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RESUMEN

El silenciamiento de genes por medio de siARN constituye actualmente una
estrategia terapéutica que esta siendo evaluada en diversos ensayos clinicos. La
presente revisidn se centra particularmente en las estrategias no viricas de
liberacion in vivo de los siARN ya que ello constituye uno de los mas importantes
problemas a resolver. Por otra parte es necesario comprender la
genocompatibilidad/toxicogenética de los sistemas de liberacion para poderlos
seleccionar adecuadamentede acuerdo con la aplicacidn terapéutica deseada.

Palabras clave: Pequefios ARN de interferencia; terapia génica; vectores no
viricos; polimeros catidnicos; sistemas lipidicos.

ABSTRACT

siRNA pharmaceutical nanotechnology

Gene silencing using small interfering RNA (siRNA) is a technology that is now being
evaluated in clinical trials as a potentially novel therapeutic strategy. This article
provides an overview of the major pharmaceutical challenges facing siRNA
therapeutics, focusing on the non-viral delivery strategies in vivo for synthetic
siRNA, as this remains one of the most important issues to be resolved. It is also
important to understand the genocompatibility/toxicogenomics of siRNA delivery
reagents in terms of their impact on gene-silencing activity and selectivity because
this information is essential for the selection of optimally acting siRNA delivery
systems for the many proposed applications of RNA interference.

Key words: Small interfering RNA; gene therapy; non-viral vectors; cationic
polymers; lipid-based systems.
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1.INTRODUCCION

El nuevo milenio se ha iniciado con el genoma humano ya secuenciado, lo
que ha propiciado la construcciéon de nuevas bases de datos sobre las que
previsiblemente se apoyara la medicina del futuro. Paralelamente, se han venido
descubriendo y analizando con detalle los mecanismos moleculares y celulares de
actuacion de multitud de productos génicos cuya alteracién conduce a la aparicion
de diferentes enfermedades. Todos estos nuevos conocimientos estan
revolucionando el desarrollo de sistemas terapéuticos encaminados a desarrollar
nuevos tratamientos y mejorar los métodos farmacologicos tradicionales. La
Figura 1, en su parte superior, establece cronolégicamente los aspectos mas
sobresalientes de los nanosistemas farmacéuticos para sefialar, en la parte inferior,
como esos aspectos han influido en la apariciéon de nanomedicinas en el mercado o
en fase de ensayos clinicos.

Dentro de estas nuevas modalidades terapéuticas podemos englobar el
empleo de los farmacos basados en material genético. Dicho empleo es la base de
lo que tradicionalmente se conoce como terapia génica, que consiste en una técnica
terapéutica mediante la cual se inserta un gen funcional en las células de un
paciente humano para corregir un defecto genético o para dotar a las células de
una nueva funcién. Dentro de esta denominacion también se incluyen la utilizacion
de los pequefios ARN de interferencia (siARN), oligodeoxinucle6tidos (ODN) y
ribozimas, que se utilizan para suprimir la traduccién de un ARN mensajero
determinado. De esta manera podemos utilizar la terapia génica como estrategia
para inducir la expresion de una proteina con una determinada actividad
terapéutica o, por el contrario, suprimir la expresion aberrante de una proteina
cuando ésta es el origen de la patologia. En mi opinién este ultimo aspecto es el
que esta suscitando mayor interés, particularmente desde la introduccién en
terapéutica de los llamados pequefios ARN de interferencia ya que su potencia,
comparada con oligonucleotidos, es del orden de 10 a 100 veces mayor.

ﬂ Primer lipsoma

Liberacién l-im?somas
famacos de pegilados 1950 3 liberadior SIARN
liposomas 1960s .

Primer sistema
vectorizado de

Nanoparticulas Microchips de T
PLGA-PEG de liberacion

5 2001

Publicacion primer

s,
‘ 1994 1999 | ensayo clinico

Primer sistema de
liberacion controlada

dendrimero 1978 =z larga circulacién  controlada siARN entra en | Primer dendrimersoma
descrito: 2010
| | | 2008 |
| I
Liberacion
farmacos por 3 - . s
Primer lipsoma microagujas Primer ensayo clinico Coliberacion de
vectorizado 1980 1998 Polimersoma conjugado polimero- farmacos y siARN
. . 1999 famaco vectorizado  Para tratar
i O e 2002 multiresistencias: 2008

polimero-faimaco

léculas 1678 aprobado FDA | Técnica PRINT para
R 1550 Aprobacion de DOXIL gee v encapsularagentes
por FDA 1995 ) hioactivos: 2005

Figura 1. Aspectos mas sobresalientes en el desarrollo de la nanotecnologia farmacéutica y sus
aplicaciones terapéuticas.

