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Resumen: “Polimeros Covalentes Dindmicos en el Desarrollo de
Vectores de Entrega de Material Genético”.

La QCD ha surgido debido a que la quimica supramolecular no puede suplir ciertas aplicaciones
en las que se requiere mayor grado de adaptabilidad. Con la QCD se obtiene este grado de
adaptabilidad mediante enlaces covalentes reversibles, junto con el caracter dinamico que
otorga la reversibilidad de los enlaces. Para la transfeccidon génica es necesario el uso de
vectores. Se ha puesto énfasis durante los Ultimos afios en disefiar vectores sintéticos no virales
que tengan todos los requisitos necesarios para llevar a cabo la transfeccidén génica de forma
eficaz y segura. Los polimeros catidnicos son uno de los vectores sintéticos frecuentemente
empleados. Sin embargo, los polimeros catidnicos tradicionales tienen desventajas tales como
su citotoxicidad y la dificil liberacién de los dcidos nucleicos. Es aqui donde se usa la QCD como
estrategia para disefar determinados vectores que respondan a estimulos pudiendo asi liberar
los acidos nucleicos una vez llegan al sitio de entrega. Aqui se veran diferentes sistemas
poliméricos basados en el uso de enlaces disulfuro e hidrazona propios de la QCD para llevar a
cabo la transfeccion génica.

Palabras clave: Quimica covalente dindmica, enlaces disulfuro, enlaces hidrazona, polimeros
dindmicos covalentes catidnicos, poliplejos, respuesta a estimulos externos, acidos nucleicos,
transfeccion génica.



Abstract: “Dynamic Covalent Polymers for the Development of
Gene Delivery Vectors”.

DCvC emerged because traditional supramolecular chemistry could not access to certain
applications where a higher adapatability is required. With DCvC, adaptability can be obtained
through reversible covalent bonds, which due to their dynamic character, result into reversible
bonds. For gene transfection, the use of vectors is essential. Research efforts have been placed
in recent years on designing synthetic non-viral vectors with all the needed requirements to
yield gene transfection efficiently and safely. Cationic polymers are frequently used synthetic
vectors. However, traditional cationic polymers have some disadvantages such as their
cytotoxicity and the difficult release of nucleic acids. In this context, DCvC can be used as a
strategy to design stimuli-responsive vectors, thus being able to release nucleic acids once they
reach the delivery site. In this Project, we will approach different polymeric systems based on
the use of common bonding in DCvC: disulfide and hydrazone, to obtain gene transfection.

Key words: Dynamic Covalent Chesmistry, disulfide bond, hydrazone bond, cation dynamic
covalent polymers, polyplexes, stimuli-responsive, nucleic acids, gene transfection.



Glosario

PLL: Poli(L-lisina)

PEG: Polietilenglicol

PEI: Polietilenimina

QCD: Quimica Covalente Dinamica

DTT: Ditiotreitol

MRNA: RNA mensajero

siRNA: RNA pequefio de interferencia

PDNA: Plasmido circular de DNA

PPC: Péptidos penetrantes de células

GSH: Glutation

GSSG: Disulfuro de glutation

Zn-DPA: Zinc dipicolilamina

CBA-Bu: N-N’-bis(cistamina)acrilamida-buformina
MPDS: Piridilo metilado catidnico

LMW: Polimeros catidnicos de bajo peso molecular

dsRNA: RNA bicatenario
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1. Introduccidn

Los 4cidos nucleicos terapéuticos se estan utilizando para regular la expresidon génica como
tratamiento para enfermedades hereditarias, el uso de vacunas basadas en DNA, terapias
antivirales o inmunoterapia contra el cancer.! Para ello es necesario la transfeccién génica, qué
consiste en la transferencia de material genético a las células del paciente con el objeto de
reemplazar genes supresores de tumores defectuosos, “silenciar” oncogenes sobre-expresados,
modular la respuesta inmune antitumoral (inmunoterapia genética) o provocar la apoptosis en
células tumorales a partir de genes suicidas. Estos acidos nucleicos terapéuticos, que no son muy
estables, deben liberarse de los sistemas que los transportan en el interior del nucleo o el
citoplasma de las células diana.

Los sistemas que transportan estos acidos nucleicos se denominan vectores, que son claves para
la transfeccidon génica, teniendo que superar algunas barreras antes de la entrega para que esta
sea efectiva. El portador genético ideal deberia ser capaz de entregar diferentes tipos de cargas
de 4cido nucleico, proteger la carga frente al ataque de nucleasas, tener muy baja o nula
toxicidad, evitar la deteccidon inmune, que no haya interacciones con proteinas y células no
objetivo, llegar a las células de interés, escapar del endosoma, liberar la carga, que presente una
preparacion y utilizacién sencillas®. También existen métodos fisicos para la transfeccién como
electroporacion o inyeccidn a alta presidén?, aunque la mayor parte de estrategias utilizadas es a
través de diferentes tipos de vectores.

El uso de vectores viricos para la transferencia de genes comprende la mayoria de la literatura
actual sobre este tema ya que tienen altas tasas de transfeccidn. En su ciclo replicativo, los virus
hacen uso de mecanismos muy eficientes para internalizar su propio genoma en las células
objetivo, que han evolucionado durante millones de afios. De forma simplificada, una particula
viral es un objeto de tamafo nanométrico compuesto por un acido nucleico y algunas proteinas
gue impiden su degradacidn en el entorno extracelular y median su internalizacidn en las células
objetivo?®. Un vector viral ideal serd aquel que explota las propiedades bioldgicas (como unirse a
la membrana celular, ser internalizados por la célula y poder escapar del endosoma para
alcanzar el citosol) de dicha particula sustituyendo la mayor parte del genoma viral con los acidos
nucleicos terapéuticos de interés. Se han utilizado en mas del 70% de los ensayos clinicos de
terapia génica con adenovirus, retrovirus, virus vaccinia y herpes simple como los tipos mas
comuUnmente explotados®. De hecho, ya se han aprobado algunos vectores virales modificados
para el tratamiento de enfermedades humanas, como Glybera para la deficiencia de
lipoproteina lipasa® o Gendicina para el cidncer®. Sin embargo, los vectores viricos tienen
limitaciones importantes como la poca capacidad de empaquetamiento del DNA, y su
inmunogenicidad, que puede anular su actividad, requerir terapia inmunosupresora adicional o
incluso reacciones adversas fatales®. Ademas, las limitaciones en la produccién a gran escala de
virus y su potencial para inducir mutagénesis insercional no deseada reducen en gran medida su
idoneidad para la terapia génica.

Debido a estas limitaciones de los vectores viricos se estdn investigando con énfasis estos
ultimos afios otros tipos de vectores sintéticos no virales. Presentan ciertas ventajas respecto a
los vectores viricos como que no provocan una reaccion inmune, pueden encapsular DNA de
gran tamanio, son relativamente faciles de producir a gran escala y tienen amplia posibilidad de
modificaciones para funciones como la deteccién de células objetivo y escapar del endosoma
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entre otras. Algunos vectores no viricos utilizados son lipidos catiénicos (1 y 2 de la figura 1),°
sistemas poliméricos (3 y 4 figura 1)”®, nanoparticulas inorganicas® y péptidos®.
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Figura 1. Ejemplos de estructuras quimicas empleadas como vectores sintéticos para transfeccion génica.

