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RESUMEN

En los Ultimos anos, el desarrollo de la terapia génica y otros campos de la medicina ha dado
lugar a la aparicion de nuevas terapias prometedoras que tienen como objetivo tratar
enfermedades genéticas consideradas con intratables hasta la fecha. Entre estas, se
encuentran las nuevas terapias basadas en oligonucledtidos antisentido (ASOs). Los ASOs
estan constituidos por cadenas cortas de acidos nucleicos dirigidos de manera especifica al
ARN mensajero con el objetivo de interferir en la expresion genética del individuo. En su
camino, estas particulas deben atravesar distintas barreras bioldgicas llegando asi a su diana
de manera eficaz. Para que esto sea posible, se han desarrollado sistemas de transporte
eficientes basados en vectores virales y no virales. Ademas, estos oligonucledtidos pueden
ser sometidos a distintas modificaciones quimicas con el objetivo de optimizar sus
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, facilitando asi su transporte. En el presente trabajo
de fin de grado se analizara en profundidad los conceptos relacionados con los
oligonucledtidos terapéuticos, las nuevas terapias basadas en éstos y las estrategias para su
desarrollo. Finalmente, se analizaran los productos basados en ASOs aprobados hasta la
fecha para tratar la Distrofia Muscular de Duchenne, una enfermedad neuromuscular
genética grave causada la falta o anomalias en la proteina distrofina.



ABSTRACT

In recent years, developments in gene therapy and other fields of medicine have led to the
emergence of promising new therapies aimed at treating genetic diseases previously
considered untreatable. Among these are the new therapies based on antisense
oligonucleotides (ASOs). ASOs are made up of short chains of nucleic acids that specifically
target messenger RNA with the aim of interfering with the individual's gene expression. On
their way, these particles must cross various biological barriers to reach their target
effectively. To make this possible, efficient transport systems based on viral and non-viral
vectors have been developed. Moreover, these oligonucleotides can be subjected to different
chemical modifications in order to optimise their physicochemical and biological properties,
thus facilitating their transport. This thesis will analyse in depth the concepts related to
therapeutic oligonucleotides, the new therapies based on them and the strategies for their
development. Finally, products based on ASOs approved to date to treat Duchenne Muscular
Dystrophy, a severe genetic neuromuscular disease caused by a lack of or abnormalities in
the dystrophin protein, will be discussed.



1 INTRODUCCION

La terapia génica es un campo innovador de la medicina que, mediante la modificacién en la
expresioén de genes, la introduccién de material genético o la correccion de genes andmalos
en las células de un individuo trata enfermedades genéticas. En los ultimos afios, la terapia
génica ha experimentado grandes avances que han permitido tratar de manera mas
individual y personalizada enfermedades que hasta el momento solo disponian de
tratamiento sintomatico. Abordan la enfermedad a nivel genético gracias a la comprensién
de los mecanismos que subyacen la enfermedad y al desarrollo de técnicas para transferir el
material genético de manera eficiente.

Siguiendo esta estrategia aparecen las terapias basadas en oligonucledtidos antisentido
(antisense-oligonucleotides o ASOs), centradas en modificar o inhibir la expresion genética a
nivel del ARN mensajero. Los ASOs esta formados por secuencias cortas de acidos nucléicos
sintéticos, modificados quimicamente, dirigidos de manera especifica y complementaria al
ARNm diana. La accién terapéutica se genera bloqueando la traducciéon de proteinas
especificas, modificando el empalme de ARN (splicing) o induciendo la degradacion del
ARNm. Los oligonucledtidos sintéticos que se emplean estan constituidos por pequefias
cadenas de nucleétidos con modificaciones quimicas.

Para que estas terapias sean efectivas, es necesario el desarrollo de sistemas de transporte
capaces de entregar el material genético de manera segura y eficaz al lugar terapéutico
deseado. Los vectores virales son los vehiculos mas cominmente usados con la capacidad de
infectar y transferir su material genético a la célula. También se utilizan vehiculos no virales
como lipidos, nanoparticulas inorganicas o polimeros que encapsulan y protegen el material
genético, transportandolo a su diana de manera mas segura.

Las terapias basadas en ASOs han demostrado gran eficacia frente el cancer, las
enfermedades neuromusculares, neurodegenerativas, hematolégicas o inmunolégicas. Las
enfermedades neuromusculares (ENM) son un grupo amplio de patologias hereditarias, con
una base genética compleja, las cuales carecen de terapias efectivas. En los ultimos afios, las
terapias basadas en oligonucleétidos antisentido han demostrado utilidad para tratar ciertas
ENM, entre las que se encuentra la Distrofia Muscular de Duchenne. Actualmente, podemos
encontrar en el mercado cuatro fadrmacos aprobados por la FDA basados en ASOs para tratar
esta compleja enfermedad: Eteplirsen, Golodirsen, Viltolarsen y Casimersen.

En este trabajo de fin de grado, se desarrollardn aspectos generales de la terapia génica, las
nuevas terapias basadas en ASOs, asi como de otros tipos de oligonucleétidos terapéuticos.
Se revisaran los sistemas de direccionamiento, asi como de transporte y las distintas
modificaciones quimicas que han permitido el desarrollo eficaz de estas terapias. Finalmente,
se desarrollara un apartado dedicado a la aplicacion de las terapias basadas en ASOs en el
tratamiento de la ENMy a los farmacos aprobados por la FDA para tratar la Distrofia Muscular
de Duchenne.

Palabras clave: terapia génica, vectores virales y no virales, oligonucledtidos antisentido,
oligonucledtidos sintéticos, enfermedades neuromusculares, Distrofia Muscular de
Duchenne.



2 LA TERAPIA GENICA
2.1 Definicion, objetivos y tipos

La FDA (Food and Drug Administration) define la terapia génica como “una técnica que busca
modificar o manipular la expresidon de un gen o alterar las propiedades bioldgicas de células
vivas para el uso terapéutico, con el fin de curar o tratar una enfermedad”.

El desarrollo histdrico de la terapia génica ha evolucionado a lo largo del tiempo, marcado
por hitos significativos que han contribuido al entendimiento y aplicacion de esta innovadora
rama de la medicina (Figura 1).! Frederick Griffith fue un bacteridlogo britanico que en 1928
publicé un informe conocido como "Experimento de Griffith", en el cual se describe la
transformacién de una cepa de Estreptococo Pneumoniae no virulento en virulento. En este
estudio, Griffith mezclé una cepa viva virulenta con una cepa inactiva no virulenta de
Estreptococo Pneumoniae e infecté a un ratdon con esta mezcla. Griffith observa como el ratén
fallece consecuencia de una neumonia y es capaz de aislar una cepa de Estreptococo
Pneumoniae virulenta de la sangre del ratén.? Tatum y Joshua Lederberg describieron en
1947 el mecanismo de transformacidn para transmitir el material genético. Posteriormente,
en 1952y 1958, Lederberg describié dos mecanismos adicionales de transmisién de material
genético en bacterias, la transduccién y la conjugacién.? El biotecnélogo, médico y profesor
Szybalski documenta por primera vez evidencias de herencia genética en células eucariotas
en 1962. Szybalski demostré que un déficit genético podia repararse transfiriendo DNA no
anomalo desde otra fuente externa. Adicionalmente, demostré que este gen transferido
podia transmitirse a las células hijas originando un fenotipo similar a la célula progenitora
modificada.* Afios después, en 1968, Rogers y Pfuderer aportan la primera prueba de
transferencia de genes mediada por virus. En 1990 se produce el primer intento de terapia
génica con ADN recombinante para tratar pacientes con B-talasemia. Ese mismo afio, la FDA
aprueba el primer ensayo clinico en humanos, llevado a cabo en nifios con deficiencia de
adenosina desaminasa (SCID-ADA), una enfermedad monogénica que causa una grave
inmunodeficiencia. Estos nifios fueron tratados con leucocitos extraidos de su sangre y
modificados ex vivo con el objetivo de expresar con normalidad el gen codificante de la
adenosina desaminasa.’ En el afio 2003, China aprueba el primer producto de terapia génica
para uso clinico llamado Gendicine, un adenovirus no replicativo empleado en el tratamiento
de carcinoma escamoso de cabeza y cuello.® Otro evento destacable, se produce en 2012
cuando la EMA (European Medicines Agency) recomienda por primera vez un producto de
terapia génica, Glybera, para el tratamiento de la deficiencia de lipoproteina lipasa
hereditaria.’

En la Ultima década se estd trabajando en una nueva generacion de tratamientos basados en
la edicidn gendmica, un nuevo enfoque que permite la correccién de la secuencia genémica
agregando, cortando y reparando ciertas regiones de DNA andmalo. El primer éxito con esta
técnica se produce en 2019, permitiendo el desarrollo de tratamientos para la anemia
falciforme y betatalasemia a partir de la herramienta de edicién genémica CRISPR-Cas.?°
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Figura 1. Cronologia de algunos hitos importantes de la terapia génica.?

En los ultimos 10 afos, se han realizado mas de dos mil ensayos clinicos que han permitido
desarrollar tratamientos exitosos frente a una gran variedad de enfermedades con origen
genético como el cancer, enfermedades neurodegenerativas, hematoldgicas o
inmunolodgicas. Actualmente el cancer estd a la cabeza de las enfermedades tratadas con
terapia génica. Los vectores mas empleados en estos ensayos son los adenovirus, retrovirus
y pldsmidos desnudos. 1°

Las dos principales estrategias empleadas en terapia génica son la downregulation o
inhibicién de la expresién de un gen patoldgico y la upregulation que promueve la expresion
de un gen reparador. Una tercera estrategia se basa en la introduccién de un gen codificante
para una proteina exdgena terapéutica que genera inmunogenicidad. Esta ultima alternativa,
se utiliza en algunas vacunas, como las vacunas mRNA frente al SARS-CoV-213.11

El proceso de desarrollo de una terapia génica consta de una primera parte donde se
identifica y estudia el gen responsable de la enfermedad genética junto con las distintas
estrategias para tratarlo (upregulation o downregulation, por ejemplo). En una segunda fase,
se disefia el acido nucleico junto con las modificaciones quimicas adaptadas a la via de
administracion y a la diana del tratamiento. 1!