29




JOSE LUIS VILA

Desde su descubrimiento en plantas como un mecanismo de defensa frente
a infecciones viricas y, posteriormente en células de mamiferos (1), el uso de los
siARN se ha convertido en una poderosa herramienta ya que una degradacion
especifica de m-ARN provoca el silenciamiento de la expresion de genes y sus
aplicaciones terapéuticas en diversas patologias como se pone de manifiesto en los
diversos ensayos clinicos que se recogen en la Tabla 1.

Otras areas terapéuticas en fase preclinica son: Hepatitis C (24, 25), terapias
antivirales como el silenciamiento de los receptores y correceptores del HIV en el
huésped (26-28), tratamientos para enfermedades neurodegenerativas tales como
la enfermedad de Huntington (29), Alzheimer (30), etc.

Tabla 1. Ensayos clinicos que se estan realizando con diversos siARN (Febrero 2011).

Patologia Referencia

Degeneracion macular por edad y 2-6
diabética

Virus sincitial respiratorio 7,8
Cancer 9-16
Hipercolesterolemia 17
Cirugia mayor cardiovascular 18
Trasplante renal 19
Paquioniquia congénita 20
Hepatitis B crénica 21,22
Glaucoma 23

Desde el punto de vista regulatorio los farmacos basados en siARN se
engloban dentro de la categoria de farmaco (drug) porque presentan una
estructura quimica definida y facilmente analizables tras su sintesis. Por el
contrario, la gran mayoria de productos utilizados en terapia génica, incluyendo
plasmidos, se encuadran en la categoria de productos biolégicos por lo que su
proceso de produccion debe garantizar un estricto control de la pureza, potencia y
seguridad. Todo ello, unido a la eficacia y especificidad de los siARN, es lo que
determina que, a una velocidad sin precedentes, se estén desarrollando nuevas
terapéuticas a base de siARN como se demuestra que desde 2001 hasta la
actualidad aparezcan en PubMed 7.137 referencias para siRNA therapeutics (dato
Febrero 2011).

Tal como se recoge en la Figura 2 la introduccion de ARN de doble hebra
(dsRNA, del inglés doublestranded RNA) en una célula u organismo inicia una
compleja cascada de eventos, los cuales culminan con la degradacién del ARN
mensajero (ARNm) de secuencia homologa al dsARN originalmente introducido. La
primera fase del complejo de sefializacion es llevada a cabo por una endonucleasa
tipo 3 denominada Dicer la cual fragmenta el dsARN en porciones de 21-23
nucleétidos de longitud, los denominados pequefios ARN de interferencia o siRNA
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(del inglés small interfering RNA). Estos siARN son posteriormente incorporados a
un complejo de proteinas denominado RISC (del inglés RNA-Induced Silencing
Complex). Este complejo enzimatico RISC contiene una helicasa, la cual se encarga
de separar las dos hebras del siARN. Posteriormente, la hebra sentido (del inglés
sense strand) del siRNA es degradada, quedandose unida la hebra antisentido que
sera la que actie como guia para seleccionar su diana, es decir, la molécula de
ARNm complementario que va a ser degradada. Finalmente la accién endonucleasa
de RISC cortara el mARN complementario inhibiendo de este modo su traduccion.
Otra posibilidad de inhibir la sintesis de un ARNm especifico mediante el
mecanismo de RNA interferente es utilizar vectores basados en ADN que son
capaces de expresar pequefios ARN en forma de horquilla (shRNA, del inglés small
hairpin RNA) que en el interior celular son procesados a siARN por la enzima Dicer.
Sin embargo actualmente se usan los siARN en lugar de las las largas cadenas
shARN porque en ciertas patologias (ciertos tipos de tumores), los niveles de Dicer
son bajos y ello provoca escasa interferencia, asi como un posible aumento de la
toxicidad, especialmente a nivel hepatico.
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Figura 2. Procesos de interferencia de ARN en células de mamiferos.

Un area clave de investigacion en el uso de RNAi en aplicaciones clinicas es
el desarrollo de un método de administracion seguro (31), que hasta el momento
implica sobre todo el uso de sistemas de vectores virales similares a los que se
utilizan en terapia génica, aunque también se utilizan otros mecanismos como
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aerosoles, si bien éstos han demostrado no tener tanta eficacia. A pesar de la
proliferacién de estudios en cultivos celulares para medicamentos basados en
ARNi, existen algunas preocupaciones en relacion a su seguridad, especialmente
debido a los posibles efectos off-target (efectos inespecificos), en los que un gen
con una secuencia similar al gen diana es también silenciado. Una fuente primaria
de efectos off-target se deriva de la region “semilla” (nucle6tidos 2-8) del siARN
antisentido, una region critica para la identificacion del gen diana (32-34).