De estos distintos tipos de vectores sintéticos el trabajo se centrard en los poliméricos. Los
polimeros catidnicos constituyen una alternativa de vectores sintéticos y son atractivos en parte
debido a su inmensa diversidad quimica y su potencial de funcionalizacién. Las cargas positivas
les permiten interactuar con las cargas negativas de grupos fosfato de los dcidos nucleicos
mediante interaccion electrostatica y asi formar unos complejos denominados poliplejos que
protegen a estos acidos nucleicos de la degradacidon de nucleasas y ayudan a su captacion
celular. El tamafio de estos poliplejos oscila entre 50-150 nm y sus propiedades quimicas y fisicas
facilitan el transporte de acidos nucleicos terapéuticos para penetrar en la membrana celular,
romper el endosoma e ingresar en el nicleo para la expresion del DNA.X® Ademds, la carga de
acido nucleico debe liberarse de los vectores para que pueda interaccionar con su objetivo o
para ser reconocida por los elementos celulares necesarios para silenciar, transcribir o traducir
genes. Esta liberacion de acidos nucleicos una vez llegan al objetivo se produce lentamente
debido a las fuertes interacciones electrostaticas, disminuyendo drasticamente la eficiencia de
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la transfeccidn. Asi, estas interacciones electrostdticas son utiles para la formacién de estos
poliplejos pero no para la liberacién de los acidos nucleicos cuando llegan al objetivo.

Un ejemplo investigado desde la década de 1980 por su potencial como vector de este tipo es
la poli(L-lisina) (PLL) (3 figura 1).1! Se trata de un polipéptido compuesto por unidades repetitivas
del aminodcido lisina, donde su grupo amino esta cargado positivamente en medios bioldgicos.

Su grupo funcional amida es parcialmente biodegradable lo que podria ayudar a liberar la carga
de los acidos nucleicos. Sin embargo, la PLL por si sola tiene inconvenientes como vector
sintético tales como que la lenta liberacidén de la carga (a pesar de la biodegradabilidad del
enlace amida), la inestabilidad extracelular coloidal, la insuficiente captacién celular por
endocitosis y la pobre liberacidon del endosoma. Ademas, el PLL de alto peso molecular presenta
alta citotoxicidad. Por ello, se han estudiado distintos tipos de vectores de PLL modificados para
mejorar la transfeccién.’?> Un ejemplo son los polimeros de PLL con cadenas hidrofilicas de
polietilenglicol (PEG) disefiadas para minimizar las interacciones no especificas y aumentar el
tiempo en la circulacidn. También se han disefiado copolimeros a partir de aminoacidos de
histidina y lisina (figura 2) capaces de condensar el DNA y alterar membranas endosdmicas
celulares (esta ruptura del endosoma se atribuye al grupo imidazol de la histidina) junto con la
liberacion de DNA cuando se produce la ruptura del enlace disulfuro. Este tipo de sistema ha
sido investigado por el grupo del Prof. Cameron Alexander.
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Figura 2. Ejemplo de copolimero a base de histidina y lisina usado por Soliman y colaboradores®3.

Otro ejemplo muy representativo es la polietilenimina (PEl), que puede estar en forma lineal o
ramificada. El polimero PEl y sus derivados son probablemente los sistemas mas estudiados en
transfeccion génica. Su buena eficiencia en transfeccién se debe en gran medida a su capacidad
amortiguadora del pH. Se ha demostrado que la eficiencia de transfeccién y la citotoxicidad de
PEI dependen en gran medida de sus propiedades estructurales, respecto al peso molecular®®y
que sean lineales o ramificadas!®. Las modificaciones respecto a polimeros basado en PEl son
muy amplias, una de ellas ha sido introducir acido hialurénico, un polisacarido natural con muy
buenas propiedades de biocompatibilidad y biodegradabilidad, usado como corona hidrdfila de
poliplejos para proteger la carga positiva, reducir la toxicidad y prevenir la agregacién de sal y
albimina®,
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Figura 3. PEl ramificada y PEl lineal, respectivamente.

El rdpido desarrollo de la quimica de polimeros supramoleculares y la quimica dindmica
constitucional ha tenido un gran impacto en la aparicion de polimeros covalentes dindmicos®.
Estos polimeros tienen enlaces covalentes reversibles que les otorgan propiedades Unicas,
donde se han encontrado utilidad en diversas dreas siendo una de ellas la transfeccion génica.
En esta memoria se discutiran varios polimeros de este tipo y las ventajas que aportan cada uno
de ellos en este campo.

2. Obijetivos

Las reacciones reversibles han sido muchas veces indeseadas en la quimica orgdnica debido a
gue ocurrian con rendimientos de reaccion bajos. Esta vision ha cambiado en las Ultimas décadas
debido a la aparicion de quimica covalente dindmica (QCD) la cual otorga unas propiedades
Unicas a los sistemas quimicos en los que se aplica, como formarse, adaptarse, romperse y
responder a parametros fisicos o a diferentes condiciones en el medio®®. Estas caracteristicas
son una ventaja y han sido utilizadas por diversas dreas como Catdlisis, Ciencia de Materiales, y
Biomedicina.

Este trabajo se centrard en sistemas poliméricos usando la QCD para llevar a cabo la transfeccion
génica de acidos nucleicos terapéuticos. El reconocimiento de estos acidos nucleicos por
vectores sintéticos requiere interacciones electrostaticas formando poliplejos para lograr una
interaccion estable en medios bioldgicos y poder asi penetrar en las células por endocitosis. Esta
unién se puede lograr usando macromoléculas como polimeros dindmicos covalentes
catiénicos. Estos polimeros podrian ser considerados como polimeros terapéuticos
inteligentes.’

Sin embargo, los polimeros catidnicos convencionales que no estan basados en QCD usados para
transfeccion liberan los acidos nucleicos muy lentamente, no se degradan y se acumulan en las
células, lo que genera efectos tdoxicos no deseados. Es aqui donde usando la QCD, con enlaces
robustos reversibles compatibles con medios acuosos en condiciones de reaccién suaves, se
permite el acceso a vectores artificiales auto ensamblados que pueden adaptarse y responder a
los cambios en el medio. Esto se debe a que los microambientes bioldgicos relacionados con la
entrega de genes son significativamente diferentes dependiendo de cada etapa de entrega. El
pH en el torrente sanguineo es aproximadamente 7,4, en los endosomas tempranos es 6,5, en
los endosomas tardios es 5,5 y 7,2 en el citoplasma®®. Ademas, el pH en el entorno tumoral es
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ligeramente 4cido’®. Los potenciales redox también difieren entre el exterior e interior celular,
siendo los medios intracelulares mucho mas reductores debido a las concentraciones
considerablemente mas altas de glutation, un tripéptido que contiene un residuo de cisteina.
Teniendo en cuenta los anteriores factores, se pueden utilizar determinados sistemas con
enlaces covalentes reversibles robustos que sean sensibles al pH y/o a medios reductores como
polimeros basados en enlaces disulfuro e hidrazona entre otros.

