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DESCRIPCION
Formulaciones estables de lipidos y liposomas
Campo técnico

La presente ensefianza se refiere a formulaciones acuosas de lipidos y/o liposomas con una mayor estabilidad
quimica, a métodos para preparar tales formulaciones acuosas asi como a kits que las comprenden. La
presente ensefianza se refiere ademas a métodos para preparar composiciones farmacéuticas basadas en
lipidos, a composiciones farmacéuticas preparadas mediante tales métodos y a métodos para estabilizar
quimicamente formulaciones acuosas de lipidos y/o liposomas.

Antecedentes

Los lipidos en el agua pueden existir en diferentes formas de fases laminares o no laminares (por ejemplo,
cubicas o hexagonales), que a menudo se denominan fases lipidicas liotrépicas. Por ejemplo, los liposomas
consisten en bicapas lipidicas autocerradas uni o multilamelares dispersas en agua. En términos mas
generales, pueden considerarse como sistemas coloidales donde los lipidos estan organizados en forma
lamelar. Muchos de estos sistemas que comprenden fases lipidicas liotrdpicas son de interés como
formulaciones farmacéuticas para la administracién de farmacos u otras aplicaciones. Un requisito para llevar
dichos productos farmacéuticos a base de lipidos a la practica clinica es que se pueda proporcionar una vida
util suficiente después de la fabricacidén. En este caso, ademés de otros criterios, la estabilidad quimica de los
lipidos que forman liposomas puede ser un factor limitante. Los liposomas normalmente se ensamblan a partir
de fosfolipidos o compuestos relacionados. Los fosfolipidos estdn formados por acidos grasos unidos a una
cadena principal de ftriglicéridos mediante enlaces éster. Estos enlaces éster son propensos a la hidrdlisis
quimica, que se acelera en condiciones acidas o basicas (hidrélisis de éster acida o basica). Si los liposomas
u otros sistemas que estan presentes como fases lipidicas liotrpicas se van a almacenar durante varios meses
o aflos en la fase acuosa, la hidrélisis del éster puede convertirse en un factor limitante para la estabilidad de
la vida util.

En vista de la aceleracidn de la hidrélisis de ésteres en condiciones 4cidas o béasicas, normalmente se espera
que la mejor estabilidad o la tasa de hidrélisis mas baja para los lipidos esté en un rango de pHentre6y 7.
Otras opciones para prevenir la hidrélisis son la congelacién y/o liofilizacién de los liposomas (Chen etal., 2010;
van Winden y Crommelin, 1999; Stark et al., 2010). En la literatura se informan protocolos para la congelacion
y liofilizacidén de liposomas. Sin embargo, estas etapas técnicas adicionales hacen que la fabricaciéon también
sea mas complicada y costosa. En muchos casos, es necesario afiadir crioprotectores, lo que puede no ser
posible o deseable para ciertos productos. Por ejemplo, la presencia de crioprotectores y/o la propia
congelacién/liofilizacién pueden afectar las propiedades del producto de forma no deseada. Por lo tanto, la
estabilizacién a largo plazo de preparaciones liquidas de liposomas sigue siendo una necesidad no cubierta.
En este contexto, existe un interés considerable en técnicas para minimizar la hidrélisis de liposomas o, mas
generalmente, lipidos dispersos coloidalmente en la fase liquida (acuosa). Este es particularmente el caso si
los liposomas estan destinados a ser utilizados como productos farmacéuticos porque en ese caso el método
de estabilizacién debe cumplir los requisitos reglamentarios y tecnolégicos para tales productos. Los productos
més desafiantes en este contexto son los productos para administracién parenteral (por ejemplo, intravenosa),
donde, entre otras cosas, deben cumplirse ciertos criterios relacionados con la esterilidad, la seleccién de
excipientes, las condiciones de iones y pH o la composicién de particulas.

La presente ensefianza tiene como objetivo proporcionar métodos y medios para aumentar la estabilidad,
particularmente la estabilidad quimica de lipidos y/o liposomas formulados en formulaciones acuosas,
aumentando asi la estabilidad durante la vida Util de estas formulaciones.

Resumen de la invencién

La invencién esta definida por las reivindicaciones adjuntas. La ensefianza general y sus diversos aspectos y
realizaciones en las que se basa la invencién se describen a continuacién:

Resumen de la Ensefianza
En un primer aspecto, la presente ensefianza se refiere a una formulacién acuosa que comprende

- al menos un lipido que tiene uno o mas enlaces seleccionados del grupo que consiste en enlaces éster,
enlaces tioéster y enlaces amida, y

- al menos un agente de ajuste del pH,
en el que la formulacidén acuosa tiene un pH de entre 2y 5.5.

En una realizacion, al menos uno de los lipidos presentes en la formulacién acuosa es un lipido catiénico. En
una realizacién, el lipido catiénico es un lipido catidnico como se define en el presente documento.
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En una realizacién, la carga neta global de los lipidos presentes en la formulacién acuosa es positiva.

En una realizacién, la formulacién acuosa tiene un pH de entre 2 y 5, preferiblemente de entre 2.5 y 5, méas
preferiblemente de entre 3 y 4.5, mas preferiblemente de entre 3 y 4, e incluso mas preferiblemente de entre
3.5y4

En una realizacién, el al menos un lipido que tiene uno o mas enlaces seleccionados del grupo que consiste
en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida comprende un glicerolipido y/o un glicerofosfolipido.

En una realizacién, el al menos un lipido que tiene uno o mas enlaces seleccionados del grupo que consiste
en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida comprende un lipido catiénico y/o un lipido no catiénico.

En una realizacién, el lipido catidnico se selecciona del grupo que consiste en 1,2-dioleoil-3-
trimetilamoniopropano (DOTAP), 1,2-dioleoiloxi-3-dimetilamoniopropano (DODAP) y anéalogos de estas
moléculas que tienen una composicién diferente de la fraccién de cadena acilo.

En una realizacién, el lipido no catiénico es un lipido neutro, en el que, preferiblemente, el lipido neutro se
selecciona del grupo que consiste en 1,2-di-(9Z-octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), fosfatidilcolina (PC) y fosfatidilcolina dimiristoilo (DMPC).

En una realizacién, el lipido no catiénico es un lipido aniénico, en el que, preferiblemente, el lipido aniénico se
selecciona del grupo que consiste en fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (Pl), acido fosfatidico (PA),
fosfatidilglierol (PG) y fosfatidilglierol dimiristoilo (DMPG).

En una realizacién, la formulacién acuosa comprende ademas al menos un lipido que no tiene enlaces éster,
enlaces tioéster o enlaces amida.

En una realizacion, el al menos un lipido que no tiene enlaces éster, enlaces tioéster o enlaces amida
comprende un lipido catiénico y/o un lipido no catiénico.

En una realizacién, el lipido catidnico se selecciona del grupo que consiste en 1,2-di-O-octadecenil-3-
trimetilamoniopropano (DOTMA), 1,2-dioleiloxi-N,N-dimetilaminopropano (DODMA), dioctadecildimetilamonio
(DODA(Br)/DDAB), cloruro de dioctadecildimetilamonio (DODAC), 1,2-dimiristoiloxipropil-1,3-
dimetilhidroxietilamonio (DMRIE), Anélogos de 2,3-dioleoiloxi-N-[2-(carboxamida de espermina)etil]-N,N-
dimetil-1-propanaminio triflucroacetato (DOSPA) de estas moléculas que tienen una composicién diferente de
la fraccion de cadena acilo.

En una realizacién, el lipido no catiénico es un lipido neutro, en el que, preferiblemente, el lipido neutro se
selecciona del grupo que consiste en colesterol (Chol) y esfingomielina (SM).

En una realizacién, el lipido no catiénico es un lipido aniénico.

En una realizacién, la formulacién acuosa comprende al menos un lipido catiénico y al menos un lipido no
catidnico.

En una realizacién, la relacién molar de el al menos un lipido catiénico con el al menos un lipido no catiénico
es de 1:4 a 4:1, preferiblemente de 1:2 a 4:1.

En una realizacién, la fraccién molar de al menos un lipido catiénico con respecto al lipido total es al menos el
5 %, preferiblemente al menos el 10 %, mas preferiblemente al menos el 20 %.

En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH comprende un acido y/o un tampdn acido.
En una realizacién, el 4cido es un C4-Cgglineal, ramificado o ciclico, preferiblemente C4-Ca», acido carboxilico.

En una realizacidn, el acido se selecciona del grupo que consiste en acido acético, 4cido ascérbico, acido
citrico, acido clorhidrico, acido fosférico, &cidos grasos Cio-Cos ramificados o no ramificados, saturados,
monoinsaturados o poliinsaturados, preferiblemente &cidos grasos C12-Coo (por ejemplo, acido oleico).

En una realizacién, el tampén acido se basa en un acido como se definié anteriormente.

En una realizacién, el tampén acido se selecciona del grupo que consiste en tampén acetato, tampén citrato,
tampén fosfato y tampén carbonato.

En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH comprende é&cido acético y/o tampédn acetato.

En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH estd presente en una cantidad tal que la relacién
molar de lipido total a al menos un agente de ajuste del pH no excede 100:1.
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En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH estd presente en una cantidad tal que la relacién
molar de lipido total a al menos un agente de ajuste del pH es de 10:1 a 1:10, preferiblemente de 5:1 a 1:5,
més preferiblemente de 21 a 1:2, méas preferiblemente de 1.5:1 a 1:1.5, incluso mas preferiblemente
aproximadamente 1:1.

En una realizacién, la velocidad de hidrélisis de al menos un lipido que tiene uno o0 mas enlaces seleccionados
del grupo que consiste en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida se reduce en comparacién con su
velocidad de hidrélisis a un pH de entre 6y 7.

En una realizacién, los lipidos presentes en la formulacién acuosa forman liposomas.
En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH esta asociado con los liposomas.

En un aspecto adicional, la presente ensefianza se refiere a un método para preparar una formulacién acuosa
como se definié anteriormente, el método comprende

— formar los liposomas en una solucién acuosa que comprende al menos un agente de ajuste del pH y que
tieneunpHdeentre2y 550

— agregar al menos un agente de ajuste del pH a una solucién acuosa que comprende liposomas para ajustar
el pH de la solucién acuosa a un pH de entre 2y 5.5.

En otro aspecto, la presente ensefianza se refiere a un kit que comprende una formulacién acuosa como se
definié anteriormente.

En una realizacién, el kit comprende ademas, en un recipiente separado, un compuesto farmacéuticamente
activo, en el que, preferiblemente, el compuesto farmacéuticamente activo comprende un acido nucleico,
preferiblemente ADN o ARN.

En una realizacién, el acido nucleico se proporciona en una solucién tamponada que tiene un pH de entre 6 y
8.

En otro aspecto més, la presente ensefianza se refiere a un método para preparar una composicién
farmacéutica, el método comprende

— proporcionar una formulacién acuosa como se definié anteriormente; y
— mezclar la formulacién acuosa con un compuesto farmacéuticamente activo.

En una realizacién, el compuesto farmacéuticamente activo comprende un acido nucleico, preferiblemente ADN
0 ARN, en el que, preferiblemente, el 4cido nucleico se proporciona en una solucién tamponada que tiene un
pH de entre 6y 8.

En un aspecto adicional, la presente ensefianza se refiere a una composicién farmacéutica preparada mediante
el método definido anteriormente.

En otro aspecto, la presente ensefianza se refiere a un método para estabilizar quimicamente una formulacién
acuosa que comprende al menos un lipido que tiene uno 0 mas enlaces seleccionados del grupo que consiste
en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida, el método comprende

— ajustar el pH de la formulacién acuosa a un pH de entre 2y 5.5.

En una realizacién, la estabilizacion quimica se produce mediante la inhibicién del enlace éster, el enlace
tioéster y/o la hidrélisis del enlace amida.

En una realizacion, al menos uno de los lipidos presentes en la formulacién acuosa es un lipido catiénico. En
una realizacién, el lipido catiénico es como se definié anteriormente.

En una realizacién, la carga neta total de los lipidos presentes en la formulacién acuosa es positiva.

En una realizacién, el pH se ajusta a un pH de entre 2y 5, preferiblemente de entre 2.5y 5, més preferiblemente
de entre 3y 4.5, més preferiblemente de entre 3 y 4, e incluso més preferiblemente de entre 3.5y 4.

En una realizacién, el pH de la formulacién lipidica acuosa se ajusta afiadiendo al menos un agente de ajuste
de pH, preferiblemente al menos un agente de ajuste de pH como se definié anteriormente.

En una realizacién, el al menos un lipido que tiene uno o mas enlaces seleccionados del grupo que consiste
en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida es como se definié anteriormente.

En una realizacién, los lipidos presentes en la formulacién acuosa forman liposomas.

Breve descripcién de las figuras
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Figura 1 muestra el porcentaje de DOPE recuperado de dispersiones de liposomas DOTMA/DOPE preparadas
en soluciones de dispersién que tienen diferentes valores de pH. La dispersién de liposomas se almacené a
37 °C y se tomaron muestras en diversos momentos.

Figura 2 muestra el porcentaje de DOPE recuperado de dispersiones de liposomas DOTMA/DOPE con
diferentes valores de pH preparados en presencia de acido acético (HAc) o varias concentraciones de
tampones de acido acético (AcB). La dispersidn se almacené durante 5 semanas a 40 °C.

