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ABSTRACT: Gene therapy is a rapidly advancing field
with great potential for the treatment of genetic and
acquired systemic diseases. This therapy requires the
introduction of foreign genetic material in the target
cells to modify a genetic sequence. Viral vectors are the
most effective, but their application is limited by their
immunogenicity, oncogenicity and the small size of the
DNA they can transport. Non-viral vectors, however,
are safer, lowered cost, and more reproducible and do
not present DNA size limit. The main problem of non-
viral systems is their low transfection efficiency,
although it has improved during the last years. This
review presents the contribution of our research group to
the design and evaluation of SLNs based non-viral
vectors for gene transfer. We report our studies about
the relationship between formulation factors and cell
uptake and intracellular trafficking of the genetic
material, very important for transfection. We have
shown, for the first time, the ability to induce transgene
protein expression of the SLNs after endovenous
administration to mice. This revision also reports our
work about the potential application of SLNs to the
treatment of infectious and rare diseases, as the X-linked
juvenile retinoschisis, a retinal disorder due to a
deficiency in the protein retinoschisin, and characterized
by poor eyesight and degeneration of the retina. The
intraocular injection of SLNs bearing the gene that
encodes retinoschisin to diseased mice led to the partial
recovery of the retina. All together, our results show the
potential of SLNSs as a system for gene delivery.
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RESUMEN: La terapia génica consiste en la
administracion de &cidos nucleicos con el fin de
modular la expresion de proteinas especificas y revertir
asi una enfermedad. Es una nueva érea de la medicina
con gran potencial para el tratamiento de enfermedades
tanto hereditarias como adquiridas. Hasta ahora, los
sistemas virales de administracion de acidos nucleicos
han resultado eficaces, pero presentan importantes
problemas de seguridad. Los vectores no virales, en
cambio, son mas seguros pero menos eficaces, aunque
su eficacia ha aumentado significativamente en los
Ultimos afios. Esta revision recoge la contribucion de
nuestro grupo de investigacion al disefio de vectores no
virales basados en nanoparticulas sélidas lipidicas
(SLNSs) para terapia génica. Hemos estudiado la relacion
entre factores de la formulacién con los procesos de
internalizacion y disposicion intracelular del material
genético, que condicionan la eficacia de transfeccién, y
por primera vez demostramos la capacidad de las SLNs
para inducir la sintesis de una proteina tras su
administracion endovenosa a ratones. Esta revision
también recoge nuestros trabajos sobre la aplicacion de
las SLNs en el tratamiento de enfermedades infecciosas
y enfermedades raras, como la retinosquisis juvenil
ligada al cromosoma X, enfermedad en la que la retina
estd desestructurada debido a la deficiencia de la
proteina retinosquisina. La administracion de SLNs con
el gen que codifica esta proteina en un modelo animal
de esta enfermedad indujo la recuperacién estructural de
la retina. Los trabajos aqui recogidos muestran el gran
potencial de las SLNs como sistemas de administracion
de &cidos nucleicos.
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1. INTRODUCCION

En los dltimos afios, debido a la descodificacion del
genoma humano y los continuos avances en biotecnologia,
la terapia génica ha emergido como una prometedora
herramienta terapéutica basada en la utilizacién de 4cidos
nucleicos para modificar la expresion de proteinas que
estdn alteradas en determinadas enfermedades. Segin la
Agencia Europea del Medicamento (EMA), un producto
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terapéutico basado en terapia génica consiste en un vector
o sistema de administracion que contiene un constructo
genético para expresar una secuencia terapéutica o una
proteina especifica responsable de la regulacion,
reparacion, adicion o delecion de una secuencia genética
determinada (1). Son muchas las patologias que pueden ser
potencialmente tratadas con terapia génica, desde
enfermedades de tipo genético hasta otras como el céancer
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o el SIDA. EIl primer producto de terapia génica aprobado
en Europa por la EMA, denominado Glybera® esta
indicado para el tratamiento de la deficiencia familiar de la
lipoproteinlipasa, un raro trastorno autosémico recesivo, y
que produce un retraso en el metabolismo de los
quilomicrones. La acumulacién de quilomicrones en el
plasma causa accesos recidivantes de pancreatitis, que
habitualmente comienzan en la infancia.

En la expresion de los genes que codifican las proteinas
en células eucariotas intervienen varios procesos (figura
1): sintesis de un pre ARN mensajero (ARNm), que a su
vez se transforma en un ARNm, que sale del nicleo de la
célula al citoplasma, donde se produce el proceso de
traduccion mediante el cual se sintetizan las proteinas. La
interferencia de alguno de estos procesos puede dar lugar a
un cambio en la expresion de las proteinas (2). La
introduccién en la célula de una secuencia genética para
modificar artificialmente la expresion de un determinado
gen (incrementar o blogquear) se conoce como transfeccion.

|

Pre ARNm l

ARNmM

Proteina

Figura 1. Procesos implicados en la expresion génica en
células eucariotas.

El proceso de transfeccion para modificar la expresion
génica de una célula se puede conseguir con la
administracién de ADN o ARN exdgeno. La terapia génica
con ARN esté ganando un gran interés en los Ultimos afios.
La administracion de ARNm (3) generalmente da lugar
niveles de transfeccion mayores que el ADN, ya que no
tiene que llegar al ndcleo de la célula, uno de los pasos
limitantes para la transfeccion; sin embargo, la duracion
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del efecto es menor, lo que puede limitar su aplicacién
terapéutica (4), aunque si puede llegar a ser mas util en
vacunacion (5,6). Si lo que se pretende es bloquear en
lugar de inducir la expresion de un gen, el ARN de
interferencia (ARNi) ofrece la posibilidad de silenciar
genes de forma especifica. Este proceso se basa en la
utilizacion de “short interfering” RNA (siARN), que son
secuencias cortas de ARN de doble cadena de 21
nucleétidos capaces de interaccionar de forma especifica y
bloquear el ARNm (7). El siARN puede ser introducido en
la célula como tal, o bien puede utilizarse lo que se conoce
como “short hairpin” ARN (shARN), que es un plasmido
de ADN que lo codifica e induce su formacién en el
interior de la célula (8). Otra forma de ARNi es la
utilizacion de micro ARN (miARN), que estan
constituidos por ARN de cadena simple de entre 19-25
nucleétidos originados a partir de la transcripcién de un
gen, de tal forma que se unen al ARNm e inducen su
destruccién o la inhibicidn de la sintesis de la proteina
correspondiente (9).