El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliografica de polimeros como vectores
sintéticos basados en enlaces disulfuro e hidrazona, que son propios de la QCD usados hasta el
momento para transfeccidon génica, asi como dar una visidon general de los avances hasta el
momento en este campo y de las diferentes estrategias desarrolladas.

3. Quimica Covalente Dindmica

Una caracteristica clave de la quimica supramolecular es su naturaleza dinamica. Las
interacciones no covalentes utilizadas son |abiles y reversibles, y los sistemas supramoleculares
se organizan para generar espontaneamente el sistema termodindmicamente mas favorecido.
Sin embargo, la misma inestabilidad inherente de los conjuntos supramoleculares impide su uso
en muchas aplicaciones donde se requiere un mayor grado de robustez. Asi, se ha identificado
un conjunto de reacciones que combinaran las propiedades dinamicas de la quimica
supramolecular con la estabilidad y |a robustez de los enlaces covalentes.'® Dando lugar a lo que
se conoce como Quimica Covalente Dinamica (QCD).

Ciertos rasgos caracteristicos de la QCD, de los cuales alguno ya se ha mencionado
anteriormente en este trabajo, son que es un proceso dindmico y permite el intercambio de
componentes moleculares en el equilibrio para alcanzar los minimos energéticos del sistema
termodinamico, es decir, los mas estables. La QCD se basa en la formacion de enlaces reversibles
covalentes fuertes, que pueden formarse y romperse de manera dindmica en funcién de las
condiciones de reaccion (o condiciones ambientales), como el medio de la reaccién (disolvente
y concentracién de los reactivos de partida) o factores fisicos (temperatura, luz, electricidad,
estrés mecdnico), haciendo que sea una quimica adaptable.

Se podria pensar que todos los enlaces reversibles podrian ser utilizados en este tipo de quimica,
pero para que una reaccidn covalente reversible sea aceptable para la QCD hay que tener en
cuenta varios factores, uno de ellos es el tiempo de vida (7) de los enlaces covalentes, que
deberia estar en un rango de 1ms <t < 1min para garantizar que sean estables pero
conserven un comportamiento dindmico. El tiempo de vida determina las propiedades del
sistema dinamico. Asi,en algunos sistemas poliméricos las propiedades mecanicas pueden variar
desde fluidos viscosos hasta fuertes sélidos eldsticos. Otro factor a tener en cuenta son las
condiciones de reaccién. Estas deben ser relativamente suaves para que sean compatibles con
los grupos funcionales empleados e idealmente compatibles con medios acuosos para
determinadas aplicaciones, como por ejemplo la transfeccion génica que se lleva a cabo en
medios bioldgicos. También es importante el proceso de intercambio para desplazar el equilibrio
hacia el lado de los productos o de los reactivos, que se pueda realizar facilmente mediante el
control del cambio de pH, temperatura, luz, eliminacidon de catalizador en caso de utilizarse o
mediante el potencial eléctrico.
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De tal manera que la QCD es el nexo entre la Quimica Supramolecular que trabaja con enlaces
dindmicos de caracter no covalente y la Quimica Molecular donde se forman enlaces covalentes
y robustos. En la Tabla 1 se muestran algunas de las reacciones reversibles mas relevantes
aplicadas a la QCD.

Formacion enlace )J\ . R,—NH, R - N R n H,0
2
imina Ri H
F io I /R2
ormacion enlace R—SH + R,~SH =—= /S—S
disulfuro R;
OH
. - OH /O Rz
Formacién de éster E‘L n Ro Ry, — Ri—B, I + 2 H,0
N Ry “OH o)
bordnico OH Rs
. , R R
Metatesis olefinas ] + ] _ Ri _/% 4 Ry 2
f R1 R2 \__/ \:/

Tabla 1. Reacciones reversibles representativas usadas en la QCD.

Un tipo de reaccidén en QCD es la de metatesis, posible con sulfuros, iminas y con alquenos como
se ha expuesto en la tabla 1. La metatesis de olefinas es importante para formar enlaces
dinamicos reversibles formando nuevos enlaces carbono-carbono. Por ejemplo, se ha utilizado
con mucho éxito para sintetizar compuestos macrociclicos bioactivos®® y polimeros organicos?..

Las reacciones de formacion de esteres bordnicos, especialmente entre acidos bordnicos vy cis
1,2-dioles o 1,3-dioles (tabla 1) es muy usada en la QCD. Esta reaccion es compatible con
condiciones acuosas y la reversibilidad esta controlada por el pH, donde los parametros
termodinamicos que favorecen la formacién del éster bordnico pueden optimizarse mediante
el efecto de los sustituyentes. Teniendo en cuenta que estos grupos cis 1,2-diol o 1,3-diol estan
presentes en carbohidratos, esta reaccién se ha aplicado para desarrollar por ejemplo sensores
de monosacdridos o disacdridos con importancia biolégica. También se han desarrollado
sistemas con estos acidos bordnicos en las cadenas laterales de determinados polimeros que
pueden emplearse para el diagndstico basado en células o administracién de farmacos donde
son sensibles a dos estimulos, la concentracidn de glucosa y el pH del medio?2.
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La condensacion reversible entre aminas primarias y aldehidos (tabla 1) para dar lugar a iminas
es otra de las reacciones de la QCD. La formacién del enlace imina es una reaccién muy eficiente
donde tiene lugar la perdida de una molécula de agua cuando el grupo amino y el carbonilo
reaccionan para formar el enlace C = N intra- o intermolecular. Generalmente, la reaccion se
lleva a cabo a reflujo bajo condiciones azeotrdpicas o con tamices moleculares, y a menudo con
una pequefa cantidad de acido como catalizador. Afadiendo agua a la imina se desplaza el
equilibrio en el sentido de la hidrélisis recuperando las condiciones iniciales. Este equilibrio entre
la imina y sus precursores también puede verse afectado por el disolvente, la temperatura, la
concentracion y el pH. Ademas, los factores estéricos y electronicos también deben tenerse en
cuenta ya que pueden influir en el equilibrio. Esta reaccién reversible hace que la QCD sea una
estrategia especialmente atractiva, ya que, con el tiempo suficiente, da como resultado la
formacién del producto o productos mas estable/s termodindmicamente.

Otra reaccion de especial interés es la formacién de hidrazonas y acil hidrazonas, que permiten
obtener una serie de compuestos similares estructuralmente a iminas pero mas estables que
estas, incluso en presencia de agua. Esto se debe al par de electrones desapareados del dtomo
de nitrégeno adyacente que disminuye la electrofilia del enlace C=N (efecto alfa).
Consecuentemente, las hidrazonas son cinéticamente inertes en condiciones neutras, pero
pueden sufrir las reacciones de hidrdlisis, intercambio (introduciendo otra acil hidrazona) y
metatesis (figura 4) en presencia de un acido como catalizador.

