocompatible-GapmeR.

Se mezclé en vortex y se separaron las fases bajo centrifugacién suave (800 rpm, 4

minutos), recuperando la fase organica que quedo localizada en la parte inferior del tubo
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después de la centrifugacion.

Ejemplo 3. Preparacion de una pelicula lipidica con lipidos neutros manosilados:
POPC/colesterol/DSPE-PEG-MAN. Figura 1 (3).

Como fosfocolina fluida, se eligid para este ejemplo POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina) que, junto con el colesterol, se adquirid en Avanti® Polar Lipids.
Para la manosilacion del lipido pegilado funcionalizado con el grupo NHS, a una solucién
de DSPE-PEG(2000)-NHS (50 mg, 1 equiv.; (NOF Europe GmbH)) en tetrahidrofurano
(THF) (6 mL) se afadi6 MAN (4,5 mg, 1 equiv.; 4-aminofenil a-D-manopiranosido;
Sigma-Aldrich, Merck). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 6 h y la
reaccion fue seguida por cromatografia en capa fina. Después, el disolvente se eliminé

al vacio y el producto se utilizé sin necesidad de volver a realizar purificacion.

En la figura 2, se muestra el espectro de resonancia magnética de proton tras la sintesis
del lipido manosilado. En color rojo se han marcado las sefales que aparecen tras la
union de la manosa al lipido pegilado DSPE-PEG. El ensayo se realizd con un
espectrometro Bruker Avance 300 (1H: 300 MHz) a 298 K usando solventes

parcialmente deuterados como estandar interno.

INSTRUM spect
PROBHD z104275_0393
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 32
DS 2
SWH 6009.618 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
AQ 2.7263477 sec
RG 184.03
Dw 83.200 usec

iV
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DE 6.50
TE 2956 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 300.1618010 MHz
NUCA1 1H
P1 14.00 usec
Sl 65536
SF 300.16000245 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

Tabla 1. Configuracion del ensayo de resonancia magnética de protén realizado segun
el ejemplo 3.

Se preparo una pelicula lipidica mezclando los lipidos disueltos en cloroformo siguiendo
una relacion POPC/colesterol/DSPE-PEG-MAN de 52:40:8 mol%, teniendo en cuenta
una ratio POPC/DC-Chol de 5,2:1. Después, se eliminé el cloroformo al vacio, quedando
los lipidos formando una fina pelicula en el fondo del vial.

Ejemplo 4. Insercion de los lipidos de la corona en la fase organica del ejemplo 2.
Figura 1 (4).
Se utilizaron 210 pL de la fase organica obtenida en el ejemplo 2 para disolver la pelicula

lipidica elaborada en el ejemplo 3. Se mezclaron y se incubaron durante 2 horas.

Ejemplo 5. Obtencion de las nanoparticulas lipidicas. Figura 1 (5).
Se mezclaron 210uL de H20 libre de nucleasas y los 210uL de |a fase organica obtenida

en el ejemplo 4 y se formo6 una emulsion mezclando con un vértex.
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A continuacién, se extrajo de la emulsion la fase organica (cloroformo y metanol) con un
rotavapor (evaporacion rotatoria) obteniendo las nanoparticulas lipidicas disueltas en
una fase acuosa cuyo volumen se ajusté con tampén PBS libre de nucleasas hasta un

volumen final de 250pl.

Ejemplo 6. Limpieza de las nanoparticulas lipidicas. Figura 1 (6).

Las nanoparticulas lipidicas del ejemplo 5 se centrifugaron a 14000 rpm durante 15
minutos, para sedimentarlas y eliminar las vesiculas lipidicas que no contenian GapmeR
asi como posibles moléculas de GapmeR que no se hubieran encapsulado por rotura

de las nanoparticulas.

Finalmente, el pellet resultante de la centrifugacion se resuspendié en 250 pl de tampén
PBS libre de nucleasas.

Ejemplo 7. Caracterizacion de los liposomas mediante dispersion de luz dinamica,
Potencial Zetay TEM

Dispersion de luz dinamica (DLS): En el ejemplo 6, después de la sedimentacién de
las nanoparticulas lipidicas por centrifugacion, se obtuvieron dos fases, la primera es el
sobrenadante, en el cual se localizan los liposomas menos densos porque no contienen
el denso y compacto nucleo formado por lipidos cationicos biocompatibles complejando
el acido nucleico, y la segunda es un pellet, en el cual se encuentran concentradas las
nanoparticulas lipidicas.