Una vez administrados, los &cidos nucleicos son
eliminados del organismo muy réapidamente; ademas
tienen grandes dificultades para atravesar las membranas
celulares para acceder al citoplasma de las células diana.
Por ello, un aspecto fundamental para el éxito de la terapia
génica es la utilizacién de un sistema de administracion
eficaz y seguro (10), que proteja al material genético de la
degradacidn, facilite su internalizacion en las células, y lo
libere en su interior. Los sistemas de administracion se
clasifican en dos grandes grupos: vectores virales y no
vectores no virales (11). Los vectores virales se preparan a
partir de virus que han sido modificados mediante
ingenieria genética de modo que permiten la expresion del
gen que portan en las células diana, pero que no son
capaces de replicarse en ellas (12). Los vectores virales
permiten alcanzar eficacias de transfeccién altas; sin
embargo presentan importantes limitaciones debido al
potencial oncogénico e inmunogeénico (por las proteinas
viricas). Otro problema de los vectores virales es la
incapacidad de incorporar &cidos nucleicos de elevado
tamafio. Los sistemas virales mas utilizados en terapia
génica son los virus adenoasociados, adenovirus, retrovirus
y lentivirus (13-15). Los vectores no virales, en cambio,
son sistemas mas seguros, y su fabricacion a gran escala es
mas sencilla, mas barata y mas reproducible; ademas, no
presentan ninguna limitacion en cuanto al tamafio del
material genético que pueden incorporar. Sin embargo, la
eficacia de transfeccion de los vectores no virales es menor
que la de los vectores virales, aunque en los Gltimos afios
ha mejorado significativamente. De hecho, se ha
incrementado el nimero de ensayos clinicos que utilizan
este tipo de vectores (16). Son numerosos los sistemas no
virales que se pueden utilizar en terapia génica (17),
incluyendo sistemas fisicos, como la electroporacion (18)
o la inyeccién hidrodindmica (19), y los sistemas
quimicos. Estos ultimos pueden estar compuestos por
péptidos  (20), polimeros (21), lipidos (22), o
combinaciones entre ellos. Es importante que estos
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materiales sean biocompatibles y biodegradables. Entre los
sistemas lipidicos més utilizados para terapia génica estan
las nanoparticulas sélidas lipidicas (SLNSs), que en los
Gltimos afios han demostrado un gran potencial como
sistemas de administracion de &cidos nucleicos.

2. NANOPARTICULAS SOLIDAS LIPIDICAS
(SLNs) COMO SISTEMA DE ADMINISTRACION
DE ACIDOS NUCLEICOS PARA TERAPIA
GENICA

Las SLNs son particulas esféricas en el rango de los
nandmetros formadas por un ndcleo lipidico sélido
rodeado de una capa de tensioactivos. Estan constituidas
por lipidos fisiologicos muy  bien tolerados,
frecuentemente aprobados para uso farmacéutico (23), lo
que les confiere ventajas desde el punto de vista de la
seguridad. Fueron inicialmente disefiadas como sistemas
de administracién de farmacos debido a su capacidad de
proteger las sustancias activas frente a la degradacion, a la
posibilidad de modular el perfil de liberacién, a su
estabilidad, y a la posibilidad de ser sometidas a procesos
de esterilizacion y liofilizacion (24-26). Actualmente se
considera a las SLNs uno de los sistemas mas
prometedores para la administracion de &cidos nucleicos
(27-29), tanto en estudios in vitro (30-32) como in vivo
(33-35). Ademas, con relacion a otros vectores no virales,
presentan importantes ventajas, ya que, debido a su
composicion, son bien toleradas fisioldgicamente,
presentan una buena estabilidad a largo plazo, se pueden
preparar con metodologias sencillas y pueden ser
sometidas a procesos de esterilizacion y liofilizacion (36).
En nuestro grupo de investigacion trabajamos en el disefio
y evaluacion de vectores no virales a base de SLNs para
terapia génica. En la figura 2 se recoge una fotografia de
SLNs preparadas en nuestro laboratorio obtenida mediante
microscopia de fuerza atomica.

Las SLNs para terapia génica se suelen preparar con
lipidos cationicos, cuyas cargas positivas interaccionan
con las cargas negativas de los &cidos nucleicos, de tal
forma que estos quedan adsorbidos sobre la superficie de
la nanoparticula. Ademas, los lipidos catidnicos utilizados
para preparar las SLNs para terapia génica deben actuar
también como tensioactivos para favorecer la formacion de
una emulsién inicial, que es el primer paso para la
elaboracion de las SLNs. La unién del &cido nucleico a la
nanoparticula facilita su movilidad a nivel intracelular y le
confiere proteccidn frente a la degradacion enzimatica. La
relacion entre el material genético y las SLNs es
fundamental para que el vector final tenga las
caracteristicas adecuadas para la transfeccion, de tal
manera que debe existir un equilibrio entre la capacidad de
condensacion del material genético, que debe ser suficiente
para que quede protegido, pero no excesiva para no
impedir su liberacion en el citoplasma de la célula diana.
Normalmente los vectores tienen carga superficial neta
positiva para facilitar la interaccion con la superficie
celular, cargada negativamente, y su posterior entrada en la
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célula.

Figura 2. Imagen de SLNs obtenida por microscopia de
fuerza atomica.

3. BARRERAS PARA LA TRANSFECCION

Los 4&cidos nucleicos deben superar una serie de
barreras hasta alcanzar el lugar de accién (el citoplasma en
el caso del ARN, o el ndcleo en el caso del ADN):
estabilidad en el medio extracelular, paso a través de la
membrana celular, difusion intracelular, e internalizacion
en ndcleo. En la figura 3 se recoge un esquema con los
pasos limitantes del proceso de transfeccién tras la
administracion sistémica de &cidos nucleicos.

Los &cidos nucleicos son muy sensibles a la accion de
la nucleasas, por lo que una vez administrados se degradan
rdpidamente, y el tiempo de residencia en el organismo es
muy corto (37). Por ello, uno de los objetivos de la
utilizacion de sistemas nanoparticulados es la proteccion
frente a las nucleasas. Como se ha comentado
anteriormente, el material genético generalmente se
condensa sobre la superficie de la nanoparticula, lo que le
proporciona estabilidad frente a la degradacion. Tras la
administracién sistémica, puede haber una interaccion con
componentes sanguineos, como las proteinas séricas, lo
que da lugar a la formacion de agregados que son
eliminados por el sistema reticulo endotelial, o retenidos a
nivel pulmonar (37).