Figura 3 muestra el porcentaje de DOPE recuperado de dispersiones de liposomas DOTMA/DOPE estresadas
después de 5 o 6 semanas en funcién del valor de pH. Se muestran los resultados de 3 experimentos
independientes.

Figura 4 muestra el porcentaje de recuperacién de lipidos de liposomas DOTAP/DOPE después de 2 semanas
a 40 °C en funcién del valor de pH.

Figura 5 muestra el porcentaje de recuperacién de DOPE de liposomas DOTMA/DOPE en agua para inyeccién
con o sin acido acético (HAc) 5 mM después de almacenamiento durante 3 meses a 5 °C, 25 °C 0 40 °C.

Figura 6 muestra las sefiales de bioluminiscencia en ratones inyectados con lipoplex de ARN que codifican
luciferasa preparados con liposomas estabilizados con pH o liposomas no estabilizados con pH (estandar).

Figura 7 muestra la estabilidad de DOPE en liposomas DOTMA/DOPE en agua para inyeccion (L1) o en agua
para inyeccién con acido acético 5mM (L2)a 5 °C (A), 25 °C (B) 0 40 °C (C). Los liposomas se prepararon en
condiciones GMP o similares a GMP.

Descripcion detallada

Aunque la presente ensefianza se describe en detalle a continuacién, debe entenderse que esta ensefianza
no se limita a las metodologias, protocolos y reactivos particulares descritos en el presente documento, ya que
estos pueden variar. También debe entenderse que la terminologia utilizada en el presente documento tiene el
propésito de describir realizaciones particulares Unicamente y no pretende limitar el alcance de la presente
ensefianza, que estara limitada Unicamente por las reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina lo
contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen los mismos
significados que entiende cominmente un experto en la técnica.

A continuacién se describiran los elementos de la presente ensefianza. Estos elementos se enumeran con
realizaciones especificas; sin embargo, debe entenderse que pueden combinarse de cualquier manera y en
cualquier nimero para crear realizaciones adicionales. Los diversos ejemplos descritos y las realizaciones
preferidas no deben interpretarse como que limitan la presente ensefianza sélo a las realizaciones descritas
explicitamente. Debe entenderse que esta descripcién respalda y abarca realizaciones que combinan las
realizaciones descritas explicitamente con cualquier nimero de los elementos divulgados y/o preferidos.
Ademas, cualquier permutacién y combinacién de todos los elementos descritos en esta solicitud debe
considerarse divulgada por la descripcién de la presente solicitud a menos que el contexto indique lo contrario.

Preferiblemente, los términos utilizados en el presente documento se definen como se describe en “A
multilingual glossary of biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)’, HG.W. Leuenberger, B. Nagel y
H. Kélbl, Eds., Helvetica Chimica Acta, CH-4010 Basilea, Suiza, (1995).

La préactica de la presente ensefianza empleara, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales
de quimica, bioquimica, biologia celular, inmunologia y técnicas de ADN recombinante que se explican en la
literatura en el campo (véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition, J. Sambrook
et al. eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor 1989).

A lo largo de esta especificacién y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo
contrario, se entendera que la palabra “comprende” y variaciones tales como “comprende” y “que comprende”
implican la inclusién de un miembro, nimero entero o etapa o grupo indicado de miembros, enteros o pasos
pero sin la exclusién de cualquier otro miembro, entero o etapa o grupo de miembros, enteros o pasos aunque
en algunas realizaciones dicho otro miembro, entero o etapa o grupo de miembros, enteros o pasos pueden
excluirse, es decir la materia consiste en la inclusién de un miembro, nimero entero o etapa determinado o
grupo de miembros, nimeros enteros o pasos. Los términos “un” y “una” y “el”’ y referencias similares utilizadas
en el contexto de la descripcidn de la ensefianza (especialmente en el contexto de las reivindicaciones) deben
interpretarse para cubrir tanto el singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en el presente
documento. o claramente contradicha por el contexto. La enumeracién de rangos de valores en este documento
simplemente pretende servir como un método abreviado para referirse individualmente a cada valor separado
que se encuentra dentro del rango. A menos que se indique lo contrario en este documento, cada valor
individual se incorpora a la especificacién como si se enumerara individualmente en este documento. Todos los
métodos descritos en el presente documento se pueden realizar en cualquier orden adecuado a menos que se
indique lo contrario en el presente documento o que el contexto lo contradiga claramente. El uso de todos y
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cada uno de los ejemplos, o lenguaje ejemplar (por ejemplo, “como”), proporcionados en este documento tiene
como objetivo simplemente ilustrar mejor la ensefianza y no plantea una limitacién en el alcance de la
ensefianza reivindicada. Ningln lenguaje en la especificacidén debe interpretarse como que indica algun
elemento no reivindicado esencial para la practica de la ensefianza.

La presente ensefianza proporciona una formulacién acuosa que comprende

- al menos un lipido que tiene uno o mas enlaces seleccionados del grupo que consiste en enlaces éster,
enlaces tioéster y enlaces amida, preferiblemente enlaces éster, y

- al menos un agente de ajuste del pH,
en el que la formulacidén acuosa tiene un pH de entre 2y 5.5.

La formulacién acuosa de acuerdo con la presente ensefianza (que también puede denominarse dispersién
lipidica acuosa) se caracteriza por una estabilidad quimica aumentada, mas particularmente por una estabilidad
quimica aumentada del al menos un lipido que tiene uno o0 mas enlaces seleccionados entre los grupo formado
por enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida, preferentemente enlaces éster. En una realizacién, la
velocidad de hidrdlisis de al menos un lipido que tiene uno 0 mas enlaces seleccionados del grupo que consiste
en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida, preferiblemente enlaces éster, se reduce en comparacién
con su velocidad de hidrélisis a un pH de entre 6 y 7. En una realizacion, la velocidad de hidrélisis se reduce
en al menos un factor 1.5, preferiblemente en al menos un factor 2, mas preferiblemente en al menos un factor
3, incluso mas preferiblemente en al menos un factor 4.

En una realizacién, la formulacién acuosa tiene un pH de entre 2 y 5, preferiblemente de entre 2.5 y 5, méas
preferiblemente de entre 3 y 4.5, mas preferiblemente de entre 3 y 4, e incluso mas preferiblemente de entre
3.5y 4. En otra realizacién preferida, la formulacién acuosa tiene un pH de entre 3.1y 3.9.

El término “lipido”, como se usa en el presente documento, pretende referirse a una molécula anfifilica que
comprende una fraccién hidréfila (por ejemplo, un grupo de cabeza polar) y una fraccién lipéfila o hidréfoba. La
fraccién lipéfila o hidréfoba puede comprender al menos una fraccién de acido graso saturado o insaturado,
ramificado o lineal, o un derivado 0 analogo del mismo (por ejemplo, un fluorocarbono). Una fraccién de &cido
graso consiste esencialmente en una fraccién/cadena de hidrocarburo, particularmente una cadena de acilo.
Preferiblemente, la fraccién de é&cido graso o su derivado o anélogo tiene una longitud de 10 a 30, mas
preferiblemente de 12 a 25, incluso més preferiblemente de 14 a 22 atomos de carbono. En caso de que el
lipido comprenda mas de uno, por ejemplo, dos o tres, fracciones de 4cidos grasos o derivados o anélogos de
los mismos, estas fracciones de acidos grasos o derivados o anélogos de los mismos pueden ser iguales o
diferentes. El término “lipido” comprende lipidos catiénicos y lipidos no catiénicos, es decir, lipidos neutros o
anionicos. Los lipidos pueden incluir fosfolipidos o derivados de los mismos, glicerolipidos o derivados de los
mismos, esfingolipidos (por ejemplo, esfingomielina) o derivados de los mismos, o lipidos esteroles (por
ejemplo, colesterol) o derivados de los mismos. Los glicerolipidos estdn compuestos de gliceroles que estan
mono, di o trisustituidos con fracciones de &cidos grasos. Los fosfolipidos, cuya fraccién hidréfila comprende
un grupo fosfato, pueden ser glicerofosfolipidos. Preferiblemente, los lipidos usados de acuerdo con la presente
ensefianza son lipidos formadores de bicapas. Los lipidos también pueden funcionalizarse/modificarse, por
ejemplo, con (oligo)péptidos, polimeros (por ejemplo, PEG) u otros grupos funcionales. En un medio acuoso,
los lipidos pueden ademas organizarse supramolecularmente, por ejemplo, en forma de particulas basadas en
lipidos o fases liotrépicas, tales como liposomas, fases laminares, fases hexagonales y hexagonales inversas,
fases cubicas, micelas y micelas inversas compuestas de monocapas. El efecto de estabilizacién de acuerdo
con la presente ensefianza se aplica a todos los tipos de organizacién lipidica supramolecular. Preferiblemente,
los lipidos usados de acuerdo con la presente ensefianza son farmacéuticamente aceptables, por ejemplo,
adecuados como excipientes, como componentes para formulaciones de administracion de farmacos y/o para
uso en la transfeccién de acidos nucleicos en células.

Si la presente divulgacién se refiere a una carga tal como una carga positiva, una carga negativa o una carga
neutra o a un compuesto catiénico, un compuesto negativo o0 un compuesto neutro, esto generalmente significa
que la carga mencionada esta presente a un pH seleccionado, tal como un pH fisiol6gico. Por ejemplo, el
término “lipido catidnico” se refiere a un lipido que tiene una carga neta positiva a un pH seleccionado, tal como
un pH fisioldgico. El término “lipido neutro” se refiere a un lipido que no tiene carga neta positiva o negativa,
que puede estar presente en forma de una molécula sin carga o una molécula anfétera (o zwitteriénica) neutra
a un pH seleccionado, tal como un pH fisiol6gico. Por “pH fisioldgico” en el presente documento se entiende un
pH de entre 6 y 8, preferiblemente de entre 6.5 y 8, méas preferiblemente de aproximadamente 7.5.

Un lipido catiénico comprende preferiblemente un grupo de cabeza catidnico. El grupo polar de la cabeza de
los lipidos catiénicos preferiblemente comprende derivados de amina tales como aminas primarias, secundarias
y/o terciarias, amonio cuaternario, varias combinaciones de aminas, sales de amidinio, o grupos de guanidina
y/o imidazol, asi como grupos de cabeza de piridinio, piperizina y aminoécidos como lisina, arginina, ornitina
y/o triptéfano. Més preferiblemente, el grupo de cabeza polar del lipido catibnico comprende derivados de
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amina. Més preferiblemente, el grupo de cabeza polar del lipido catiénico comprende un amonio cuaternario.
El grupo de cabeza del lipido catiénico puede comprender una Unica carga catidnica o multiples cargas
catidnicas.

Un lipido anidnico comprende preferiblemente un grupo de cabeza anibnico, tal como un grupo fosfato. El grupo
de cabeza del lipido aniénico puede comprender una Unica carga aniénica o multiples cargas aniénicas.

En una realizacidén, al menos uno de los lipidos presentes en la formulacién acuosa es un lipido catiénico,
preferiblemente un lipido catiénico como se define en el presente documento.

En una realizacién, la carga neta global de los lipidos presentes en la formulacién acuosa es positiva.

El término “carga neta global’, como se usa en el presente documento, pretende referirse a la suma de las
cargas netas de todos los lipidos presentes en la formulacién acuosa.

En una realizacién, el al menos un lipido que tiene uno o mas enlaces seleccionados del grupo que consiste
en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida comprende un glicerolipido y/o un glicerofosfolipido.

En una realizacién, el al menos un lipido que tiene uno o mas enlaces seleccionados del grupo que consiste
en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida es un glicerolipido. En otra realizacién, el al menos un lipido
que tiene uno 0 mas enlaces seleccionados del grupo que consiste en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces
amida es un glicerofosfolipido. En otra realizacién mas, la formulacién acuosa comprende al menos dos lipidos
que tienen uno o més enlaces seleccionados del grupo que consiste en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces
amida, en el que los al menos dos lipidos comprenden un glicerolipido y un glicerofosfolipido.

En una realizacién, el al menos un lipido que tiene uno o mas enlaces seleccionados del grupo que consiste
en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida comprende un lipido catiénico y/o un lipido no catiénico.

En una realizacién, el al menos un lipido que tiene uno o mas enlaces seleccionados del grupo que consiste
en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida es un lipido catiénico. En otra realizacion, el al menos un
lipido que tiene uno o0 més enlaces seleccionados del grupo que consiste en enlaces éster, enlaces tioéstery
enlaces amida es un lipido no catiénico. En otra realizacién mas, la formulacién acuosa comprende al menos
dos lipidos que tienen uno o mas enlaces seleccionados del grupo que consiste en enlaces éster, enlaces
tioéster y enlaces amida, en el que los al menos dos lipidos comprenden un lipido catidnico y un lipido no
catidnico.

En una realizacién, el lipido catidnico se selecciona del grupo que consiste en 1,2-dioleoil-3-
trimetilamoniopropano (DOTAP), 1,2-dioleoiloxi-3-dimetilamoniopropano (DODAP) y anéalogos de estas
moléculas que tienen una composicién diferente de la fraccién de la cadena acilo.

En una realizacién, el lipido no catiénico es un lipido neutro, en el que, preferiblemente, el lipido neutro se
selecciona del grupo que consiste en 1,2-di-(9Z-octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), fosfatidilcolina (PC) y fosfatidilcolina dimiristoilo (DMPC).