La utilizacion clinica de los siARN requiere un complejo proceso en el que se
pueden diferenciar una serie de etapas clave, tal como se recoge en la Figura 3. El
siARN debe ser disefiado de tal forma que sea accesible para el m-ARN diana ya
que no todas las secuencias complementarias son efectivas para un determinado
m-ARN. Por ello se necesita recurrir a algoritmos computacionales y test empiricos
para desarrollar potentes siARN. Los efectos off-targed pueden producirse si
existen secuencias homologas, especialmente en 3°UTR, con otros m-ARN
diferentes del diana o bien a través de la estimulacion de la respuesta inmune ya
que ciertos siARN conteniendo secuencias ricas en GU (por ejemplo UGUGU)
estimulan, via receptores tipo toll (TLRs), la liberacion de interferon a, IL-6 y TNF
o pero, puesto que no se conocen todos los factores estimulantes de la inmunidad,
se necesita realizar test empiricos en el sistema diana para identificar siARN
potentes y especificos.

La segunda etapa critica en la utilizacion de un siARN es la mejora de su
estabilidad quimica. Los siARN son rapidamente degradados por la accién de
nucleasas por lo que su semivida es muy corta (pocos minutos). Es por ello por lo
que se necesita realizar modificaciones quimicas que pueden afectar a la base
nitrogenada o azucar del siARN y que no solo aumentan su estabilidad quimica
sino también mejoren su captura celular (35-37). Ello se traduce en una
estabilidad durante horas y un silenciamiento del gen durante dias en conjuncién
con un sistema de liberacion apropiado. Por otra parte, las modificaciones
quimicas también pueden reducir los efectos off-targed y modificar la estabilidad
térmica en varias zonas de secuencias criticas.

Debido a la hidrdlisis de la union fosfodiéster, la proteccion de grupos
2’hidroxilo es ampliamente utilizada para mejorar la estabilidad de los siARN;
estas modificaciones incluyen: 2°0-metil, 2’fluor y 2° O (metoxietil) (38), tal como
se recoge en la Figura 4.

Estas modificaciones pueden ser llevadas a cabo de forma uniforme o bien
en combinacion de varias de ellas; pueden afectar a varias o a todas las unidades
mientras que otras no pueden realizarse en algunas posiciones.
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I. DISENO Y SISTESIS DE siARN EFECTIVOS
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]
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Figura 3. Etapas clave para la utilizacion clinica de los siARN.
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Figura 4. Algunas de las modificaciones quimicas realizadas en los siARN.
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Uniones fosforotionato: La substituciéon de un atomo de oxigeno del
enlace fosfato por un atomo de azufre da lugar a un enlace fosforotionato (PS). Esta
idea ha surgido como consecuencia de haberla utilizado previamente en
oligonucleotidos antisentido, entre ellos el Fomivirsen (Vitravene®). Diversos
estudios han demostrado que siARN con enlaces fosforotionato siguen
manteniendo la capacidad de silenciar secuencias diana (39) pero aquellos con
enlaces alternantes en ambas cadenas muestran citotoxicidad lo que parece
indicar que existe un limite de enlaces fosforotionato (40).

ARN modificados en 2": Se han desarrollado muchos ARN andlogos en los
que el grupo OH en la posicidn 2” de la ribosa es substituido por 2-0O-metil, 2°-0O-
metoxietil y 2’fluor. En todos ellos aumenta la estabilidad frente a las nucleasas y
se incrementa la afinidad por las secuencias complementarias del ARN. Los grados
de substitucion varian desde un nucledtido hasta la modificacion total de los
nucledtidos que constituyen las dos cadenas; igualmente la alternancia de
substituyentes 2°-0O-metil y 2°F aumentan hasta 500 veces el silenciamiento con
respecto al siARN sin modificar (41). Por otra parte la introduccion de 2’-O-
metilnucleodtidos cerca del final de la cadena de ARN que es complementaria del m-
ARN diana reduce los efectos off-target lo cual abre un importante camino para
reducir los efectos secundarios de los siARN (42).

4’tio: La substitucion del O de la ribosa por S da lugar a un aumento en la
resistencia frente a las nucleasas y combinando esta substitucién con
modificaciones en la posicién 2” se produce un incremento de la potencia del
siARN (43). Al igual que sucede en los oligonucledtidos antisentido la combinacién
de derivados 4’tio con nucleotidos PS, en los que aumenta la afinidad por la
seroalbumina y un incremento de su semivida (44), es posible que esta estrategia
también pueda aplicarse en los siARN aunque no existen trabajos que avalen
experimentalmente este hecho.

Otro tipo de modificaciones quimicas se refieren a aquellas realizadas en el
nucleétido terminal y que se conocen como siARN conjugados. Tal como se expone
en la Figura 5 estas modificaciones se pueden hacer con péptido TAT, o péptidos
fusdgenos mas simples como octaarginina, o penetratina, colesterol, PEG o
aptameros.

5 3
O_)OOOOOO( O : TAT, Colesterol, PEG, Apfameros
5‘

Figura 5. Conjugados de siARN.