El diametro medio y la distribucién de vesiculas se midieron por dispersién de luz
dinamica. Para ello, las muestras se diluyeron (1:100) en tampén PBS y se midieron a
25°C, considerando un indice de refraccion medio de 1.335, en un Malvern Zetasizer
NS instrument. Se considera que un indice de polidispersidad por debajo de 0,1
representa una muestra bastante monodispersa, es decir, homogénea. En la tabla 2, se
muestran los resultados obtenidos en tres repeticiones para cada fase tras el paso de
limpieza del ejemplo 6; entre medida y medida se dejé un tiempo de espera de 30
minutos. Las medidas realizadas a partir del pellet resuspendido en PBS indican que las
muestras obtenidas son bastante monodispersas y que el tamafio medio de las

nanoparticulas lipidicas se encuentra en torno a 170 nm. Las muestras medidas de una
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fraccion del sobrenadante indican mayor polidispersidad y un mayor tamafio medio, de

aproximadamente 193 nm. En ambos casos parecen estables con el tiempo.

Pellet indice de Sobrenadante indice de
Diametro efectivo polidispersidad Diametro efectivo polidispersidad
(nm) £10% (PDI) (nm) £10% (PDI)
1 168,5 0,173 191,0 0,187
2 173,7 0,199 193,5 0,236
3 172,7 0,168 195,0 0,215

Tabla 2. Resultados obtenidos para la medida del diametro efectivo y el indice de
polidispersidad de las fases obtenidas tras la sedimentacion de las nanoparticulas
lipidicas (sobrenadante y pellet) mediante dispersion de luz dinamica.

Potencial Zeta (mV): Se realizé una medicion indirecta de la carga superficial neta de
las nanoparticulas lipidicas midiendo el potencial zeta de sus suspensiones acuosas
diluidas, en un Malvern Zetasizer NS instrument (Malvern Instruments Ltd, UK). Para
ello, la muestra se colocé en una celda de electroforesis equipada con electrodos de
oro, las muestras se diluyeron en una proporcion 1:50 y se midieron a 25°C.

En la tabla 3, se muestran los resultados obtenidos en 5 repeticiones de cada fase
(sobrenadante y pellet). En la medicion de las nanoparticulas lipidicas del pellet, se
obtuvieron valores tanto positivos como negativos cercanos a la neutralidad, indicando
que los lipidos cationicos biocompatibles que conforman las nanoparticulas lipidicas se
encuentran complejando (interaccionando) los fragmentos de GapmeR de carga
contraria, apareciendo una compensacion de cargas que da lugar a un potencial zeta
esencialmente nulo. En el sobrenadante se localizan las nanoparticulas lipidicas menos
densas que no contienen GapmeR. En estos objetos, el exceso de lipidos catidnicos
produce un exceso de carga positiva. Esto se observo en las medidas de potencial zeta

del sobrenadante, las cuales presentan una carga superficial neta altamente catidnica.
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Pellet Sobrenadante
(mV) (mV)

L -2,0e+00+1,76+00 40,7414

2 1,8e+00+1,76+00 447414

= 3,3e+00+1,7e+00 42,4414

4 -2,56-01+1,7e+00 48,9+1,4

5 | -6,5e+00+1,7e+00 44,3+1,4

Tabla 3. Potencial zeta medido en las fases obtenidas tras la sedimentaciéon de las

nanoparticulas lipidicas en el ejemplo 6.

Tinciéon negativa en Microscopia electronica de transmision (NS-TEM): Se analizo
por TEM la microestructura de las nanoparticulas lipidicas con un método de tincion
negativa mediante cationes uranilo (UO:*), los cuales marcan preferencialmente el
componente nucleotidico de carga negativa. Para su examen, se combinaron
volumenes iguales de la muestra diluida en PBS y acetato de uranilo (2%) y se dejaron
incubar durante 1 min a temperatura ambiente. Se colocd una gota de esta solucién en
una rejilla de cobre recubierta de carbono Formvar durante 5 min. Se eliminé el exceso
de liquido usando papeles de filtro. Después de secar la rejilla a temperatura ambiente
durante 5 minutos, se realizaron micrografias con un microscopio electrénico de
transmision JEOL 1010 operando a 100 kV (resolucion = 0.35 nm). Las micrografias se

captaron usando una camara Megaview |l.