En una realizacién, el lipido no catiénico es un lipido aniénico, en el que, preferiblemente, el lipido aniénico se
selecciona del grupo que consiste en fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (Pl), acido fosfatidico (PA),
fosfatidilglierol (PG) y fosfatidilglierol dimiristoilo (DMPG).

En una realizacién, la formulacién acuosa comprende ademas al menos un lipido que no tiene enlaces éster,
enlaces tioéster o enlaces amida. En una realizacién, la formulacién acuosa comprende ademés al menos un
lipido que no tiene ningln enlace éster.

En una realizacion, el al menos un lipido que no tiene enlaces éster, enlaces tioéster o enlaces amida
comprende un glicerolipido y/o un glicerofosfolipido.

En una realizacion, el al menos un lipido que no tiene enlaces éster, enlaces tioéster o enlaces amida es un
glicerolipido. En ofra realizacién, el al menos un lipido que no tiene enlaces éster, enlaces tioéster o enlaces
amida es un glicerofosfolipido. En otra realizacién mas, la formulacién acuosa comprende al menos dos lipidos
que no tienen enlaces éster, enlaces tioéster o enlaces amida, en el que los al menos dos lipidos comprenden
un glicerolipido y un glicerofosfolipido.

En una realizacion, el al menos un lipido que no tiene enlaces éster, enlaces tioéster o enlaces amida
comprende un lipido catiénico y/o un lipido no catiénico.

En una realizacion, el al menos un lipido que no tiene enlaces éster, enlaces tioéster o enlaces amida es un
lipido catidnico. En otra realizacidn, el al menos un lipido que no tiene enlaces éster, enlaces tioéster o enlaces
amida es un lipido no catiénico. En otra realizacién mas, la formulacién acuosa comprende al menos dos lipidos
que no tienen enlaces éster, enlaces tioéster o enlaces amida, en el que los al menos dos lipidos comprenden
un lipido catiénico y un lipido no catiénico.
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En una realizacién, el lipido catiénico se selecciona del grupo que consiste en 1,2-di-O-octadecenil-3-
trimetilamoniopropano (DOTMA), 1,2-dioleiloxi-N,N-dimetilaminopropano (DODMA), dioctadecildimetilamonio
(DODA(Br)/DDAB), cloruro de dioctadecildimetilamonio (DODAC), 1,2-dimiristoiloxipropil-1,3-
dimetilhidroxietilamonio (DMRIE), analogos de 2, 3-dioleociloxi-N-[2-(carboxamida de espermina)etil]-N,N-
dimetil-1-propanaminio trifluoroacetato (DOSPA) de estas moléculas que tienen una composicién diferente de
la parte de la cadena acilo.

En una realizacién, el lipido no catiénico es un lipido neutro, en el que, preferiblemente, el lipido neutro se
selecciona del grupo que consiste en colesterol (Chol) y esfingomielina (SM).

En una realizacién, el lipido no catiénico es un lipido aniénico.

En una realizacién, la formulacién acuosa comprende al menos un lipido catiénico y al menos un lipido no
catiénico, preferiblemente al menos un lipido catiénico y al menos un lipido neutro.

En una realizacién, la formulacién acuosa comprende DOTMA y DOPE. En otra realizacién, la formulacién
acuosa comprende DOTAP y DOPE.

En una realizacién, el lipido no catiénico, es decir, neutro o aniénico, preferiblemente neutro, funciona como un
“lipido auxiliar’. El término “lipido auxiliar’ se refiere a un lipido capaz de aumentar la eficacia del suministro de
particulas basadas en lipidos (por ejemplo, liposomas) a un objetivo, preferiblemente a una célula.

En una realizacién, la relacién molar de el al menos un lipido catiénico con el al menos un lipido no catiénico
es de 4:1 a 1:4, preferiblemente de 1:2 a 4:1.

En una realizacién, la fraccidén molar del al menos un lipido catidnico con respecto al lipido total es al menos
5 %, preferiblemente al menos 10 %, mas preferiblemente al menos 20 %.

El término “agente de ajuste del pH”, como se usa en el presente documento, pretende referirse a cualquier
agente activo del pH que pueda usarse para modificar el valor del pH de una solucién (acuosa) e incluye
agentes acidificantes y alcalinizantes. Los agentes acidificantes se utilizan para reducir el pH, mientras que los
agentes alcalinizantes se utilizan para aumentar el pH. Preferiblemente, el agente de ajuste del pH de acuerdo
con la presente ensefianza es un agente acidificante.

En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH comprende un acido y/o un tampdn acido.

En una realizacién, el 4cido es un acido carboxilico lineal, ramificado o ciclico de C1-Cas, preferiblemente de
C1—C22.

En una realizacién, el acido es seleccionado del grupo que consiste en acido acético, acido ascérbico, acido
citrico, acido clorhidrico, acido fosférico, &cidos grasos Cio-Cos ramificados o no ramificados, saturados,
monoinsaturados o poliinsaturados, preferiblemente &cidos grasos C12-Coo (por ejemplo, acido oleico).

En una realizacién, el tampén acido se basa en un acido como se definié anteriormente.

En una realizacién, el tampén acido se selecciona del grupo que consiste en tampén acetato, tampén citrato,
tampén fosfato y tampén carbonato.

En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH comprende écido acético y/o tampén acetato.

En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH estd presente en una cantidad tal que la relacién
molar de lipido total con el al menos un agente de ajuste del pH no excede 100:1.

En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH estd presente en una cantidad tal que la relacién
molar de lipido total al al menos un agente de ajuste del pH es de 10:1 a 1:10, preferiblemente de 5:1 a 1: 5,
més preferiblemente de 21 a 1:2, méas preferiblemente de 1.5:1 a 1:1.5, incluso mas preferiblemente
aproximadamente 1:1.

En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH esta presente en una concentracién de 1 mM a
10 mM.

En una realizacién, los lipidos presentes en la formulacién acuosa forman particulas basadas en lipidos, tales
como liposomas. De acuerdo con lo anterior, en una realizacién, la formulacién acuosa es una dispersiéon de
liposomas acuosa. En una realizacién, la carga neta global de los lipidos que forman los liposomas es positiva.
En una realizacién, los liposomas son liposomas catiénicos.

El término “liposoma”, como se usa en el presente documento, pretende referirse a una vesicula lipidica
microscopica que a menudo tiene una o mas bicapas de un lipido formador de vesiculas, tal como un fosfolipido,
y que es capaz de encapsular un farmaco. Se pueden emplear diferentes tipos de liposomas en el contexto de
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la presente ensefianza, incluyendo, sin limitarse a ellos, vesiculas multilaminares (MLV), pequefias vesiculas
unilaminares (SUV), grandes vesiculas unilaminares (LUV), liposomas estéricamente estabilizados (SSL),
liposomas multivesiculares. vesiculas (MV) y vesiculas multivesiculares grandes (LMV), asi como otras formas
bicapa conocidas en la técnica. Eltamafio y la laminaridad del liposoma dependeran de la forma de preparacién.
En una realizacién, los liposomas tienen un didmetro promedio en el intervalo de aproximadamente 50 nm a
aproximadamente 1000 nm, preferiblemente de aproximadamente 100 nm a aproximadamente 800 nm,
preferiblemente de aproximadamente 200 nm a aproximadamente 600 nm, tal como de aproximadamente
300 nm a aproximadamente 500 nm.

Los liposomas se pueden formar usando métodos estandar, tales como el método de evaporacién inversa
(REV), el método de inyeccidn de etanol, el método de deshidratacién-rehidratacién (DRV), sonicacién u otros
métodos adecuados. Preferiblemente, los liposomas se forman usando el método de inyeccién de etanol.

El término “método de inyeccién de etanol’ se refiere a un proceso en el que una solucién de etanol que
comprende lipidos se vierte rapidamente en una solucién acuosa a través de una aguja. Esta accién dispersa
los lipidos portoda la solucién y promueve la formacién de particulas lipidicas, como la formacién de liposomas.

En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH esta asociado con las particulas basadas en lipidos,
preferiblemente liposomas. De acuerdo con la presente ensefianza, el término “asociado con” significa que el
agente de ajuste del pH estd unido o forma parte de las particulas basadas en lipidos, preferiblemente
liposomas, por ejemplo, incorporandolos/insertdndolos en la membrana bicapa lipidica. En una realizacién, el
agente de ajuste del pH asociado con los liposomas es un &cido carboxilico, preferiblemente un acido
carboxilico como se definidé anteriormente. En una realizacién, el acido carboxilico es un acido carboxilico Cqo-
Cos ramificado o no ramificado, preferiblemente C12-C2o. En una realizacién, el acido carboxilico es un acido
graso C12-Cos ramificado o no ramificado, saturado, monoinsaturado o poliinsaturado, preferiblemente un acido
graso C12-Caoo (por ejemplo, 4cido oleico). En una realizacion, las particulas basadas en lipidos, preferiblemente
liposomas, comprenden entre 1y 10 % del agente de ajuste del pH.

En una realizacién, las particulas basadas en lipidos, preferiblemente liposomas, comprenden (por ejemplo,
encapsulan) un compuesto farmacéuticamente activo, en el que, preferiblemente, el compuesto
farmacéuticamente activo comprende un &cido nucleico, preferiblemente ADN o ARN.

La presente ensefianza también proporciona un método para preparar una formulacién acuosa como se definid
anteriormente, el método comprende

— formar los liposomas en una solucién acuosa que comprende al menos un agente de ajuste del pH y que
tieneunpHdeentre2y 550

— agregar al menos un agente de ajuste del pH a una solucién acuosa que comprende liposomas para ajustar
el pH de la solucién acuosa a un pH de entre 2y 5.5.

La presente ensefianza también proporciona un kit que comprende una formulacién acuosa como se definié
anteriormente.

En una realizacién, el kit comprende ademas, en un recipiente separado, un compuesto farmacéuticamente
activo, en el que, preferiblemente, el compuesto farmacéuticamente activo comprende un acido nucleico,
preferiblemente ADN o ARN.

En una realizacién, el acido nucleico se proporciona en una solucién tamponada que tiene un pH de entre 6 y
8. Las sustancias tampén adecuadas para su uso en dichas soluciones tamponadas incluyen Tris, HEPES,
MOPS y MES.

Tal como se utiliza en este documento, el término “kit” se refiere a un articulo de fabricacién que comprende
uno o mas contenedores y, opcionalmente, un soporte de datos. Dichos uno o mas recipientes pueden llenarse
con uno o mas de los medios o reactivos mencionados anteriormente. Se pueden incluir contenedores
adicionales en el kit que contengan, por ejemplo, diluyentes, tampones y reactivos adicionales. Dicho soporte
de datos puede ser un soporte de datos no electrénico, por ejemplo, un soporte de datos graficos tal como un
folleto informativo, una hoja informativa, un cédigo de barras o un cédigo de acceso, o un soporte de datos
electrénico tal como un disquete, un disco compacto (CD), un disco versatil digital (DVD), un microchip u otro
soporte de datos electrénico basado en semiconductores. El cédigo de acceso puede permitir el acceso a una
base de datos, por ejemplo, una base de datos de Internet, una base de datos centralizada o descentralizada.
Dicho soporte de datos puede comprender instrucciones para el uso del kit en los métodos de la ensefianza.
Ademas, el soporte de datos puede comprender informacién o instrucciones sobre cémo llevar a cabo los
métodos de la presente ensefianza.

El término “compuesto farmacéuticamente activo” (o “agente terapéutico”), como se usa en el presente
documento, se refiere a cualquier compuesto que tenga un efecto positivo o ventajoso sobre la afeccién o
estado patolégico de un sujeto cuando se administra al sujeto en una cantidad terapéuticamente eficaz.
Preferiblemente, un compuesto farmacéuticamente activo posee propiedades curativas o paliativas y puede
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ser administrado para mejorar, aliviar, mitigar, revertir, retrasar el inicio o disminuir la gravedad de uno o mas
sintomas de una enfermedad o trastorno. Un compuesto farmacéuticamente activo puede tener propiedades
profilacticas y puede usarse para retrasar la aparicién de una enfermedad o para disminuir la gravedad de dicha
enfermedad o afeccién patolégica.

Los compuestos farmacéuticamente activos incluyen péptidos o proteinas farmacéuticamente activos, acidos
nucleicos farmacéuticamente activos, por ejemplo, ADN o ARN, y otras moléculas orgénicas o inorganicas
farmacéuticamente activas, por ejemplo, compuestos de moléculas pequefias (es decir, compuestos organicos
bioactivos con un peso molecular inferior a 900 Daltons).

El término “péptido”, como se usa en el presente documento, comprende oligopéptidos y polipéptidos que se
producen de forma natural o no natural y se refiere a sustancias que comprenden dos o més, preferiblemente
3 o mas, preferiblemente 4 0 mas, preferiblemente 6 0 mas, preferiblemente 8 o més. preferiblemente 10 o
mas, preferiblemente 13 o mas, preferiblemente 16 mas, preferiblemente 21 0 mas y hasta preferiblemente 8,
10, 20, 30, 40 0 50, en particular 100 aminoacidos (por ejemplo, de 10 a 100, de 10 a 50, 10 a 40, 20 a 100, 20
a 50 o 20 a 40 aminoécidos) unidos covalentemente mediante enlaces peptidicos. El término “proteina” se
refiere preferentemente a péptidos grandes, preferentemente a péptidos con mas de 100 residuos de
aminoécidos, pero en general los términos “péptido” y “proteina” son sinénimos y se usan indistintamente en el
presente documento.