2.2 Tipos de dcidos nucleicos empleados en la terapia génica

Los cambios que ha experimentado en los ultimos anos la nanomedicina, junto con los
avances de las herramientas de edicidn, analisis y secuenciacidn gendmica, han permitido el
empleo de acidos nucleicos para desarrollar nuevos tratamientos frente a un amplio rango
de enfermedades genéticas. Esto ha supuesto un cambio significativo, ya que con
anterioridad sélo se disponia de tratamientos sintomaticos para estas enfermedades. Para
gue la carga genética llegue a su diana final es necesario desarrollar un sistema de transporte
y biodistribucion seguro y selectivo debido a la baja estabilidad de los acidos nucleicos vy el
riesgo de posibles efectos “off-target”. En su camino deben superar diversas barreras



bioldgicas: las membranas primarias como barreras endoteliales o barrera hematoencefalica
y el paso a través de la membrana plasmatica y la membrana nuclear. Adicionalmente, estos
sistemas de transporte deben proteger a los acidos nucleicos de su degradacion frente a las
nucleasas o células del sistema inmune. Por ello, el disefio del vector, la seleccion adecuada
de la via de administracién las propiedades fisicoquimicas de las particulas, asi como sus
propiedades biolégicas son clave: el tamafio del vector, naturaleza, carga y modificaciones
quimicas."

Los plasmidos y moléculas de DNA circulares son largas moléculas de ADN de doble cadena
con morfologia circular cuya actividad tiene lugar en el nucleo celular. Suelen tener un
tamano de 2 a 10 kilobases (kb). Estas moléculas deben entrar en el nucleo y una vez alli
seran transcritas de manera independiente gracias a su capacidad para expresar proteinas y
RNA reguladores, dando lugar asi a la expresion del transgén que portan para reestablecer
una funcién o desarrollar una respuesta inmune. En suero, su vida media es de sélo 10 -20
minutos, pero algunos preparados pueden permanecer activos dentro de las células durante
meses o afios en el nucleo de forma episémica. Un sistema eficaz para su administracion
terapéutica es mediante liposomas o complejos lipidicos, siendo ademds baratos, sencillos,
seguros y rapidos. Los principales riesgos que tienen asociado son la introduccion de una
mutacion por recombinacion con DNA celular y la oxidacién por radicales libres. De esta
manera la adicion de EDTA, quelantes de iones, eliminadores radicales libres, la
deshidratacion o la liofilizaciéon pueden ser posibles soluciones.!?

Los RNA mensajeros (mRNA) y replicones de RNA son moléculas de RNA monocatenario
largo, de longitud similar a los plasmidos, cuya actividad tiene lugar a nivel del citosol
expresando, sin interferir en el genoma, una proteina que reestablece una funcién o genera
una respuesta inmune. El mRNA es monocatenario con una cabeza 5°, una cola poli(A) de 3’
y un marco de lectura abierto que le permite ser procesado de manera natural por las células
eucariotas. Generalmente, los replicones son de mayor tamaifo (>10kb) e incluyen una
secuencia de genes y una replicasa no estructural que le da la capacidad de autorreplicarse
y ampliar la duracidn de la expresién de la proteina. Su vida media en suero es de apenas
unos segundos, pero dentro de la célula pueden sobrevivir durante horas o dias. Ademas,
son acidos nucleicos bastante inestables cuya eficiencia puede verse afectada por estructuras
secundarias. Para solucionar esta inestabilidad y su corta vida media son necesarias
modificaciones quimicas del esqueleto cuyas principales dianas son la cabeza 5’, las UTR 3" y
5°, la regidn codificante y la cola de poli(A). Una ventaja que presentan respecto a los
anteriores es que no pueden recombinarse con el DNA celular, disminuyéndose asi el riesgo
de inducir mutaciones. Otra de sus caracteristicas es que las células inmunitarias tienen una
alta sensibilidad para reconocer los antigenos codificados por estos mRNA por lo que su uso
en la terapia de enfermedades infecciosas y en el desarrollo de vacunas es prometedor.!3

Los reguladores cortos de RNA: “short interfering RNA” (siRNA) y microRNA (miRNA) se
emplean también en terapia génica. Son fragmentos cortos bicatenarios de RNA no
codificante de 21-22 bp. De manera global, los microRNA participan en el silenciamiento del
RNA y en la regulacidn postranscripcional de la expresidn génica. Los siRNA interfieren en la
expresion de un gen mediante su unién con el ARN mensajero complementario, ambos
pueden actuar tanto en el nicleo como a nivel del citosol. En el nucleo, el siRNA induce
metilaciones en el DNA que tienen como resultado silenciamientos de larga duracidn
mientras que el miRNA induce reorganizaciones en la cromatina. A nivel del citosol se dice



gue el siRNA tiene mayor eficacia, este dirige al complejo de silenciamiento inducido por RNA
(RISC) a mRNA especificos para su degradacion. El miRNA regula la estabilidad y transcripcion
del mMRNA. Ambas moléculas tienen una vida media de en el suero de minutos, dentro de las
células pueden llegar a sobrevivir dias. Esta vida media, asi como su estabilidad y eficacia
pueden aumentarse mediante modificaciones quimicas en su composicidon, como pueden ser
las metilaciones, modificacion con pirimidinas 2°-F para aumentar la resistencia a las
nucleasas, conjugacion con nanoparticulas o lipidos o la eliminacién de secuencias
inmunoestimuladoras como las “secuencias U-rich”. También se sabe que el empleo de siRNA
a dosis altas puede adaptar al sistema inmune innato y la produccidn de citoquinas.'*

Las DNAzimas, RNAzimas y MNAzimas son acidos nucleicos cortos, de aproximadamente 50-
150 nucledtidos, formados por una Unica cadena de RNA, DNA o multiples cadenas
(MNAzimas). Presentan estructuras secundarias complicadas y actividad enzimatica de tipo
nucleasa sitio-especifica que actdan tanto a nivel del citosol como del nucleo. Mediante
modificaciones quimicas y combinaciones in-vitro, como la introduccién de varios
nucledtidos modificados a través de PCR o la escisidn del cebador, se han obtenido DNAzimas
interesantes con propiedades de unién a metales o actividad independiente de metales para
la escisidn selectiva de RNA y con otras numerosas aplicaciones bioquimicas.*

Los oligonucledtidos antisentido (ASOs) son moléculas que estan formadas por una
secuencia corta (10-30 nucleétidos) monocatenaria de DNA, RNA o analogos que se unen a
un mRNA impidiendo que este sea traducido en su proteina correspondiente responsable de
la enfermedad. Los ASOs tienen la capacidad de inducir una isoforma especifica en el mRNA,
formar duplex DNA-RNA que impiden la traduccion y finalmente degradar el mRNA mediante
una ribonucleasa H (Figura 2). También pueden bloquear esta traduccion del mRNA mediante
impedimento estérico. Al igual que los siRNA y miRNA, pueden actuar tanto en el nucleo
como en el citosol, siendo mas efectivos a nivel nuclear. Su vida media y otras caracteristicas
vienen marcadas por su estructura quimica, por lo que se han desarrollado una gran variedad
de modificaciones quimicas que permiten mejorar su estabilidad, eficacia y su capacidad de
penetracion celular. Algunas de ellas son el cambio del enlazador fosfodiéster (PO) por
fosfororioato (PS), la proteccidn del grupo 2'-hidroxilo de la ribosa con metilo o metoxietilo
o la sustitucién directa con fldor (2°-fluoro), la conexién de 2°-O y 4’-C con un puente de
metileno, entre otras. Ademas, ligandos especificos pueden unirse covalentemente a los ASO
(también a los siRNA o miRNA, entre otros), para lograr un silenciamiento génico 6rgano o
célula especifica.l’
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Figura 2. Descripcion de las aplicaciones y mecanismos de accion de los oligonucledtidos
antisentido (ASOs).1¢

3 LOS OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO COMO AGENTES TERAPEUTICOS

3.1 Introduccion a las terapias basadas en oligonucledtidos sintéticos y los
ASOs

Las nuevas terapias con oligonucleétidos antisentido (ASOs) conforman uno de los campos
pioneros de la biotecnologia y medicina actual. Los tratamientos con ASOs estan disefiadas
para que los oligonucledtidos interactien de manera especifica y complementaria con el
ARNm, inhiban su expresién y modulen asi la expresidn génica. Estas terapias estan
permitiendo tratar enfermedades de origen genético que hasta el momento eran
consideradas inabarcables desde el punto de vista terapéutico.!’ Esta innovadora modalidad
terapéutica se engloba dentro de un amplio grupo de terapias cuyo desarrollo ha sido posible
gracias a los oligonucledtidos sintéticos (ONs).*®

Los oligonucledtidos sintéticos son pequeiias cadenas de DNA mono o bicatenarias
constituidas con acidos nucleicos modificados (Figura 3), que abarcan un amplio rango de
aplicaciones terapéuticas con distintos mecanismos de accidn. La FDA, la EMA (European
Medicines Agency) y el Ministerio de Sanidad Japonés han aprobado hasta la fecha 18
farmacos basados en ONs, entre los que se incluyen productos formados a partir de ASOs. El
desarrollo de estas terapias se encuentra todavia en las etapas iniciales, siendo la mejora y
aparicion de nuevas aplicaciones clinicas algunos de los principales retos con los que nos
encontramos. La investigacién actual de nuevas estrategias como la introducciéon de
modificaciones quimicas, la modulacién de las propiedades biolégicas de las moléculas o un
sistema de transporte eficaz permite abordar los objetivos y retos planteados.*®

10



EJEMPLOS DE OLIGONUCLEOTIDOS
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(oligonucleétido que se sintetiza de forma
natural, no sintética)

A O
‘ I |

Oligonucledtidos antisentido (oligonucledtidos sintéticos)

/

Cadenas de DNA o RNA monocatenario se unen a secuencias
complementarias

Figura 3. Representacion de un oligonucledtido sintético (ONs), pequefias cadenas de
DNA modificadas que abarcan muchos tipos de terapias basadas en dcidos nucleicos,
incluyendo el microRNA o los ASOs.?°

3.2 Modificaciones quimicas para mejorar las propiedades de los
oligonucledtidos

Los oligonucledtidos antisentido se pueden modificar quimicamente de distintas maneras
(Figura 4). Cada uno de estos cambios confiere a la molécula nuevas propiedades que
mejoran su estabilidad, biodisponibilidad y evitan la inmunogenicidad del organismo.
Algunas de estas modificaciones son compatibles y se pueden combinar pero, algunas otras
no lo son, pudiendo interferir en el mecanismo de accién y provocar pérdidas en la afinidad
frente a la diana.