La microscopia electronica de transmisiéon empleando el método de tincion negativa es
una técnica muy util que proporciona informacién sobre las propiedades quimicas y
estructurales en muestras de liposomas o capsulas lipidicas. El acetato de uranilo
presenta preferencia por grupos amino y fosfato, por lo que la alta presencia de grupos
fosfato y amino en el ARN convierte esta metodologia en una técnica muy adecuada

para su localizacion. Asimismo, la presencia de grupos fosfato a nivel de la cabeza en
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los fosfolipidos, también permite la tincion de membranas, pero con menor intensidad
que en el caso de los &cidos nucleicos. Mediante esta técnica, se ha confirmado la
multilamelaridad de las nanoparticulas lipidicas de la invencién y la estratificacion tipo
“core-shell” de dichas nanoparticulas. En la figura 3 se muestran tres imagenes de
tincién negativa mediante microscopia electrénica de transmisién (A, C, E). La imagen
A corresponde al nicleo de una nanoparticula lipidica. Estas regiones estan compuestas
por moléculas de DC-Colesterol complejando GapmeR. Debido a la presencia de grupos
amino en el DC-Colesterol y de grupos amino y fosfato en GapmeR, estas regiones se
convierten en estructuras de mayor contraste debido a la mayor interaccion con el
acetato de uranilo. En esta imagen, es posible apreciar la presencia de estructuras tipo
sandwich. En la grafica B se muestra el analisis de la escala de gris en funcion de la
distancia en una regién de la imagen A (linea roja) utilizando el software libre ImageJ.
En rojo se muestra el ajuste a una funcién sinusoidal con una distancia pico-pico de 9,24
t 0,12 nm, lo cual es compatible con una estructura lamelar peridédica formada por
bicapas lipidicas de entre 4 y 5 nm de espesor, flanqueadas por laminas acuosas
interlamelares de entre 5 y 4 nm de espesor donde se aloja el ARN complejado con el
DC-colesterol catidnico incluido en la composicion de las bicapas lipidicas. En laimagen
C se muestra el mismo estudio en una nanoparticula lipidica en la que se visualiza con
claridad la corona menos electrodensa, y por tanto con una cantidad reducida de ARN.
Debido a la multilamelaridad de las nanoparticulas lipidicas, también es apreciable
periodicidad entre las diferentes lamelas que constituyen la corona, aunque se observa
una distancia promedio levemente mayor que en la region del nucleo, con distancias de
repeticion aproximadas de 9,9 + 0,3 nm (gréafica D), lo cual es esperable debido a la
repulsiéon entre bicapas lipidicas del “shell” con menor compensacion de cargas por
parte del ARN que la ocurrida en el “core” compacto. También se observa como el
contraste en estas regiones es mas débil que en el “core”, puesto que el acetato de
uranilo unicamente esta reaccionando con los grupos fosfato de las cabezas de los
fosfolipidos, y en mucha menor extensién con el ARN. A modo de control, la imagen E
corresponde a un liposoma multilamelar no complejado recogido de la fase
sobrenadante obtenida en el ejemplo 6. Debido a la carencia de RNA reteniendo los
lipidos cationicos en el “core”, la composicion lipidica es mas uniforme y la tinciéon con
acetato de uranilo no diferencia una estratificacion del tipo “core-shell” (imagen E),
presentando una periodicidad de 9,9 £ 0,3 nm (grafica F) que es muy similar a la
observada en la region correspondiente al “shell” libre de ARN (grafica D).
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Ejemplo 8. Silenciamiento del gen del enzima Prostaglandina D sintasa lipocalina
(L-PGDS)
Para producir la inhibicién de un gen con un alto grado de expresion de forma
constitutiva por los macréfagos perivasculares cerebrales y meningeos, se selecciond
el gen que codifica para el enzima antiinflamatorio Prostaglandina D sintasa lipocalina
(L-PGDS).

Teniendo en cuenta el tiempo necesario para que las nanoparticulas lipidicas liberen su
contenido dentro de los macréfagos diana, se optd por buscar una herramienta génica
que presentara un tiempo de inhibicién extendido, como es el caso de los GapmeRs.
Como ya se ha indicado en el ejemplo 1, los GapmeRs son una nueva herramienta para
la inactivacion de cualquier ARNm o ARNInc. A diferencia de otros ARN de interferencia
(siRNA), los GapmeRs no solo alcanzan dianas citoplasmaticas, sino tambien
nucleares, como ARN de cadena larga no codificante (ARNInc) y todos los ARN de
tamano pequeno (ARNsn). Ademas, producen menos efectos indeseados, ya que no se
unen al complejo RISC (RNA-induced silencing complex), ni lo saturan. Una de sus
principales ventajas es su alta estabilidad, debido a que todo su esqueleto es de

fosforotioato, disminuyendo los efectos secundarios.