La conjugacion con el péptido TAT y péptidos fuségenos en siARN
modificados permiten una rapida captura por parte de las células (45). [gualmente
la conjugacidn con colesterol en siARN con enlaces fosforotionato y 2°-0-metil dan
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lugar a conjugados con estabilidad frente a nucleasas mientras que el colesterol
aumenta la union a la seroalbumina incrementando la biodistribucién a varios
organos como higado, corazén, rifién, pulmon y tejido adiposo al mismo tiempo
que se mejora el paso a través de las membranas bioldgicas (46). La pegilacion de
macromoléculas biologicas y de acidos nucleicos es una tecnologia ampliamente
utilizada para mejorar la solubilidad o reducir la citotoxicidad y es también
utilizada en el caso de siARN. Por ejemplo Kim y col (47) utilizan un siARN
conjugado con PEG que interacciona electrostaticamente con PEI originandose
expontaneamente micelas que contienen el complejo PEI-siARN en su interior y
cadenas de PEG en el exterior. Estas micelas administradas en un modelo de tumor
en raton inhiben la expresion de VEGF sin que se observe, tras su administracion
i.v. o intratumoral, reacciones inflamatorias.

La conjugacion de si ARN con anticuerpos modificados es una técnica
utilizada para conseguir una adecuada vectorizacion pero actualmente se prefiere
utilizar aptameros, no solo porque también se consigue una elevada selectividad y
especificidad sino también porque pueden ser sintetizados quimicamente. Chu y
col. dan cuenta de la conjugacion de un siARN, con un aptamero especifico del
antigeno de membrana de células tumorales de prostata, a través de una union
estreptavidina (48); mas recientemente, y en esta misma linea, Dassie y col.
utilizan un complejo del mismo aptdmero especifico unido a PEG y siARN
observando un marcado descenso de los niveles del antigeno (49).

2. NANOSISTEMAS PARA LA LIBERACION DE SIARN

Para un futuro cada vez mas proximo los vehiculos estaran constituidos por
nanoparticulas, liposomas o micelas y contendran, tal como se recoge en la Figura
6, elementos como cadenas de PEG o analogos que permitan una larga semividad
del sistema en fluidos biol6gicos, moléculas capaces de reconocer receptores de la
superficie de las células y elementos que favorezcan la internalizacién del sistema.

La inclusion de siARN en nanovehiculos es considerada como la etapa clave
para su eficiente utilizacion. Aunque los vectores virales son altamente eficientes
como sistemas de liberacion y transfeccion su uso en la practica clinica presenta
serios problemas. Ello ha dado lugar a un creciente desarrollo de sistemas no
virales que permitan solventar los problemas que plantean los siARN derivados de
su peso molecular (del orden de 13 kDa) y su fuerte carga anidnica
(aproximadamente 40 cargas negativas fosfato) que origina una repulsion
electrostatica con la carga negativa de la membrana celular por lo que se necesitan
sistemas de liberacion que faciliten el acceso intracelular y los protejan durante su
trafico intracelular hasta alcanzar su diana. Los nanovehiculos utilizados pueden
ser liposomas, nanoparticulas micelas, dendrimeros, constituidos por lipidos
cationicos (lipoplexes), o péptidos catidnicos penetradores. Todos ellos presentan
como caracteristica comun el poseer un caracter cationico lo que permite una
interaccidn idnica con el caracter polianionico de los siARN. Por otra parte la carga
positiva del sistema también facilita su interaccion con la carga negativa de las
membranas celulares y su transporte a través de ellas via endocitosis y/o
macropinocitosis.
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Figura 6. Componentes que forman parte de nanosistemas conteniendo siARN.

La elevada densidad de carga de estos polimeros permite que se unan y
condensen con los siARN al mismo tiempo que se liberen de los endosomas por el
efecto conocido como “esponja de protones”. De todos estos polimeros los mas
ampliamente utilizados son las polietileniminas (PEI) de diferente peso molecular
y ramificacién (Figura 7).
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Figura 7. Estructura quimica de las diferentes PEl y sus modificaciones.
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3. POLIMEROS CATIONICOS

Una amplia variedad de polimeros catidénicos, tanto naturales como
sintéticos, han sido utilizados (50, 51) si bien su eficacia de transfeccion sigue
estando diversos drdenes de magnitud por debajo de la eficacia de los vectores
virales por lo que se estan desarrollando diferentes estrategias para conseguir
polimeros catiénicos mas eficaces.

Un aspecto que ha sido objeto de numerosos trabajos es el relacionado con
el peso molecular del polimero, grado de ramificacion, carga de siARN y su efecto
sobre la citotoxicidad y eficiencia de transfecciéon. En este sentido Grayson y col.
(52) han sido los primeros en poner de manifiesto que los mejores resultados se
obtienen con PEI ramificada de 25 K, con una relaciéon N/P (nitrégeno de PEIl y P
del grupo fosfato del siARN) entre 6 y 8 con 200 nM de siARN. Ademas debe
tenerse en cuenta el tamafio de la nanoparticula formada (< 100 nm) asi como su
potencial z.