H H

N R >~ _N R
R]AO + H.?N/ Y 2 — R1/\N/ Y 2 + H20
o 0
H H H H
A N Ry N Ry A N Ry N Ry
R N + H-N R N + H5N
1 g N = R g N
0 0 0 0
H H H H
> _N R >~ N R >~ _N R >~ _N R
R\‘/\N/ \n/ 2 M R1/\N/ \rr 3 —_— Ri/“\N/ \ﬂ/ 3 + R|/\N/ \l_r 2
0 o] 0 0

Figura 4. Tres tipos de reacciones de acil hidrazona: condensacion, intercambio y metatesis (de arriba abajo).

Tanto el enlace imina como el enlace hidrazona son sensibles al pH. Hay algunas diferencias
entre ellos, como el pKa. El pKa de las aminas es superior al pKa del grupo “~“pseudoamino™ de
las hidrazinas o acil hidrazinas, debido a que en estas ocurre el fendmeno ya comentado
conocido como efecto alfa. A pesar de que las hidrazonas son mds propensas para utilizarse en
medios bioldgicos, también hay algunos ejemplos donde se han usado iminas.
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El mecanismo de intercambio de enlaces disulfuro implica principalmente tres pasos.?* Primero
se produce la desprotonacion del grupo tiol formando un anidn tiolato, seguido de un ataque
nucledfilo del tiolato a un dtomo de azufre del grupo disulfuro, rompiéndose este y formandose
otro enlace disulfuro nuevo. Por ultimo, se produce la protonacién del anidn tiolato generado
(figura 5).

pKa
e————— -e
Ri—SH =—= Ry—S
© — S. R S
Ri—S ~ + Rz/SMS,RS === g/~ * RS
Ka'
o M
R3—S _— R3;—SH

Figura 5. Mecanismo intercambio disulfuro.

Al generarse un anién tiolato la reaccidn es sensible al pH, donde unas condiciones levemente
basicas favorecen la reaccién de intercambio. La reaccidén se produce no solo mediante la
formacion de cantidades cataliticas de un tiolato, sino también mediante una mezcla de tioles
por oxidaciéon (por ejemplo, con oxigeno) en presencia de una base. Otra forma es a partir de
una mezcla de disulfuros en presencia de un agente reductor, por ejemplo, el ditiotreitol (DTT).

El enlace disulfuro tiene una funcién importante en procesos bioldgicos como el plegamiento,
estructura y reactividad de proteinas o el control sobre el estado redox de las células?*. Estos
polimeros con grupos disulfuro se han desarrollado por ejemplo para dirigirse a grupos cisteina
en sistemas bioldgicos, que lleva a su degradacion y liberacion de especies ““encapsuladas™.
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4. Polimeros covalentes dinamicos

4.1 Estructuras de los polimeros covalente dindmicos

Ademas del tipo de enlace reversible empleado se debe tener en cuenta la estructura del
polimero. Al igual que con los polimeros tradicionales, las partes covalentes dindmicas se
pueden construir a través de diferentes disposiciones de estas conexiones, lo que lleva a varios
tipos de arquitecturas de polimeros. Hay dos enfoques para insertar estos enlaces reversibles
en las estructuras poliméricas, en la cadena principal o en la cadena lateral (figura 6).
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Figura 6. Distintos tipos de estructuras poliméricas con enlaces dindmicos: (a) lineal y (b) conexiones en la cadena
lateral.

4.2 Polimeros basados en enlaces hidrazona

En comparacién con otros tipos de materiales, los materiales basados en polimeros ofrecen
varias ventajas, como su baja densidad, procesabilidad y la amplia gama de bloques de
construccién de mondmeros. La entrega de farmacos mediante estos sistemas poliméricos
sensibles a estimulos es un tipo de sistema de administracion de fdrmacos de liberacidn
controlada que regula el perfil de liberacién de farmacos segun la necesidad fisioldgica. Se
pueden clasificar como sistemas controlados de forma externa o de forma interna. En los
sistemas controlados de forma externa se utilizan estimulos como ultrasonidos, campos
magnéticos o eléctricos para la entrega de farmacos. Mientras que, en los sistemas controlados
internamente o autorregulados, que son los que interesan en este trabajo, no se requiere ningun
estimulo externo para la liberacidon del farmaco. Estos sistemas controlan la velocidad de
liberacion del farmaco mediante un mecanismo que se produce dentro del cuerpo para regular
los cambios en la estructura de los polimeros®. Un ejemplo de sistemas regulados internamente
es a través de cambios en el pH. Como se ha comentado a lo largo del trabajo, existen gradientes
de pH ya sea en condiciones normales (endosomas) como en situaciones andmalas (células
tumorales) que tienen valores de pH inferiores a los de la sangre o el citoplasma de las células.
Para sintetizar este tipo de sistemas sensibles al pH que liberan moléculas en condiciones
ligeramente 4cidas y son accesibles fisiolégicamente, es esencial tener varios enlaces
disponibles que puedan utilizarse con una variedad de grupos funcionales.

Se han preparado varios vectores de suministro de fdrmacos a partir de diferentes
funcionalidades quimicas que responden al pH?® de los cudles, este trabajo se centrard en
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describir aquellos que contienen los enlaces hidrazona, concretamente en la entrega de acidos
nucleicos terapéuticos. Esto se debe a terapias génicas como por ejemplo la técnica CRISPR-
Cas9% o la que emplea RNA pequefio de interferencia, denominado siRNA%2°, E| siRNA son
moléculas de doble hebra RNA de 20-21 nucledétidos complementarias, que suprimen la
expresion de los genes diana mediante el corte del RNA mensajero (mRNA) complementario en
dos mitades. Las dos mitades del mRNA son posteriormente degradadas por la maquinaria
celular, lo que conlleva la supresién de la expresién del gen.

Primero se muestran varios casos de polihidrazonas de cadena lateral llevadas a cabo por
Montenegro y colaboradores. En el primer ejemplo se produce la entrega de siRNA donde los
polimeros tienen un gran potencial. Se buscan nuevos vectores que no tengan los problemas
derivados de los vectores virales (respuesta inmune) y superen problemas como la degradacion
de siRNA debida a nucleasas, también se busca que su sintesis sea sencilla. En este contexto,
estos autores sintetizan poli(acriloilhidracina) (P1), que funcionalizan con aldehidos en
condiciones acuosas y sin ningun paso de purificacién, dando lugar a polimeros anfifilicos para
el transporte de siRNA. Debido a la facilidad de la sintesis y que no hay etapas de purificacion,
es posible optimizar este polimero o sintetizar otros derivados como vectores mds eficientes de
estructura similar en menor tiempo. Tras sintentizar esta poli(acriloilhidracina), los autores
utilizan la técnica de post-polimerizacion®® basada generalmente en reacciones con alta

eficiencia.