La secuencia antisentido utilizada para la inhibicion del enzima L-PGDS, caracterizada
por SEQ ID NO:1, se describe en el ejemplo 1 y esta marcada en 5' con un isémero
derivado de la fluoresceina (FAM, carboxifluoresceina) emitiendo a 488mm. La adicion
de este fluoroforo permite estudiar a través de técnicas de inmunofluorescencia (que se
detallan a continuacion) la localizacion del GapmeR en el cerebro de rata tras su
administracion por via intracerebroventricular (icv) (detallada a continuacién)

encapsulado en las nanopatrticulas lipidicas de la invencién.

Como control negativo para este ejemplo también se utilizdo una sonda antisentido “no

sense”, caracterizada por SEQ |D NO:2, también marcada con fluoresceina.

Para la evaluacién directa de la inhibicion de la expresion génica de L-PGDS con el
GapmeR descrito en el ejemplo 1 y encapsulado en nanoparticulas lipidicas, se optd por
la utilizacién de la técnica inmunohistoquimica de hibridacion “in situ” (ISH), que consiste
en marcar una hebra sencilla de ARN, denominada sonda, y permitir que se empareje

con su secuencia complementaria en el ARN presente en una muestra de tejido. En
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nuestro caso la sonda fue encargada a la empresa Microsynth®, y su secuencia es 5'™-
3: CTC ACC TGT GTT TAC TCT TGA ATG CAC TTA TCC GGT TGG GGC AGG,
caracterizada por SEQ ID NO:3, y se marcoé en el extremo 3’ con *P-dATP, mediante
una enzima deoxinucleotidil transferasa terminal. Por otro lado, el tejido utilizado para la

prueba fue cortes de cerebro de rata (como se detalla a continuacion).

Inyeccién intracerebroventricular (ICV): Estos experimentos se realizaron en ratas
Wistar. Para la realizacion de las inyecciones ICV, se utilizaron coordenadas referidas
al ventriculo lateral derecho, se anestesi® a los animales con una inyeccion
intraperitoneal de ketamina y xilacina (2,5:1, mg/kg, s.c.) y se montaron en el marco
estereotaxico. Las nanoparticulas lipidicas que contenian, respectivamente, GapmeR,
antisentido y su vehiculo (H20 libre de nucleasas) se infundieron lentamente en un
volumen de 25 pL durante 10 minutos usando una jeringa Hamilton (Bonaduz, AG
Switzerland®) y una aguja 26 GA a través de un inyector estereotaxico motorizado

(Stoelting 53311®) en el ventriculo lateral derecho.

Inmunofluorescencia: Los animales (ratas Wistar) fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital. Inmediatamente después el cerebro fue extraido,
congelado en hielo seco y almacenado a -80°C. Se cortaron secciones coronales de
tejido cerebral de 14 pm de espesor y se colocaron en portaobjetos. Primero fueron
objeto de tres lavados con KPBS (tampén fosfato salino con potasio) 0,02M (pH= 7,4),
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para eliminar la autofluorescencia se
incubaron con glicina 10mM, durante 20 minutos a temperatura ambiente, recibieron
otros tres lavados de KPBS e inmediatamente fueron bloqueados con BSA (albumina
de suero bovino) 10%, disuelta en KPBS con tritén 0,1%, durante 30 minutos. Los cortes
se incubaron con los correspondientes anticuerpos primarios (ab64693) antirreceptor de
manosa (CD206), durante toda una noche, diluidos en la solucion de bloqueo; tras 3
lavados con KPBS recibieron los correspondientes anticuerpos secundarios (Alexa
Fluor® 555 (A31572)), durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, se
realizaron tres lavados con KPBS, y un ultimo lavado con agua desionizada, durante 5
minutos. Después de secarlos, los cortes se montaron en portas con medio de montaje
Fluoroshield® (Sigma Aldrich) que incluia 4'.6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato
(DAPI). Las secciones coronales se cubrieron con cubreobjetos y se congelaron a -20°C
0 se visualizaron inmediatamente en un microscopio de epi-fluorescencia TI-FL Epi-fl

llluminator® de alto rendimiento Nikon Eclipse Ti Series.
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Las imagenes de la figura 4, de doble inmunofluorescencia, indican la presencia de los
GapmeR (marcados en verde) en los macréfagos perivasculares (A) y meningeos (B)
(marcados en rojo). La tincién DAPI (en azul), que identifica nacleos celulares, permite
observar cémo hay presencia de GapmeR a nivel tanto nuclear como citoplasmatico.
Estos resultados confirman que los GapmeR han sido incorporados por los macréfagos

diana.

