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RESUMEN

Algunas de las patologias que derivan en ceguera son alteraciones genéticas que afectan al
segmento posterior del globo ocular. Por tanto, estudiaremos la anatomia del ojo asi como sus
principales afecciones cuyos tratamientos van a estar basados en la transferencia de material
genético como sustancias activas, mediante vectores virales o no virales. Al tratarse de patologias
muy localizadas es necesario tanto nuevos sistemas que permitan su liberacidon y permanencia en el
lugar de accién asi como vias de administracion adecuadas.

1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las patologias del segmento posterior del ojo son las principales causas de ceguera en paises
desarrollados. Existen diversos tratamientos convencionales focalizados en paliar o curar dicha
afeccion, sin embargo, en este trabajo vamos a centrarnos en los nanosistemas basados en la
terapia génica.

1.1 ELOJO

El ojo o globo ocular es el érgano de la visidon. Posee una forma esférica y se encuentra ubicado en
el interior de la cavidad orbitaria, rodeado por grasa. El ojo presenta, a su vez, tres capas de
revestimiento que lo conforman y las cuales se diferencian unas de otras tanto en su funcién como
en contenido. Estas tres capas dispuestas concéntricamente son:

e Tunica externa: se encuentra localizada en la superficie del ojo. Es la cubierta que protege al
ojo y constituye una capa resistente, formada a su vez por dos segmentos: la cérnea y la
esclerética. La cornea es un tejido conectivo denso vy sin vasos. Es la estructura refringente
mas importante del ojo. Por su parte, la esclerética esta formada por coldgeno vy fibras
elasticas, es la capa protectora del ojo.

e Tunica media o Uvea: formada por el iris, el cuerpo ciliar y la coroides. Forma la zona
vascular del ojo con una elevada presencia de vasos sanguineos, pigmentos y tejido
conectivo, fundamentalmente.

e Tunica interna o retina: capa neurosensorial encargada de recibir los estimulos luminosos y
llevarlos a través del nervio dptico para ser traducidos en imdagenes en el cerebro.
Constituye la capa donde se ubican los fotorreceptores (conos y bastones). Debido a su
papel principal en el comienzo del proceso de la visién, en la retina se ubican tres
componentes celulares distintos: elementos neuronales, elementos gliales y células
pigmentarias. A su vez, la retina estd integrada por dos capas: el epitelio pigmentario y el
neuroepitelio’.
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El epitelio pigmentario estd formado por una Unica capa de células que conectan directamente con
la coroides ubicada en la tunica media. La siguiente capa, el neuroepitelio, estad formado a su vez
por nueve capas distintas: capa de fotorreceptores, limitante externa, nuclear externa, plexiforme
externa, nuclear interna, plexiforme interna, capa de células ganglionares, capa de fibras del nervio
Optico, y la capa limitante interna.

Los elementos neuronales van a tener un papel importante basado en la recogida, elaboracién y
transmisién de los estimulos sensoriales encargados de la visidén a través de las vias nerviosas. En
este apartado cabe destacar los fotorreceptores, encargados de absorber las radiaciones de la luz y
transformarlas en impulsos eléctricos. Son de dos tipos: conos, encargados de la visién fotdpica y
de los colores; y bastones, encargados de la visidon escotépica. Otros elementos neuronales que
juegan un papel importante son las células bipolares, encargadas del primer paso en la transmisién
del impulso eléctrico en la via dptica; las células ganglionares, que constituyen la segunda neurona
en esa via optica; y un conjunto de células horizontales y de asociacién que conectan de forma
aferente y eferente con el resto del entramado nervioso de la visiéon?.
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En la retina destacan fundamentalmente dos zonas diferenciadas: la macula y la papila. Respecto a
la macula, es la zona de mayor agudeza visual y dptima para la formacién de la imagen. Predominan
los conos, lo que confiere alta calidad visual. A este nivel, ademads de los fotorreceptores, nos
vamos a encontrar una sola capa de células ganglionares y una zona central que presenta un area
mas oscura y ligeramente deprimida que es la féovea. La févea estda a 3-4 mm de la papila en
direccion temporal, donde la retina tiene sdlo la mitad de su espesor habitual y existe la maxima
concentracion de fotorreceptores, casi todos ellos conos. Por otro lado, la papila (conocida también
como “punto ciego”) carece de elementos neuronales ya que es la parte donde los axones
ganglionares se retnen para formar el nervio éptico.