Las modificaciones quimicas pueden ser de primera, segunda o tercera generacion.?! Entre
las modificaciones quimicas de primera generacion se encuentran las modificaciones del
grupo fosfato en la estructura del oligonucleétido. Dentro de este grupo, destacan los
cambios en los enlaces fosfodiéster que dan como resultado los tiofosfatos o fosforotioatos
(PS). Los PS se caracterizan por conferir resistencia frente a las endonucleasas y aumentar la
afinidad por las proteinas del suero con una unién reversible. De esta manera se disminuye
su eliminacidn renal, su vida media en el plasma y se facilita la distribucidn en los tejidos. La
gran desventaja de esta modificacion es la reduccion en la afinidad por la diana.??

Las modificaciones en la ribosa o sustituciones en la 2'-ribosa forman parte de las quimicas
de segunda generacién. Las conformaciones 2°-O-metil (2'-OMe), 2'-O-metoxi-etil (2°-MOE)
y 2°-O-fluoro (2°-F) son los tipos mds usados.?® Estas transformaciones aumentan la
capacidad para unirse al RNA diana y mejoran la resistencia a las nucleasas. Ademas, la
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metilacién en el grupo 2°-OH ribosa disminuye la respuesta inmune.?* La segunda molécula,
2’-MOE, al igual que la primera disminuye la inmunogenicidad, mejora la estabilidad y la
eficacia. La 2’-F se obtiene mediante la sustitucién del hidrogeno en el &tomo 2" de carbono
por un grupo fluor, mejorando la afinidad y resistencia a la degradacién.?® “Locked nucleid
acid (LNA)” y “tricyclo-DNA (tcDNA)” constituyen dos conformaciones de DNA andlogo
encogido, que modifica la carga y flexibilidad del oligonucleétido aportando incluso mayor
afinidad que las anteriores.?® Todas las modificaciones quimicas de primera y segunda
generacion son compatibles con la sintesis de dacidos nucleicos y pueden combinarse
facilmente.?’

Las modificaciones quimicas de tercera generacién incluyen cambios en las bases
nitrogenadas. Dos ejemplos dentro de este grupo son los oligonucleétidos de morfolino
fosforodiamidato (PMO) y el acido nucleico peptidico o acido peptidonucleico (PNA). Se trata
de dos moléculas sintéticas sin carga, muy resistentes a las nucleasas y con una afinidad
variable frente al RNA diana.?® Para la sintesis de los PMO, el esqueleto de acidos nucleicos
es sustituido por anillos de morfolino y uniones fosforodiamidato, manteniendo las bases
estandar. Los PMOs pueden silenciar de manera efectiva los genes responsables de la
enfermedad y modificar el splicing o empalme.?® Los PNA se fabrican mediante sintesis
peptidica, a través de la colocacidon de enlaces amida entre las nucleobases originando una
molécula altamente estable en fluidos bioldgicos y con una gran afinidad frente al DNA y RNA
complementarios. Estas se sintetizan como moléculas antisentido clasicas, siendo los PNA
moléculas bloqueadoras de RNA.3°

Ademas de las modificaciones anteriores, existen algunas alternativas, como la induccion de
cambios en los extremos de los oligonucledtidos antisentido, con el objetivo de que se
asemejen al ARN mensajero disminuyendo el riesgo de que sean detectados por parte del
sistema inmune. El disefo de oligonucledtidos altamente especificos con una alta
especificidad frente al ARN mensajero es otra técnica que mejora la inmunogenicidad.
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Figura 4. Ejemplo de modificaciones quimicas empleadas en los oligonucledtidos
antisentido.??

La captacion celular y tisular es otro factor que puede limitar la administracion terapéutica
de los ONs. El principal mecanismo que media la captacion celular es la endocitosis. Para que
ésta tenga lugar es necesario que los ONs evadan la degradacién lisosomal y entren en el
endosoma. Mediante modificaciones quimicas se pueden conseguir particulas con
caracteristicas favorables para evitar que sean degradadas en los endosomas y aumentar la
tasa de captaciéon celular. Los oligonucleétidos antisentido PS son un ejemplo de
oligonucledtidos sintéticos monocatenarios, relativamente pequefios e hidrofébicos que
pueden entrar en las células de manera eficiente y sin necesidad de un vehiculo. La ausencia
de carga es otra caracteristica que favorece el proceso de entrada.??

Estas modificaciones quimicas son procesos complejos que suponen un reto respecto a los
costes, seguridad, calidad y control de su desarrollo. Todas ellas tienen como objetivo
mejorar las propiedades ADMET (absorcién, distribucién, metabolismo, eliminacién vy
toxicidad) del oligonucleétido terapéutico.
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3.3 Barreras bioldgicas y “delivery”

Las terapias basadas en oligonucledtidos son una estrategia prometedora para el tratamiento
de muchas enfermedades consideradas como intratables hasta la fecha. Mientras que los
fdrmacos tradicionales actian sobre proteinas y otros componentes patoldgicos a un nivel
posterior, estas nuevas terapias ejercen su efecto directamente sobre el DNA o mRNA, previo
a su expresidn y a la sintesis de proteinas patoldgicas. Para poder llegar a su lugar de accién
y ejercer su efecto, los nuevos farmacos necesitan enfrentarse a una serie de obstaculos y
barreras tanto sistémicas como celulares (Figura 5). Por ejemplo, las moléculas de RNA
presentan una carga negativa que les impide atravesar la membrana plasmatica y las vuelve
sensibles a las RNAasas lo que dificulta su llegada a su lugar de accién intracelular. Por ello,
se emplean una serie de modificaciones quimicas junto con el disefio de sistemas transporte
como estrategias para abordar este impedimento.3

Degradation

(a) Protection of RNAs  Endonuclease

from nuclease-based *
Gagraietinn >< RNA encapsulation
-:X
(c) Enhance accumulation
o of RNAs at targeted
x tissue/organ
Macrophage "
Renal RNA delivery system
clearance
(b) Prolong circulation

Phagocytosis of RNA-loaded

{d) Enhanced cellular

i
nanocarriers Internalization

Enhanced efficacy
of RNA therapy

.
o
n‘.

K () Avoid intracellular

' lysosomal degradation

Acidification
Endosome

......
............

Lysosomal esca,
() Enhanced intracellutar s e

release of RNAs
Lysosome

Figura 5. Barreras bioldgicas intracelulares y extracelulares para el “delivery” in vivo de
oligonucleétidos terapéuticos.3*

Tras la administracion sistémica, el primer obstaculo al que se enfrentan los oligonucledtidos
es la degradaciéon mediada por nucleasas en el torrente sanguineo. Las modificaciones
guimicas del grupo fosfato en el esqueleto, las metilaciones en la 2°-ribosa, los Locked nucleid
acid (LNA) o los acidos peptidonucleico (PNA) confieren resistencia frente a estas enzimas.
La absorcidén electroestatica es otra estrategia comUnmente usada para protegerse de las
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nucleasas, consiste en emplear una cdpsula de polimeros catiénicos o iones positivos
situados alrededor del &cido nucleico protegiéndolos de la degradacion.3

A nivel sistémico es importante un sistema que prolongue el tiempo en el torrente sanguineo,
prevenga del aclaramiento renal y de la degradacién fagocitica a nivel hepatico, mediada por
opsonizacion. La alteracidon de las propiedades fisicoquimicas ayuda a aumentar su vida
media en plasma y mejoran su interaccidn con las proteinas plasmaticas. Es importante que
las moléculas no sean lo suficientemente grandes para ser eliminadas por el rifién ni
demasiados pequeiias para ser fagocitadas, de 10 a 200 nm parece ser el tamario ideal. La
carga superficial es otro elemento clave, las moléculas anidnicas, neutras y unidas a
nanotransportadores han demostrado tener una eficiente captacion celular. La conjugacion
de los acidos nucleicos con colesterol o lipidos aumenta la unién a proteinas séricas como la
albumina mejorando asi la vida media plasmatica y aumentando la absorcién hepatica
mediada por los receptores LDL. El PEG o polietinelglicol es un polimero que se puede
incorporar a los oligonucledtidos terapéuticos disminuyendo su eliminaciéon por parte del
sistema reticuloendotelial en un proceso llamado PEGylation. El inconveniente del PEG es la
disminucién de la biodistribucion, la captacion celular y el escape endosomal. Por ello, se
emplean PEG sintéticos como el poliglicerol (PG) asociados a polimeros y lipidos. Mediante
este proceso se obtiene una particula mas resistente a la unién de opsoninas, las cuales son
reconocidas por los macréfagos llevandose a cabo la fagocitosis. Como resultado se obtiene
un aumento en la vida media del oligonucledtido.3> 36

La barrera endotelial constituye otro obstiaculo importante al que se enfrentan los
oligonucledtidos terapéuticos, ya que el paso a través de ella es fundamental para acceder a
las células diana. Las células endoteliales rodean la vasculatura, unidas entre si a través de
distintos enlaces y a la matriz celular mediante integrinas. Entre ellas existen poros pequefios
y grandes, en funcion de su peso molecular los oligonucledtidos podran pasar a través de
estos poros por si solos o mediante nanoparticulas. Algunos acidos nucleicos pueden ver
limitado su paso a través de esta barrera, por ello se emplean estrategias como la unién del
oligonucledtido a péptidos ligando para poder atravesar esta barrera, llegar a los tejidos y
penetrar en la célula.?®

La carga y tamafio de las moléculas también influye en la internalizacién celular, de manera
gue estas caracteristicas pueden limitar la administracion terapéutica y la captacién celulary
tisular. La endocitosis es el principal mecanismo que media la internalizacién en la célula.
Para que este proceso tenga lugar, es necesario que los oligonucledtidos escapen de los
endosomas y eviten asi la degradacion lisosomal. Sélo una pequeiia parte lo consigue y llega
al lugar de accion.3®