PEI ramificadas de elevado peso molecular (25 a 800 kD) muestran una
elevada capacidad de transfeccion pero también una alta citotoxicidad; una
aproximacion para utilizar PEI ramificadas de bajo peso molecular (800 Da), con
baja citotoxicidad, pero con elevada capacidad de transfeccion consiste en el
empleo de PEI reticulados via enlaces biodegradables. La reticulacion puede
hacerse con PEG de peso molecular del orden de 2.000 Da habiéndose encontrado
buenas capacidades de transfeccion (53-55).

Otras reticulaciones interesantes son las que se producen entre PEI y acido
oleico o estearico lo que incrementa la hidrofobicidad del nuevo polimero y una
mayor capacidad de condensacién del siARN (56) con aminoacidos como la
tirosina (57) asi como las producidas con acido succinico o propionico con los que,
manteniendo una elevada capacidad de condensacion y de transfeccion, presentan
sin embargo una baja citotoxicidad (58).

Puesto que los siARN actuan a nivel citoplasmatico los polimeros
reductores con enlaces disulfuro se presentan como una alternativa favorable dada
la rapidez con que se liberan los siARN a nivel del citoplasma. Un ejemplo de estos
polimeros lo constituye un copolimero de trietilentetramina y cistamina bis
acrilamida (TETA/CBA) (59) utilizado para vectorizar un siARN frente a VEGF; la
inhibicion de este factor ha sido mas elevada que la que se obtiene con PEI lineal
de 25 kD. Otra formulacién en la que se emplean polimeros reductores esta
constituida por un siARN derivatizado con hexilamina y posteriormente se une
covalentemente con succinimidil 3 (2 piridilditio) propionato (SPDP), como agente
reticulante, y metoxipolietilenglicol (5.000 Da) con grupos sulfidrilo formandose el
complejo siARN-s-s-PEG que por su caracter anidnico se fija a PEI ramificada (25
kD) y da lugar a la formacidn de un complejo micelar polielectrolitico (60).

Otro polimero cationico conteniendo ciclodextrinas (Figura 8) es capaz de
condensar siARN y dar lugar a nanoparticulas de tamafio 50 nm; este polimero
constituye la base de la formulacion de siARN utilizada en el ensayo clinico para el
tratamiento de tumores so6lidos (11) la cual esta constituida por la ciclodextrina
polimérica en cuyas cavidades se aloja adamantano que sirve de enlace para la
fijacion de cadenas de PEG sobre las que se fija trasferrina realizandose
posteriormente la condensacion del siARN. El grado de protecciéon que presta
frente a la accion de las nucleasas hace innecesario realizar modificaciones
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quimicas en el siARN al mismo tiempo que se consigue una disminucién de los
efectos inmunoestimulantes (61). Este mismo tipo de polimero es utilizado para
obtener nanoparticulas conteniendo camptotecina en una formulacién (IT101) que
se encuentra en fase preclinica muy avanzada (62).
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Figura 8. Ciclodextrinas policatidnicas.

Otro polimero catidnico que esta siendo objeto de un creciente interés es el
quitosano (Figura 9) y sus derivados (63-65) que presentan un caracter
biodegradable, bien tolerado, poseer propiedades bioadhesivas asi como aumentar
la permeabilidad a través de los epitelios si bien su capacidad de transfeccién es
baja para aplicaciones clinicas. Diversos estudios han puesto de manifiesto que la
capacidad de transfeccion depende de numerosos factores como peso molecular,
grado de deacetilacion, relacion de carga siARN/quitosano, pH, técnica de
preparacion de las nanoparticulas (66). El peso molecular del quitosano tiene una
importancia grande tanto en la estabilidad del complejo con siARN como en el
tamafo de la particula formada; segun Liu y col. (59) el peso molecular 6ptimo esta
comprendido entre 65-170 kDa lo que corresponde a 5-10 veces el peso molecular
de siARN (13,4 kDa). Conjuntamente con el peso molecular se relaciona el grado de
desacetilacion del quitosano el cual, para moléculas de siARN debe ser elevado (del
orden del 80%) para conseguir un complejo estable.
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Figura 9. Obtencion del quitosano a partir de la quitina.

El quitosano puede utilizarse en forma de diversas sales como clorhidrato,
glutamato, lactato, acetato, etc. Katas y Alpar (67) encuentran una mayor eficiencia
de carga y capacidad de transfeccion utilizando el glutamato.

Finalmente la relacion N/P (N: grupos amino del quitosano y P: grupos
fosfato de siARN) y el método de preparacion tienen importancia en el tamafio de
la nanoparticula, estabilidad del siARN asi como en su internalizacién. Segun
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Howard y col. (68) los mejores resultados se obtienen con relaciones entre 50 y
150 mientras que Ravifia (69) recomienda utilizar la técnica de gelificacion i6nica
por ser una técnica que permite obtener nanoparticulas estables en unas
condiciones extremadamente suaves.