(8] IIN —_—
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Polimero de hidrazona activado

Figura 6. Representacidon esquematica de formacion de poliplejos utilizada por Montenegro y colaboradores a
través de la reaccion entre polimeros con n acil hidracinas y el aldehido catidnico con el grupo guanidinio (azul) y
aldehidos hidréfobos (rojo) para formar poli hidrazonas anfifilas que se pueden combinar con siRNA3L.,

El polimero sintetizado (P1) es parcialmente soluble en agua, donde el aldehido catidnico (1)
elegido tenia un grupo guanidinio. Por un lado, al tener un pKa préximo al pH fisiolégico, este
grupo se encuentra protonado y presenta, por tanto, carga positiva. Por otro lado, este grupo
tiene potencial para formar puentes de hidrogeno con grupos fosfato de las membranas
celulares aumentando asi su afinidad con estas. Respecto al otro aldehido hidrofébico utilizado
(necesario para a travesar membranas lipidicas), se hicieron estudios con varios eligiendo el mas
adecuado que resultd ser isovaleraldehido. Una vez elegidos los dos aldehidos fue necesario
optimizar la proporcién de los mismos, ya que influye en la carga y en el tamafio de los poliplejos,
siendo adecuado que tengan tamafos en torno a 100 nm y presenten un potencial { no muy
elevado para evitar interacciones indeseadas. Se observé qué al aumentar la proporcion en
aldehido hidrofébico, aumentaba el tamafio y el cardcter catidnico. Otro aspecto interesante
fue que los resultados de viabilidad celular y transfeccion génica se relacionaban
proporcionalmente con la fraccién éptima de aldehido hidrofébo para la formacién de los
poliplejos. Donde la fraccion molar dptima se estimo en 0,15 para el aldehido hidrofébico y 0,85
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para el aldehido catidnico. Este polimero tuvo mejores resultados en transfeccién que el mejor
reactivo comercial.

Siguiendo esta linea de investigacion Montenegro y colaboradores utilizaron P1 (Figura 7)
teniendo en cuenta que la entrega intracelular mediante vectores sintéticos no virales depende
en gran parte del tamafo de la carga transportada. Asi, para la entrega de plasmidos circulares
largos de DNA (pDNA) se postuld adecuado modificar ciertos aspectos del vector ya que el
numero de nucleétidos de estos plasmidos de DNA respecto al siRNA es mucho mayor. Se
sintetizaron tres poli(acriloilhidracinas) con GP diferentes utilizando el mismo aldehido catiénico
que el utilizado para la entrega de siRNA, y se probd con distintos aldehidos hidrofébos donde
se selecciond un aldehido de cadena larga (oleico insaturado) mostrado en la figura 7. Las
fracciones molares de cada uno de los aldehidos fueron muy similares a las empleadas con
siRNA. Se observd que P1 con el mismo grado de polimerizacion (GP) que fue empleado para la
entrega de siRNA (donde dio resultados de transfeccion muy buenos) mostré poca eficiencia de
transfeccion para pDNA. Asi, se decidid estudiar los poliplejos y se observé que con ese GP no
era capaz de complejar el plasmido. Con los otros dos grados de polimerizacion empleados se
observaron poliplejos de tamafios y potencial { adecuados con tasas de transfeccion altas pero
ligeramente menores que el mejor reactivo comercial, si bien mostraron mejor viabilidad
celular.

(@] De o
O o] interaccion
enlace e
9\; g\; dinamico A 'oMea
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N—NH,
H =
- Jo 7 L
N—NH> 1 H o~ @
N—N +
éN—NHZ i ho @
N—N 2 emi
y R H plasmido DNA poliplejo
E—N—NH
HS ‘ E H—N%R

R=Cis-(CHa)7CH=CH(GH2)7CH3

Figura 7. Representacion de forma esquematica del polimero P1, el aldehido catidnico de guanidinio (1) y el nuevo
aldehido oleico utilizado para la interaccion con plasmidos de DNA llevada a cabo por Montenegro y
colaboradores®2. Donde se destaca la interaccién multivalente mediante interacciones idnicas y el enlace dinamico.

Por lo tanto demostraron la importancia en el GP del polimero utilizado para la formacién del
complejo y la entrega de acidos nucleicos con distintas longitudes, que se pudo realizar gracias
a la facil y versatil metodologia empleada para la obtencién de este tipo de polimeros anfifilos
en condiciones fisiolégicas compatibles®’.. También se realizaron estudios de posibles
mecanismos de transfeccidn utilizando inhibidores endociticos, que sugieren que a pesar de que
la macropinocitosis podria ser la principal via de entrada de los poliplejos, también podria haber
otros mecanismos endociticos que se realizaran a la vez.

Hasta el momento se ha comentado dos casos en los que se produce la entrega de dos distintos
tipos de acidos nucleicos, el siRNA y los plasmidos de DNA. El mRNA es otro tipo de acido
nucleico que tiene gran potencial para tratar enfermedades®, puesto que tiene ventajas frente

a la entrega de DNA como que no tiene que atravesar la membrana nuclear para la entrega y no
conlleva el riesgo de que se integre en el genoma asociado con la mutagénesis insercional del
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DNA3*3>, Por otra parte, el mRNA difiere del siRNA en que se introduce material genético para
expresar proteinas terapéuticas o esenciales.

Montenegro y colaboradores siguieron su metodologia para buscar un vector derivado de
(polihidrazona capaz de acomplejar) mRNA,*® algo que todavia no habia sido descrito con éxito
en ningun articulo. En concreto, utilizaron una poli(acriloilhidracina) (P) de alto peso molecular
funcionalizada con el aldehido catidnico (1) y con varios aldehidos hidrofébicos. A diferencia de
los anteriores casos, en este experimento se observé que con una mayor fraccién molar en el
aldehido hidrofébico se obtenia mayor tasa de transfeccidn. De este modo se consiguidé un
vector no viral de polihidrazona anfifilico para la entrega de mRNA con baja toxicidad.

MRMNA pDIIpIEJO

H

IR 0 o}
By
HQNJ“H/R)LH/\)\H

1
n -
HMN (8]

| ¢!
.t'J"

NH3 S N

H
P 60°C, 2h, DMSO: 100mM AcOH (1:3)

Figura 8. Esquema de la formacion de una polihidrazona a partir de P con dos tipos del aldehido formando una
polihidrazona donde se destaca en el esquema su estructura tipo “"peine’’, mostrando también la posterior
complejacién con mRNA formando poliplejos.