Una vez que el material genético llega a la célula, debe
ser capaz de atravesar la membrana celular y acceder al
citoplasma. Los &cidos nucleicos, debido a su tamafio y a
las cargas negativas, tienen grandes dificultades para ser
captados por la célula, por lo que la utilizaciéon de
nanoparticulas con carga superficial positiva facilita este
proceso. Mediante interacciones electrostaticas, las cargas
positivas de las nanoparticulas interaccionan con las cargas
negativas de la membrana celular, inicidndose el proceso
de endocitosis, el principal mecanismo de internalizacion
(38). Son varios los mecanismos de endocitosis que los

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Solid lipid nanoparticles for gene therapy

vectores pueden utilizar para penetrar en las células:
macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrinas,
endocitosis mediada por caveolas, endocitosis dependiente

de flotilina, etc. (39), de tal forma que intervendrd un
mecanismo u otro segun el tipo de célula y el tipo de
vector.

Figura 3. Principales barreras para la transfeccion: degradacion enzimatica, agregacion y opsonizacion, paso a través de la
membrana celular, degradacion lisosomal, liberacion del vector, entrada en el nucleo. NPC: complejo de poros nucleares, RISC:

“RNA-induced silencing complex”, SER: sistema reticulo endotelial.

Una vez en el interior de la célula, el vector queda
incluido en un endosoma que se puede fusionar con los
lisosomas, forméandose un endolisosoma, en el que la
presencia de enzimas hidroliticas hace que los &cidos
nucleicos se puedan degradar. Por ello, es conveniente que
el vector permanezca poco tiempo en el interior del
endosoma, es decir, se debe favorecer el escape
endosomal. La utilizacién de sustancias como DOPE
(dioleoilfosfatidiletanolamina), colesterol, cloroquina, o
algunos péptidos (GALA, KALA) favorecen el escape
endosomal y por lo tanto la transfeccion (12). Existe
también la posibilidad de preparar vectores capaces de
proteger el material genético frente a la degradacion
lisosomal, de tal forma que la fusién del endosoma con el
lisosoma no necesariamente conduzca a la inhibicion de la
transfeccion (40).

En el caso de ADN, una vez en el citoplasma debe ser
capaz de atravesar la membrana nuclear y acceder al
nicleo. Este es un paso limitante debido a que la
membrana nuclear es una barrera selectiva para moléculas
de tamafio superior a 40 kDa, como son las moléculas de
ADN. La entrada en el ndcleo puede llevarse a cabo a
través de dos mecanismos: durante la mitosis, ya que
disminuye el efecto barrera de la membrana, o a través de
los Ilamados complejos de poros nucleares (nuclear pore
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complex, NPC). Por ello, una estrategia para incrementar
la entrada al ndcleo es incorporar péptidos que porten
secuencias de sefializacién nuclear, como es el caso de la
protamina, que tiene secuencias de 6 argininas
consecutivas que actian como secuencias de sefializacion
nuclear (41). Este péptido ha demostrado su capacidad de
mejorar el proceso de transfeccién gracias a su capacidad
de favorecer la entrada del material genético al ndcleo
celular (42).

4. DISENO Y OPTIMIZACION DE SLNs PARA
TERAPIA GENICA: INFLUENCIA DE FACTORES
RELACIONADOS CON LA FORMULACION

A la hora de disefiar un vector no viral a base de SLNSs,
es fundamental llevar a cabo una adecuada seleccidn de los
componentes de la formulacion. En uno de nuestros
primeros estudios (43), evaluamos la influencia de la
composicion de las SLNs sobre la capacidad de
transfeccion in vitro. Las SLNs se elaboraron mediante
una técnica de emulsificacion/evaporacion del solvente, y
los componentes utilizados fueron el lipido solido
Precirol® ATOS5, el lipido catiénico DOTAP (dioleoil
fosfatidil etanolamina), y el tensioactivo Tween 80. En la
figura 4 se recoge un esquema con el método de
elaboracion de las SLNs empleado (44).
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Soluciénacuosa de
DOTAP + Tween 80
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Figura 4. Esquema con el método de elaboracién de nuestros vectores a base de SLNSs.

El DOTAP es uno de los lipidos catidnicos maés
utilizados en terapia génica. Su actividad tensioactiva
permite formar la emulsién inicial, y su carga positiva
facilita la interaccién con las cargas negativas del ADN.
Por otro lado, el Tween 80 es uno de los tensioactivos més
utilizados en la industria farmacéutica; ademas las cadenas
de polietilenglicol) (PEG) del Tween 80 reducen la
agregacion de las nanoparticulas, reduciendo su toxicidad
y aumentando el tiempo de circulacion en el organismo.
En nuestro estudio, se evaluaron diferentes proporciones
de DOTAP y Tween 80, siendo la proporcién DOTAP
0,4% y Tween 80 0,1% la que proporcioné eficacias de
transfeccion mayores. Otro factor a tener en cuenta a la
hora de disefiar los vectores es la carga de ADN en las
nanoparticulas (expresada como relacion entre el DOTAP
y el ADN, en peso), ya que condiciona el tamafio de
particula, el potencial zeta o carga superficial, la capacidad
de proteccion frente a desoxirribonucleasas, y la capacidad
para que el ADN se libere a nivel intracelular. Utilizando
el plasmido que codifica para la proteina verde
fluorescente  (pCMS-EGFP),  evaluamos  distintas
proporciones DOTAP:ADN (entre 15:1 y 1:1) vy
caracterizamos los vectores en términos de tamafio de
particula, carga superficial, capacidad de unién del
pldsmido, capacidad de proteccion frente a DNasa I,
capacidad de liberacion, y eficacia de transfeccion en
células HEK293 (células embrionarias de rifibn humano).
El tamafio, en el rango nanométrico, y la carga superficial
0 potencial zeta de los vectores son fundamentales para la
transfeccidon. Los vectores presentaron un tamafio de
particula que oscilé entre 217 nm y 260 nm para los
vectores preparados con DOTAP:ADN entre 15:1y 4:1, y
en el caso de los vectores preparados con DOTAP:ADN de
3:1, su tamafio fue mayor de 1 pum, indicativo de la
formacidn de agregados. En cuanto a la carga superficial,
oscil6 entre +32 y +47 para los vectores con tamafio
nanométrico; sin embargo, la carga superficial de los
vectores con tamafio mayor de 1 um fue negativa, debido
al alto contenido de ADN. La capacidad de proteccion del
ADN se mantuvo cuando las SLNs se prepararon con
proporciones DOTAP:ADN de 4:1 o superiores, y a
medida que aumentaba la proporcion de ADN en las
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nanoparticulas, la capacidad de proteccién disminuia. Por
el contrario, para las proporciones mas bajas de ADN en
las SLNs, el alto grado de condensacion impedia su
liberacion. Los estudios de transfeccion en HEK293
pusieron de manifiesto que la mayor eficacia de
transfeccidn se conseguia con la formulacién que era capaz
de condensar completamente el plasmido, lo protegia de la
accion de la DNasa I, y no impedia su liberacion, y nos
permitio seleccionar la relacion DOTAP:ADN de 5:1 para
estudios posteriores. Estos resultados pusieron de
manifiesto la importancia, a la hora de disefiar un vector,
de conseguir un equilibrio entre estos tres procesos: union,
proteccion y liberacién. Otra caracteristica que deben tener
los vectores para poder ser Utiles en terapia génica, es la
seguridad. Nuestros vectores demostraron que, una vez
administrados en los cultivos celulares, no producian una
disminucion de la viabilidad celular.