Se estan realizando numerosas modificaciones en la molécula del quitosano
para mejorar su capacidad de transfeccion; entre estas modificaciones caben
destacar el quitosano pegilado (70) del cual puede obtenerse facilmente
nanoparticulas por la técnica de gelificacidn i6nica que se recoge en la Figura 10,
trimetilquitosano pegilado (70), quitosano-PEI (71) etc. asi como mezclas de
quitosano pegilado y acido hialurénico (72).
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PEQ
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Nanoparticulas

Figura 10. Obtencién por gelificacién idnica de nanoparticulas de quitosano-PEO (PSTPP: Tripolifosfato
pentasddico).

Unos pocos estudios han demostrado que el pirofosfato de tiamina (TPP) o
la tiamina difosfato (Figura 11) constituyen buenos agentes reticulantes para
obtener nanoparticulas de quitosano ya que son hidrosolubles y menos téxicos que
el tripolifosfato. Rojanarata y col. (73) establecen que los grupos fosfato de TPP
forman una sal hidrosoluble con los grupos amino de quitosano protonizados y
que éstos complejan con siARN y aumentan su eficiencia de transfeccion. La
eficiencia de los complejos quitosano-TPP/siARN aumenta hasta alcanzar un 70-
73% al incrementarse la relacion N/P hasta 80 cuando el peso molecular del
quitosano esta comprendido entre 20 y 45 kDa. Sin embargo, a pesar de los
numerosos trabajos realizados, no se han podido establecer las condiciones
Optimas de los parametros: peso molcular, grado de desacetilacién, relacion N/P,
pH y modificaciones quimicas para alcanzar un rango util en la eficiencia de
transfeccion.
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NH,

Figura 11. Pirofosfato de tiamina (TPP).

Otra modificacion quimica del quitosano es la propuesta por Ghosn y col
(74) consistente en la introduccion de grupos imidazol via carbodiimida (Figura
12). Este sistema presenta un buen escape endosomial, disociacion
endoplasmatica del siARN y buena capacidad de transfeccidn in vitro.

Lee y col (75) proponen la utilizacion del quitosano unido a restos de
alginato o poliguluronato (Figura 13) el cual es biocompatible, no téxico y puede
emplearse como agente de reticulacion formando nanoparticulas estables
obtenidas por coacervacion.
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Figura 12. Estructura quimica del quitosano imidazol acético.
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Figura 13. Estructura quimica del quitosano alginato (b) y quitosano poliguluronato (c).
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En el mencionado trabajo se utiliza un quitosano de peso molecular 470
kDa, grado de desacetilacion del 86% y alginato de peso molecular 200 kDa.

Jere y col (76) han obtenido un copolimero quitosano-polietilenimina
obtenido seguin se recoge en la Figura 14. El quitosano utilizado tiene un peso
molecular de 100 kDa y un grado de desacetilacion del 88% mientras que la
polietileimina es de bajo peso molecular (1,8 kDa). Con este copolimero se pueden
preparar nanoparticulas estables de unos 150 nm. Los estudios realizados in vitro
en células A549 muestran un silenciamento de la proteina oncogen Akt1.

04
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NHCH 2CHy— NCH, C
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PEI

Figura 14. Sintesis del quitosano-Polietilenimina.

Basandose en estos resultados Jiang y col (77) han preparado un
copolimero de quitosano polietilenimina al que se le incorpora acido f6lico como
vectorizacion de células cancerosas (Figura 15). Las nanopariculas tienen un
tamafio de 80 nm y un potencial z de + 18 mV cuando la relaciéon N/P es de 14. La
administracion via pulmonar de estas nanoparticulas suprimen la tumorogénesis
en ratones con cancer pulmonar inducido por uretano a través de la proteina Akt1.

De los trabajos publicados se puede concluir que el quitosano y sus
derivados constituyen prometedores polimeros para la liberacion de siARN por su
caracter no toxico, biodegradables, y poco inmunogénicos. Sin embargo su
utilizaciéon depende de factores como peso molecular, grado desacetilacion,
relacién quitosano/siARN (N/P), pH, tipo y natureza del derivados o agente
utilizado en la reticulaciéon. Un peso molecular bajo conduce a pequefias
nanoparticulas (100 nm) y una moderada carga superficial positiva asi como una
relacion N/P alta favorece un eficiente grado de transfeccion (78).
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Figura 15. Obtencién del quitosano-PEIl con acido félico.

El atelocolageno, con un peso molecular de 300 kDa y de caracter cationico,
es un derivado del colageno tipo I procedente de la dermis de ternero altamente
purificado por tratamiento con pepsina. El coldgeno posee una secuencia de
aminoacidos denominada telopéptido en el N y C terminal que confiere
antigenicidad. El tratamiento con pepsina elimina los telopéptidos por lo que el
atelocolageno posee baja inmunogenicidad y clinicamente se emplea como
hemostatico, prétesis venosas, substitutivo de cartilago dseo, etc. Minakuchi y col
(79) dan cuenta de un procedimiento para formar complejos con siARN
consistente en disolver el atelocolageno en PBS pH = 7,4 y mezclar con la solucién
de siARN, agitando durante 20 minutos a 4 2C, manteniéndose el complejo a 4 2C
durante 16 horas antes de su utilizaciéon. El complejo con siARN es soluble a
temperatura ambiente pero por encima de los 30 2C adquiere la estructura fibrosa,
se solidifica y libera lentamente el siARN a medida que se biodegrada el polimero.
Estos complejos pueden usarse en forma de soluciéon o bien como nanoparticulas
con un tamafno entre 100-300 nm siendo preferentemente aplicados en forma local
sobre metastasis de prostata (80-82).