Entre las muchas herramientas propuestas para la entrega, los péptidos penetrantes de células
(PPC) han aparecido como una estrategia facil de implementar. Estos oligdmeros catiénicos han
demostrado un gran potencial para la entrega de diferentes tipos de material genético en células
y tejidos®”:38, Si el péptido (A figura 9) se une de forma no covalente al 4cido nucleico se formaran
poliplejos estables debido a la interaccion entre la carga positiva del péptido y la carga negativa
pero también se requiere una parte hidréfoba para poder atravesar la membrana lipidica. Es
aqui donde Montenegro y colaboradores utilizan la QCD mediante la funcionalizaciéon a través
del enlace hidrazona, para obtener una variedad amplia de vectores distintos gracias a la
disponibilidad de un buen nimero de aldehidos hidréfobos, que se pueden combinar con estos
oligdmeros. En este estudio, se demostré que los aldehidos alifaticos de cadena corta y los
aldehidos aromaticos no son buenos activantes de estos vectores para plasmidos de DNA y que
los mejores son aldehidos saturados de cadena larga donde se obtienen altas tasas de
transfeccion. Mediante esta simple sintesis, que se realizé en medios fisiolégicamente
compatibles, se logrd identificar tres vectores peptidicos dptimos para la transfecciéon de
pldsmidos con baja toxicidad. Ademas, se sugirid que la flexibilidad de las colas hidrofébicas
puede desempefiar un papel importante en el proceso de anclaje del péptido a la membrana
lipidica.
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Figura 9. Parte del péptido sintetizado por Montenegro y colaboradores donde aparecen las distintas partes que se
repiten a lo largo de la estructura. La reaccién consiste en la formacidn del enlace hidrazona mediante una acil
hidracina en la cadena lateral del péptido (A) y un aldehido (uno de los usados =es a modo de ejemplo el dodecanal
mostrado (2)). Se forma asi el péptido anfifilico A2 capaz de formar poliplejos mediante la interaccion con plasmidos
de DNA3°,

En los distintos casos expuestos hasta ahora, el enlace dindmico se encontraba en la cadena
lateral. A continuacidn, se van a describir varios ejemplos donde el enlace dindmico se encuentra
en la cadena principal.

Bouillon y colaboradores sintetizaron dos sistemas auto-ensamblados lineales de
poliacilhidrazonas.*® En uno de ellos combinaban residuos catidnicos del mismo tipo que los
anteriores ejemplos (derivados de guanidinio) junto con poli (6xido de etileno)(PEG), el cudl es
neutro. A esto se le denomina “‘pegilacion™ y su finalidad es aumentar la estabilidad,
biodisponibilidad y el tiempo de circulaciéon en la sangre del sistema polimérico. En el otro
polimero se utilizé como carga catidnica una poliimina. El objetivo era que se pudieran formar
complejos eficazmente con plasmidos de DNA, a través de sistemas sensibles al pH. Se
introdujeron residuos diamina para favorecer asi el escape del endosoma basandose en estudios
de polimeros como PEI*L. Se sintetizaron dos polimeros hibridos (figura 10), demostrando su
sensibilidad al pH, y que a pH 5 la hidrdlisis era mucho mas rapida que a pH 7. También
demostraron la fuerte complejacién con pDNA compatible en medio bioldgico debido a
interacciones multivalentes.
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Gua-Ald poli(Gua-EG)
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Figura 10. Formacion de los dos tipos de polimeros hibridos poli(EI-EG) y poli(Gua-EG) desarrollados por Bouillon y
colaboradores®°. Que se basan en polimeros lineales sintetizados mediante enlaces hidrazona que responden al pH.
Tienen distinto tipo de carga positiva, siendo méas efectivo para complejar pDNA poli(Gua-EG) que poli(EI-EG).

13|Pagina



En otro ejemplo, Bouillon y colaboradores ampliaron estos polimeros utilizando aminoacidos
modificados junto con aldehidos bifuncionales para obtener polimeros covalentes dinamicos
biomoleculares.*? Estos aminoacidos modificados presentan grupos hidrazida y aminooxi (figura
11) en los extremos, que reaccionan con dos tipos de aldehidos (EG-Ald y S2-Ald figura 11). S2-
Ald es un tipo de aldehido con enlaces disulfuro en la cadena (de los que se hablard en detalle
mas adelante). Estos enlaces son dindmicos otorgando asi ciertas ventajas que el grupo de
Bouillon queria combinar con los enlaces hidrazona, teniendo sistemas que fueran sensibles al
pH (debido al enlace hidrazona) y a entornos reductores (debido al enlace disulfuro). Los
aminodcidos modificados empleados fueron derivados de arginina, histidina y glicina. La
formacién de complejos con el pDNA fue demostrada para los polimeros catidnicos (derivados
de histidina y arginina) siendo mas efectiva para el de arginina. Estos polimeros catidénicos fueron
capaces de formar complejos exitosamente con siRNA y su entrega en células también se
demostré con poli (EG-Arg). Con los polimeros sintetizados con enlaces disulfuro no se logré
formar poliplejos adecuados para siRNA. Estos resultados abren nuevas rutas para combinar
biomoléculas y polimeros sintéticos para la encapsulacién y entrega de siRNA.
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covalente

Ox-Arg-Hyd EG-Ald poli(EG-Arg) poli(Sz-Arg)
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Figura 11. Auto ensamblaje covalente formando varios polimeros covalentes dindmicos (PCD) que contienen en una
parte de su estructura aminodacidos modificados y en la otra parte derivados de PEG o derivados de disulfuro.
Bouillon y colaboradores sintetizaron los polimeros que se nombran en la parte derecha de la figura. Donde solo los
polimeros formados derivados de los aminodcidos histidina y arginina contienen grupos catidnicos capaces de
interaccionar con los acidos nucleicos. En la obtencidn de estos PCD se produce una policondensacién formando
enlaces hidrazonas y oximas.
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4.3 Polimeros basados en enlaces disulfuro

De los posibles materiales que responden a estimulos, los que tienen respuesta redox son
importantes para aplicaciones biolégicas debido a que en el entorno celular el glutation (GSH)
puede actuar como un agente reductor. GSH se sintetiza en el citoplasma y desde alli se
transporta a los diversos compartimentos de la célula. El potencial de reduccidn dependerd de
la relacion GSH y disulfuro de glutatién (GSSG) junto con la concentracion de GSH. La
concentracion intracelular de glutation (GSH) es mucho mas alta (2-10 mM) en comparacién con
la concentracion extracelular (2-20 uM). En células tumorales, la concentracién de GSH en el
citoplasma es sustancialmente mas elevada que en células normales. Aprovechando estas
situaciones se han empleado sistemas poliméricos basados en enlaces disulfuro para diferentes
aplicaciones biomédicas®3, entre ellas la transfeccién génica. Los enlaces disulfuro se encuentran
comunmente en los sistemas naturales y son conocidos por su reversibilidad y comportamiento
de intercambio, por ejemplo, la queratina que es una proteina que se encuentra en el pelo con
alto contenido en disulfuro y dependiendo del porcentaje de estos disulfuros en el pelo puede
ser dspero o suave®. En este apartado se comentardn diferentes estrategias llevadas a cabo en
sistemas poliméricos basados en estos enlaces disulfuro llevados a cabo recientemente para
transfeccion génica.