Ademas, para facilitar el estudio del globo ocular, se habla de dos segmentos, anterior y posterior.
El segmento anterior comprende la parte del mismo situada desde la cérnea hasta el cristalino
inclusive. Este, a su vez, estd subdividido en cdmara anterior (entre la superficie corneal y el iris) y
posterior (entre el iris y el cristalino); ambas bafiadas por humor acuoso.



El segmento posterior es la parte situada tras el cristalino, que engloba al cuerpo vitreo, la retina y
el nervio dptico.

1.2 PATOLOGIAS OFTALMICAS DEL SEGMENTO POSTERIOR

Las patologias neurodegenerativas que afectan al segmento posterior del ojo se caracterizan por
ser devastadoras y comprometer la visién en un gran niumero de sujetos.

a. Retinitis/retinosis pigmentaria:

La retinitis pigmentaria (RP) engloba un grupo heterogéneo de enfermedades hereditarias
caracterizadas por una progresiva alteracién de los fotorreceptores (conos y bastones) con atrofia
del epitelio pigmentario, afectando de forma global al fondo de ojo. La etapa de aparicién es,
frecuentemente, la adolescencia. Los primeros sintomas visuales que experimentan los pacientes
son la ceguera nocturna y la pérdida de campo visual periférico. La vision central se mantiene
preservada hasta fases avanzadas de la enfermedad. Sin embargo, el grado de progresién y la
herencia varian de unas formas a otras. Se puede heredar de forma dominante, recesiva o ligada al
cromosoma X o de forma esporadica. La misma mutacidon genética puede causar diferentes
sintomas en distintas personas y el mismo sindrome puede ser causado por diferentes mutaciones?.

b. Coroideremia

La coroideremia (CHM) es una distrofia coriorretiniana ligada al cromosoma X caracterizada por una
degeneracion progresiva de la coroides, el epitelio pigmentario de la retina (EPR) y la retina. Su
prevalencia se estima en 1/50.000-1/100.000. Los hombres afectados experimentan nictalopia en la
primera y segunda década de vida seguida por una constriccién del campo visual periférico que
progresa desde escotomas anulares a pérdida concéntrica del campo visual. En paralelo, se
observan cambios en el fondo del ojo que consisten inicialmente en un punteado pigmentado y
areas focales de la atrofia de la coroides en la zona ecuatorial del fondo del ojo. En la etapa final, se
dan importantes cambios degenerativos del EPR con vestigios de la vasculatura coroidea evidentes
en la macula, lejos de la retina periférica, y cerca del disco dptico. Las mujeres portadoras
normalmente no presentan ninguna deficiencia visual grave, pero pueden mostrar anomalias
visibles en el fondo del ojo como cambios de pigmentacién en la periferia muy parecidos al
caracteristico moteado fino de las etapas iniciales en varones. La CHM esta causada por mutaciones
en el gen CHM ligado al cromosoma X que codifica para la proteina REP-1, GTPasa ligada a Ras. La
REP-1 es esencial en la activacion post-traduccional y en la localizacién subcelular de las proteinas
de unién a GTP Rab, que controlan el trafico de vesiculas en vias secretoras y endociticas. Las
mutaciones en CHM dan lugar a un deterioro en la asociacion de proteinas Rab con las membranas
donadoras, lo que conduce a la muerte celular®.

c. Degeneracién macular asociada a la edad (DMAE)

La Degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE) es una patologia degenerativa ocular que
consiste en una lesion o deterioro de la macula, parte de la retina responsable de la vision central y
de la percepcion fina de los detalles. Por esto, la afectacion de la macula sdlo va a afectar a la vision
central y en ningun caso a la vision periférica. Las causas que las producen son complejas, pudiendo
ser consecuencia de una disminucion del flujo sanguineo, formacion de depdsitos de desechos
metabdlicos de la retina (drusas) e incluso en algunos tipos de DMAE se pueden formar nuevos
vasos debajo de la retina (neovasos). También se pueden dar lugar a alteraciones del epitelio



pigmentario de la retina (EPR) como hipo e hiperpigmentacion y atrofia geografica del EPR vy la
coriocapilar que afecta el centro de la févea®.

La lesién de dicha zona es una de las principales causas de pérdida de visidn irreversible en los

paises desarrollados, teniendo en Espafia una prevalencia de un 13% en personas mayores de 65
s 6

afios®.