La mayoria de los agentes terapéuticos empleados tienen una carga o son demasiado grandes
para poder escapar de la degradacidn lisosomal e internalizarse por si mismos, razén por la
cual necesitaran un sistema de transporte. Dicho transporte puede realizarse de dos formas:
por conjugacion directa con el vehiculo o por incorporacién dentro de nanoparticulas de
transporte. Los objetivos de este sistema de transporte son amplios y buscan proteger a los
oligonucledtidos sintéticos de una degradacién precoz, aumentar la duracién del efecto y la
afinidad por la diana de manera activa o pasiva. El proceso pasivo, consiste en aprovechar las
caracteristicas anatdmicas de los tejidos. En el proceso activo, se incorporan ligandos
especificos dirigidos a la diana en el sistema de transporte.?’
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En el proceso de conjugacién no todos los vehiculos son compatibles con cualquier
oligonucledtido sintético. Por ejemplo, la conjugacién con péptidos esta limitada a
oligonucledtidos sintéticos sin carga como los PMOs mientras que los lipidos generalmente
se pueden conjugar con cualquier oligonucledétido sintético. Los agentes mas frecuentemente
se emplean en el proceso de conjugacidn son los polimeros, péptidos, lipidos, aptameros,
anticuerpos y receptores de ligando. Las nanoparticulas de transporte son compatibles con
los oligonucledétidos sintéticos de carga negativa y pueden estar compuestos por un sdlo
componente o por varios tipos a la vez en sistemas hibridos. Actualmente, los lipidos,
polimeros y péptidos son los sistemas de transporte mas empleados.>®

El escape de la degradacion endosémico-lisosomal es considerada la principal barrera para
la aplicacién terapéutica de los oligonucledtidos. En este proceso, los oligonucledtidos se
introducen en vesiculas de endocitosis las cuales de fusionan para formar el endosoma
temprano. Mediante un proceso de maduracién, se acumulan enzimas hidroliticas y se
acidifica el interior del endosoma temprano convirtiéndose en endosoma tardio. Este
endosoma tardio se fusiona con el lisosoma formandose compartimentos endolisosomales.
El bajo pH y las enzimas existentes en los endolisosomas dafian el RNA, degradando los
oligonucledtidos e impidiendo su accion terapéutica.

En la actualidad, existen dos estrategias para evitar la degradacion endolisosomal. La primera
consiste en alterar la internalizacidon de los oligonucledtidos en el endosoma a través de
procesos de rotura o fusion de la membrana endosomal, la formacién de poros o
desestabilizaciéon quimica de la membrana. La segunda aproximacion conduce al
oligonucledtido a otra via de trafico intracelular, que lo dirige especificamente al reticulo
endoplasmatico o aparato de Golgi.*®

Una vez situados en su lugar de accion los oligonucledtidos son liberados de sus sistemas de
transporte. Para que esta liberacion se lleve a cabo, son necesarios unos estimulos exégenos
o endoégenos que rompen los enlaces de unién con el transportador como el pH, accién
especifica de determinadas enzimas o la generaciéon de radicales libres. Las propias
caracteristicas distintivas de la célula diana componen un entorno fisiolégico adecuado, que
da como resultado la liberacion del oligonucleétido, la interaccidn con la diana y el efecto
terapéutico deseado.?®

3.4 Dianas y mecanismos de accion de los oligonucledtidos terapéuticos

Los oligonucledtidos terapéuticos han sido disefiados para interferir en la expresion genética,
dirigiéndose de forma especifica a una diana y actuando mediante distintos mecanismos de
accion. (Tabla 1)
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Modalidad Mecanismo

RNasa H Escision de la diana transcrita

mediada por la RNasa H

Ejemplo(s)

Gapmers

Blogueo estérico Interferencia con los elementos de

ASOs de 23 y 33 generacion y

proteinas diana

unién post-transcripcional antagomirs
del RNA.
Unién a proteinas Union estructuro-especifica a Aptameros

Inmunidad innata Inhibicién de la expresion proteica
mediante la degradacion especifica

del mRNA

Oligonucleotidos compuestos por
CpG no metilado

RNAI Inhibicién de la expresion genética siRNA, microRNA
mediante la degradacion especifica
del mRNA
Tabla 1. Mecanismos de accién mds comunes de los oligonucleétidos terapéuticos.®

Los oligonucledtidos antisentido (ASOs) poseen un mecanismo de accién muy versatil que
les permite modular la expresion genética de diversas maneras: pueden degradar el DNA,
bloguear estéricamente y manipular el mRNA de diversos modos. Respecto a su forma de
actuar, podremos dividirlos en aquellos con actividad RNasa H dependiente que actlan
estimulando la actividad de este enzima, o actividad RNasa H independiente.*%42 (Figura 6)

I 1. Escisién del RNA |

dsDNA
W . I 2. Bloqueo del RNA I

1a. Escisién RNasa 1b. RNA de lTra: jption | 2a. Impedimento 2b. Modulacién
H mediada interferencia estérico del splicing
' l‘ 4 Ry 8
-mRNA ' H g1
l l | Salto o inclusién de exén I
e TV TmRNAASO T o RISC l MRNA-AS0 l .
complex ( )oomplex complex TRERSA
= |
mRNA ) — Bloqueo de la |
escindido ! mRNA escindido interaccién |
+ mRNA - ribosoma l

Menor
produccién
proteica

&

Correcta
produccién
proteica

Figura 6. Mecanismo de accion de los oligonucledtidos antisentido (ASOs).** Regulan la
expresion genética mediante bloqueo o escision de RNA mediada por diversos

mecanismos.
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Los ASOs que actuan induciendo la RNasa H has sido disefiados como gapmers. Los gapmers
son oligonucledtidos antisentido quimera formados por un bloque central de nucledtidos
responsable de la formacién de duplex DNA y RNA, asi como del reconocimiento y escisién
de la RNasa H. La RNasa H es una enzima enddgena que reconoce y escinde de manera
especifica duplex de DNA-RNA. Rodeando este bloque central, encontramos secuencias
modificadas que aportan resistencia a la RNasa H y aumentan la afinidad frente a la diana.
Entre las secuencias mas comunes encontramos LNA y modificaciones 2°-0.4041

Los ASOs de segunda y tercera generacidén presentan un mecanismo de acciéon RNasa H
independiente. Regulan la expresién genética mediante bloqueo estérico, interfiriendo con
elementos de unién al RNA a nivel transcripcional o degradando el RNA mediante el enzima
Argonaute 2 (AGO2). De forma similar, pueden unirse a factores pre-mRNA modulando el
empalme o “splicing”, con el objetivo de inducir o suprimir la inclusiéon de exones. También
pueden inhibir o activar la traduccién mediante su unién a los marcos de lectura abiertos,
entre otros elementos reguladores.*% 4!

Los aptameros, son moléculas monocatenarias de DNA o RNA, formadas por 20-100
nucledtidos. Se unen con una alta afinidad a la proteina diana, de manera similar a un
anticuerpo, adoptando conformaciones tridimensionales especificas e inhibiéndola. Las
dianas de los aptameros pueden ser diversas y se seleccionan de manera especifica mediante
un proceso in vitro llamado SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment). Este proceso de laboratorio permite seleccionar aptameros especificos con una
alta afinidad para la molécula diana.*?

Con el objetivo de mejorar las propiedades farmacoldgicas de los aptameros, se pueden
realizar modificaciones quimicas. La sustitucién del 2’-hidroxilo en los nucledtidos de purina
por residuos O-metilo puede conferir resistencia a la degradacion por las nucleasas. También
se pueden afadir moléculas portadoras, como el polietilenglicol (PEG), a los aptdmeros y
aumentar su vida media.**> Hay que destacar la posibilidad de desarrollar antidotos
especificos frente al aptamero. Estos se unen mediante emparejamiento de bases Watson-
Crick. De esta manera, el aptdmero no puede formar su estructura tridimensional lo que
impide la unién a su objetivo. Hasta el momento solo un aptamero ha recibido la aprobacién
de la FDA para tratar la degeneracion macular del ojo, muchos otros se encuentran en fase
de ensayo clinico.®®

Los microRNA (miRNA) y los oligonucledtidos pequeiios de interferencia (siRNA) son
moléculas de RNA de interferencia (RNAi) que actuan a nivel del citosol inhibiendo Ila
expresion genética mediante la degradacion especifica del mRNA.%*

Los siRNA son pequefias moléculas bicatenarias constituidas por una secuencia de 22
nucledtidos de RNA que se unen al enzima Argonaute 2 (AGO 2), formando el complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC) donde se produce la degradacién y escision del
MRNA y la hebra complementaria, originando un silenciamiento génico. Las modificaciones
guimicas mas comunmente usadas en el siRNA son las modificaciones 2"-OMe y 2’-F, estas
pueden aumentar su resistencia a la degradacion por parte de RNasa H sin modificar su
afinidad y disminuir su inmunogenicidad.*® (Figura 7)
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Figura 7. Mecanismo de accidn del RNA de interferencia mediado por siRNA. 4°

Los micro RNA (miRNA) regulan la expresion de diversos genes a nivel postranscripcional.
Actuan uniéndose en el citosol al extremo 3" del mRNA diana inhibiendo su traduccién o
marcandolo para su degradacién. La funcidén del miRNA puede verse influenciada por dos
categorias de oligonucleétidos: inhibidores o antagomir e imitadores o agomir. Un antagomir,
es un oligonucledtido sintético complementario al miRNA que tiene como funcién
antagonizar de forma especifica al miRNA. Se unen a éste previniendo que interactue con el
MRNA, bloqueando la degradacion mediada por el miRNA. El resultado puede ser, tanto un
aumento como una disminucion de la expresion. A diferencia de los antagomires, los
agomires son oligonucledtidos que imitan o amplifican la funcidén de los miRNAs. Presentan
una secuencia complementaria al miRNA, que se une de manera especifica al mRNA
produciendo un bloqueo transcripcional. (Figura 8) 4647

La capacidad del siRNA y del miRNA para regular la expresién genética los convierte en
opciones terapéuticas potenciales para su aplicacion en numerosas enfermedades como el
cancer, enfermedades cardiovasculares o degenerativas. 4’
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Figura 8. Esquema global del mecanismo de accidn y lugar de actuacion intracelular de
los distintos oligonucledtidos.*®