Hibridacién “in situ” (ISH): Los animales (ratas Wistar) fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital. Inmediatamente después el cerebro fue extraido,
congelado en hielo seco y almacenado a -80°C. Se cortaron secciones coronales de
tejido cerebral de 14 um de espesor y se colocaron en portaobjetos tratados con 3-
aminopropil-trietoxisilano, preservandolas a -40°C. Se fijaron los tejidos con
paraformaldehido (PFA) al 4% y se trataron con la proteasa pronasa para facilitar la
accesibilidad de la sonda al ARNm de interés. A continuacion, se cubrieron los tejidos
con el tampodn de hibridacion que contiene, aproximadamente, 1,5 nM de la sonda cuya
secuencia esta caracterizada por SEQ ID NO:3 y esta marcada con P radioactivo y se
incubaron a 42°C, durante 24 h. Después, se lavaron las secciones hibridadas y se
expusieron a una pelicula fotografica durante 1-4 semanas. A continuacion, se
analizaron los autorradiogramas y se obtuvieron las imagenes en un microscopio de epi-

fluorescencia TI-FL Epi-fl llluminator® de alto rendimiento Nikon Eclipse Ti Series.

En las figuras 5 y 6, se muestran imagenes de ISH en las que se aprecia la presencia
de ARNm para la L-PGDS (puntos y manchas negras) en células de localizacion
perivascular (figura 5) y en las meninges (figura 6), en los cortes de cerebro de animales
tratados con liposomas cargados con solo el vehiculo de los GapmeR (control) (A) y
animales que han recibido GapmeR antisentido “no sense” como control negativo (B).
En los cortes que corresponden a animales que han recibido nanoparticulas lipidicas
con el GapmeR descrito en el ejemplo 1 (C), se aprecia una clara ausencia/reduccion
en la sefal para el ARNm de L-PGDS, lo que confirma su inhibicion.
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EIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la elaboracién de nanoparticulas lipidicas de tipo nucleo/corona
que incluye los siguientes pasos:

1a. complejacién de un acido nucleico disuelto en agua con un lipido catinico
biocompatible en cloroformo, para formar micelas inversas mediante formacién de una
monofase de Bligh & Dyer por la adicién de metanol hasta homogeneizacion;

2a. desestabilizacidon de la monofase de Bligh & Dyer, y concentracion de las
particulas hidrofébicas del paso 1a mediante la adiciéon de cloroformo y agua;

1b. preparacién de los lipidos formadores de bicapa: fosfolipido
insaturado/colesterol/lipido-PEG-MAN que incluye la manosilacién del componente
lipido-PEG-NHS mediante reaccién directa de la cabeza succinimidil éster (NHS) con el
grupo -NH; de p-aminofenil-a-D mannopiranosido (MAN);

2b. preparacion de una pelicula lipidica con los lipidos del paso 1b;

3. insercion de la pelicula lipidica del paso 2b en la fase organica del paso 2a
mediante disolucion;

4. interaccién de las micelas inversas con los lipidos formadores de bicapa, ambos
presentes en la disolucién del paso 3, inducida por la adicion de agua a la fase organica;

5. extracciéon del disolvente organico y obtencion de las nanoparticulas lipidicas
multilamelares en solucion acuosa;

y en el que la manosilacién no requiere un agente acoplante.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1 en el que no se realiza homogeneizacion por

extrusion del tamaro de las nanoparticulas lipidicas obtenidos en el paso 5.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 en el que se afiaden los
siguientes pasos:

6. Limpieza por sedimentaciéon de las nanoparticulas lipidicas y eliminacion de las
vesiculas lipidicas sin acido nucleico y del acido nucleico no encapsulado.