Comprobamos la eficacia de transfeccién a lo largo del
tiempo en dos modelos celulares: HEK293 y ARPE-19
(células humanas de epitelio pigmentado de retina). Las
SLNs fueron capaces de transfectar ambas lineas celulares,
aunque los niveles de transfeccion en las células ARPE-19
fueron menores que en las HEK293. Ademaés, en las
células HEK?293, la expresion de proteina se detectd a
partir de las 24 horas, mientras que en las células de retina
no se detectd hasta las 72 horas. Esta diferencia en la
produccion de la proteina puede ser debida a las diferentes
barreras que tiene que superar el ADN contenido en la
nanoparticula hasta llegar al nucleo de la célula y que
dependen de la formulacién. Por ello, utilizando SLNs
marcadas con el fluoréforo rojo NileRed, estudiamos la
internalizacion celular en los mismos modelos celulares
(38). Pudimos observar una internalizacion mas lenta en
las células ARPE-19 que en las células HEK293, lo que
puede justificar el retraso en la transfeccion observado.
Comprobamos ademas, que en las células HEK293, los
vectores eran captados principalmente por endocitosis
mediada por caveolas, mientras que en las células ARPE-
19 entraban mayoritariamente por endocitosis mediada por
clatrinas. También encontramos diferencias en la
disposicion de los vectores a nivel intracelular: en las
células HEK293 se  encontraban distribuidos
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homogéneamente por todo el citoplasma, pero en las
células de retina estaban localizados en la zona
correspondiente al reticulo endoplasmético rugoso y al
aparato de Golgi, donde son sintetizados los lisosomas.
Esto demuestra que la menor transfeccion que se observé
en las células ARPE-19 estaba asociada a la endocitosis
mediada por clatrinas, que conduce a los vectores hacia los
lisosomas, donde el material genético se puede degradar.
Otra razon que puede justificar la menor transfeccion de
los vectores en ARPE-19 esta relacionada con la entrada
del ADN en el ndcleo. Las células HEK293 se dividen mas
rdpidamente que las células ARPE-19, por lo que la
entrada en el nlcleo serd mas dificil en estas ultimas. Una
vez caracterizados los vectores y estudiado su
comportamiento intracelular, se estudié su capacidad de
transfeccion in vivo (34) tras su administraciéon por via
endovenosa a ratones Balb/c. Tras el andlisis de muestras
de pulmon, higado y bazo, pudimos observar expresién de
proteina en estos dos Gltimos 6rganos hasta 7 dias después
de la administracion, pero no a nivel pulmonar.

5. ESTRATEGIAS PARA INCREMENTAR LA
CAPACIDAD DE TRANSFECCION

5.1. Utilizacion de péptidos de penetracion celular: SAP

El uso de péptidos capaces de atravesar las membranas
celulares (péptidos de penetracion celular o CPP) es una
estrategia muy utilizada en terapia génica para incrementar
la capacidad de transfeccién de los vectores no virales.
Muchos de estos péptidos contienen aminoacidos cargados
positivamente, y son hidrofobicos, normalmente debido a
una secuencia anfiptica (45). Para incrementar la
capacidad de transfeccion, incorporamos en las SLNs el
péptido SAP (46), cuya secuencia es (VRLPPP)?
(compuestos por tres unidades repetidas de VRLPPP; V:
valina; R: arginina, L: leucina, P: prolina), que presenta
ciertas ventajas sobre otros CPP debido a su origen no
viral, anfipaticidad, solubilidad en agua, y a su falta de
toxicidad (47). La presencia de SAP en los vectores no
modificé la carga superficial pero si el tamafio de particula
cuando la cantidad de SAP en el complejo era mas
elevada. Tanto en células HEK293 como en ARPE-19, la

presencia del péptido en las SLNs increment6 la capacidad
de transfeccion de los vectores, incremento que se
relaciond con el proceso de internalizacién, que en ambas
lineas celulares se produce por endocitosis mediada por
clatrinas y por endocitosis mediada por caveolas. Aunque
en ambos casos el SAP aument6 la transfeccidn actuando
sobre la endocitosis, el mecanismo fue diferente
dependiendo de la linea celular. En las células HEK293, el
incremento de la transfeccion se relacion6 con una mayor
entrada de los vectores en las células. Sin embargo, en las
células ARPE-19, el SAP no modific6 el grado de
internalizacion celular. En estas células observamos que
incrementaba la internalizacion de las SLN por endocitosis
mediada por caveolas y este cambio en el mecanismo de
entrada, de clatrinas a caveolas, daria lugar a una
reduccion de la degradacién lisosomal, favoreciendo la
localizacion de los vectores en las inmediaciones del
nucleo, lo que facilita su entrada en el mismo, y por tanto
la transfeccion.

5.2. Utilizacién de péptidos con sefiales de internalizacién
nuclear: protamina

Otra estrategia para incrementar la capacidad de
transfeccion de nuestros vectores fue la incorporacion en
las SLNs de protamina, un péptido de sefializacidn nuclear,
que ademds actla facilitando la transcripcién y presenta
una gran capacidad de condensacion de los &cidos
nucleicos, lo que favorece su proteccién frente a la
degradacion (48). Preparamos los vectores con SLNs vy
diferentes proporciones de protamina (40) y comprobamos
como la capacidad para incrementar la transfeccion
dependia de la linea celular. En las células HEK293,
contrariamente a lo esperado inicialmente, la capacidad de
transfeccién disminuia a medida que aumentaba la
proporcion de protamina en las nanoparticulas. En cambio,
en las células ARPE-19, la protamina incrementaba la
transfeccion cuando se utilizaba en una proporcion
determinada, por encima de la cual, la transfeccion
disminuia. En la figura 5 se recoge una grafica con los
niveles de transfeccion de las formulaciones de SLNs con
diferente proporcién de protamina en las células HEK293
y ARPE-19.
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Figura 5. Porcentaje de transfeccion de células HEK293 y ARPE-19 tratadas con los vectores preparados con SLNs y diferentes

proporciones de protamina.