Los dendrosomas constituyen unos nuevos vehiculos para la liberacion de
acidos nucleicos constituidos por un dendrimero y una cubierta lipofilica lo que
permite una notable reduccion de la toxicidad que presentan los dendrimeros (83,
84).
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4. NANOSISTEMAS LIPIDICOS

Son moléculas anfifilicas constiuidas por una o dos cadenas de acidos grasos
(acil) o alquil, un grupo amino hidrofilico y un enlace entre la region polar y apolar.
Algunos de los lipidos catidnicos mas utilizados en terapia génica son: DOSPA (2,3-
dioleoiloxi-N-[2(spermincarboxamido)etil]-N,N-dimetil-1-propaniminio
trifluoroacetato ); DOTAP ((N-[1-(2,3-dioleoiloxi)] N-N-N trimetilamonio
propano), DDAB (Dimetildioctadecil amonio bromuro), DMRIE (N-(2 hidroxietil)-
N,N-dimetil 2,3 bis (tetradeciloxi) 1 propamonio bromuro), TFx-50 [N,N,N",N’-
tetrametil-N,N’-bis(2-hidroxietil)-2,3-di(oleoiloxi)-1,4-butanodiamonio ioduro] y
Lipofectamina® un liposoma de formulacion 3:1 (w/w) del lipido policatiénico
2,3-dioleiloxi-N-[2(sperminecarboxamido)etil]-N,N-dimetil-1-propanaminio
trifluoroacetato y DOPE. Igualmente se han desarrollado derivados del colesterol
como DC-COL (3b [N-(N'-dimetilaminoetil)-carbamoil] colesterol) (85) o bien
derivados de cardiolipina, fosfotriésteres de fosfoglicéridos y esfingolipidos (86).

Con objeto de mejorar la capacidad de transfeccion es muy frecuente
utilizar mezclas de lipidos catidnicos y asociarlos a colesterol, al lipido facilitador
DOPE (1,2 dioleoilfosfatidiletanolamina) asi como a derivados de la espermina:
DOGS (dioctadecilamidoglicilespermina) para favorecer la condensacién del
siARN. Estos lipidos dan lugar a lipoplexes cargados negativamente con ADN y
siARN los cuales presentan una elevada transfeccidon in vitro pero in vivo poseen
una baja capacidad de transfeccion de si ARN debido a su estabilidad intracelular.
Por otra parte, el pequefio tamafio de estos acidos nucleicos y las excesivas
interacciones electrostaticas creadas con lipidos catiénicos determinan un elevado
tamafio del complejo lipoplex y una baja estabilidad que favorece la degradacién
enzimatica o fisica antes de que tenga lugar la liberacion in vivo de si ARN en su
célula diana.

La interaccion que tiene lugar entre lipidos cationicos y si ARN da lugar a la
formacién de lipoplexes de estructura multilamelar con un espesor de
aproximadamente 3,7 nm cada bicapa (80) y unos 2 nm de siARN intercalado (87).

El paso de los siARN a través de las membranas celulares puede tener lugar
por diversos mecanismos aun no bien identificados. Un estudio realizado con el
lipido catiénico DharmaFECT (88) ha demostrado que el lipoplex con siARN
penetra en el interior de la célula un 95% por un proceso de endocitosis del cual el
50% aproximadamente es mediada por la proteina clatrina y un 20% por
endocitosis en fase fluida.

Xu y Szoka (89) han propuesto que la liberacion de acidos nucleicos con
complejos lipidicos catidénicos se ve facilitada por su asociacion con lipidos
anionicos de la membrana celular origindndose una fusion que favorece la
internalizacion de los acidos nucleicos (Figura 16).

La liberacion de siARN a nivel citosodlico puede tener lugar por diversos
procesos; uno de ellos es la desestabilizacion del nanosistema por el que
conocemos como bomba de protones que hemos descrito anteriormente en el caso
de algunos polimeros. Un fosfolipido pH dependiente es el citraconil-DOPE el cual
en condiciones acidas se degrada y desestabiliza el complejo lipidico-siARN (90).
Otro proceso viene condicionado por la utilizacion de péptidos fuségenos como el
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péptido dimérico diINF-7 que se ha revelado con capacidad de incrementar la
liberacion citosélica de macromoléculas incluidas en inmunoliposomas (91).