4 SISTEMAS DE TRANSPORTE DE OLIGONUCLEOTIDOS TERAPEUTICOS

4.1 Vectores como via de transporte en la terapia génica: vectores virales y no
virales

Un componente clave para que el material genético terapéutico pueda ser introducido en la
célula y llegue a su diana es la existencia de un transportador o vector eficaz. El empleo de
vectores virales se basa en su capacidad natural de estos para introducir su material genético
dentro de la célula. La idea de usar vectores virales con fines terapéuticos fue introducida en
1990 por William French Anderson. Anderson llevd a cabo un ensayo para corregir el déficit
de adenosina desaminasa (ADA) empleando un retrovirus como vector viral portador del gen
ADA. En la actualidad los vectores virales mas empleados se basan en adenovirus (Ads),
retrovirus y virus adenoasociados (AAV).*8

Los virus adenoasociados son parvovirus sin envoltura que presentan la capacidad de
introducir su material genético en el ndcleo de la célula huésped formando concatémeros,
unas estructuras con la capacidad de permanecer latentes durante largos periodos de tiempo
sin integrarse en el genoma celular. Presentan una serie de ventajas dentro del campo de la
terapia génica: la capacidad para infectar tanto células en division como inactivas, su elevada
eficiencia, la capacidad de permanecer un largo periodo de tiempo en células quiescentes,
una baja tasa de insercidn en el genoma, capacidad inmunogénica relativamente baja y su
no patogenicidad. 4°
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Por otra parte, los principales inconvenientes de los AAVs son su tamano y, aunque se
caracterizan por ser poco inmunogénicos, presentan cierto riesgo de que se desarrolle una
respuesta inmune frente a ellos. Este uUltimo obstdculo ha sido afrontado mediante
tratamiento inmunosupresor con una respuesta adecuada en algunos pacientes, pero sin
respuesta y rechazo en otros. La FDA ha aprobado dos terapias basadas en AAVs, LUXTURNA
y ZOLGENSMA. La primera se utiliza para el tratamiento de la distrofia retiniana asociada a la
mutacién RPE65, mientras que la segunda permite tratar pacientes pedidtricos, menores de
dos anos con atrofia muscular espinal y mutacién en el gen de la motoneurona de
supervivencia 1.°°

Otro tipo de vectores frecuentemente utilizados son los adenovirus. Se caracterizan por ser
virus icosaédricos, sin envoltura, complejos y formados por una cadena doble de DNA. Al
igual que los AAVs, no integran su material genético en el genoma celular, disminuyendo el
riego de mutagénesis. Son considerados el sistema de transporte viral mas eficiente debido
a que la mayoria de las células y tejidos humanos expresan receptores frente a los
adenovirus, incluyendo las células quiescentes. Ademas, son capaces de introducir el gen que
transportan en tejidos y células de dificil acceso como las neuronas del SNC y SNP. Los
principales inconvenientes son una expresién génica mas limitada en el tiempo, la limitacion
de la carga genética a 30kb y el riesgo de una respuesta inmune frente a ellos. El desarrollo
de una respuesta inmune deriva en un estado inflamacion, toxicidad y pérdida de las células
infectadas. Los adenovirus han sido empleados principalmente en el desarrollo de vacunas y
terapias frente al cdncer.”!

Los retrovirus son una familia de virus RNA monocatenarios con envoltura glicoprotéica. En
su RNA portan 3 genes codificantes para una serie de proteinas estructurales y de envoltura,
ademas de su transcriptasa inversa e integrasa, lo que les permite replicarse por si mismos.
Los retrovirus se internalizan en la célula huésped mediante la unidn de sus glicoproteinas
de envoltura con receptores celulares de superficie, introduciendo su nucleo viral dentro del
citoplasma celular. En el citoplasma, la transcriptasa inversa convierte el RNA viral en DNA
bicatenario que sera dirigido al nucleo celular para integrarse en el genoma de la célula diana.
Dentro de esta familia se encuentran los lentivirus, un subtipo complejo de retrovirus que se
integran en el genoma evitando las regiones reguladoras.®? El virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), felina (VIF) y el virus de la anemia infecciosa equina (VAIE) forman parte de
este subgrupo. Los retrovirus y lentivirus fueron muy prometedores en los inicios de la
terapia génica, pero la posible activacion de oncogenes o la induccidon de mutaciones los ha
posicionado en un segundo plano. Un pequeno tamano de 9kb, un amplio tropismo tisular
y celular y una capacidad de expresion a largo plazo una vez integrado en el genoma son sus
principales ventajas. Se han empleado los retrovirus y lentivirus para la transferencia génica
ex vivo en ensayos dirigidos al desarrollo de tratamientos para enfermedades metabdlicas,
hematopoyéticas, del SNC y en terapias con células T modificadas (CAR-T) para tratar
leucemias. En el desarrollo de CRISPR-Cas9 como herramienta para la edicién gendmica se
observd una gran capacidad de los lentivirus, superior a los AAVs, para empaquetar y
transportar la Cas9 y otros RNA empleados en la edicion gendmica.>3>*

A pesar de los éxitos conseguidos por los vectores virales en la terapia génica, estos
presentan una serie de obstdculos que han llevado al desarrollo de nuevas estrategias y
sistemas de transporte que permiten superar las limitaciones de los vectores virales. Estos
nuevos vectores sintéticos suponen la via alternativa mds atractiva para vencer los
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inconvenientes de los vectores virales, como la inmunogenicidad o el riesgo de induccién de
mutaciones.>

4.2 Sistemas no virales para el transporte de oligonucledtidos

El uso de vectores no virales o sintéticos para el transporte de acidos nucleicos ha sido un
tema de investigacion ampliamente estudiado en los Ultimos afos. Estos presentan una serie
de ventajas como la capacidad de produccién a gran escala, una baja toxicidad, poca
inmunogenicidad, gran seguridad y eficacia. El transporte de oligonucleétidos mediante
sistemas no virales se puede realizar de dos formas, mediante conjugacién directa con el
vehiculo o por incorporacidn a un sistema de transporte basado en nanoparticulas.>®

Los polimeros, péptidos, sistemas de transporte basados en lipidos, los materiales
inorganicos, los anticuerpos y los aptdmeros son algunos de los principales componentes
empleados como vectores no virales (Figura 10).

No biodegradable

POLIMEROS Biodegradable

Polipéptidos

PEPTIDOS o
Péptidos penetrantes celulares

MATERIALES EMPLEADOS
COMO VECTORES NO
VIRALES Liposomas
LiPIDOS Lipidos auxiliares

Nanoparticulas de lipidos

Anticuerpos
Aptameros
Sistemas hibridos

Figura 9. Materiales empleados como vectores no virales.>>
4.2.1 Los polimeros como vectores no virales

El transporte de genes basado en polimeros tiene un enorme potencial para la
administracion de ON terapéuticos que reside en su baja toxicidad, biodegradabilidad, la
capacidad de liberacidon controlada y su baja acumulacién en tejidos no diana. En el
transporte de acidos nucleicos, los polimeros catidnicos tienen un protagonismo especial
gracias a su capacidad para formar complejos con el material genético cargado
negativamente, neutralizandolo y permitiendo que llegue de manera eficiente a la célula
diana. °®



Los polimeros presentan variaciones segln su estructura, composicion y peso molecular.
Generalmente, el peso molecular y la carga marcan la capacidad del vector polimérico para
la internalizacion celular y nuclear, el escape lisosomal y la liberacidn intracelular del acido
nucleico. En una de las estrategias principales, los polimeros se unen a los acidos nucleicos
mediante uniones electrostaticas, a través de aminas catidnicas situadas en su esqueleto.
Esta unidn origina unos complejos donde un empaquetado eficiente del DNA es importante
para un adecuado transporte, promover la internalizacidn celular y prevenir la degradacién
enzimatica.>’

En el interior celular, estos complejos deben escapar de la degradacién mediada por el
endosoma. La carga positiva de los polimeros catiénicos les permite inducir este escape
mediante un proceso denominado “esponja de protones” (Figura 11). En este proceso los
polimeros tamponan el pH del interior del endosoma, evitando su acidificacién e
inestabilizando la membrana. Seguidamente se produce una entrada pasiva de iones de
cloruro, una entrada de agua secundaria que se acumula en el endosoma y finalmente la
ruptura de la membrana.>®
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Figura 10.El escape endosomal de los complejos polipéptidos mediado por el efecto
“esponja de protones” >’

La polietilenimina (PEI) se trata del primer polimero catiénico no biodegradable sintetizado
por primera vez en 1995 para su uso en la terapia génica. Su eficacia reside en la capacidad
de generar estrés osmotico que, como ya hemos indicado, se denomina “efecto esponja de
protones”. Los polimetacrilatos y las polimetacrilamidas son dos tipos de polimeros
catiénicos no biodegradables que imitan las propiedades del PEI. Han sido modificados en
diversas ocasiones con el objetivo de mejorar su eficacia y perfil de toxicidad. El principal
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inconveniente con estos polimeros es su citotoxicidad por acumulo celular al ser no
biodegradable. 8

Los dendrimeros son un tipo de polimeros sintéticos con una estructura ramificada y
tridimensional compuesta de un nucleo o parte central de la que salen una serie de
prolongaciones y una parte periférica de superficie formada por diversos grupos funcionales.
El uso de esta proteina globular para el transporte de acidos nucleicos esta en crecimiento
constante. Se unen a los acidos nucleicos formando una estructura denominada dendriplex.
Esta estructura entra en la célula, escapa de la degradaciéon endosomal y en el citoplasma
libera el material genético. Posteriormente, el material genético en solitario entra en el
nucleo (Figura 12). Sus beneficios radican en una alta biodisponibilidad, una gran capacidad
para atravesar barreras incluida la barrera hematoencefélica, una buena relacién eficacia-
toxicidad, una vida media prolongada y mayor estabilidad, siendo solubles en agua. Entre sus
inconvenientes destaca el alto coste de su produccidn.>® 60

dendrimer

I nucleic acid

(&3 dendriplex

O endosome

"

Figura 11.Esquema de transfeccion de genes mediante dendrimeros.®°

Entre los dendrimeros mds empleados se encuentran los dendrimeros de poliamidoamina
(PAMAM). Estos constituyen el primer grupo de polimeros sintéticos, con una estructura
esférica y ramificada, ampliamente usados y estudiados. Entre sus principales aplicaciones
médicas se encuentra el empleo en pruebas de imagen como transportadores de medios de
contraste y el transporte de distintos farmacos y genes. Ademas, los dendrimeros PAMAM
con grupos OH, COOH vy grupos terminales de NH; han demostrado propiedades
antimicrobianas frente al E. coli, dando lugar a una lisis celular. En su estructura encontramos
una serie de aminas secundarias y terciarias que les permiten amortiguar de manera eficaz
los protones, dandoles una capacidad de transfeccion de genes déptima. La unién del
dendrimero PAMAM a distintas nanoparticulas como el acido borénico o el acido
guanidinobenzoico, formando complejos, es una modificacidn cominmente usada que
mejora la capacidad de entrega.®%62

4.2.2 El transporte de dcidos nucleicos con lipidos

Los vectores no virales basados en lipidos han demostrado gran eficacia en su uso en la
terapia génica. Los vectores lipidicos presentan un perfil seguro, con una estructura
facilmente modificable. Estas caracteristicas permiten una transfeccion eficiente y una gran
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estabilidad de los acidos nucleicos en su transporte, llegando de manera dptima al interior
de la célula.%?