Los estudios de internalizacién celular mostraron la
falta de correlacion entre la entrada en la célula del vector
y el nivel de transfeccién. En células HEK293, los
vectores entran mayoritariamente por endocitosis mediada
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por caveolas, independientemente de la presencia o no de
protamina. Sin embargo, en las células de retina la
protamina indujo un cambio en el mecanismo de
internalizacion, pasando de endocitosis mediada por
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caveolas a endocitosis mediada por clatrinas. Si tenemos
en cuenta que la endocitosis mediada por clatrinas conduce
el vector hacia los lisosomas, podemos deducir que es la
actividad lisosomal la que favoreceria la liberacion del
ADN de las SLNs, donde se encuentra fuertemente unido
debido a la alta capacidad de condensacion de la
protamina. La falta de actividad lisosomal de la via
caveolar justifica la disminucion de la eficacia transfeccién
de las células HEK293 a medida que aumenta la
proporcién de protamina en el vector. El efecto de la
protamina disminuyendo la eficacia de transfeccién de los
vectores en células HEK?293 revela que la introduccién en
la formulacidn de algiin componente para salvar uno de los
pasos limitantes del proceso de transfeccién no siempre
asegura un incremento en la eficacia porque puede suceder
que otro de los pasos del proceso de transfeccion se vea
perjudicado. Estos resultados ponen de manifiesto la
importancia de la evaluacion de los mecanismos de
internalizacion y disposicion intracelular de los vectores
para optimizar la formulacion, teniendo en cuenta ademas
la célula diana que se pretende transfectar.

5.3. Utilizacion de polisacéridos

5.3.a. Dextrano

Otra opciodn para incrementar la eficacia de las SLNs es
incorporar en la formulacion polisacéridos anionicos. Una
vez conocido el efecto de la protamina sobre la eficacia de
transfeccion y su relacion con la actividad lisosomal,
incorporamos dextrano en las SLNs debido a que favorece
la endocitosis mediada por clatrinas (49). En la figura 6 se

recoge una fotografia de los vectores preparados con
dextrano y protamina obtenida por microscopia electrénica
de transmision.

Figura 6. Fotografia de vectores preparados con
dextrano:protamina:ADN:SLNs obtenida por microcopia
electrdnica de transmision.

Los estudios de transfeccibn mostraron que la
presencia de dextrano en las nanoparticulas incrementaba
significativamente la eficacia de transfeccion en ARPE-19.
En la figura 7 se recoge la eficacia de transfeccion de
células ARPE-19 tratadas con vectores preparados con
SLNs, protamina y dextrano.
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Figura 7. Transfeccion in vitro de células ARPE-19 tratadas con vectores no virales preparados con SLNs, protamina y dextrano.

Estos resultados demuestran el potencial de este vector
como sistema de administracion de material genético para
tratamientos a base de terapia génica. Ademas, se
comprobé que no tiene actividad hemolitica y que no
induce aglutinacion de glébulos rojos (49), lo que
demuestra su biocompatibilidad. La administracién
endovenosa a ratones Balb/c indujo transfeccion a nivel de
higado, bazo y pulmén, que se pudo detectar hasta los 7
dias post-administracion. La formulacion preparada con
SLNs, dextrano y protamina, indujo mayores niveles de
transfeccion y més duraderos en higado y en bazo que las
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SLNs solas (34) y ademas fue capaz de transfectar también
el pulmdn. Estos resultados son debidos por un lado, al
efecto de la protamina, ya que su alto grado de
condensacion del ADN hace que esté méas protegido frente
a la degradacién; por otro lado, el dextrano evitaria la
interaccion con componentes sanguineos y aumentaria el
tiempo de permanencia del vector en circulacion
sanguinea.

5.3.b. Acido hialurénico (AH)
La capacidad del AH de interaccionar con el receptor
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CD44, implicado en procesos de internalizacion celular es
bien conocida (50). De hecho se ha podido demostrar que
este receptor estd implicado en la internalizacion celular de
diferentes nanosistemas (51). Por ello, estudiamos el
efecto que podria tener la incorporacién de AH en nuestros
vectores basados en SLNs. Preparamos vectores con
SLNs, protamina y AH (52) y evaluamos la eficacia de
transfeccion en HEK293 y en ARPE-19. Utilizamos AH
de diferentes pesos moleculares (150, 500 y 1500 kDa). La
figura 8 muestra una fotografia obtenida por microscopia
electrénica de transmision de los vectores preparados con
SLNs, protamina y AHsg donde puede observarse
alrededor de la particula una capa o “corona” debido a la
disposicién de las cadenas de AH (flechas blancas).

Figura 8. Fotografia de vectores preparados con
AHs0:protamina:SLNs obtenida por microscopia electrdnica
de transmision. Puede observarse alrededor de la particula una
capa o “corona” debido a la disposicion de las cadenas de AH
(flechas blancas).

Los vectores fueron capaces de transfectar
eficientemente ambas lineas celulares, y se comprob6 que
el peso molecular no afectaba a la transfeccion de células

HEK?293 y ARPE-19, pero con el AH de 150 y 500 kDa, la
transfeccion aumentaba al aumentar su proporcién en las
nanoparticulas. ElI mayor incremento en la transfeccién
respecto a las nanoparticulas preparadas sin AH ni
protamina se observo en las células ARPE-19 (hasta 7
veces mas células transfectadas). Estas células presentan
receptores CD44, y el bloqueo de este receptor por la
presencia en el medio de cultivo de un exceso de AH, hizo
disminuir significativamente la transfeccion, lo que indica
la participacién de este receptor en la internalizacion
celular del vector. Los estudios de internalizacion y
disposicién intracelular de los vectores en células HEK293
y ARPE-19 pusieron de manifiesto diferencias en el grado
de descondensacion del pldsmido en el citoplasma celular
en funcién de la composicion del vector y de la linea
celular. La interaccion del AH con la matriz intracelular
modifica la wunién entre los componentes de la
formulacidn, lo que favoreceria la descondensacion del
cido nucleico, y por tanto su liberacién del vector (53).
Esto es especialmente importante si el vector es
internalizado por endocitosis mediada por caveolas, ya que
la falta de actividad lisosomal hace més dificil la
liberacion del material genético cuando este esta
fuertemente unido al wvector. Si el vector entra por
endocitosis mediada por clatrinas, es la actividad lisosomal
y no el efecto del polisacérido, la principal responsable de
la liberacion intracelular del &cido nucleico.