El término “péptido o proteina farmacéuticamente activo” incluye proteinas o polipéptidos completos, y también
puede referirse a fragmentos farmacéuticamente activos de los mismos. También puede incluir analogos
farmacéuticamente activos de un péptido o proteina. El término “péptido o proteina farmacéuticamente activo”
incluye ademas péptidos y proteinas que son antigenos, es decir, la administracién del péptido o proteina a un
sujeto provoca una respuesta inmunitaria en un sujeto que puede ser terapéutica o protectora parcial o total.

Los ejemplos de proteinas farmacéuticamente activas incluyen, pero no se limitan a, citocinas y proteinas del
sistema inmunitario tales como compuestos inmunolégicamente activos (por ejemplo, interleucinas, factor
estimulante de colonias (CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), eritropoyetina, factor de necrosis tumoral (TNF), interferones,
integrinas, adresinas, seletinas, receptores homing, receptores de células T, inmunoglobulinas, antigenos
solubles del complejo mayor de histocompatibilidad, antigenos inmunolégicamente activos tales como
antigenos bacterianos, parasitarios o virales, alérgenos, autoantigenos, anticuerpos), hormonas (insulina,
hormona tiroidea, catecolaminas, gonadotropinas, hormonas tréficas, prolactina, oxitocina, dopamina,
somatotropina bovina, leptinas y similares), hormonas de crecimiento (por ejemplo, hormona de crecimiento
humana), factores de crecimiento (por ejemplo, factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento
nervioso, factor de crecimiento similar a la insulina y similares), receptores de factores de crecimiento, enzimas
(activador tisular del plasminégeno, estreptoquinasa, biosintética o degradativa del colesterol, enzimas
estereodogénicas, quinasas, fosfodiesterasas, metilasas, desmetilasas, deshidrogenasas, celulasas,
proteasas, lipasas, fosfolipasas, aromatasas, citocromos, adenilato o guanilato ciclasas, neuramidasas y
similares), receptores (receptores de hormonas esteroides, receptores de péptidos), proteinas de unién
(proteinas de unién a la hormona del crecimiento o al factor de crecimiento y similares), factores de transcripcién
y ftraduccién, proteinas supresoras del crecimiento tumoral (por ejemplo, proteinas que inhiben la
angiogénesis), proteinas estructurales (tales como colageno, fibroina, fibrindgeno, elastina, tubulina, actina y
miosina), proteinas sanguineas (trombina, albimina sérica, factor VI, factor VI, insulina, factor IX, factor X,
activador tisular del plasminégeno, proteina C, factor de von Wilebrand, antitrombina Ill, glucocerebrosidasa,
factor estimulante de colonias de granulocitos eritropoyetina (GCSF) o factor VIII modificado, anticoagulantes
y similares.

En una realizacién, la proteina farmacéuticamente activa de acuerdo con la ensefianza es una citocina que
participa en la regulacién de la homeostasis linfoide, preferiblemente una citoquina que participa y
preferiblemente induce o mejora el desarrollo, preparacidén, expansion, diferenciacién y/o supervivencia de
células T. En una realizacion, la citocina es una interleucina. En una realizacién, la proteina farmacéuticamente
activa de acuerdo con la ensefianza es una interleucina seleccionada del grupo que consiste en IL-2, IL-7, IL-
12, IL-15 e IL-21.

El término “compuesto inmunolégicamente activo” se refiere a cualquier compuesto que altere una respuesta
inmunitaria, preferiblemente induciendo y/o suprimiendo la maduracién de células inmunes, induciendo y/o
suprimiendo la biosintesis de citocinas y/o alterando la inmunidad humoral estimulando la produccién de
anticuerpos por las células B. Los compuestos inmunolégicamente activos poseen una potente actividad
inmunoestimulante que incluye, entre otras, actividad antiviral y antitumoral, y también pueden regular
negativamente otros aspectos de la respuesta inmune, por ejemplo, desplazando la respuesta inmune
alejandola de una respuesta inmune TH2, lo cual es Util para tratar una amplia gama de enfermedades
mediadas por TH2. Los compuestos inmunolégicamente activos pueden ser Gtiles como adyuvantes de
vacunas.
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Un &cido nucleico es de acuerdo con la ensefianza preferiblemente acido desoxirribonucleico (ADN) o acido
ribonucleico (ARN), mas preferiblemente ARN, lo mas preferiblemente in vitro ARN transcrito (ARN IVT) 0o ARN
sintético. Los &cidos nucleicos incluyen, de acuerdo con las ensefianzas, ADN gendmico, ADNc, ARNm,
moléculas producidas de forma recombinante y sintetizadas quimicamente. De acuerdo con la ensefianza, un
acido nucleico puede estar en forma de una molécula que es monocatenaria o bicatenaria y lineal o cerrada
covalentemente para formar un circulo.

Los é&cidos nucleicos también pueden estar incluidos en un vector. El término “vector” como se usa en el
presente documento incluye cualquier vector conocido por el experto, incluidos vectores plasmidos, vectores
césmidos, vectores fagos tales como fago lambda, vectores virales tales como vectores adenovirales o
baculovirales, o vectores cromosdmicos artificiales tales como cromosomas artificiales bacterianos (BAC),
cromosomas artificiales de levadura (YAC) o cromosomas artificiales P1 (PAC). Dichos vectores incluyen
vectores de expresién asi como de clonacidén. Los vectores de expresiéon comprenden plasmidos asi como
vectores virales y en general contienen una secuencia codificante deseada y secuencias de ADN apropiadas
necesarias para la expresién de la secuencia codificante unida operativamente en un organismo huésped
particular (por ejemplo, bacterias, levaduras, plantas, insectos o mamiferos) o en in vitro sistemas de expresién.
Los vectores de clonacién se utilizan en general para disefiar y amplificar un determinado fragmento de ADN
deseado y pueden carecer de las secuencias funcionales necesarias para la expresién de los fragmentos de
ADN deseados.

En el contexto de la presente ensefianza, el término “ADN” se refiere a una molécula que comprende residuos
de desoxirribonucleétidos y preferiblemente estd compuesta total o sustancialmente por residuos de
desoxirribonucleétidos. “Desoxirribonucleétido” se refiere a un nucledtido que carece de un grupo hidroxilo en
la posicién 2' de un grupo B-D-ribofuranosilo. El término “ADN” comprende ADN aislado tal como ADN purificado
parcial o completamente, ADN esencialmente puro, ADN sintético y ADN generado recombinantemente e
incluye ADN modificado que difiere del ADN natural por la adicién, delecidn, sustitucién y/o alteracién de uno o
més nucleétidos. Tales alteraciones pueden incluir la adicién de material no nucleotidico, tal como en el(los)
extremo(s) de un ADN o internamente, por ejemplo en uno o mas nucleétidos del ADN. Los nucleétidos en las
moléculas de ADN también pueden comprender nucleétidos no estandar, como nucleétidos que no se
encuentran en la naturaleza o nucleétidos sintetizados quimicamente. Estos ADN alterados pueden
denominarse analogos o analogos del ADN natural.

En el contexto de la presente ensefianza, el término “ARN” se refiere a una molécula que comprende residuos
de ribonucleétidos y preferiblemente estd compuesta total o sustancialmente por residuos de ribonucleétidos.
“Ribonucleétido” se refiere a un nucledtido con un grupo hidroxilo en la posicién 2' de un grupo B-D-
ribofuranosilo. El término “ARN” comprende ARN aislado tal como ARN parcial o completamente purificado,
ARN esencialmente puro, ARN sintético y ARN generado recombinantemente e incluye ARN modificado que
difiere del ARN que se produce de forma natural por la adicién, delecidn, sustitucién y/o alteracién de uno o
mas nucledtidos. Dichas alteraciones pueden incluir la adicién de material no nucleotidico, tal como en el(los)
extremo(s) de un ARN o internamente, por ejemplo en uno o mas nucleétidos del ARN. Los nucleétidos en
moléculas de ARN también pueden comprender nucleétidos no estdndar, tales como nucleétidos no naturales
0 nucleétidos o desoxinucleétidos sintetizados quimicamente. Estos ARN alterados pueden denominarse
analogos o analogos del ARN natural.

La expresién “acido nucleico farmacéuticamente activo” pretende referirse a &cidos nucleicos que tienen
actividades biolégicas, tales como expresién de proteinas, interferencia con la expresién génica o
inmunoestimulacién. Por lo tanto, dichos acidos nucleicos son Utiles para interferir con la expresién génica (por
ejemplo, ARN antisentido o ARNip), modificar las actividades de las proteinas (por ejemplo, aptdmeros de ADN
o aptameros de ARN) o activar la inmunidad (por ejemplo, vacunas de isARN o ADN o vacunas de ARNm). Un
“nucleico farmacéuticamente activo” también puede ser un acido nucleico que codifica un péptido o proteina
farmacéuticamente activo o que es farmacéuticamente activo por si solo, por ejemplo, tiene una o mas
actividades farmacéuticas tales como las descritas para las proteinas farmacéuticamente activas.

De acuerdo con la ensefianza, el término “4cido nucleico que codifica un péptido o proteina” significa que el
acido nucleico, si esté presente en el entorno apropiado, preferiblemente dentro de una célula, puede dirigir el
ensamblaje de aminoacidos para producir el péptido o proteina durante el proceso de traduccién.
Preferiblemente, los acidos nucleicos de acuerdo con la ensefianza son capaces de interactuar con la
magquinaria de traduccién celular permitiendo la traduccién del péptido o proteina.

En una realizacién, el acido nucleico es ARN.

De acuerdo con la ensefianza, "ARN" se refiere tanto al ARN de cadena simple como al ARN de doble cadena
e incluye ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt), ARN ribosémico (ARNr), ARN nuclear
pequefio (ARNnp), ARN pequefio inhibidor (ARNip), ARN pequefio en horquilla (ARNph), microARN (miARN),
ARN antisentido, ARN inmunoestimulante (ARNie) y aptameros de ARN. En una realizacién preferida, el ARN
seleccionado proviene del grupo que consiste en ARNm, ARNip, ARNph, miARN, ARN antisentido, ARNie y
aptédmeros de ARN.
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EI ARN puede contener secuencias autocomplementarias que permiten que partes del ARN se doblen y se
emparejen consigo mismas para formar dobles hélices. De acuerdo con las ensefianzas se prefieren como
ARN oligonucleétidos sintéticos de 6 a 100, preferiblemente de 10 a 50, en particular de 15a 30 o de 15a 20
nucleétidos o ARN mensajero (ARNm) de mas de 50 nucleébtidos, preferiblemente de 50 a 10.000,
preferiblemente 100 a 5000, en particular de 200 a 3000 nucledtidos.

De acuerdo con la presente ensefianza, el término “ARN mensajero (ARNm)” se refiere a una “transcripcioén”
que puede generarse usando un molde de ADN y puede codificar un péptido o proteina. Normalmente, un
ARNmM comprende una regién ' no traducida, una regién codificante de proteina y una regién 3' no traducida.
En el contexto de la presente ensefianza, el ARNm puede generarse mediante transcripcién in vitro a partir de
una plantilla de ADN. La metodologia de transcripcién in vitro es conocida por el experto. Por ejemplo, existe
una variedad de in vitro kits de transcripcién disponibles comercialmente.

De acuerdo con la presente ensefianza, el término “ARN inhibidor pequefioc (ARNip)’ se refiere a
oligonucleétidos cortos bicatenarios (tipicamente de 19 a 23, preferiblemente 21 nucleétidos de longitud) que
pueden usarse para inducir la destruccién de un ARNm diana mediante el reconocimiento del objetivo por una
hebra del ARNip, un mecanismo conocido como ARN de interferencia (ARNi).

El término “ARN en horquilla pequefia (ARNph)” se relaciona con una secuencia de ARN que realiza un giro
cerrado en horquilla y puede usarse para silenciar la expresion del gen diana a través de ARN..

Los términos “microARN” o “miARN” se relacionan con una pequefia molécula de ARN no codificante
(tipicamente de 19 a 25 nuclebtidos de longitud), que funciona en la regulacién transcripcional y
postranscripcional de la expresién génica.

De acuerdo con la presente ensefianza, el término “ARN antisentido” se refiere a un ARN monocatenario,
normalmente un oligonucleétido sintético que esta disefiado para aparearse con un ARNm celular objetivo,
inhibiendo asi fisicamente el proceso de traduccién y eventualmente induciendo la destruccién del ARNm
objetivo.

De acuerdo con la presente ensefianza, “ARN inmunoestimulante (ARNis)” se refiere a ARN que puede activar
receptores inmunes innatos, tales como, por ejemplo, los TLR-3, 7 y 8 endoplasmicos o la proteina citosdélica
RIG-1. En una realizacién, el isRNA comprende uno o mas nucleétidos de uridina (U).

De acuerdo con la presente ensefianza, el término “aptdmero de ARN” se refiere a ARN que a través de su
estructura tridimensional precisa se puede usar como un anticuerpo, es decir, hacer que se una
especificamente a estructuras determinadas y de ese modo activar o bloquear mecanismos biolégicos.