La eficacia de los liposomas catidnicos como sistemas de liberacion de
farmacos presenta diversos problemas debido a su toxicidad e inflamacion
pulmonar (92, 93) siendo estos efectos mas pronunciados con liposomas
cationicos multivalentes a base de Lipofectamina® que con liposomas cationicos a
base del lipido catiénico monovalente DOTAP.

La fusion es altamente dependiente del
contenido en colesterol del lipoplex y de
la membrana

Membrana celular

1 T :
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nu-...nu"’ -

NURN N\
& A8
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_

Fusion de una vesicula lipidica multilamelar
con la membrana celular

Figura 16. Representacion esquemadtica de la fusidon de lipoplexes multilamelares de siARN con la
membrana celular.

Basandose en el elevado numero de lipidos cationicos sintetizados y su
capacidad de liberacion in vivo de ADN, Ren y col. (94) han establecido una serie de
normas generales que incluyen: 1) 2 cadenas oleicas como restos hidrofébicos, 2)
la longitud de la cadena alquilica entre las dos cadenas oleicas no afecta a la
capacidad de transfeccidon y 3) la longitud de la cadena alquilica entre la cadena
oleica y el grupo amino hace disminuir la capacidad de transfeccion.

Un aspecto importante en la composicion de los sistemas lipidicos es la
presencia de colesterol ya que juega un papel importante en la fusion a nivel de
membrana, macropinocitosis y endocitosis por caveolina y fase fluida (88). En
lugar de colesterol se han utilizado derivados como el colesteriloxipropano-1-
amina (95) con el que se mejora la capacidad de transfeccién (96).

5. NANOLIPOSOMAS NEUTROS

Uno de los aspectos mas relevantes de los nanosistemas para vehiculizar
siARN es la utilizaciéon de liposomas neutros del tipo 1,2-dioleoleil n-glicero-
fosfatidilcolina (DOPC) con un tamafio medio de 65 nm (97). Estos nanoliposomas
pueden liberar in vivo a células tumorales de 10 a 30 veces mas siARN que
liposomas catidnicos (DOTAP) (98). La administracion de 150 ug /Kg.dia de siARN
2 veces por semana permite reducir la expresion de genes EphA2, FAK, Neuropilin-
2, IL-8 y Bcl-2 asi como la reducciéon del tamafio de diferentes canceres humanos
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en ratones. Estos nanoliposomas no producen toxicidad sobre fibroblastos, médula

0sea y células hematopoyéticas por lo que resultan muy atractivos para futuros
desarrollos (99).

Ademas de las formulaciones de liposomas se han desarrollado sistemas
lipidicos soélidos. Algunas de estas formulaciones estables, conteniendo acidos
nucleicos (SNALPs: solid nucleic acid lipid particles), estan formadas por lipidos
cationicos y fuségenos y han permitido liberar siARN (2,5 mg/Kg) en monos
produciéndose una marcada reduccion de apoliproteina B durante 11 dias. Otras
formulaciones son las llamadas nanoparticulas lipidicas solidas: SLN (solid lipidic
nanoparticles) constituidas por colesterol éster, triglicérido, colesterol, DOPE y DC
colesterol.

6. LIPIDOIDES

Recientemente (100) se ha desarrollado, por Anylan Pharm y el MIT, una
libreria combinatoria de moléculas semejantes a los lipidos, conocidas por el
nombre de lipidoides que se utilizan para formar novedosas formulaciones de
nanoparticulas para la liberacién sistematica de productos trerapéuticos de siARN
y formados por mas de dos aminas, uniones amida entre las aminas y cadenas
carbonadas, mas de dos cadenas carbonadas, cadenas carbonadas entre 8 y 12
restos, al menos una amina secundaria. Los resultados de los estudios mostraron
una liberacion exitosa de formulaciones lipoide de pequefios ARNs de interferencia
en varias especies de animales incluyendo ratones, ratas y que demuestran efectos
potentes, especificos y duraderos en la expresion de genes en multiples tejidos,
como son el higado, pulmén y macrofagos peritoneales. Las nanoparticulas
obtenidas, con un tamafio de 70-100 nm, estan formadas por un lipidoide,
colesterol y polietilenglicol-ceramida. Entre los diversos lipidoides desarrollados
el compuesto mas utilizado es el 98N12 (Figura 17).
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Figura 17. Estructura quimica del Lipidoide 98N12.

7. EPILOGO

Un numero de importantes nanovehiculos presentan actualmente una
importante capacidad de liberacion in vivo de siARN. Aunque durante algunos
afios han sido utilizados siARN en sistemas de uso local, como sistema pulmonar u
ocular, sin embargo el empleo de nanoliposomas neutros y nanoparticulas de
quitosano o dendrosomas permiten utilizar siARN in vivo via sistémica. Los
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parametros farmacocinéticos, farmacodinamicos y de seguridad estan permitiendo
desarrollar terapéuticas que pasen a fase clinica para cancer y otras patologias.
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