6. APLICACIONES DE LAS SLNs EN TERAPIA
GENICA

La terapia génica es una estrategia terapéutica
relativamente reciente, y desde el primer ensayo clinico
aprobado por la FDA en 1990 (14,54) se han llevado a
cabo més de 2000 ensayos clinicos. La tabla 1 recoge las
indicaciones mas frecuentes para las que los productos
evaluados van dirigidos (13). Tal y como se observa en la
tabla, la principal indicacién es el cancer, con un 65% del
total de ensayos, seguido de las enfermedades
cardiovasculares, con un porcentaje mucho menor (7,5%).

Tabla 1. Principales indicaciones de los productos a base de terapia génica evaluados en los ensayos clinicos realizados en todo el

mundo.
1 Céancer 1517 64,4
2 Enfermedades cardiovasculares 177 7,5
3 Marcadores genéticos 50 2,1
4 Voluntarios sanos 53 2,2
5 Enfermedades infecciosas 179 7,6
6 Enfermedades inflamatorias 14 0,6
7 Enfermedades monogénicas 235 10
8 Enfermedades neuroldgicas 43 1,8
9 Enfermedades oculares 34 1,4
10 Otras 54 2,3
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A continuacion se presentan nuestras aportaciones que
demuestran la potencial aplicacion de las SLNs para
terapia génica. Méas especificamente, nos hemos centrado
en las enfermedades raras y en las enfermedades
infecciosas.

6.1. Enfermedades raras

6.1.a. Retinosquisis juvenil ligada al cromosoma X (XLRS)

La XLRS es una enfermedad degenerativa de la retina
central que tiene un modo de herencia recesivo afectando
casi exclusivamente a hombres, aunque también hay casos
aislados descritos en mujeres, con una prevalencia
estimada de 1/5.000 — 1/25.000 (55). Puede desarrollarse
desde edad muy temprana, pero lo mas frecuente es
detectarla en pacientes entre 5 y 10 afios porque los
pacientes de esas edades encuentran dificultades en la
lectura. Los principales sintomas que se experimentan
desde la infancia son la dificultad para ver en detalle y la
disminucién de la vision central, que progresa muy
lentamente. A veces se produce disminucidn brusca de la
vision debido a hemorragias o desprendimiento de retina.
En el centro de la retina se observa una cavidad quistica
que puede desarrollarse en la févea. También puede
presentarse en la retina periférica. Los quistes presentan un
patron estrellado y estrias radiales que se han comparado
con los radios de una rueda de bicicleta; pueden coalescer
para formar una gran cavidad quistica central, lo que
conduce a una rapida pérdida de vision. El gen responsable
de la retinosquisis (RS1) codifica una proteina de 224
aminoécidos, la retinosquisina (56,57). Esta proteina se
expresa muy abundantemente en los fotorreceptores (retina
externa), pero la enfermedad tipicamente afecta a las capas
retinianas mas internas que contienen células ganglionares,
incluida la capa de fibras nerviosas. Tras la sintesis y
secrecién de retinosquisina por los fotorreceptores, la
proteina alcanza la superficie de las células retinianas y es
la responsable de la interaccion/adhesion entre
fotorreceptores, células bipolares y células de Miller,
contribuyendo al mantenimiento de la integridad de la
retina. El espectro de mutaciones en el gen RS1 es amplio,
habiendo mutaciones que truncan la proteina (deleciones
pequefias, inserciones y splicesite) 0 mutaciones missense
que suelen encontrarse en el dominio discoidin (importante
para la adhesién entre células). Al fallar esta proteina, falla
la adhesidn entre las células, lo que permite que se formen
los espacios quisticos que dan nombre a la enfermedad
(58).
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La terapia génica ha sido propuesta como una potencial
herramienta para el tratamiento de diferentes enfermedades
oculares, incluyendo las enfermedades degenerativas de la
retina (59,60). Por ello, para conocer la potencial utilidad
de nuestros vectores en el tratamiento de la XLRS,
preparamos los vectores a base de SLNs con el plasmido
pCEP4-RS1, y evaluamos su capacidad para inducir la
produccion de retinosquisina en células ARPE-19.
Comprobamos que tras el tratamiento, las células eran
capaces de expresar el gen RS1 y sintetizar la proteina;
ademas detectamos una mayor produccion de
retinosquisina cuando el vector incluia, ademas de las
SLNs, protamina y dextrano (61) y mas ain cuando se
sustituia el dextrano por el AH (33). Posteriormente
demostramos que ese vector, preparado con un gen
marcador (pCMS-EGFP), que codifica para la proteina
verde fluorescente, era capaz de transfectar la cornea tras
su administraciéon tépica a ratas, y la retina tras la
administracién intravitrea y subrretiniana, también en
ratas. Ademas, observamos que en el caso de la retina, el
tipo de células transfectadas dependia de la via de
administracion. Asi, la administracion intravitrea daba
lugar a una mayor transfeccion de células ganglionares,
mientras que se transfectaban mas fotorreceptores y
células del epitelio pigmentario cuando el vector se
administraba por via subrretiniana (61).

En una fase posterior, administramos los vectores a
ratones transgénicos deficientes en el gen RS1, por via
subrretiniana y por via intravitrea. A las dos semanas de la
administracién, pudimos detectar la retinosquisina
producida como consecuencia del proceso de transfeccién
en las diferentes capas de la retina, y cuando los vectores
se administraron por via subrretiniana, pudimos detectar la
retinosquisina también a los dos meses. El andlisis
estructural confirmd la recuperacion parcial de la
estructura de la retina, que estaba significativamente
dafiada en los animales como consecuencia de la
enfermedad. En la figura 9 se recoge la expresion de
retinosquisina en la retina de los animales, e imagenes de
las retinas tras la tincién tricrémica de Masson. Puede
observarse la recuperacién de la integridad de las retinas
de los animales tratados (33, 62).

Estos trabajos han demostrado por primera vez la
eficacia de un vector no viral para transfectar la retina de
animales deficientes en el gen RS1, producir retinosquisina
y mejorar la integridad de la retina. Hasta nuestro
conocimiento, son los estudios mas avanzados que
muestran el potencial real de las SLNs en terapia génica.
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Figura 9. A. Expresion de retinosquisina en las retinas de los ratones deficientes en RS1 tratados por via intravitrea o por via
subrretiniana con los vectores SLNs-Protamina-AH y SLNs-Protamina-Dextrano. B. Imagenes de las retinas tratadas con la

tincion tricrémica de Masson.