7. Resuspension del pellet de nanoparticulas lipidicas en solucion acuosa.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el lipido

cationico biocompatible se selecciona del grupo formado por: 1,2-di-O-octadecenil-3-

trimetilamonio propano (DOTMA), 1,2-dioleiloxi-3-dimetillaminopropano (DODMA),

dioleoiloxi-trimetilamonio propano (DOTAP), bromuro de amonio 1,2-dimiristiloxi-propil-
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3-dimetil-hidroxi etil amonio (DMRIE), cloruro de 1-[2-(oleoiloxi)etilo]-2-oleil-3-(2-
hidroxietil)imidazolinio (DOTIM), dioctadecil-amido-glicilo-espermina (DOGS), bromuro
de 1,2-dioliiloxipropil-3-dimetil-hidroxietilamonio (DORIE), N1-[2-((1S)-1-[(3-
aminopropil)amino]-4-[di(3-amino-propil)amino]butilcarboxamido)etil]-3,4-di[oleiloxi]-
benzamida (MVL5), N4-colesteril-espermina HCI Sal (GL67), bis-guanidium-tren-
colesterol (BGTC), bis-guanidinium-espermidine-colesterol (BGSC), 3R-[N-(N',N'-
dimetilaminoetano)-carbamoil]colesterol clorhidrato (DC-Chol o DC-colesterol), cloruro
de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina y derivados de etilfosfocolina (DOEPC), 2,3-
dioleiloxi-N-(2-(esperminecarboxamido)etil)-N,N-dimetil-1-propanaminium
trifluoroacetato (DOSPA), bromuro de diactadecil-dimetilamonio (DODAB), bromuro de
dimetildioctadecilamonio (DDAB), 1,2-diestearoil-3-trimetilamonio propano (DSTAP).

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4 en el que lipido catidnico biocompatible

seleccionado es DC-colesterol.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el acido
nucleico es un acido ribonucleico o un acido desoxirribonucleico, monocatenario,
bicatenario, lineal, circular, enrollado, o combinaciones de los mismos, un

oligonucleétido, microRNA, siRNA, mRNA o DNA plasmidico.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el acido

nucleico es un GapmeR.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el
fosfolipido insaturado del paso 1b se selecciona entre las fosfocolinas insaturadas
dioleoil-glicerofosfocolina (DOPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC), L-a-
fosfatidilcolina (eggPC), o palmitoil-oleoil-glicerofosfocolina (POPC).

9. Procedimiento segun la reivindicacion 8 en el que el fosfolipido insaturado
seleccionado es POPC.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el lipido
pegilado del paso 1b se selecciona del grupo formado por DSPE-PEG-NHS, DOPE-
PEG-NHS, N-(succinimidiloxi-glutaril)-L-a-fosfatidiletanolamina,  1-palmitoil-2-oleoil

(POPE-PEG-NHS), N-(succinimidiloxi-glutaril)-L-a-fosfatidiletanolamina, dipalmitoil
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(DPPE-PEG-NHS), N-(succinimidiloxi-glutaril)-L-a-fosfatidiletanolamina, 1,2-bis
(dimetillfosfino)etano (DMPE-PEG-NHS).

11. Procedimiento segun la reivindicacion 10 en el que el lipido seleccionado es es
diesteroilfosfatidiletanolamina (DSPE-PEG(2000)-NHS).

12. Nanoparticulas lipidicas con los macréfagos cerebrales como células diana
obtenidas mediante el procedimiento definido por cualquiera de las reivindicaciones 1-
11.

13. Nanoparticulas lipidicas con los macréfagos cerebrales como células diana que
contienen:
- un nucleo formado por:

- un acido nucleico, y

- un lipido catiénico biocompatible,
- una corona formada por:

- un fosfolipido insaturado y colesterol, y

- un componente de base lipidica pegilado y funcionalizado con un derivado de
manosa,
caracterizadas por ser multilamelares con alto grado de compactacion, entendiendo por
multilamelares que tienen, al menos, 3 lamelas y por alto grado de compactacion que el
lipido cationico estéd complejando el acido nucleico en el nucleo en una estructura tipo

sandwich.