Afectan diversos factores tanto intrinsecos como extrinsecos en esta patologia, sin embargo, el
factor genético es clave en esta patologia. La Universidad de Duke indica la existencia de una fuerte
asociacion entre el desarrollo de la DMAE y la presencia de una variante de un gen conocido como
factor H del complemento (CFH). Esta deficiencia del gen se asocia con casi la mitad de todos los
casos potencialmente causantes de ceguera producida por la degeneracién macular. La Columbia
University Medical Center y otros investigadores encontraron que las variantes de otro gen, el
factor de complemento B, también pueden estar involucrados en el desarrollo de la DMAE.
Recientemente se ha asociado la DMAE neovascular con el polimorfismo del gen MSD (Manganese
Superoxide Dismutase)’.

d. Enfermedad de Stargardt

Es una forma autosémica recesiva de distrofia retiniana que, por lo general, se caracteriza por una
pérdida progresiva de la vision central asociada a la presencia de un moteado macular y
perimacular irregular blanco-amarillento en el fondo de ojo, asi como una lesidn atréfica macular
central con aspecto de "bronce golpeado". La prevalencia se estima en 1/8.000 - 1/10.000, siendo
ambos sexos igualmente afectados. Dicha pérdida progresiva de la visién central causa vision
borrosa y, en ocasiones, una dificultad creciente para adaptarse en la oscuridad. La visidn periférica
suele ser normal. La mayoria de las personas afectadas también tienen problemas de visién del
color y la fotofobia puede ser un sintoma presente.

El trastorno se ha relacionado con mutaciones en el gen ABCA4, que codifica un transportador
(ABCR), expresado especificamente en los conos y bastones de la retina, de unién a adenosina
trifosfato (ATP). Los defectos en la funcion ABCR causan la acumulaciéon de derivados trans-
retinianos y citotdxicos en fotorreceptores y células epiteliales del pigmento retiniano (RPE),
causando la muerte de las células RPE y la consiguiente pérdida de fotorreceptores®.

e. Sindrome de Usher

Es un sindrome caracterizado por la asociacién de sordera neurosensorial (generalmente congénita)
con retinosis pigmentaria y pérdida progresiva de la visién. La retinosis pigmentaria, generalmente
diagnosticada con posterioridad a la sordera, se manifiesta con molestias visuales a bajas
intensidades luminicas, seguidas de una pérdida gradual de la visién que conduce a la ceguera total
en unas pocas décadas, como se ha indicado anteriormente.

Dentro de esta enfermedad existen varios subtipos (dependiendo de cudl de los 10 posibles genes
este afectado), siendo el 1 (y en concreto el 1B) el mas interesante desde el punto de vista de la
terapia génica. En este caso, la mutacion se produce en el gen MYO7A, el cual codifica para una
proteina miosina no convencional con accién motora llamada miosina Vlla, localizada en el epitelio
pigmentario de la retina y/o en los fotorreceptores. La pérdida de la funcionalidad de esta proteina
por mutaciones en el gen conlleva a que el paciente desarrolle de manera progresiva ceguera®.



f. Amaurosis congénita de Leber (ACL)

Es una enfermedad autosdmica recesiva debida a la mutacion en, al menos, 15 genes. Se trata de
una distrofia retiniana caracterizada por una ceguera y una respuesta a la estimulacién
electrofisioldgica (electrorretinograma de Ganzfeld (ERG)) por debajo del umbral, asociado con
discapacidad visual grave en el primer ano de vida.

Ademds, dependiendo de la causa genética, pueden presentarse respuesta pupilar lenta,
movimientos oculares errantes, fotofobia, hipermetropia elevada, nistagmo, estrabismo
convergente o queratocono. El signo dculo-digital de Franceschetti, que incluye el apretar,
presionar y frotar los ojos es patognomonico. La ACL puede estar asociada a mutaciones en genes
ligados a sindromes que se presentan con retraso del neurodesarrollo, discapacidad intelectual,
comportamiento oculomotor tipo apraxia (dificultad del movimiento ocular) y disfuncién renal®°.

g. Glaucoma

El glaucoma es una neuropatia optica multifactorial. Su afectacién conduce a un aspecto
caracteristico de la papila dptica, el cual es consecuencia de la perdida de la capa de células
ganglionares en la retina, observandose una disminucion en el grosor de la capa de fibras nerviosas.
Esta patologia causa defectos en el campo visual, el cual se va perdiendo de forma progresiva,
ademas suele asociarse con un factor de riesgo modificable, como es la presiéon intraocular
aumentada, aunque no es una regla, ya que existen tipos de glaucoma en los cuales no se presenta
esta situaciont12,