Los liposomas son sistemas de transporte esféricos, formados por una bicapa lipidica, con la
capacidad de encapsular acidos nucleicos o formar complejos con ellos en su superficie. Esta
capa lipidica protege a los ON de la degradacién enzimatica, endosomal y las condiciones
adversas del medio, aumentando su vida media en el torrente sanguineo. Los lipidos
empleados como vectores son los lipidos catidnicos, lipidos neutros y lipidos asociados a
otros agentes auxiliares como el polimero PEG (lipidos de fusién).®3

Los mas utilizados son los lipidos catidnicos, cuya estructura consta de una cabeza catidnica,
una zona enlace y colas hidrofdbicas. En la transfeccién de genes, la carga, las propiedades y
composicion de la cabeza y cola, asi como la hidrofobicidad y la forma juegan un papel
importante.®3

Una unidn inespecifica a proteinas plasmaticas durante su transporte puede originar
toxicidad. Para solventar este problema, se asocian lipidos auxiliares a la superficie del
liposoma como el colesterol o PEG reduciendo la carga y proporcionando mayor estabilidad.
El 1-(2, 3-dioleyloxy) propil]-N,N,N-trimetilo-amonio (DOTMA) fue el primer lipido catiénico
usado como vector. Los DOTMA se unen a los acidos nucleicos formando complejos gracias
a interacciones electrostaticas entre la cabeza catidnica y el acido nucleico cargado
negativamente.53

Las nanoparticulas lipidicas (LNP) se forman mediante la fusién de varios componentes
lipidicos, mejorando la biodistribucidn, estabilidad, capacidad de carga y eficiencia.®? Los
lipidos catidnicos, fosfolipidos, lipidos de fusidn y colesterol son los componentes principales
de las LNPs. Estos lipidos se colocan formando una estructura esférica que encapsula al acido
nucleico en su interior (Figura 13). En las LNPs, el componente principal son los lipidos
catidnicos que permiten la encapsulacion del DNA o RNA mientras que los otros lipidos
auxiliares aportan estabilidad a la nanoparticula. En la superficie de estas nanoparticulas
también pueden afiadirse componentes no lipidicos como polimeros catidnicos, péptidos o
fosfato célcico, dando lugar a nanovehiculos “hibridos”.%*
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Figura 12.Estructura de las nanoparticulas lipidicas (LNPs).%3

Los lipidos auxiliares tienen un papel fundamental en la administraciéon de los ONs. La
eleccion del lipido auxiliar empleado en la formulacién dependera del fin terapéutico
especifico de la nanoparticula. El colesterol es un componente empleado frecuentemente
como lipido auxiliar. Se coloca en los huecos libres entre fosfolipidos, aumentando la
estabilidad y favoreciendo la fusién de la membrana. El colesterol a menudo se emplea
conjuntamente con la fosfatidilcolina (PC), un componente natural de las membranas
biolégicas altamente estable gracias a su alta temperatura de fusién (Tm).%3

Los lipidos de fusiéon también se emplean como lipidos auxiliares en las formulaciones de
LNP. Su incorporacidn a las nanoparticulas lipidicas deriva en un aumento de la estabilidad,
mayor resistencia a la opsonizacidn por las proteinas séricas y disminucion del aclaramiento.
La “PEGilacion” presenta inconvenientes como una mayor dificultad en la internalizacién
celular y liberacién del ON. El empleo de uniones de anclaje débiles y cortas o de una
pegilacion reversible mediante enlaces sensibles a las proteasas, son estrategias
desarrolladas para afrontar este inconveniente. El N-[(metoxi
poli(etilenglicol)2000)carbamoil]-1,2-dimiristiloxlpropil-3-amina (PEG-C-DMA), por ejemplo,
tiene en su estructura anclajes de carbono cortos de manera que el agente “pegilante” se va
perdiendo progresivamente en la circulacion. Esta pérdida, disminuye la densidad de PEG
aumentando la capacidad de internalizacion y entrega intracelular.%

4.2.3 Sistemas de transporte basados en péptidos

Los péptidos tienen la capacidad de transportar material genético de manera eficiente
gracias a un sencillo proceso de produccion y disefio, seguridad y gran biocompatibilidad.%®
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Para la formacién del complejo péptido-acido nucleico se pueden emplear tres herramientas.
La primera es especialmente adecuada para acidos nucleicos de carga neutra y consiste en
uniones covalentes entre ambos componentes. Esta unidn origina un compuesto muy estable
y con gran capacidad para atravesar membranas. Una segunda estrategia estd basada en
enlaces no covalentes entre péptidos cargados positivamente y acidos nucleicos con carga
negativa. Esta herramienta en mas sencilla, menos costosa y adecuada para la mayoria de los
acidos nucleicos. La tercera estrategia, mds compleja, modifica distintas superficies
peptidicas existentes en las nanoparticulas creando una plataforma oéptima para su
acoplamiento con un &cido nucleico.®’

Los péptidos penetrantes celulares (CPP), son un subgrupo de péptidos compuestos por una
secuencia de 10-20 aminoacidos con un gran protagonismo en el transporte de material
genético. Tienen la capacidad de atravesar la membrana celular sin destruirla ni alterarla,
penetrando en la célula y llegando al citoplasma mediante un mecanismo de traslocacién
gue todavia no se conoce con certeza (Figura 14). Las distintas hipotesis sugieren dos vias
principales, mediante traslocacion directa por interacciones electrostaticas y a través de
macropinocitosis dependiente de energia.%®
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Figura 13. Mecanismos de traslocacion citoplasmdtica mediada por los CPP.%®

A pesar de que los vectores peptidicos presentan un perfil prometedor, todavia quedan
muchos obstdculos que superar. Una solucion es la combinacién con otros vectores no
virales, virales y nanoparticulas formando vectores multifuncionales. Las modificaciones con
compuestos hidrofébicos como el colesterol o acidos grasos permiten aumentar su vida
media e inestabilidad en plasma. Adicionalmente, la capacidad de atravesar la membrana de
cualquier tipo de célula supone un riesgo ya que puede integrarse en células distintas a la
diana. Este ultimo inconveniente puede solventarse mediante la integracidon de ligandos
especificos a la estructura peptidica, permitiendo un transporte dirigido mas especifico. ©’
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4.2.4 Aptdmeros y anticuerpos como vehiculos no virales

Otras moléculas usadas como carriers son los aptameros y los anticuerpos. Los aptdmeros
son dacidos nucleicos que pueden ser empleado como vehiculos, uniendose a su diana con
una alta afinidad. Ademds, presentan un bajo perfil toxico e inmunogénico convirtiéndolo en
una alternativa superior a los anticuerpos para aplicaciones tanto diagndsticas como
terapéuticas.®®

Los anticuerpos por su parte son agentes inestables y muy inmunogénicas, pero con una gran
afinidad por su diana y resistencia a la degradacidn por las nucleasas. Las terapias basadas
en anticuerpos se emplean con gran frecuencia y en especial para el tratamiento de céncer,
enfermedades autoinmunes y enfermedades inflamatorias. Las nuevas tecnologias permiten
el empleo tanto de anticuerpos humanos como de anticuerpos animales modificados. Sin
embargo, presentan un alto coste de produccion. En el desarrollo de anticuerpos es
importante tener presente el perfil de toxicidad, medido mediante el indice terapéutico (IC),
gue se define como la relacién entre el efecto toxico y el efecto terapéutico producido a una
determinada dosis. 7°

La Tabla 2 compara las caracteristicas entre los anticuerpos y los aptameros.

APTAMERO ANTICUERPO
VIDA MEDIA LARGA (VARIOS MESES) Vida media corta (pocos meses)
TAMANO PEQUENO CON ALTA PENETRACION EN | Tamafio grande con baja penetracién en los tejidos
LOS TEJIDOS
ALTA ESPECIFICIDAD Y AFINIDAD Alta especificidad y afinidad
ALTA ESTABILIDAD EN PH Y TEMPERATURA Baja estabilidad en pH y temperatura
BAJA INMUNOGENICIDAD Alta inmunogenicidad
FACILIDAD PARA MODIFICAR SUS PROPIEDADES Dificiles de modificar
BARATOS Produccién costosa
SUSCEPTIBILIDAD A LAS NUCLEASAS Ausencia de susceptibilidad a las nucleasas
(NECESIDAD DE MODIFICACIONES QUIMICAS
PARA RESISTIR A LAS NUCLEASAS)

Tabla 2. Diferencias entre los aptdmeros y anticuerpos como vectores no virales. 7°

5 EL PAPEL DE LAS NUEVAS TERAPIAS BASADAS EN ASOs EN LAS
ENFERMEDADES NEUROMUSCULARES Y SU APLICACION DE LA DISTROFIA
MUSCULAR DE DUCHENNE

Las enfermedades neuromusculares (ENM) son un grupo heterogéneo de patologias tanto
hereditarias como adquiridas, que pueden afectar tanto al sistema nervioso, al musculo o a
la unién neuromuscular. El sistema musculoesquelético, el sistema cardiaco, respiratorioy la

28



nutricion tienen una importancia especial.”* En consecuencia, para el tratamiento de estas
enfermedades es necesario un enfoque multidisciplinar ya que muchos dominios pueden
verse afectados.

Las ENM pueden dar lugar a una gran variedad de sintomas, siendo la debilidad muscular el
sintoma cardinal. Ademds, muchas de éstas son enfermedades aparecen en la poblacién con
una baja frecuencia, en general afectan a menos de 1 de cada 2000 personas, clasificdandose
como enfermedades raras asociadas a una base genética. Alguna de estas ENM raras son: la
distrofia muscular de Duchenne (DMD), la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), la atrofia
muscular espinal (AME), la Miastenia Gravis o el Sindrome de Eaton-Lambert.”?