14. Nanoparticulas lipidicas segun reivindicacion 13 en las que el lipido catiénico
biocompatible se selecciona del grupo formado por: 1,2-di-O-octadecenil-3-
trimetilamonio propano (DOTMA), 1,2-dioleiloxi-3-dimetillaminopropano (DODMA),
dioleoiloxi-trimetilamonio propano (DOTAP), bromuro de amonio 1,2-dimiristiloxi-propil-
3-dimetil-hidroxi etil amonio (DMRIE), cloruro de 1-[2-(oleoiloxi)etilo]-2-oleil-3-(2-
hidroxietil)imidazolinio (DOTIM), dioctadecil-amido-glicilo-espermina (DOGS), bromuro
de 1,2-dioliiloxipropil-3-dimetil-hidroxietilamonio (DORIE), N1-[2-((1S)-1-[(3-
aminopropil)amino]-4-[di(3-amino-propil)amino]butilcarboxamido)etil]-3,4-di[oleiloxi]-

benzamida (MVLS5), N4-colesteril-espermina HCI Sal (GL67), bis-guanidium-tren-
colesterol (BGTC), bis-guanidinium-espermidine-colesterol (BGSC), 3R-[N-(N',N'-

dimetilaminoetano)-carbamoil]colesterol clorhidrato (DC-Chol o DC-colesterol), cloruro
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de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina y derivados de etilfosfocolina (DOEPC), 2,3-
dioleiloxi-N-(2-(esperminecarboxamido)etil)-N,N-dimetil-1-propanaminium
trifluoroacetato (DOSPA), bromuro de diactadecil-dimetilamonio (DODAB), bromuro de

dimetildioctadecilamonio (DDAB), 1,2-diestearoil-3-trimetilamonio propano (DSTAP).

15. Nanoparticulas lipidicas segun la reivindicacion 14 en las que lipido cationico

biocompatible seleccionado es DC-colesterol.

16. Nanoparticulas lipidicas segun cualquiera de las reivindicaciones 13-15 en las que
el &cido nucleico se selecciona entre un &cido ribonucleico o un &cido
desoxirribonucleico, monocatenario, bicatenario, lineal, circular, enrollado, o
combinaciones de los mismos, un oligonucleotido, microARN, ARNsi, ARNm, o ADN

plasmidico

17. Nanoparticulas lipidicas segun la reivindicacién 16 en las que el acido nucleico es

una Gapmer.

18. Nanoparticulas lipidicas segun cualquiera de las reivindicaciones 13-17 en las que
el fosfolipido insaturado de la corona se selecciona entre las fosfocolinas insaturadas
dioleoil-glicerofosfocolina (DOPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC), L-a-
fosfatidilcolina (eggPC), o palmitoil-oleoil-glicerofosfocolina (POPC).

19. Nanoparticulas lipidicas segun la reivindicacion 18 en las que el fosfolipido
insaturado es POPC.

20. Nanoparticulas lipidicas segun cualquiera de las reivindicaciones 13-19 en las que
el componente de base lipidica pegilado se selecciona del grupo formado por DSPE,
DOPE, POPE, DPPE, DMPE.

21. Nanoparticulas lipidicas segun la reivindicacion 20 en las que el componente de
base lipidica seleccionado es DSPE.

22. Nanoparticulas lipidicas segun cualquiera de las reivindicaciones 13-21 en las que
el derivado de manosa es p-aminofenil-a-D manopiranosido.
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23. Nanoparticulas lipidicas segun cualquiera de las reivindicaciones 12-22 en las que
la proporcién fosfolipido insaturado/colesterol/lipido manosilado es de 45-85/10-40/5-15

por ciento, en masa, respectivamente.
24. Nanoparticulas lipidicas segun cualquiera de las reivindicaciones 12-23 para su uso
en la elaboracion de un medicamento frente a enfermedades neurolégicas/

neurodegenerativas y/o psiquiatricas.

25. Composicion farmacéutica que incluye las nanoparticulas lipidicas definidas en

cualquiera de las reivindicaciones 12-23 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

26. Kit para la deplecion de macréfagos cerebrales que incluye las nanoparticulas
lipidicas definidas en cualquiera de las reivindicaciones 12-23.

27. Kit segun la reivindicacién 26 en el que el acido nucleico de las nanoparticulas
lipidicas es un GapmeR.
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] para todas las reivindicaciones para las reivindicaciones n°: 1-11, 13-27
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N de solicitud: 201800272

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

C12N15/113 (2010.01)
A61K47/44 (2017.01)
A61K48/00 (2006.01)
B82Y5/00 (2011.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)
C12N, A61K, B82Y

Bases de datos electronicas consultadas durante la bisqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

EPODOC,INVENES,WPI,TXPCN,TXPSPJ, TXPSPK,TXPUS,BIOSIS,EMBASE,MEDLINE,NPL,XPESP
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