De acuerdo con la ensefianza, el ARN puede modificarse. Por ejemplo, el ARN puede estabilizarse mediante
una o mas modificaciones que tengan efectos estabilizadores sobre el ARN.

El término “modificaciéon” en el contexto del ARN tal como se utiliza de acuerdo con la presente ensefianza
incluye cualquier modificacién del ARN que no esté presente de forma natural en dicho ARN.

En una realizacién de la ensefianza, el ARN usado de acuerdo con la ensefianza no tiene 5'-trifosfatos sin tapar.
La eliminacién de dichos S'-trifosfatos sin tapar se puede lograr tratando el ARN con una fosfatasa.

El ARN de acuerdo con la ensefianza puede tener ribonucleétidos modificados, naturales o no naturales
(sintéticos), con el fin de aumentar su estabilidad y/o disminuir su citotoxicidad y/o modular su potencial
inmunoestimulante. Por ejemplo, en una realizacién, en el ARN utilizado de acuerdo con las ensefianzas, la
uridina esta sustituida parcial o completamente, preferiblemente completamente, por pseudouridina.

En una realizacion, el término “modificacidén” se refiere a proporcionar un ARN con una tapa 5' o un analogo de
tapa 5'. El término “tapa 5" se refiere a una estructura de tapa que se encuentra en el extremo 5' de una
molécula de ARNm y generalmente consiste en un nucleétido de guanosina conectado al ARNm mediante un
enlace trifosfato inusual de 5'a 5'. En una realizacién, esta guanosina esta metilada en la posicién 7. El término
“tapa 5' convencional’ se refiere a un tapa 5' de ARN de origen natural, preferiblemente al tapa de 7-
metilguanosina (m’G). En el contexto de la presente ensefianza, el término “tapa 5* incluye un analogo de tapa
5' que se asemeja a la estructura de tapa del ARN y estd modificado para poseer la capacidad de estabilizar el
ARN si se une al mismo, preferiblemente en vivo y/o en una celda. Proporcionar un ARN con una tapa 5' o un
anélogo de tapa 5' puede lograrse mediante transcripcion in vitro de una plantilla de ADN en presencia de dicha
tapa 5' 0 analogo de tapa 5', en el que dicha tapa 5' se incorpora cotranscripcionalmente en la cadena de ARN
generada, o el ARN puede generarse, por ejemplo, mediante transcripcién in vitro, y la tapa 5' puede generarse
postranscripcionalmente usando enzimas de proteccidn, por ejemplo, enzimas de proteccién del virus vaccinia.

EI ARN puede contener modificaciones adicionales. Por ejemplo, una modificacién del ARNm utilizada en la
presente ensefianza puede ser una extensidén o truncamiento de la cola poli(A) de origen natural.
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El término “estabilidad” del ARN se relaciona con la “vida media” del ARN. La “vida media” se refiere al periodo
de tiempo que se necesita para eliminar la mitad de la actividad, cantidad o nimero de moléculas. En el contexto
de la presente ensefianza, la vida media de un ARN es indicativa de la estabilidad de dicho ARN.

Si, de acuerdo con la presente ensefianza, se desea disminuir la estabilidad del ARN, también es posible
modificar el ARN para interferir con la funcién de los elementos como se describié anteriormente aumentando
la estabilidad del ARN.

De acuerdo con la presente ensefianza, el ARN puede obtenerse mediante sintesis quimica o mediante
transcripcién in vitro de una plantilla de ADN apropiada. En el contexto de la presente ensefianza, el término
“transcripcidén” se refiere a un proceso en el que el c6digo genético en una secuencia de ADN se transcribe en
ARN. Posteriormente, el ARN puede traducirse en proteina. De acuerdo con la presente ensefianza, el término
“transcripcién” comprende “transcripcidn in vitro”, en el que el término “transcripcién in vitro” se refiere a un
proceso en el que el ARN, en particular el ARNm, se sintetiza in vitro en un sistema libre de células,
preferiblemente usando extractos celulares apropiados. Preferiblemente, se aplican vectores de clonacién para
la generacién de transcritos. Estos vectores de clonacién se designan generalmente como vectores de
transcripcién y, de acuerdo con la presente ensefianza, estdn comprendidos en el término “vector”. El promotor
para controlar la transcripcién puede ser cualquier promotor de cualquier ARN polimerasa. Ejemplos
particulares de ARN polimerasas son las ARN polimerasas T7, T3 y SP6. Una plantilla de ADN para
itranscripcidn in vitro se puede obtener clonando un acido nucleico, en particular ADNc, e introduciéndolo en
un vector apropiado para transcripcién in vitro. El ADNc puede obtenerse mediante transcripcién inversa del
ARN. Preferiblemente, se usan vectores de clonacién para producir transcritos que generalmente se denominan
vectores de transcripcién.

El término “traduccién” de acuerdo con la ensefianza se refiere al proceso en los ribosomas de una célula
mediante el cual una hebra de ARN mensajero dirige el ensamblaje de una secuencia de aminoacidos para
formar un péptido o proteina.

El término “inhibicion de la expresién génica” se refiere a un proceso, en el que se pueden usar oligonucleétidos
de ARN (por ejemplo, ARNip monocatenario antisentido o bicatenario) para unir secuencias de ARNm
especificas que inducen ya sea la degradacién del ARNm diana y/o el bloqueo de traduccién.

En una realizacién, el compuesto farmacéuticamente activo es un antigeno o un acido nucleico que codifica un
antigeno o un fragmento del mismo, por ejemplo, un antigeno asociado a una enfermedad.

El término “enfermedad” se refiere a una condicién anormal que afecta el cuerpo de un individuo. Una
enfermedad a menudo se interpreta como una afeccién médica asociada con sintomas y signos especificos.
Una enfermedad puede ser causada por factores originalmente de una fuente externa, como una enfermedad
infecciosa, o puede ser causada por disfunciones internas, como enfermedades autoinmunitarias.

De acuerdo con la ensefianza, el término “enfermedad”’ también se refiere a enfermedades cancerosas. Los
términos “enfermedad cancerosa” o “cancer” (término médico: neoplasia maligna) se refieren a una clase de
enfermedades en las que un grupo de células muestran un crecimiento descontrolado (division mas alla de los
limites normales), invasién (intrusién y destruccién de tejidos adyacentes) y, a veces, metéstasis (diseminacién
a ofras partes del cuerpo a través de la linfa o la sangre). Estas tres propiedades malignas de los canceres los
diferencian de los tumores benignos, que son autolimitados y no invaden ni metastatizan. La mayoria de los
canceres forman un tumor, es decir, una hinchazén o lesién formada por un crecimiento anormal de células
(llamadas células neoplasicas o células tumorales), pero algunos, como la leucemia, no lo hacen. Ejemplos de
canceres incluyen, entre otros, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, glioma y leucemia. Mas
particularmente, ejemplos de tales cénceres incluyen cancer de huesos, cancer de sangre, cancer de pulmén,
cancer de higado, cancer de pancreas, céncer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma maligno cutaneo
o intraocular, cancer de Utero, cancer de ovario, cancer de recto, cancer de regién anal, cancer de estémago,
cancer de colon, cancer de mama, cancer de préstata, cancer de Utero, carcinoma de los 6rganos sexuales y
reproductivos, enfermedad de Hodgkin, cancer de eséfago, cancer de intestino delgado, cancer del sistema
endocrino, cancer de glandula tiroides, céncer de glandula paratiroides, cancer de glandula suprarrenal,
sarcoma de tejido blando, cancer de vejiga, cancer de rifién, carcinoma de células renales, carcinoma de pelvis
renal, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), céncer neuroectodérmico, tumores del eje espinal,
glioma, meningioma y adenoma hipofisario. El término “cancer’ de acuerdo con la ensefianza también
comprende metéstasis de céncer.

El melanoma maligno es un tipo grave de céancer de piel. Se debe al crecimiento descontrolado de células
pigmentarias, llamadas melanocitos.

De acuerdo con la ensefianza, un “carcinoma” es un tumor maligno derivado de células epiteliales. Este grupo
representa los canceres mas comunes, incluidas las formas comunes de cancer de mama, préstata, pulmén y
colon.
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El linfoma y la leucemia son neoplasias malignas derivadas de células hematopoyéticas (formadoras de
sangre).

Un sarcoma es un cancer que surge de células transformadas en uno de varios tejidos que se desarrollan a
partir del mesodermo embrionario. Por tanto, los sarcomas incluyen tumores de tejido éseo, cartilaginoso,
adiposo, muscular, vascular y hematopoyético.

El tumor blastico o blastoma es un tumor (generalmente maligno) que se asemeja a un tejido inmaduro o
embrionario. Muchos de estos tumores son més comunes en nifios.

Un glioma es un tipo de tumor que comienza en el cerebro o la columna vertebral. Se llama glioma porque
surge de las células gliales. El sitio mas comun de los gliomas es el cerebro.

Por “metéastasis” se entiende la diseminacién de células cancerosas desde su sitio original a otra parte del
cuerpo. La formacién de metastasis es un proceso muy complejo y depende del desprendimiento de células
malignas del tumor primario, la invasiéon de la matriz extracelular, la penetracién de las membranas basales
endoteliales para ingresar a la cavidad corporal y los vasos, y luego, después de ser transportada por la sangre,
infiltracion de 6rganos diana. Finalmente, el crecimiento de un nuevo tumor, es decir, un tumor secundario o un
tumor metastésico, en el sitio diana depende de la angiogénesis. La metastasis tumoral a menudo ocurre
incluso después de la extirpacién del tumor primario porque las células o componentes tumorales pueden
permanecer y desarrollar potencial metastésico. En una realizacién, el término “metastasis” de acuerdo con la
ensefianza se refiere a “metastasis a distancia” que se refiere a una metéstasis que esta alejada del tumor
primario y del sistema de ganglios linfaticos regionales.

El término “enfermedad infecciosa” se refiere a cualquier enfermedad que puede transmitirse de un individuo a
otro o de un organismo a otro y es causada por un agente microbiano (por ejemplo, el resfriado comun).
Ejemplos de enfermedades infecciosas incluyen enfermedades infecciosas virales, como el SIDA (VIH),
hepatitis A, B o C, herpes, herpes zéster (varicela), sarampiéon alemén (virus de la rubéola), fiebre amarilla,
dengue, etc., flavivirus, virus de la influenza, enfermedades infecciosas hemorragicas (virus de Marburg o
Ebola) y sindrome respiratorio agudo severo (SARS), enfermedades infecciosas bacterianas, como la
enfermedad del legionario, (Legionela), enfermedades de transmisién sexual (por ejemplo, clamidia o
gonorrea), Ulcera géstrica (Helicobacter), célera (Vibrio), tuberculosis, difteria, infecciones por E. coli,
estafilococos, salmonella o Estreptococos (tétanos); infecciones por protozoos patégenos como malaria,
enfermedad del suefio, leishmaniasis; toxoplasmosis, es decir infecciones por Plasmodium, Trypanosoma,
Leishmania y Toxoplasma; o infecciones por hongos, que son causadas, por ejemplo, por Cryptococcus
neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis o Candida albicans.

El término “enfermedad autoinmunitaria” se refiere a cualquier enfermedad en la que el cuerpo produce una
respuesta inmunogénica (es decir, sistema inmunitario) a algun constituyente de su propio tejido. En otras
palabras, el sistema inmunitario pierde su capacidad de reconocer algln tejido o sistema dentro del cuerpo
como propio y lo ataca como si fuera extrafio. Las enfermedades autoinmunitarias se pueden clasificar en
aquellas en las que predominantemente un érgano estd afectado (por ejemplo, anemia hemolitica y tiroiditis
antiinmunitaria) y aquellas en las que el proceso de la enfermedad autoinmunitaria se difunde a través de
muchos tejidos (por ejemplo, lupus eritematoso sistémico). Por ejemplo, se cree que la esclerosis multiple es
causada por células T que atacan las vainas que rodean las fibras nerviosas del cerebro y la médula espinal.
Esto produce pérdida de coordinacién, debilidad y visién borrosa. Las enfermedades autoinmunitarias son
conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Grave, lupus, esclerosis
multiple, artritis reumatica, anemia hemolitica, tiroiditis antiinmunitaria, lupus eritematoso sistémico,
enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, colitis, diabetes, esclerodermia, psoriasis y similares.

El término “antigeno” se refiere a un agente que comprende un epitopo contra el cual se va a generar una
respuesta inmunitaria. El término “antigeno” incluye en particular proteinas, péptidos, polisacaridos, &cidos
nucleicos, especialmente ARN y ADN, y nucleétidos. El término “antigeno” también incluye agentes que se
vuelven antigénicos -y sensibilizantes- sélo a través de una transformacién (por ejemplo, de manera intermedia
en la molécula o al completarse con una proteina corporal). Un antigeno es preferiblemente presentable por
células del sistema inmunitario tales como células presentadoras de antigeno como células dendriticas o
macréfagos. Ademas, un antigeno o un producto de procesamiento del mismo es preferiblemente reconocible
por un receptor de células T o B, o por una molécula de inmunoglobulina tal como un anticuerpo. En una
realizacidn preferida, el antigeno es un antigeno asociado a una enfermedad, tal como un antigeno asociado a
un tumor, un antigeno viral o un antigeno bacteriano.