El origen genético desconocido de muchas de estas enfermedades unido a su baja frecuencia
ha impedido el desarrollo de tratamientos eficaces. En los ultimos afios, los avances que ha
experimentado la terapia génica y la aparicibn de nuevas terapias basadas en
oligonucledtidos sintéticos ha permitido el desarrollo de tratamientos con una gran eficacia
frente a ciertas ENM. Estas terapias se centran en modular la expresion de los genes
responsables de la enfermedad y modificar la sintesis del producto proteico afectado.
Actualmente, mas de 150 farmacos basados en oligonucledtidos se encuentran en distintas
etapas de desarrollo clinico y muchos otros ya han sido aprobados.”?

La AME es una enfermedad neuromuscular genética infantil causada por una mutacion en el
SMN1, gen que codifica la motoneurona de supervivencia. Esta mutacién da lugar a la
perdida de las motoneuronas de la medula espinal, originando una paralisis progresiva letal.
Se trata de una de las principales causas genéticas de mortalidad infantil cuya esperanza de
vida ha aumentado notablemente gracias al desarrollo, en 2016, del Nusinersen o Spinraza.
Se trata de un farmaco 2'-MOE aprobado por la FDA que ha demostrado una buena
tolerancia y seguridad. Otros farmacos aprobados para el tratamiento de todos los tipos de
AME son el Risdiplam que aumenta los niveles de la proteina SMN funcionante y el
Zolgensma formado por un adenovirus unido a una copia normal de SMN1. La distrofia
muscular de Duchenne (DMD), por ejemplo, es una ENM hereditaria con un protagonismo
especial cuenta con cuatro farmacos basados en ASOs aprobados por la FDA para su
tratamiento.”?

5.1 La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad neuromuscular hereditaria
grave caracterizada por una atrofia muscular progresiva. Afecta aproximadamente a 1 de
cada 5000 nacidos vivos de sexo masculino. Las mujeres son las principales portadoras
asintomaticas, raramente manifiestan la enfermedad.”?

La enfermedad es causada por mutaciones en el gen de la distrofina que codifica una proteina
estructural denominada distrofina. Esta mutacién origina una distrofina andmala o
insuficiente que hace al musculo mas sensible al dafio. Como resultado, se produce una
degeneracion progresiva de los musculos y fallo funcional de distintos sistemas del
organismo. 3

La distrofina es una de las proteinas mas grandes del organismo humano cuya presencia y
correcto funcionamiento es fundamental para mantener la integridad de las fibras
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musculares. Se encuentra codificada en el gen de la distrofina formado por mas de 2.6
millones de pares de bases y 79 exones. El gran tamafo de este gen le hace mas propenso a
sufrir mutaciones, siendo las deleciones muy frecuentes. Las mutaciones en el gen de la
distrofina pueden causar también la distrofia musculas de Becker (DMB), caracterizada por
un fenotipo similar, pero con una clinica mas leve. Esta proteina, que se encuentra en las
membranas de las células musculares, tiene como funcion mantener la estabilidad de las
fibras musculares y actuar como soporte durante la contraccion y relajacion de los musculos.
El mecanismo patogénico principal de la DMD se basa en la presencia de una distrofina
disfuncional que hace que las membranas de las células musculares se desestabilicen, se
pierdan las fibras musculares, atrofidndose el musculo y viéndose reemplazado por tejido
fibroso y graso.

Los sintomas de la DMD aparecen en torno a los 2 o 3 afios en forma de debilidad muscular
progresiva que comienza en miembros inferiores, en la musculatura proximal, que deriva en
problemas para realizar actividades como subir escaleras, levantarse del suelo, caidas
frecuentes y alteraciones en la marcha. También es habitual la aparicidon de una hipertrofia a
nivel de las pantorrillas y elevacién de la creatinina quinasa plasmatica (CPK) o de las
transaminasas hepaticas. Muchos de los individuos afectados dependen de una silla de
ruedas a los 12 afios.”* En la primera infancia, hasta los 6 afios aproximadamente, la
afectacion del paciente es poco limitante lo que le permite adquirir fuerza y desarrollar
habilidades motoras, aunque en menor medida si es comparado con otros individuos de su
edad. La esperanza de vida de estos enfermos es de 30 afios, falleciendo en la mayoria de los
casos por fallo cardiaco o respiratorio.

El deterioro cognitivo junto con otros sintomas del dominio psiquidtrico como alteraciones
en la conducta y dificultades en el aprendizaje aparecen con frecuencia entre los pacientes
con DMD.’®> Otras complicaciones asociadas a la DMD incluyen la enfermedad pulmonar
restrictiva que puede provocar una insuficiencia respiratoria secundaria, arritmias vy
miocardiopatia dilatada y complicaciones ortopédicas como la escoliosis.

La DMD debe sospecharse en pacientes pediatricos (de 2 a 4 aios), varones, en los que se
observe una clinica compatible con la enfermedad: debilidad muscular, alteraciones en las
habilidades motoras, hipertrofia en las pantorrillas, elevaciéon de la creatinina quinasa
plasmatica (CK) y enzimas hepaticas (alanina aminotransferasa o AST y aspartato
aminotransferasa o ALT). En la exploracién fisica es caracteristico el denominado signo de
Gowers en el cual el nifo necesita usar sus manos para escalar sobre sus extremidades
inferiores y asi conseguir ponerse de pie, junto con alteraciones en la marcha (marcha de
pato). También es importante prestar atencidn a la existencia de retrasos en el lenguaje y en
el habla. 7®

Frente a la sospecha un posible paciente con DMD lo primero es medir los niveles de CK, en
los pacientes con DMD superan entre 10-100 veces los valores normales (Figura 17).
Posteriormente debemos estudiar la existencia de mutaciones en el gen DMD para confirmar
el diagndstico y valorar las opciones terapéuticas especificas en el individuo. La amplificacién
por sonda dependiente de ligadura (MLPA) y la hibridacién gendmica comparativa de
matrices (CGH) son los métodos mds empleados para llevar a cabo el estudio genético
cuantitativo. El estudio cualitativo se basa en la secuenciacién gendémica de la regién
codificante del gen DMD para encontrar pequefias mutaciones.
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Técnicas invasivas como la biopsia muscular se reservan para pacientes con una alta sospecha
diagnostica en los que los estudios genéticos sean negativos y no se objetive mutacién. En la
biopsia se valoran las caracteristicas y morfologia de la distrofina mediante
inmunofluorescencia y Western Blot.””
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Figura 14.Algoritmo diagndstico de la DMD.””
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5.1.1 Los avances que ha conseguido la terapia génica en el tratamiento de la
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD).

Las opciones terapéuticas clasicas para afrontar la DMD son limitadas y ninguna curativa. Las
investigaciones y avances de los ultimos afios, junto con la aparicién de las nuevas terapias
oligonucledtido antisentido, ha revolucionado las expectativas sobre los pacientes afectados
por esta enfermedad. Los tratamientos empleados actualmente se centran en cuatro pilares:
mantener la fuerza muscular, manejo de complicaciones respiratorias, prevenir y tratar las
deformaciones éseas y alteraciones cardiacas asociadas.

El tratamiento sintomatico mas usado en la distrofia muscular de Duchenne (DMD) son los
corticoesteroides en asociacion de terapia fisica. Son capaces de frenar la progresién de la
enfermedad, prolongar el tiempo de aparicion de complicaciones, la deambulacién
auténoma y aumentar la fuerza muscular en los individuos afectados por la enfermedad.
Dentro de este grupo de farmacos, los mas utilizados son la prednisona y el Deflazacort. Es
importante tener en cuenta su asociacién con una gran cantidad de efectos adversos como
la osteoporosis, alteraciones en el sistema nervioso central, diabetes o alteraciones
gastrointestinales. Se recomienda emplear un tratamiento precoz, alrededor de los 5 afios,
en asociacién con calcio y vitamina D para prevenir complicaciones dseas.

Una de las primeras estrategias en el desarrollo de nuevos tratamientos es la regulacién
positiva de la utrofina. Se trata de una proteina con propiedades fisicoquimicas y
estructurales similares a la distrofina, ubicada en la unién neuromuscular que es
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progresivamente sustituida por la distrofina a medida que el musculo madura. Este enfoque
pretende la sustitucién progresiva de la distrofina patoldgica por la utrofina en los musculos
de pacientes con DMD.

Otro tratamiento potencial para los pacientes con DMD son las terapias basadas en células
madre con gran capacidad para autorrenovarse y diferenciarse. Estas células madre
pluripotenciales tienen capacidad de diferenciarse a células musculares sanas que sustituyan
a las patolégicas.

La terapia génica compone otro pilar importarte en el desarrollo de nuevos tratamientos que
tiene como objetivo restaurar la expresion de distrofina en el musculo. El principal
inconveniente al que se enfrentan estas nuevas terapias es el gran tamafio del gen de la
distrofina, demasiado grande para ser transportado por los vectores adenoasociados. Los
ensayos clinicos recientes proponen como solucidon a este problema el empleo de una
distrofina modificada, de tamano reducido, cuyo uso derivaria en un fenotipo mas leve.