6.1.b. Enfermedad de Fabry (EF)

La EF es una alteracion metabolica, multisistémica y
grave, de caracter hereditario. Se trata de una enfermedad
monogénica, ligada al cromosoma X, que se produce por
diversas mutaciones en el gen de la a-galactosidasa A (o-
Gal A). En condiciones normales esta enzima rompe la
porcién de a-galactosilo terminal de la
globotriaosilceramida Gb3, para dar galactosa vy
lactosilceramida. En los casos en los que la a-Gal A es
defectuosa, se acumula Gb3 principalmente en los
lisosomas, pero también en el reticulo endoplasmatico, la
membrana y en el nlcleo de las células endoteliales
vasculares, afectando de forma predominante a Grganos
como la piel, el sistema nervioso, el rifion y el corazén
(63). La acumulacion de Gb3 da lugar a manifestaciones
clinicas diversas: neuropatia dolorosa, lesiones cuténeas,
opacidad corneal, afectacién renal, afectacién cardiaca
(hipertrofia del wventriculo izquierdo), manifestaciones
neuroldgicas (accidente isquémico transitorio, crisis
comiciales, lesiones  isquémicas), manifestaciones
gastrointestinales (dolor abdominal de tipo célico vy
postpandrial, diarrea autolimitada). La incidencia de la EF,
que es considerada una enfermedad rara, no es bien
conocida y oscila entre 1:117.000 y 1:476.000. La terapia
enzimatica sustitutiva (TES) es actualmente el Unico
tratamiento. Existen dos medicamentos basados en la
enzima recombinante aprobados por la EMA y por la Food
and Drug Administration (FDA): agalsidasa alfa
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(Replagal TM®) y agalsidasa beta (Fabrazyme®). Estos
medicamentos deben administrarse por via parenteral cada
dos semanas, y producen mejora de la patologia renal y
cardiaca ademas de reducir el dolor y mejorar la calidad de
vida de los pacientes (65,66) pero su eficacia depende
claramente de que se instaure en fases iniciales (67,68).
Otro inconveniente es que desencadena la formacién de
anticuerpos anti-o-Gal A (69). También hay que
considerar los efectos adversos (70), y el elevado coste del
tratamiento; se estima que el coste anual por paciente es de
aproximadamente 210.000 euros (71). Debido a las
limitaciones de la terapia actual de la EF, existe una clara
necesidad de buscar nuevas estrategias para mejorar la
calidad de vida de los pacientes. La terapia génica para
tratar la EF es una nueva opcion terapéutica que ha ido
ganando interés en los Gltimos afios (72). Son varias las
razones que hacen que esta enfermedad sea una buena
candidata a ser tratada mediante terapia génica (73): 1) se
debe a la alteraciéon de un unico gen, 2) con un nivel de
actividad de tan solo el 15-20% del nivel normal se
consigue eficacia clinica, 3) se puede conseguir efecto
terapéutico a largo plazo, y 4) menor coste que la TES.
Para probar la utilidad de las SLNs en la EF,
preparamos diferentes formulaciones con el plasmido pR-
M10-aGal A, que codifica para la a-Gal A, a base de
SLNs, protamina y dextrano. Los vectores fueron capaces
de transfectar la linea celular HepG2 (células hepaticas de
origen humano) e inducir la produccion de o-Gal A,
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alcanz&ndose niveles de actividad hasta 12 veces superior
con respecto a las células sin tratar (74). En un estudio
posterior, evaluamos vectores preparados con SLNs,
protamina y dextrano o AH de 150 y 500 kDa en una linea
celular inmortalizada de células endoteliales obtenida a
partir de células de un paciente con EF, denominada
IMFE1 (75). Setenta y dos horas post-transfeccion, las
células fueron capaces de expresar la enzima, siendo las
formulaciones preparadas con AH las mas eficaces, con un
aumento de la actividad de la a-Gal A de hasta 4 veces
con respecto a las células sin tratar. Los resultados se

confirmaron mediante RT-PCR. En la figura 10 se recoge
el nivel de actividad de la a-Gal A en las células IMFE
tratadas con los vectores (30). Como se ha comentado
previamente, para esta enfermedad un pequefio incremento
en la actividad es suficiente para obtener un efecto
terapéutico a largo plazo, por lo que es de esperar que el
aumento en la actividad a-Gal A en las células tratadas
con una Unica dosis del vector sea suficiente para
conseguir efecto terapéutico in vivo.

45
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Figura 10. Actividad a-Gal A en células IMFEL tratadas con los diferentes vectores a base de SLNSs.

Como se ha comentado, en la EF se produce una
acumulacioén de glucoesfingolipidos en las células, que son
componentes del sistema de caveolas, implicado en los
procesos de internalizacion de los  sistemas
nanoparticulados (76). Por tanto, los mecanismos
implicados en la captacion de nuestros vectores
posiblemente estdn afectados por la alteracion de las
células como consecuencia de la enfermedad. De hecho,
los estudios de internalizacion descartaron la entrada por
endocitosis mediada por caveolas. Si pudimos confirmar la
co-localizacion de los vectores con los lisosomas, que
facilitarian la liberacion del plasmido del vector, donde se
encuentra fuertemente condensado debido a la protamina.
Estos resultados confirman una vez més, la importancia no
solo del vector si no de la célula diana en el proceso de
disefio de un vector no viral para terapia génica.

En resumen, nuestro estudio demuestra por primera vez
la eficacia de vectores no virales a base de SLNs para
transfectar un modelo celular de la EF, induciendo un
incremento significativo en la actividad o-Gal A.

6.2. Enfermedades infecciosas: Virus de la hepatitis C
(VHC)

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), entre 3 y 4 millones de personas se infectan cada
afio con el VHC, y aproximadamente 150 millones
presentan infeccion cronica, que puede derivar en cirrosis
ylo hepatocarcinoma. Se estima que 350.000 personas
mueren cada afio como consecuencia de la infeccion por
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VHC (77). Los nuevos inhibidores de proteasas como el
simeprevir o sofosvubir han mejorado sustancialmente la
respuesta antiviral (78); sin embargo, es de esperar que con
su uso, debido a la presion farmacoldgica se seleccionen
resistencias frente a estos nuevos farmacos, ya que el virus
presenta una alta tasa de mutaciéon (79). Ademaés, el
tratamiento es excesivamente caro y debe administrarse
conjuntamente con otros farmacos, como el interferén
pegilado y la ribavirina, que incrementan la posibilidad de
aparicion de efectos adversos (80). Por ello, es evidente la
necesidad de desarrollar nuevos antivirales mas efectivos,
mas seguros y de menor coste para el tratamiento de
aquellos pacientes para los que los farmacos actuales no
son efectivos. En este sentido, el ARNi se postula como
una prometedora estrategia (81).

Desde el descubrimiento del ARNi, muchos estudios
han demostrado su potencial como estrategia terapéutica, y
actualmente representa una interesante herramienta para el
control y/o tratamiento de enfermedades, como el céancer
(82), enfermedades neurodegenerativas  (83), vy
enfermedades infecciosas (81). Entre las enfermedades
infecciosas que pueden ser potencialmente tratadas con
ARNI, destacan las infecciones debidas al virus de la
inmunodeficiencia humana, al virus de la hepatitis B o al
VHC (84). En la mayoria de los casos, con la terapia
geénica se busca el bloqueo de genes del agente infeccioso.