El término “antigeno asociado a una enfermedad” se utiliza en su sentido mas amplio para referirse a cualquier
antigeno asociado a una enfermedad. Un antigeno asociado a una enfermedad es una molécula que contiene
epitopos que estimularan el sistema inmunitario del huésped para generar una respuesta inmunitaria especifica
del antigeno celular y/o una respuesta de anticuerpos humorales contra la enfermedad. Por tanto, el antigeno
asociado a la enfermedad puede utilizarse con fines terapéuticos. Los antigenos asociados a enfermedades
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estan preferiblemente asociados con infeccidén por microbios, tipicamente antigenos microbianos, o asociados
con cancer, tipicamente tumores.

El término “enfermedad que implica un antigeno” se refiere a cualquier enfermedad que implica un antigeno,
por ejemplo, una enfermedad que se caracteriza por la presencia de un antigeno. La enfermedad que involucra
un antigeno puede ser una enfermedad infecciosa, una enfermedad autoinmunitaria, una enfermedad
cancerosa o simplemente céncer. Como se menciond anteriormente, el antigeno puede ser un antigeno
asociado a una enfermedad, tal como un antigeno asociado a un tumor, un antigeno viral o un antigeno
bacteriano.

En una realizacién, un antigeno asociado a una enfermedad es un antigeno asociado a un tumor.
Preferiblemente, el érgano o tejido enfermo se caracteriza por células enfermas tales como células cancerosas
que expresan un antigeno asociado a una enfermedad y/o se caracterizan por la asociacién de un antigeno
asociado a una enfermedad con su superficie. La inmunizacidén con antigenos asociados a tumores intactos o
sustancialmente intactos o fragmentos de los mismos tales como péptidos o acidos nucleicos del MHC de clase
| 'y clase Il, en particular ARNm, que codifican dicho antigeno o fragmento hace posible provocar un tipo de
respuesta MHC de clase | y/o de clase Il y, por lo tanto, estimulan las células T tales como los linfocitos T
citotoxicos CD8+ que son capaces de lisar células cancerosas y/o células T CD4+. Dicha inmunizacién también
puede provocar una respuesta inmunitaria humoral (respuesta de células B) que resulta en la produccién de
anticuerpos contra el antigeno asociado al tumor. Ademés, las células presentadoras de antigenos (APC), como
las células dendriticas (DC), pueden cargarse con péptidos presentados por MHC de clase | mediante
transfeccién con acidos nucleicos que codifican antigenos tumorales in vitro y administrado a un paciente. En
una realizacién, el término “antigeno asociado a tumor” se refiere a un constituyente de células cancerosas que
puede derivar del citoplasma, la superficie celular y el nlcleo celular. En particular se refiere a aquellos
antigenos que se producen, preferiblemente en grandes cantidades, intracelularmente o como antigenos de
superficie en células tumorales. Los ejemplos de antigenos tumorales incluyen HER2, EGFR, VEGF, antigeno
CAMPATH1, CD22, CA-125, HLA-DR, linfoma de Hodgkin o mucina-1, pero no se limitan a ellos.

De acuerdo con la presente ensefianza, un antigeno asociado a tumor comprende preferiblemente cualquier
antigeno que sea caracteristico de tumores o canceres asi como de células tumorales o cancerosas con
respecto al tipo y/o nivel de expresién. En una realizacién, el término “antigeno asociado a tumor” se refiere a
proteinas que en condiciones normales, es decir, en un sujeto sano, se expresan especificamente en un nimero
limitado de 6rganos y/o tejidos o en etapas de desarrollo especificas, por ejemplo, el antigeno asociado al
tumor puede estar expresado especificamente en tejido estomacal bajo condiciones normales, expresarse
especificamente en el tejido del estdmago, preferiblemente en la mucosa gastrica, en los érganos
reproductivos, por ejemplo, en los testiculos, en el tejido trofoblastico, por ejemplo, en la placenta o en las
células de la estirpe germinal, y se expresan o se expresan de forma aberrante en uno o mas tejidos tumorales
0 cancerosos. En este contexto, “un numero limitado” significa preferiblemente no mas de 3, mas
preferiblemente no mas de 2 o0 1. Los antigenos asociados a tumores en el contexto de la presente ensefianza
incluyen, por ejemplo, antigenos de diferenciacién, preferiblemente antigenos de diferenciacién especificos de
tipo celular, es decir, proteinas que en condiciones normales se expresan especificamente en un determinado
tipo de célula en una determinada etapa de diferenciacién, cancer/antigenos testiculares, es decir, proteinas
que en condiciones normales se expresan especificamente en los testiculos y, a veces, en la placenta, y
antigenos especificos de la estirpe germinal. En el contexto de la presente ensefianza, el antigeno asociado a
tumores preferentemente no se expresa o sélo raramente se expresa en tejidos normales o se muta en células
tumorales. Preferiblemente, el antigeno asociado a tumor o la expresién aberrante del antigeno asociado a
tumor identifica células cancerosas. En el contexto de la presente ensefianza, el antigeno asociado a tumor
que es expresado por una célula cancerosa en un sujeto, por ejemplo, un paciente que padece una enfermedad
cancerosa, es preferiblemente una autoproteina en dicho sujeto. En realizaciones preferidas, el antigeno
asociado a tumores en el contexto de la presente ensefianza se expresa en condiciones normales
especificamente en un tejido u érgano que no es esencial, es decir, tejidos u 6rganos que cuando son dafiados
por el sistema inmunitario no provocan la muerte del sujeto, o en 6rganos o estructuras del cuerpo a los que el
sistema inmunitario no puede acceder o es dificiimente accesible. Preferiblemente, un antigeno asociado a
tumor se presenta en el contexto de moléculas de MHC mediante una célula cancerosa en la que se expresa.

Ejemplos de antigenos de diferenciacién que idealmente cumplen los criterios para antigenos asociados a
tumores contemplados en la presente ensefianza como estructuras diana en inmunoterapia tumoral, en
particular, en vacunacién tumoral, son las proteinas de superficie celular de la familia Claudin, tales como
CLDN®6 y CLDN18.2. Estos antigenos de diferenciacién se expresan en tumores de diversos origenes y son
particularmente adecuados como estructuras diana en relacién con la inmunoterapia contra el cAncer mediada
por anticuerpos debido a su expresion selectiva (sin expresion en un tejido normal relevante para la toxicidad)
y localizacién en la membrana plasmatica.

Otros ejemplos de antigenos que pueden ser Utiles en la presente ensefianza son p53, ART-4, BAGE, beta-
catenina/m, Ber-abL CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, CDK4/m, CEA, CLAUDIN-12, c-MYC, CT, Cyp-B,
DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250, GAGE, GnT-V, Gap100, HAGE, HER-2/neu, HPV-E7, HPV-EB, HAST- 2,
hTERT (o hTRT), LAGE, LDLR/FUT, MAGE-A, preferiblemente MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4,
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MAGE-A5, MAGE-A8, MAGE-A7, MAGE-A8, MAGE-A9, MAGE-A10, MAGE-A11 o MAGE-A12, MAGE-B,
MAGE-C, MART-1/Melan-A, MC1R, miosina/m, MUC1, MUM-1, -2, -3, NA88-A, NF1, NY-ESO-1, NY-BR-1,
p190 minor BCR-abL, Pm1/RARa, PRAME, proteinasa 3, PSA, PSM, RAGE, RU1 o RU2, SAGE, SART-1 o
SART-3, SCGB3A2, SCP1, SCP2, SCP3, SSX, SURVIVIN, TEL/AML1, TPl/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2,
TPTE y WT, preferiblemente WT-1.

El término “antigeno viral” se refiere a cualquier componente viral que tenga propiedades antigénicas, es decir,
que pueda provocar una respuesta inmunitaria en un individuo. El antigeno viral puede ser una
ribonucleoproteina viral o una proteina de la envoltura.

El término “antigeno bacteriano” se refiere a cualquier componente bacteriano que tenga propiedades
antigénicas, es decir, que pueda provocar una respuesta inmunitaria en un individuo. El antigeno bacteriano
puede derivar de la pared celular o de la membrana citoplasmatica de la bacteria.

Eltérmino “respuesta inmunitaria”’, como se usa en el presente documento, se refiere a una reaccién del sistema
inmunitario tal como ante organismos inmunogénicos, tales como bacterias o virus, células o sustancias. El
término “respuesta inmunitaria” incluye la respuesta inmunitaria innata y la respuesta inmunitaria adaptativa.
Preferiblemente, la respuesta inmunitaria estd relacionada con una activacién de células inmunes, una
induccién de la biosintesis de citocinas y/o la produccién de anticuerpos.

De acuerdo con la presente ensefianza, el término “tratamiento de una enfermedad” incluye curar, acortar la
duracidén, mejorar, ralentizar o inhibir la progresién o el empeoramiento de una enfermedad o los sintomas de
la misma.

El término “inmunoterapia” se refiere a un tratamiento que implica preferiblemente una reaccién inmune
especifica y/o funcién(es) efectora(s) inmune(s).

El término “inmunizacién” o “vacunacién” describe el proceso de tratar a un sujeto por razones terapéuticas o
profilacticas.

El término “sujeto”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere preferentemente a mamiferos. Por
ejemplo, los mamiferos en el contexto de la presente ensefianza son humanos, primates no humanos, animales
domésticos tales como perros, gatos, ovejas, vacas, cabras, cerdos, caballos, etc., animales de laboratorio
tales como ratones, ratas, conejos, guineas, cerdos, etc. asi como animales en cautiverio, como animales de
zoolégicos. En una realizacién preferida, el sujeto es un ser humano.

La presente ensefianza también proporciona un método para preparar una composicién farmacéutica, el
método comprende

— proporcionar una formulacién acuosa como se definié anteriormente; y
— mezclar la formulacién acuosa con un compuesto farmacéuticamente activo.

En una realizacién, el compuesto farmacéuticamente activo comprende un é&cido nucleico, en el que,
preferiblemente, el 4cido nucleico se proporciona en una solucién tamponada que tiene un pH de entre 6 y 8.

La presente ensefianza también proporciona una composicién farmacéutica preparada mediante el método
definido anteriormente.

En una realizacién, la composicién farmacéutica comprende liposomas cargados con el compuesto
farmacéuticamente activo.

En una realizacién, la composicién farmacéutica comprende lipoplex de acidos nucleicos.

Los términos “lipoplex de acido nucleico” o “lipoplex”, tal como se utilizan en este documento, se refieren a un
complejo de lipidos y acidos nucleicos, como ADN o ARN, preferiblemente ARN. Los lipoplex se forman
espontdneamente cuando lipidos catiénicos (por ejemplo, en forma de liposomas catiénicos, que a menudo
también incluyen lipidos auxiliares neutros), polimeros catiénicos y otras sustancias con cargas positivas se
mezclan con &cidos nucleicos, y se ha demostrado que liberan &cidos nucleicos en las células. En una
realizacién, los lipoplex tienen un didmetro promedio en el intervalo de aproximadamente 50 nm a
aproximadamente 1000 nm, preferiblemente de aproximadamente 100 nm a aproximadamente 800 nm,
preferiblemente de aproximadamente 200 nm a aproximadamente 600 nm, tal como de aproximadamente
300 nm a aproximadamente 500 nm.

El “diametro” o “tamafio” promedio de las particulas basadas en lipidos (por ejemplo, liposomas o lipoplex)
descritas en este documento es generalmente el “tamafio de disefio” o el tamafio previsto de las particulas
basadas en lipidos preparadas de acuerdo con un proceso establecido. El tamafio puede ser una dimensién
medida directamente, tal como el diametro promedio o maximo, o puede determinarse mediante un ensayo
indirecto tal como un ensayo de deteccién de filtracién. La medicidn directa del tamafio de las particulas suele
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realizarse mediante dispersién dinamica de la luz. Con frecuencia, los resultados de las mediciones dindmicas
de dispersién de la luz se expresan en términos de Zyomedio (Una medida para el tamafio promedio) y el indice
de polidispersidad, Pl o PDI (una medida para la polidispersidad). Como surgen variaciones menores en el
tamafio durante el proceso de fabricacién, una variacién de hasta el 40 % de la medida indicada es aceptable
y se considera dentro del tamafio indicado. Alternativamente, el tamafio puede determinarse mediante ensayos
de deteccidn de filtracién. Por ejemplo, una preparacién de particulas es menor que un tamafio establecido, si
al menos el 97 % de las particulas pasan a través de un filtro “tipo pantalla” del tamafio establecido.

En una realizacién, el al menos un agente de ajuste del pH esta asociado con los liposomas y/o lipoplex.

Las composiciones farmacéuticas de la ensefianza son preferentemente estériles y contienen una cantidad
eficaz de lipidos o particulas basadas en lipidos (por ejemplo, liposomas o lipoplex). Las composiciones
farmacéuticas también pueden comprender agentes adicionales como se analiza en el presente documento,
tales como un agente terapéutico o antigeno adicional. Las composiciones farmacéuticas de la ensefianza
pueden comprender ademéas uno o mas vehiculos, diluyentes y/o excipientes farmacéuticamente aceptables.
La composicién farmacéutica de la ensefianza puede comprender ademas al menos un adyuvante.