Encontramos en el mercado un total de cuatro farmacos aprobados por la FDA basados en
oligonucledtidos antisentido: Eteplirsen, Golodirsen, Viltolarsen y Casimersen. Para
desarrollar este tipo de farmacos es necesario conocer el tipo mutacién que causa la
enfermedad y la localizacion de dicho exdn mutado frente al que iran dirigidos. Ademas,
estos farmacos no tienen una finalidad curativa, sino que han demostrado ser eficaces para
frenar la progresién de la enfermedad sdlo si se emplea en las fases precoces, cuando el
musculo todavia no ha sido sustituido por tejido conectivo o fibroso. Por ello se recomienda
comenzar la terapia con estos farmacos lo antes posible, generalmente antes de los 7 afios.”®

El Eteplirsen constituye el primero farmaco desarrollado y aprobado por la FDA en el afio
2016 para tratar la DMD. Se trata de un oligonucledtido morfolino de fosforodiamidato
(PMO) dirigido de manera especifica frente al exén 51 del gen DMD (Figura 18). Para ser
susceptible a este tratamiento es necesario la presencia de mutaciones en el exén 51, con
una prevalencia de aproximadamente el 13-14% en pacientes con DMD. Este farmaco actua
uniéndose al exdn 51 mutado, haciendo que sea omitido durante la traduccidn, restaurando
el marco de lectura y la capacidad del gen para producir una distrofina funcionante. Se trata
de un agente modificador de la enfermedad, no la cura, pero si se ha demostrado que frena
su progresion, originando un fenotipo mas leve y aumentando los niveles de distrofina en el
musculo de los pacientes con DMD. Se administra via intravenosa, con una pauta semanal de
30mg/kg. Se elimina via renal, sin sufrir metabolizacién hepatica, teniendo una vida media
baja de 3-4 horas, una pobre distribucién y una unién a proteinas plasmaticas baja de entre
el6y17%. ’°

A pesar de su aprobacion y de que las distintas evaluaciones clinicas y preclinicas han sido
favorables, sigue siendo el protagonista de numerosos ensayos clinicos ya que sus
interacciones, reacciones adversas y toxicidades, entre otros parametros, son en parte
desconocidos.® La atenuacion del deterioro pulmonar y la deambulacion son los beneficios
mas destacados que proporciona el Eterplirsen. Por otra parte, los efectos adversos recogidos
hasta la fecha son de caracter leve-moderado, destacando los vémitos, diarrea, tos y
nasofaringitis. También se han registrado otras reacciones locales de caracter leve asociadas
a la administracion del farmaco de caracter leve (eccema, inflamacién, dolor o dermatitis en
el lugar del catéter). 8
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Figura 15.La figura representa el proceso de produccion normal de distrofina, el
mecanismo patogénico de la DMD y el mecanismo de accion del Eteplirsen.”®

El Golodirsen es aprobado en diciembre del 2019 para el tratamiento de la DMD asociada a
mutaciones en el exdn 53 del gen de la distrofina. Este oligonucleétido antisentido PMO se
une y omite al exdn 53 restaurando la produccién de distrofina. Se administra via intravenosa
con una dosis de 4-30mg/kg/semana con una unién a proteinas plasmaticas de
aproximadamente el 30%. Su vida media es de 3-4h, siendo eliminado via renal sin
metabolizacion hepatica. Los efectos secundarios se observaron en un 20% de los pacientes
tratados, siendo la mayoria de caracter leve: cefaleas, pirexia, caidas, dolor abdominal, tos,
nasofaringitis, vdmitos y nauseas. Se han registrado reacciones de hipersensibilidad en forma
de exantemas, dermatitis, prurito y urticaria principalmente en el lugar de administracion.®?

En agosto del 2020, la FDA aprueba un tercer farmaco basado en ASOs para el tratamiento
de la DMD denominado Viltolarsen (Figura 19). Se trata de un fdrmaco desarrollado en Japdn
dirigido frente al exén 53 del pre-RNA de la proteina Distrofina (gen DMD). Este
oligonucledtido morfolino de fosforodiamidato (PMO) se une de manera especifica al exdn
53, omitiéndose durante el procesamiento del mRNA, restableciéndose el marco de lectura
y produciéndose una distrofina funcional. Se administra via intravenosa, mediante infusion
lenta, una vez a la semana y con una dosis de 80mg/kg. Respeto a su farmacocinética y
farmacodindmica, se trata de un farmaco con una vida media corta eliminado por via renal
sin ser modificado ni metabolizado. Presenta una biodisponibilidad del 100%, con una unién
a proteinas plasmaticas independiente de concentracion del 40%. Entre los efectos adversos
mas comunes encontramos tos, nasofaringitis, nduseas, vomitos e infecciones respiratorias.
Es importante tener en cuenta la posibilidad de un efecto nefrotéxico, por lo que hay que
controlar la funcién renal del paciente. Hay que recordar que los pacientes con DMD
presentan alteraciones en la creatinina por los que hay que evitar usar este compuesto para
medir y controlar la funcién renal. 8

El mismo aflo que se aprueba este farmaco, Jama Neurology publica un ensayo clinico
aleatorizado en fase 2 que evalla la seguridad, eficacia y tolerancia del Viltolarsen. Se trata
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de un ensayo clinico de 24 semanas en el que participaron 16 nifios blancos de entre 4 y 9
anos afectados por DMD. Los participantes fueron divididos en dos cohortes de dosis, de 8
pacientes cada una. Una cohorte recibidé dosis bajas (40mg/kg) mientras que la otra recibid
dosis altas (80mg/kg) via intravenosa de manera semanal. Durante este periodo de tiempo
no se observd ningun efecto adverso, interrupcién del farmaco ni fue necesaria reducir la
dosis de este. Ademas, se observé un aumento significativo de los niveles de distrofina en las
biopsias de musculo de los participantes en comparacidn con las biopsias basales. También
se observan grandes mejorias en la funcién muscular de los participantes medidas mediante
pruebas cronométricas y evaluacion de la fuerza muscular. En conclusion, el Viltolarsen ha
demostrado tener una buena eficacia, tolerabilidad y buen perfil de seguridad, con pocos
efectos adversos y principalmente de caracter leve siendo una buena opcidén terapéutica para
hacer frente a la Distrofia Muscular de Duchenne.?
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Figura 16.Estructura quimica del Viltolarsen. 83

El Casimersen es el Ultimo farmaco aprobado hasta la fecha por la FDA para el tratamiento
de la Distrofia Muscular de Duchenne en pacientes con una mutacion en el exén 45 del gen
DMD. Se trata de un PMO con un mecanismo de accion y caracteristicas farmacocinéticas y
farmacodindmicas similares al Eteplirsen y el Viltolarsen. Respecto al mecanismo de accidn,
la diferencia reside en el exdn sobre que actua. En este caso, el Casimersen se une al exdn 45
a nivel pre-RNA del gen de la distrofina, provocando su omisién durante la sintesis del mRNA
y aumentando los niveles de distrofina funcional. Tiene una vida media corta de 3-4h, siendo
eliminado via renal sin metabolizacidon hepatica. A nivel plasmatico, podemos observar una
unién a proteinas baja e independiente de concentracién. Se administra via intravenosa en
una infusidon de entre 4-30 mg/kg/semana. Los efectos adversos observados también son
similares a los fadrmacos anteriores: infecciones del tracto respiratorio, tos, vémitos, pirexia,
nefrotoxicidad ademas de cefaleas y artralgias. El Casimersen, por tanto, se trata de un
farmaco generalmente bien tolerado, seguro y que estda demostrando beneficios clinicos en
los pacientes.®

Ademas, se esta llevando a cabo un ensayo clinico en fase Ill denominado ESSENCE, doble
ciego y controlado con placebo que evallda la eficacia y seguridad del Casimersen. Los
participantes, nifios de entre 7 y 13 afos, fueron aleatorizados en dos grupos. El primero
recibi6 una dosis de 30mg/kg/dia de Casimersen intravenoso y el segundo placebo
intravenoso. Ambos grupos fueron observados durante 96 semanas, seguido de un periodo
abierto de 48 semanas. Durante el estudio, los pacientes fueron sometidos a biopsias
musculares que posteriormente se analizaban mediante Western Blot. Los resultados de la
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biopsia en los participantes de la cohorte tratada con Casimersen mostraron un aumento
significativo de los niveles de distrofina partir de la semana 48 de tratamiento en
comparacién con la biopsia basal y la biopsia del grupo de control. Ademas, la distrofina
restaurada se encontraba correctamente localizada en el sarcolema. El Casimersen fue bien
tolerado, eficaz y seguro con pocos efectos adversos registrados, todos de carécter leve.

Existen otros farmacos en estudio en fases | y Il que estdn mostrando resultados
prometedores. De los candidatos en fase de desarrollo, el ATL1102 es el mas avanzado y ha
completado con éxito los ensayos en fase lla. Este candidato a diferencia de los anteriores no
tiene como objetivo restaurar la produccidon de distrofina, sino que trata la inflamacion
asociada a la enfermedad.?’

Las terapias antisentido aprobadas por la FDA se encuentran todavia bajo investigacion en
numerosos ensayos clinicos en fase Il longitudinales que evaltdan el beneficio a largo plazo.
Hasta el momento, la informacién obtenida nos permite afirmar que se trata de un grupo de
farmacos eficaz, seguro y con pocos efectos adversos. La corta vida media y su baja
acumulacién en el plasma hace que sea poco probable que estos farmacos presenten
interacciones con otros farmacos, enzimas y transportadores.
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CONCLUSIONES

1. Los avances que han experimentado la nanomedicina y la secuenciacién genémica en
los Ultimos afios han permitido el desarrollo de nuevos tratamientos basados en el uso
de 4cidos nucleicos, como los oligonucleétidos antisentido, frente a distintas
enfermedades genéticas.

2. Las nuevas terapias basadas en oligonucledtido antisentido estdn obteniendo
resultados prometedores con un gran potencial para transformar la forma en la que
abordamos algunas enfermedades que carecian de tratamiento.

3. En las nuevas terapias basadas en oligonucledtidos sintéticos, las modificaciones
guimicas en los acidos nucleicos son esenciales para aumentar la seguridad y eficacia.
Aumentan su estabilidad, afinidad frente a la diana y disminuyen la toxicidad y efectos
secundarios.

4. Para que el material genético llegue a su diana es necesario un transportador eficaz.
Los vectores virales presentan desventajas como el riesgo para introducir mutaciones,
una alta inmunogenicidad o una baja capacidad de carga que ha llevado al desarrollo de
vectores no virales.

5. El transporte de oligonucledtidos mediante vehiculos no virales puede realizarse
mediante conjugacién directa con el vector o mediante su incorporacion a sistemas
basados en nanoparticulas.

6. Los principales vehiculos no virales empleados son los lipidos. Otros vectores en
desarrollo son los polimeros, los péptidos, los aptameros y los anticuerpos.

7. La Distrofia Muscular de Duchenne es una enfermedad neuromuscular hereditaria
que presenta en el mercado cuatro fdrmacos basados en oligonucledtidos antisentido
aprobados para su tratamiento: Eteplirsen, Golodirsen, Viltolarsen, Casimersen.

8. Las terapias antisentido aprobadas hasta la fecha estdn obteniendo resultados

Optimos, siendo farmacos seguros y con pocos efectos adversos. Sin embargo, todavia
se encuentran bajo investigacién con el objetivo de valorar sus beneficios a largo plazo.
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