El genoma del VHC consta de una sola cadena de ARN
(+), que se replica en el citoplasma celular, y por tanto,
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este virus puede ser un buen candidato para el tratamiento
con ARNi a través del silenciamiento de secuencias
especificas de su ARN. En este sentido, la secuencia
denominada “Sitio Interno de Entrada al Ribosoma”
(IRES), que se encuentra en el extremo 5’ de la regién no
traducida (UTR) y que es necesaria para la sintesis
proteica y por tanto para la replicacion del virus, ha sido
propuesta como secuencia diana para la inhibicién del
virus (85,86).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, estudiamos
la potencial aplicacion de los vectores preparados con
SLNs, protamina y dextrano o AH, para el tratamiento de
la infeccion cronica debida al VHC, a los que
incorporamos un plasmido que codifica un ARNi frente al
dominio Il de la secuencia IRES-VHC (shRNA74)
(31,32). Puesto que el VHC se replica y acantona en el
interior de los hepatocitos a lo largo de su ciclo de vida,
los estudios in vitro de eficacia de silenciamiento los
llevamos a cabo en las lineas celulares HepG2 y Huh-7
(células de hepatoma de origen humano). Los vectores
fueron internalizados en las células de forma répida y
eficiente, independientemente del polisacarido empleado,
siendo el principal mecanismo de entrada la endocitosis
mediada por clatrinas, y en menor medida la endocitosis
mediada por caveolas. La captacion mediada por el
receptor CD44 también estaba implicada, aunque este
mecanismo resultdé ser mucho menos eficiente para el
silenciamiento.  Asimismo, se comprobé que la
macropinocitosis no intervenia en el proceso de entrada a
la célula. Al tratar células HepG2 y Huh-7 con los vectores
que expresaban IRES-GFP tras un proceso previo de
transfeccién, se comprob6 una disminucion del IRES-GFP,
consecuencia del proceso de silenciamiento debido al
SshRNA74 incorporado en los vectores.
Independientemente de la presencia de AH o dextrano en
el vector, el silenciamiento incrementaba al aumentar la
dosis; ademas, resultd ser mas eficaz el vector preparado
con AH, que permitié alcanzar, para la dosis més alta (3
ug de sShRNA74), un silenciamiento del 60% en las células
HepG2, y un 50% en las células Huh-7. En la figura 11 se
recogen imagenes de las células Huh-7 en las que se puede
observar como la expresion de IRES-GFP disminuye al
aumentar la dosis de ShRNA74 en el vector preparado con
AH.
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Figura 11. Expresiéon de IRES-GFP en células Huh-7 tratados
con los vectores preparados con SLNs, AH y cantidades
crecientes de ShRNA74. Puede observarse como la eficacia de
silenciamiento aumenta al aumentar la dosis de ShRNA74.

Posteriormente, evaluamos la eficacia de los vectores
en la linea celular de hepatoma humano Huh-7 NS3-3 (87),
que porta un replicén subgenémico del virus. Se observo
una disminucion significativa de la cantidad de ARN del
VHC, indicativo del silenciamiento del IRES-VHC, siendo
este mas elevado cuanto mayor es la dosis de ShRNA74.

Estudiamos también la potencial toxicidad de los
vectores en los dos modelos celulares, y comprobamos que
la viabilidad celular no se veia alterada. Puesto que la
viabilidad celular por si sola no es indicativo de toxicidad,
y teniendo en cuenta una posible administracion
parenteral, evaluamos el efecto del vector a nivel
hematol6gico midiendo el grado de hemodlisis y la
capacidad de aglutinaciéon de eritrocitos. El vector no
mostré actividad hemolitica ni tampoco indujo la
aglutinacion  de  eritrocitos  indicativo de la
biocompatibilidad del vector (figura 12). Es importante
tener en cuenta que al AH se le atribuye la capacidad de
reducir la interaccion de las nanoparticulas con
componentes sanguineos debido a un impedimento
estérico.
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Figura 12. A) Estudio de aglutinacién de eritrocitos con los vectores AH:protamina:SLNs. Tampén de lisis: control positivo (100
% lisis). B) Actividad hemolitica de los vectores. ShRNA74:PLL: complejo formado por el pldsmido shRNA74 y poli-L-lisina

(control positivo).

Estos resultados obtenidos con los vectores preparados
con SLNs y el plasmido shRNA74 confirman la potencial
utilidad de los vectores no virales basados en SLNs en el
tratamiento de la infeccion crénica por el VHC.

7. CONCLUSIONES

El éxito de la terapia génica depende en gran medida
del sistema de administracién. Los vectores no virales, y
méas concretamente, las SLNs han demostrado tener
propiedades muy adecuadas para la administracion de
cidos nucleicos, entre los que cabe destacar la seguridad,
la facilidad de produccion a gran escala, la estabilidad
tanto en fluidos Dbioldgicos como durante el
almacenamiento, y la posibilidad de ser sometidas a
procesos de esterilizacion y liofilizaciébn. En nuestros
estudios hemos demostrado que las SLNs presentan una
gran capacidad para proteger al material genético de la
degradacion enzimética y de ser rdpida y eficientemente
captadas por las células, aunque el grado de captacion
depende de la composicion y de la linea celular. En este
sentido, hemos puesto de manifiesto la importancia que
tiene el conocimiento de los mecanismos de
internalizacion y disposicion intracelular para la
optimizacién de la formulacion. Ademas, por primera vez
hemos demostrado la capacidad de un vector no viral
basado en SLNs para transfectar e inducir la expresion de
proteinas en diferentes tejidos tras su administracién
sisttmica a ratones. Finalmente, hemos estudiado la
potencial utilidad de los vectores preparados a base de
SLNs para el tratamiento mediante terapia génica de
enfermedades raras monogénicas, como la EF o la XLRS,
y de enfermedades infecciosas con ARNi, como la
infeccién crénica por el VHC. El principal logro
conseguido por nuestro grupo de investigacion ha sido la
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restauracion parcial de la retina tras la administracion
intraocular a ratones de un vector preparado con SLNs y el
gen RS1, que codifica la proteina retinosquisina, deficiente
en la enfermedad degenerativa de la retina XLRS, en la
que se da una desestructuracién de la retina que conduce a
la pérdida de vision. Todos nuestros resultados nos
permiten concluir que las SLNs son una prometedora
herramienta como sistema no viral para terapia génica.
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