Una “cantidad eficaz” se refiere a la cantidad que logra una reacciéon deseada o un efecto deseado sola o junto
con dosis adicionales. En el caso del tratamiento de una enfermedad particular o de una condicién particular,
la reaccion deseada se refiere preferiblemente a la inhibicion del curso de la enfermedad. Esto comprende
frenar el progreso de la enfermedad y, en particular, interrumpir o invertir el progreso de la enfermedad. La
reaccidén deseada en un tratamiento de una enfermedad o de una afeccion también puede ser un retraso de la
aparicidn o una prevencién de la aparicibn de dicha enfermedad o dicha afeccién. Una cantidad eficaz
dependera de la afeccidn a tratar, la gravedad de la enfermedad, los parametros individuales del paciente,
incluida la edad, la condicidn fisiol6gica, el tamafio y el peso, la duracién del tratamiento y el tipo de terapia
complementaria (si esta presente), la via de administracién especifica y factores similares. De acuerdo con lo
anterior, las dosis administradas pueden depender de varios de dichos pardmetros. En el caso de que una
reacciébn en un paciente sea insuficiente con una dosis inicial, se pueden usar dosis més altas (o dosis
efectivamente mas altas logradas mediante una via de administracién diferente y més localizada).

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden administrarse mediante
cualquier via convencional. En una realizacién, la composicién farmacéutica se formula para administracién
sistémica. De acuerdo con la presente ensefianza, la administraciéon sistémica es preferiblemente mediante
administracién parenteral incluyendo inyeccién o infusién, por ejemplo, por via intravenosa, intraarterial,
subcutanea, en el ganglio linfatico, intradérmica o intramuscular.

Las composiciones adecuadas para administracién parenteral normalmente comprenden una preparacién
acuosa o no acuosa estéril del compuesto activo, que es preferiblemente isoténica para la sangre del receptor.
Ejemplos de vehiculos y diluyentes/disolventes compatibles son agua estéril (por ejemplo, agua para
inyeccién), solucién Ringer y solucién isotdénica de cloruro de sodio. Ademés, como medio de solucién o
suspensién se utilizan aceites fijos, normalmente estériles.

El término “farmacéuticamente aceptable”’, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la no
toxicidad de un material que, preferiblemente, no interactia con la accién del componente activo de la
composicién farmacéutica.

El término “excipiente” cuando se usa en el presente documento pretende indicar todas las sustancias que
pueden estar presentes en una composicién farmacéutica de la presente ensefianza y que no son ingredientes
activos tales como, por ejemplo, vehiculos, aglutinantes, lubricantes, espesantes, agentes tensioactivos,
conservantes, emulsionantes, tampones, agentes aromatizantes o colorantes.

El término “adyuvante” se refiere a compuestos que prolongan, mejoran o aceleran una respuesta inmunitaria.
A este respecto son posibles diferentes mecanismos dependiendo de los diferentes tipos de adyuvantes. Por
ejemplo, compuestos que permiten la maduracién de las DC, por ejemplo, Los lipopolisacaridos o ligando CD40
forman una primera clase de adyuvantes adecuados. En general, cualquier agente que influya en el sistema
inmunitario del tipo “sefial de peligro” (LPS, GP96, dsRNA, etc.) o citocinas, como GM-CSF, se puede utilizar
como adyuvante que permite intensificar una respuesta inmunitaria y/o influenciados de manera controlada.
Opcionalmente también se pueden utilizar en este contexto oligodesoxinucleétidos CpG, aunque hay que tener
en cuenta sus efectos secundarios, que se producen en determinadas circunstancias, como se ha explicado
anteriormente. Los adyuvantes particularmente preferidos son citocinas, tales como monocinas, linfocinas,
interleucinas o quimiocinas, por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, INFaq, INF-
Y, GM-CSF, LT-a o factores de crecimiento, por ejemplo hGH. Otros adyuvantes conocidos son hidréxido de
aluminio, adyuvante de Freund o aceite como Montanide.®, mas preferido Montanide® ISA51. Los lipopéptidos,
tales como Pam3Cys, también son adecuados para su uso como adyuvantes en las composiciones
farmacéuticas de la presente ensefianza.
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Las composiciones farmacéuticas de la presente ensefianza también se pueden usar junto con otro agente
terapéutico que se puede administrar antes, simultaneamente con o después de la administracién de las
composiciones farmacéuticas de la presente ensefianza. Dichos agentes terapéuticos incluyen agentes
inmunomoduladores, que pueden ser inmunoestimulantes o inmunosupresores, farmacos quimioterapéuticos
para pacientes con cancer, por ejemplo, gemcitabina, etopofos, cisplatino, carboplatino, agentes antivirales,
agentes antiparasitarios o agentes antibacterianos y, si se administran simultaneamente, pueden estar
presentes en una composiciéon farmacéutica de la presente ensefianza.

La composicién farmacéutica de la ensefianza se puede usar para inducir una respuesta inmunitaria, en
particular una respuesta inmunitaria contra un antigeno asociado a una enfermedad o células que expresan un
antigeno asociado a una enfermedad, tal como una respuesta inmunitaria contra el cancer. De acuerdo con lo
anterior, la composiciéon farmacéutica puede usarse para el tratamiento profilactico y/o terapéutico de una
enfermedad que involucra un antigeno asociado a la enfermedad o células que expresan un antigeno asociado
a la enfermedad, tal como el cancer. Preferiblemente dicha respuesta inmunitaria es una respuesta de células
T. En una realizacién, el antigeno asociado a la enfermedad es un antigeno tumoral.

La presente ensefianza también proporciona una composicién farmacéutica o un kit como se define en este
documento para su uso en un método de tratamiento o prevencién de una enfermedad o para su uso en un
método de inmunoestimulacion.

La presente ensefianza también se refiere al uso de una composicién o kit farmacéutico como se define en el
presente documento en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencién de una enfermedad
0 para su uso en un método de inmunoestimulacién.

La presente ensefianza proporciona ademas un método de tratamiento o prevencién de una enfermedad o un
método de inmunoestimulacién, los métodos comprenden la etapa de administrar una composicién
farmacéutica como se define en el presente documento a un sujeto que lo necesita.

Finalmente, la presente ensefianza proporciona un método para estabilizar quimicamente una formulacién
acuosa que comprende al menos un lipido que tiene uno 0 mas enlaces seleccionados del grupo que consiste
en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida, preferiblemente enlaces éster, el método comprende

— ajustar el pH de la formulacién acuosa a un pH de entre 2y 5.5.

En una realizacién, la estabilizacion quimica se produce mediante la inhibicién del enlace éster, el enlace
tioéster y/o la hidrélisis del enlace amida, preferiblemente la hidrélisis del enlace éster.

En una realizacidén, al menos uno de los lipidos presentes en la formulacién acuosa es un lipido catiénico,
preferiblemente un lipido catiénico como se define en el presente documento.

En una realizacién, la carga neta global de los lipidos presentes en la formulacién acuosa es positiva.

En una realizacién, el pH se ajusta a un pH de entre 2y 5, preferiblemente de entre 2.5y 5, més preferiblemente
de entre 3 y 4.5, mas preferiblemente de entre 3 y 4, e incluso mas preferiblemente de entre 3.5y 4. En otra
realizacion preferida, la formulacién acuosa tiene un pH de entre 3.1 y 3.9.

En una realizacién, el pH de la formulacién lipidica acuosa se ajusta afiadiendo al menos un agente de ajuste
del pH, preferiblemente al menos un agente de ajuste del pH como se definié anteriormente.

En una realizacién, el al menos un lipido que tiene uno o mas enlaces seleccionados del grupo que consiste
en enlaces éster, enlaces tioéster y enlaces amida es como se definié anteriormente.

En una realizacién, los lipidos presentes en la formulacién acuosa forman liposomas.
En una realizacién, al menos un agente de ajuste del pH esta asociado con los liposomas.

La presente ensefianza se ilustra mejor con los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como limitativos
del alcance de la ensefianza.

Ejemplos

Materiales

Cloruro de (R)-N,N,N-trimetil-2, 3-dioleiloxi-1-1propanaminio (R-DOTMA), Merck & Cie.
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), Corden Pharma

Etanol 99.5 % Ph. Eur., Carl Roth

Acido acético Farmacopea de los Estados Unidos (USP), AppliChem
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Acetato de sodio USP, AppliChem
Tampén HEPES, Life Technologies

Agua para inyeccién, Baxter

Jeringa de 1 ml para inyeccién-F, B. Braun
Aguja 0.9x40 mM Microlance 3, BD

Viales de vidrio R6 tipo |, Wheaton

Sellos de aluminio de 20 mM, Wheaton
Tapones de butilo de 20 mM, Wheaton
Ejemplo 1: Preparacién de liposomas

Todos los materiales en contacto con las soluciones y preparaciones de liposomas fueron estériles y
desechables. Los liposomas se formaron con la llamada técnica de inyeccidén de etanol (Batzri y Korn, 1973),
donde los lipidos disueltos en etanol se inyectan en una fase acuosa con agitacién.

Las proporciones de lipidos y las concentraciones de lipidos en etanol variaron dependiendo de la formulacién
deseada y el tamafio de particula. Para los liposomas DOTMA/DOPE, la solucién de etanol contenia DOTMA
y DOPE en una proporcién molar de 2:1 a una concentracién total de lipidos de aproximadamente 330 mM.
Para los liposomas DOTAP/DOPE, la solucién de etanol contenia DOTAP y DOPE en una proporcién molar de
2:1 a una concentracion total de lipidos de aproximadamente 330 mM. Las soluciones se esterilizaron mediante
filtracidén a través de un filtro de tamafio de poro de 0.2 pym (Millipore Millex MP).

Luego se inyectaron las soluciones lipidicas estériles en etanol en un matraz giratorio desechable que contenia
una fase acuosa y se agitaron a una velocidad de 150 rpm durante al menos una hora. La fase acuosa era
agua para inyeccion (wfi) o agua filtrada con Milli-Q con una conductividad de 1.3 yS/cm a 25 °C, o era una
solucién tampén compuesta de sales tampén y acidos como se indica. Todos los materiales eran de calidad
farmacéutica. La inyeccién se realizd hasta una concentracién final de lipidos de 5-10 mM, de acuerdo con el
experimento. La mayoria de los experimentos se realizaron a una concentracién final de lipidos totales de
6.6 mM en la fase acuosa.

Las preparaciones de liposomas resultantes se filtraron a través de un filtro de acetato de celulosa con un
tamafio de poro de 0.45 um. Luego, la preparacién del filtrado se diluy6é con una solucién de dispersién hasta
la concentracién deseada y se almacené en bolsas de bioproceso. Para experimentos estandar, se selecciond
4 mM como concentracién final. La temperatura de almacenamiento antes de los experimentos de estabilidad
del pH era de 2-5 °C.

Ejemplo 2: Estabilidad de los liposomas DOTMA/DOPE en funcién del valor del pH

La estabilidad de DOPE en liposomas DOTMA/DOPE se investigd después de ajustar el pH a diferentes valores
entre pH 7 y pH 4. Para pH 7, se utiliz6 tamp6n HEPES 10 mM. Para todos los valores de pH mas bajos, se
utilizaron tampones de 4cido acético (todos de 10 mM) (ver Tabla 1). Se llenaron viales de vidrio R6 tipo | con
2 ml de la dispersion de liposomas y se almacenaron en una cadmara de estabilidad a 37 °C. Los valores de pH
se midieron mediante potenciometria utilizando un pHmetro WTW inoLab pH 7310, Weilheim, Alemania.

Tabla 1: Soluciones de dispersion

Solucién Concentracién pH
Tampén de acetato USP 10 mm 4
Tampén de acetato USP 10 mm 5
Tampén de acetato USP 10 mm 6
HEPES 10 mm 7

La estabilidad de los lipidos se probé en diferentes puntos de tiempo hasta 6 semanas después de la
preparacién de los liposomas midiendo la concentracidén de lipidos en la preparacién de liposomas utilizando
un sistema HPLC (Agilent Technologies 1200 equipado con detectores DAD y ELSD, Santa Clara, CA, EE.
uu.).
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Los resultados se dan en la Figura 1. Se representa la recuperacién normalizada de DOPE (en porcentaje) de
los liposomas DOTMA/DOPE. Sélo se muestra DOPE, ya que para DOTMA, en todas las condiciones, no se
encontré ninguna indicacién de degradacién, lo que se debe al hecho de que DOTMA comprende enlaces éter
en lugar de enlaces éster. Los liposomas en la fase acuosa con el pH més bajo, pH 4, mostraron la mejor
estabilidad sin degradacion significativa después de 6 semanas. Por el contrario, a pH 5 se observé una
degradacion ya significativa con una recuperacién de sélo el 80 % del valor inicial. La estabilidad disminuyé al
aumentar el pH, y la degradacién mas alta se encontré para pH 6 y pH 7 (el rango donde se esperaria la mejor
estabilidad).

Ejemplo 3: Influencia de la concentracién del tampén en la estabilidad de los liposomas.

Se investigd mas a fondo la estabilidad de DOPE en liposomas DOTMA/DOPE (DOTMA:DOPE en una relacién
molar de 2:1) en el rango de pH bajo. En este experimento se probaron valores de pH incluso mas bajos
afladiendo &cido acético puro (10 mM). Los tampones de &cido acético se afiadieron en tres concentraciones
diferentes, a saber, 1 mM, 5 mM y 10 mM. Las muestras se estresaron a 40 °C durante 5 semanas.