Hashim y colaboradores, buscaron vectores que tuvieran tamanos muy pequefios del orden de
10 nm o menos, lo que resulta bastante dificil con las caracteristicas (carga, tamafio y
degradabilidad) adecuadas. Estos autores demostraron la sintesis con éxito de nano cdpsulas de
disulfuro® con un tamafio uniforme de 7 + 2 nm mediante polimerizacién oxidativa de un
monodmero de ditiol soluble en agua funcionalizado con multiples iones de guanidinio (Figura
12). Los iones guanidinio interaccionaron con la carga negativa de siRNA formando puentes
salinos, donde estos monédmeros actian como adhesivos con el siRNA. Estas nano cdpsulas se
despolimerizan en el entorno citosélico reductor gracias a los enlaces disulfuro que se habian
formado previamente liberando siRNA.
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Figura 12. Mondmero empleado por Hashim y colaboradores, donde se destaca en color rojo los iones guanidinio.

Otra estrategia llevada a cabo por Liu y colaboradores, es el uso de polimeros catiénicos de bajo
peso molecular (LMW) que son tolerados relativamente bien pero su eficacia es muy inferior en
comparacién con sus analogos de alto peso molecular (HMW). Esto puede deberse a que no son
capaces de empaquetar eficientemente el DNA. Por lo tanto, si se consigue mejorar este
aspecto, la eficiencia de transfeccion para polimeros catiénicos de bajo peso molecular podria
aumentar. Para esto Liu y colaboradores utilizaron la coordinacién de metales, particularmente
la de los analogos de zinc dipicolilamina (Zn-DPA) que podrian ser una opcién eficaz para
aumentar la unién con el pDNA debido a su alta afinidad por los grupos fosfato. Ademas, al
existir grupos que tienen fosfato en las membranas celulares, la introduccion del ion Zn(lIl) podria
aumentar la absorcidn celular. Sin embargo, como se ha comentado a lo largo de este trabajo,
una interaccion muy fuerte entre el polimero y el DNA, implica que luego sean dificiles de
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separar, algo que es esencial que ocurra para la transfeccién. Con el objetivo de facilitar dicha
separacion, estos autores introdujeron la QCD mediante enlaces disulfuro.

Teniendo en cuenta estos factores sintetizaron el polimero Zn-PD (figura 13), donde una parte
de este polimero estaba compuesta por PEI de bajo peso molecular ramificado. Se investigo la
formacion de poliplejos de tamafio adecuado, con muy baja carga superficial positiva,
obteniéndose buenos valores de transfeccidn y exhibiendo alta eficiencia para dosis de DNA
menores que las habituales para transfeccion.

Se consiguié por lo tanto PElI de bajo peso molecular como vector sintético mediante su
funcionalizacion (con distintos reactivos) introduciendo asi enlaces disulfuro en la cadena
principal y el ion Zn(ll) en un extremo de la cadena, con baja citotoxicidad. Demostraron que la
presencia de Zn aumentaba la afinidad por el pDNA. Mediante la introduccién de enlaces
disulfuro se consiguid una liberacion controlada de la carga y reducir asi la citotoxicidad. Todas
estas caracteristicas hacen que el polimero Zn-PD sea un excelente vector, para lograr una
transfeccion genética robusta incluso para células donde es dificil llevar a cabo la transfeccién
como las células primarias y las células madre.
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Figura 13. Funcionalizacién de PEl para obtener Zn-PD*® usado como vector sintético, donde se destaca el enlace
dindmico disulfuro. Los pasos de funcionalizacion no se han puesto para no sobrecargar la figura.

Lu y colaboradores disefiaron sistemas poliméricos como vectores no virales con doble
funcionalidad: farmacos antitumorales y entrega de acidos nucleicos. Para ello, siguieron la linea
de investigacion de Zhao y colaboradores?’, basdndose en unos tipos de biguanidas
antidiabéticas tradicionales, que incluyen metformina y buformina, y que han despertado gran
interés debido a posibles efectos antiproliferativos y proapoptéticos sobre células cancerigenas.
Zhao sintetizdé un polimero parecido a metformina con PEIl, combinando actividad antitumoral y
realizando la entrega de siRNA. Sin embargo, este polimero no era biodegradable. Por ello Liu y
colaboradores sintetizaron un polimero catidnico llamado -N, N’-bis (cistamina) acrilamida-
buformina (CBA-Bu), que contiene enlaces disulfuro en la cadena principal que lo hacen
biodegradable, junto con grupos colgantes en la cadena lateral de buformina (Bu) (figura 14).
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Figura 14. Polimero sintetizado por Lu y colaboradores*® que tiene doble funcionalidad y es biodegradable.
Aparecen rodeados los enlaces disulfuro, destacando su importancia en este polimero junto con buformina, que
también tiene una funcién importante.

Los poliplejos presentaron un tamaio y carga superficial positiva adecuadas para transfeccion.
Se probd con éxito su estabilidad frente a compuestos electronegativos y la degradacion frente
a nucleasas. Los enlaces disulfuro funcionaron con éxito realizando su funcién y disminuyendo
drasticamente la citotoxicidad. Se demostrd una gran captacion celular, atribuida a los grupos
colgantes del polimero. Por una parte, se observé que la buformina aumentaba la afinidad con
la membrana celular debido a la formacién de enlaces de hidrogeno con esta. Por otra parte, los
grupos tetrametilenos colgantes mejoran la hidrofobicidad del polimero siendo en parte
responsables de la alta captacién celular observada. Respecto a la actividad antitumoral,
atribuida al grupo buformina de CBA-Bu, los autores demostraron que se necesitaba una
concentracidon mayor en el polimero sin buformina respecto al CBA-Bu para producir el 50% de
inhibicion en la proliferacidn de células tumorales. Por lo tanto, se consiguié un vector con doble
funcionalidad, es decir, un vector no viral seguro y eficiente con actividad antitumoral.

Jiang y colaboradores, basandose en el hecho de que poliplejos con carga superficial positiva
pueden resultar citotéxicos (dafian membranas celulares y de mitocondrias), se fijaron en
vectores virales los cudles no usan una gran densidad de carga positiva para encapsular acidos
nucleicos. Por ello, pensaron en disefiar un vector no catiénico capaz de atrapar los acidos
nucleicos. Su estrategia se basd en que el dsRNA interaccionara con la carga positiva del
polimero, y posteriormente eliminar estos restos catiénicos dejando al dsRNA retenido en el
polimero (figura 15).
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Figura 15. Estrategia empleada por Lu y colaboradores para atrapar dsRNA en un polimero no catiénico*®. dsRNA sin
encapsular (color rosa) y encapsulado (color azul).
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El polimero utilizado para llevar a cabo esta funcién fue un copolimero de metacrilato, donde
los comondmeros son disulfuro de piridilo metilado cationico (MPDS) y un oligémero de PEG se
usan como grupos colgantes en las cadenas laterales. Este residuo catidnico (MPDS) es el que
interacciona de forma no covalente con el dsRNA. Posteriormente sugirieron que el grupo
disulfuro de MPDS podria reaccionar eliminando N-metil-2-piridiotona que es un subproducto
estable y no reactivo, mediante la adicion de DTT (agente reductor) dando de forma simultanea
la reaccién de reticulacion. Se demostré que los efectos estéricos que se producen en la reaccion
de reticulacion retuvieron el dsRNA dentro del polimero, y que estos complejos no tenian
cardacter catidnico, lo que redujo su citotoxicidad. La generacion de nuevos enlaces disulfuro por
reticulacién hace que el polimero responda al glutation como en anteriores ejemplos
comentados, de forma que el dsRNA atrapado se libera eficientemente.