En la Figura 2, se da la recuperacién de DOPE para las diversas condiciones. En confirmacién de los resultados
del experimento descrito en el Ejemplo 2 (Figura 1), la estabilidad se mejoré continuamente reduciendo el pH.
El 4cido acético puro (10 mM; pH 3.2) parecié ser al menos tan bueno o mejor que el tampén acetato (AcB) de
pH 3.5 a la misma concentracion. El efecto estabilizador de los tampones acidos dependia de la concentracién,
como se puede ver mas claramente a pH 5 y 6. Como tendencia, concentraciones mas altas de tampén dieron
como resultado una mejor proteccién contra la hidrélisis. A valores de pH muy bajos este efecto fue menos
pronunciado. Se puede concluir que la adicién de acido acético puro a una concentracién adecuada puede ser
una forma simple y directa de obtener la estabilizacién del DOPE con respecto a la hidrdlisis del éster.

Ejemplo 4: Comparacion de los resultados de diferentes estudios de estrés.

En la Figura 3 se resume el resultado de varios estudios de estrés independientes. En cada caso, los liposomas
DOTMA/DOPE se estresaron en acido acético y soluciones tampén de acido acético (todas 10 mM) a diferentes
valores de pH a 40 °C. Se muestran los resultados después de 5 o0 6 semanas (cuadrados con diferentes
rellenos). La linea continua se traz6 para visualizar la tendencia general.

Se puede reconocer facilmente una correlacién entre la estabilidad de los lipidos y el valor del pH. La maxima
estabilidad se obtiene en el rango de pH inferior a 4, donde el efecto protector parece alcanzar una meseta.
Valores de pH més bajos o concentraciones mas altas de tampdn/acido pueden conducir a una proteccién aun
mejor contra la hidrélisis. Sin embargo, en el presente contexto, no son deseables concentraciones de tampén
extremadamente altas o valores de pH extremadamente bajos, porque tales condiciones duras no pueden
usarse en formulaciones para administracién a pacientes.

Ejemplo 5: Estabilidad de los liposomas DOTAP/DOPE en funcién del valor del pH

En este estudio se investigé la estabilidad de los liposomas con DOTAP en lugar de DOTMA. DOTAP es un
lipido catiénico con una estructura similar a la de DOTMA, pero comprende enlaces éster en lugar de enlaces
éter. Por lo tanto, DOTAP deberia ser propenso a la hidrélisis de ésteres de manera similar a DOPE. Ademas
del cambio de DOTMA a DOTAP, todas las demas condiciones se mantuvieron sin cambios.

En la Figura 4, se muestran los resultados de las mediciones de recuperacién de lipidos después de dos
semanas a 40 °C para diferentes condiciones de pH en la fase acuosa. Se muestran los resultados tanto para
DOTAP como para DOPE. Para ambos lipidos tuvo lugar la hidrélisis, donde el comportamiento general fue
equivalente y similar al hallazgo para DOPE en liposomas DOTMA/DOPE. Por tanto, la hidrélisis de DOTAP
podria evitarse del mismo modo que la de DOPE mediante la adicién de tampones acidos o acidos, como el
acido acético.

Ejemplo 6: Comparacion de la degradacién de DOPE en liposomas DOTMA/DOPE en agua para
inyeccién con o sin acido acético 5 mM

Se probé la adicién de acido acético para la estabilizacién de liposomas para uso farmacéutico, que habian
sido fabricados previamente en agua pura para inyeccién (wfi). En la Figura 5 se muestran los resultados de
los estudios de estrés con y sin acido acético. Para los liposomas estabilizados, se afiadi6 4cido acético 5 mM
a la fase acuosa antes de la formacién de liposomas. Se muestran los resultados de las mediciones de
recuperacién de DOPE después de 3 meses de almacenamiento a tres temperaturas diferentes, 5°C, 25°C y
40 °C. En los tres casos, la recuperacién fue mayor con el acido acético presente en la fase acuosa. El efecto
se volvié mas pronunciado a temperaturas mas altas (condiciones de estrés) y fue mas claramente visible a
40 °C, en el que la recuperacién podria mejorarse de aproximadamente un 60 % a aproximadamente un 90 %.

Al comparar la estabilidad a diferentes temperaturas, la adicién de 5 mM de acido acético tuvo un efecto similar
al de reducir la temperatura de almacenamiento entre 15y 35 °C. Teniendo en cuenta la regla general de que
reducir la temperatura en 10 °C conduce a una disminucién de la velocidad de hidrélisis en un factor de dos,
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esto corresponderia a un aumento de la estabilidad (o disminucién de la velocidad de hidrélisis) a una
temperatura dada en un factor de aproximadamente 4 (tomando como base un efecto equivalente a una
disminucién de la temperatura de 20 °C).

Ejemplo 7: Formacién de lipoplex

Se usaron liposomas DOTMA/DOPE con pH estabilizado para formar formulaciones de lipoplex de ARN para
inyeccion intravenosa con calidad equivalente o mejor con respecto a las caracteristicas fisicoquimicas en
comparacién con los lipoplex elaborados a partir de liposomas que no estaban estabilizados con pH.

Los lipoplex de ARN se prepararon segln el siguiente protocolo:
1. Adicién de 4 ml de solucion de NaCl al 0.9 % a 1.1 ml de ARN;
2. Adicién de 0.4 ml de liposomas a la mezcla de ARN/NaCl; y

3. Equilibrio durante 3 minutos a temperatura ambiente.

En la Tabla 2 se muestran los resultados de la caracterizacién fisicoquimica de liposomas y lipoplex. El didmetro
del liposoma se midié mediante dispersidén de luz dinamica utilizando un PSS-Nicomp 380 ZLS, Santa Barbara,
CA, EE. UU. Mientras que el tamafio y el indice de polidispersidad (PDl) de los liposomas con acido acético
eran algo menores que los de aquellos sin acido acético, el tamafio de particula de los lipoplex era algo mayor
con que sin 4cido acético, mientras que el indice de polidispersidad era menor. El tamafio mayor se considera
favorable en términos de actividad biolégica, mientras que el indice de polidispersidad mas pequefio es
favorable con respecto a los requisitos de calidad. El nimero de particulas subvisibles, que no deben estar
presentes en los productos inyectables por encima de ciertos umbrales, fue significativamente menor cuando
se utilizaron liposomas estabilizados para la preparacién de lipoplex. El valor de pH de la formulacién final fue
superior a 6 y, por lo tanto, era adecuada para inyecciéon. La osmolaridad era equivalente a las condiciones
fisiolégicas.

Tabla 2: Caracterizacion fisicoquimica de liposomas y lipoplex de ARN

Liposomas Lipoplex de ARN
Fas_e acuosa en Tama,no de Tama,no de SVP- USP 778 pH | Osmolaridad
liposomas particula particula
Nm PDI nm PDI >10 um >25 um mOsmol/kg
wii 410 0.26 468 0.256 1150 45 6.9 301
HAc dewiim'\" en 329 | 0239| 553 |0.226 517 12 6.1 304

Ejemplo 8: Evaluacién bioldgica de lipoplex

La actividad bioldgica de los lipoplex formados a partir de liposomas estabilizados con el pH (adicién de &cido
acético) se investigé6 mediante mediciones de bioluminiscencia. La absorcién y traduccién del ARN codificante
de luciferasa de luciérnaga formulado (luc RNA lipoplex) se evaluaron mediante Imégenes de bicluminiscencia
in vivo utilizando el sistema de imagenes Xenogen IVIS Spectrum (Caliper Life Sciences). Brevemente, se
inyecté i.p. una solucién acuosa de D-luciferina (75 mg/kg de peso corporal) (Caliper Life Sciences) se inyectd
en ratones por via intraperitoneal (i.p.) 6 horas después de la administracién de 20 pg de lipoplex de ARN de
luc. Los fotones emitidos por animales vivos o tejidos extraidos fueron cuantificados 10 minutos més tarde con
un tiempo de exposicién de 1 minuto. Se dibujaron regiones de interés (ROI) de las imagenes mostradas y se
cuantificé la bioluminiscencia como radiancia promedio (fotones/seg/cm?2/sr, representada por barras de
colores) utilizando el software IVIS Living Image 4.0.

Como se muestra en la Figura 6, las sefiales obtenidas con lipoplex formados a partir de liposomas
estabilizados con pH (ver Tabla 3) fueron sélo ligeramente inferiores que aquellas con lipoplex formados a partir
de liposomas no estabilizados con pH. La muy pequefia disminucién del nimero absoluto fue inferior al margen
de error de las mediciones y, por tanto, no fue significativa.

Tabla 3: Valores de pH de muestras de lipoplex

Muestra pH
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Liposomas de referencia 6.9
Liposomas de acido acético 10 mM 5.0
Liposomas de acido acético 5 mM 6.0
Liposomas de acido acético 2 mM 6.7

Ejemplo 9: Estabilidad de DOPE en liposomas DOTMA/DOPE preparados en condiciones GMP o similares a
GMP en agua para inyeccién o agua para inyeccién que comprende &cido acético 5 mM

Se fabricaron liposomas que consistian en DOTMA/DOPE en una proporcién molar de 2/1 mediante la técnica
de inyeccion de etanol hasta una concentraciéon de aproximadamente 4 mM (lipido total). Como fase acuosa,
se us6 agua para inyeccion (wfi) o wfi que comprendia acido acético 5 mM. Los liposomas en wfi se
denominaron liposomas L1, los liposomas en wfi que comprenden é&cido acético 5 mM (lo que da como
resultado un valor de pH entre 3y 4) se denominaron liposomas L2. Aparte de la presencia o ausencia de acido
acético, todas las demas condiciones de fabricacion fueron idénticas. Se utilizaron lipidos de calidad GMP y la
fabricacién se realiz6 en condiciones GMP o similares a GMP. Se fabricaron varios lotes de liposomas L1y L2
y, después de llenarlos en viales de vidrio, se probé la estabilidad a las siguientes temperaturas:

1.5°C (2-8 °C);
2. 25 °C (22-28 °C) = condiciones aceleradas;
3. 40 °C (38-42 °C) = condiciones de estrés.

Los datos de estabilidad para los liposomas L1y L2 se recopilaron durante un periodo de hasta 25 meses (L1)
y hasta 9 meses (L2), respectivamente. Los estudios de estabilidad aun estédn en curso. En las Figuras 7 A a
C, se muestran datos de estabilidad para diferentes lotes de liposomas L1 y L2 a diferentes temperaturas. En
todas las condiciones de temperatura y para todos los lotes fabricados, la estabilidad del DOPE en los
liposomas L2 fue sustancialmente mejor que la de los liposomas L1.

Esto indica que el ajuste del pH a condiciones acidas mediante la adicion de &cido acético 5 mM a la fase
acuosa mejora significativamente la estabilidad del DOPE en los liposomas. La vida util de los liposomas se
puede incrementar en un factor aproximado de 4.
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REIVINDICACIONES
1. Un kit que comprende
(i) una dispersidén acuosa de liposomas que comprende

- liposomas que comprenden 1,2-di-(9Z-octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) y al menos un
lipido catiénico seleccionado del grupo que consiste en 1,2-di-O-octadecenil-3-trimetilamoniopropano (DOTMA)
y 1,2-dioleoil-3-trimetilamoniopropano (DOTAP), siendo dichos liposomas catiénicos a pH fisiolégico, en el que
el pH fisiolégico tiene un pH de entre 6y 8, y

- al menos un agente regulador del pH,
en el que la dispersién acuosa de liposomas tiene un pHde entre2y 4.5y

(i) en un recipiente separado, un acido nucleico farmacéuticamente activo, en el que el acido nucleico
farmacéuticamente activo se proporciona en una solucién tamponada que tiene un pH de entre 6 y 8.

2. El kit de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la relacién molar del al menos un lipido catiénico a DOPE
es de 1:4 a 4:1, mas preferiblemente de 1:2 a 4:1.

3. El kit de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o0 2, en el que al menos un agente de ajuste del pH comprende un
acido y/o un tampdn acido.

4. El kit de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el 4cido es &cido acético.
5. El kit de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el tampdn acido es tampén acetato.

6. El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que las tasas de hidrélisis de DOPE y/o
DOTAP se reducen en comparacion con sus tasas de hidrélisis aun pH de entre 6y 7.

7. El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que al menos un agente de ajuste del
pH esta asociado con los liposomas.

8. Un método para preparar una composicion farmacéutica, el método comprende

- proporcionar una dispersién acuosa de liposomas como se definié en cualquiera de las reivindicaciones 1 a
7y

- mezclar la dispersién acuosa de liposomas con un &cido nucleico farmacéuticamente activo, en el que el 4cido

nucleico farmacéuticamente activo se proporciona en una solucién tamponada que tiene un pH de entre 6 y 8.

9. Un método para estabilizar quimicamente una dispersiéon acuosa de liposomas que comprende liposomas
que comprenden 1,2-di-(9Z-octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) y al menos un lipido catiénico
seleccionado del grupo que consiste en 1,2- di-O-octadecenil-3-trimetilamoniopropano (DOTMA) y 1,2-dioleoil-
3-trimetilamoniopropano (DOTAP), estando dichos liposomas catiénicos a pH fisiol6gico, comprendiendo el
método

- ajustar el pH de la dispersiéon acuosa de liposomas a un pH de entre 2 y 4.5, en el que, preferiblemente, la
estabilizaciéon quimica se produce mediante la inhibicién de la hidrélisis del enlace éster.
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