Conclusiones

Se han destacado distintas estrategias exploradas para la entrega de material genético y que
estan basadas en la QCD y en polimeros sintéticos. Debido a la reversibilidad de estos enlaces,
estos sistemas responden a estimulos externos y son capaces de liberar la carga de los acidos
nucleicos mucho mds eficientemente que los polimeros catidnicos tradicionales, permitiendo
también que el polimero se divida en fragmentos mas pequefios, lo que disminuye su
citotoxicidad.

Entre todos los enlaces propios de la quimica covalente dindmica hay dos especialmente
destacables en el drea de la transfeccién génica: los enlaces hidrazona y disulfuro. Hay algunos
ejemplos en los que se han usado enlaces imina con éxito® pero no son los mas usados para
esta drea ya que los enlaces hidrazona aportan ciertas ventajas, siendo la mas importante el
hecho de que mantienen su forma neutra a pH fisioldgico.

T N Y

Ventajas Desventajas Ventajas Desventajas
Sensibles al pH Necesario presencia de Biodegradables Todavia no hay casos
aldehidos reportados con otros
enlaces dinamicos con
éxito
Valor de pKa bajo Solubilidad insuficiente Sensibles a entornos
con medios acuosos reductores
Baja citotoxicidad Necesario parte hidréfoba ~ Muy baja citotoxicidad
Sintésis sencilla Alta compatibilidad con
medios biolégicos
Se combina bien con otro Se combina bien con otro
tipo de interacciones tipo de interacciones

Tabla 2. Caracteristicas de los enlaces covalentes dinamicos utilizados en polimeros para transfeccion génica.

Es necesario elegir el material mas apropiado en funcién de la naturaleza del material
terapéutico (siRNA, mRNA o pDNA) para llevar a cabo la transfeccién génica, haciendo que no
haya un vector universal para los tres debido a peculiaridades que tienen cada uno. Esto queda
patente en los estudios del grupo de Montenegro, donde debido a los diferentes tamafios entre
pDNA y siRNA es necesario variar el grado de polimerizacién del vector utilizado. El mismo grupo
ha desarrollado una nueva metodologia versatil y sencilla basada en enlaces hidrazona, gracias
a la cual se pueden identificar de forma rapida vectores utiles (ver figuras 6,7 y 8). Estd técnica
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es muy prometedora ya que permite obtener una polihidrazona anfifila capaz de realizar la
transfeccion del mRNA con resultados esperanzadores. Haciendo que en el futuro los
investigadores disefien vectores para mRNA en lugar de para pDNA por las ventajas que este
conlleva, como no traspasar la membrana nuclear aumentando la tasa de transfeccion.

El problema de los vectores desarrollados por Montenegro para siRNA, mRNA o pDNA es su
solubilidad en agua, que es solo parcial, por lo que las investigaciones futuras para mejorar estos
vectores deberdn desarrollar sistemas biocompatibles que presenten una mayor solubilidad en
medio acuoso.

La metodologia para obtener estas polihidrazonas anfifilas también fue empleada para péptidos
penetrantes en células, que han sido investigados como opcién util para transfeccidon génica
pero es necesario que tengan una parte hidréfoba que se puede introducir mediante el enlace
hidrazona, obteniendo asi varios vectores Utiles para la entrega de pDNA.

Bouillon y colaboradores también utilizaron este enlace situado en la cadena principal,
demostrando la hidrolisis rapida del enlace hidrazona a pH=5 y el hecho de que se acompleje
fuertemente con pDNA. Posteriormente, mejoraron estos polimeros introduciendo aminoacidos
modificados en la cadena principal que fueron eficaces de acomplejar también siRNA. Ademas,
probaron a introducir enlaces disulfuro en la cadena principal junto con enlaces hidrazona y
aminooxi. Si bien los resultados no mejoraron sustancialmente las propiedades de los
anteriores, la idea de combinar dos tipos de enlaces covalentes dindmicos es interesante y
puede que sirva para obtener mejores materiales en el futuro. Se podria investigar, por ejemplo,
vectores que tuvieran enlaces dindmicos en la cadena principal y en la cadena lateral.

Respecto a los enlaces disulfuro se han visto varias estrategias llevadas a cabo por distintos
investigadores cuyo objetivo ha sido dar una visién de las diferentes posibilidades que este
enlace puede dar en el desarrollo de vectores no virales. En el caso de Haslim se demuestra la
formacidn de nanocdpsulas de un tamafio de 10 nm. Estas nano capsulas de tamafio 10 veces
menor que los poliplejos también pueden liberar el siRNA gracias a los enlaces disulfuro
(biodegradables), su pequefio tamafio hace que en el futuro puedan ser investigadas para la
posible entrega de siRNA en el tejido cerebral.

Una vez que el polimero que tiene enlaces disulfuro llega al citosol en forma de poliplejo se
degrada debido al glutation presente, haciendo que asi disminuya de forma drastica su
citotoxicidad, y a su vez libere el dcido nucleico. Liu combind estos enlaces con metales de
transicién como el Zn, que aumentan la afinidad por el pDNA debido a los grupos fosfato, dando
posibles estrategias para futuros vectores como combinar esta QCD para liberar acido nucleico
y a su vez introducir elementos (en este caso el idn Zn (1)) que aumentan la afinidad por el acido
nucleico. Ademads, también ofrece la posibilidad de utilizar polimeros catidnicos de bajo peso
molecular con eficiencias de transfeccion altas, algo que no habia sido descrito.

Estos enlaces disulfuro también se han empleado para sintetizar polimeros catiénicos con doble
funcionalidad, siendo por una parte vectores de genes y por otra, agentes antitumorales debido
a grupos que se anclan en la cadena lateral como la buformina.

Por ultimo, este enlace disulfuro se utiliza para sintetizar polimeros que atrapen a dsRNA sin que
haya carga positiva en la estructura polimérica quedando el acido nucleico atrapado en su
interior, para esto es fundamental la reactividad del enlace disulfuro mediante la reaccién de
reticulacion descrita por Jing.*® Donde el paso siguiente en el futuro seria intentar conseguir lo
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(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

(12)

mismo pero utilizando siRNA en lugar de dsRNA ya que este podria dar lugar a respuestas del
sistema inmune.>!

Se han comparado diversas estrategias basadas en dos enlaces propios de la QCD como son los
enlaces disulfuro e hidrazona. Algunos de los sistemas son muy prometedores ya que permiten
sobrepasar determinadas barreras de la transfeccion génica para sistemas no virales. La
transfeccion génica sigue siendo un reto complejo ya que los nuevos sistemas deben presentar
ciertas caracteristicas como citocompatibilidad, degradabilidad y respuesta a estimulos
externos, que no son faciles de hallar en un mismo material. No obstante, la identificacidon y uso
de enlaces de la QCD permite abrir lineas de investigacién para el disefio de sistemas
encapsulantes de material genético.
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