El gen MYOC se ha asociado al glaucoma primario de angulo abierto del adulto en un porcentaje
pequefio de los casos, pero su implicacion es mayor en el glaucoma juvenil. Este gen causa la
produccién de una proteina anémala que se acumula en las células situadas en los canales de
drenaje del humor acuoso (liquido intraocular), causando un dafio celular y por tanto un fallo en la
eliminacidn del liquido que se acumula en el interior del 0jo, ocasionando un aumento de la presién
intraocular?3,

El gen CYP1B1 se ha asociado al glaucoma congénito primario, ya que estda implicado en los
procesos de formacién y desarrollo de las estructuras del ojo encargadas del drenaje del humor
acuoso durante el periodo embrionario. La transmision hereditaria del glaucoma congénito
primario asociada a este gen es de tipo recesivo'#.

h. Retinopatia diabética: proliferativa y no proliferativa

La retinopatia diabética (RD) es una complicacién comun de la diabetes mellitus. Se manifiesta por
una microangiopatia o lesidon de los pequefios vasos de la retina en presencia de niveles elevados
de glucosa, siendo una de las causas principales de pérdida de vision. El mecanismo lesivo consiste
en un dano oxidativo de las células del RPE y una lesion microvascular en forma de
microaneurismas y oclusiones vasculares que conllevan a la hipoxia de la retina, con la consecuente
formacion de neovasos disfuncionales. Los primeros sintomas son déficit en la sensibilidad al
contraste, disminucién del campo visual y de la sensibilidad de vision de color, antes de desarrollar
RD?>,


http://www.barnaclinic.com/blog/oftalmologia/tipos-de-glaucoma/
http://www.barnaclinic.com/blog/oftalmologia/tipos-de-glaucoma/

Clasificacion de retinopatia diabética:

o Retinopatia diabética de base: se caracteriza por microaneurismas, hemorragias en mancha
y exudados.

o Retinopatia diabética no proliferativa: se manifiesta por exudados algodonosos, alteraciones
venosas, alteraciones microvasculares intrarretinianas, hemorragias retinianas profundas, y
por ultimo oclusién vascular.

o Retinopatia diabética proliferativa se caracteriza por la neovascularizacion y/o formacion de
tejido fibroso nuevo acompafada de la contraccién de la superficie posterior del vitreo.

o Oftamopatia diabética avanzada, puede conllevar a desprendimiento de retina, hemorragia
persistente en el vitreo y glaucoma neovascular?®.

i. Edema macular diabético

Se puede definir como una acumulacién del liquido a nivel tisular que provoca un engrosamiento de
la retina, probablemente debido a la alteracion de la barrera hematoretiniana externa .lLa
prevalencia del edema macular diabético se encuentra alrededor del 0,7% de la poblacién diabética
y 7,9% si consideramos solamente la poblacién diabética tipo .

Entre las causas que conducen a la pérdida de la agudeza visual la retinopatia proliferativa se
considera la mdas importante en la diabetes tipo I, y el edema macular en la diabetes tipo 11°.

1.3 TERAPIA GENICA

La terapia génica se define como la transferencia de material genético en las células de un individuo
con una finalidad terapéutica. Para llevar a cabo esta transferencia, se puede recurrir a la
administracidon intravenosa o en un drgano determinado de vectores de liberacion de genes,
dandose asi los fendmenos de transferencia de ADN, transferencia de ARN de interferencia (RNAi) o
de algun oligonucleétido antisentido con el objeto de inhibir la expresién de un gen, o fendmenos
de reparacién de un gen defectuoso.

En funcidn del tipo celular diana, existen dos modalidades de terapia génica:

e Terapia génica de células germinales: aquella dirigida a modificar la dotacidn genética de las
células implicadas en la formacion de évulos y espermatozoides vy, por tanto, transmisible a
la descendencia. Este tipo de terapia génica seria la indicada para corregir de forma
definitiva las enfermedades congénitas, una vez que la técnica sea eficaz y segura

e Terapia génica somatica: aquella dirigida a modificar la dotacidn genética de células no
germinales, es decir, de las células somaticas o constituyentes del organismo. Por ello, la
modificacion genética no puede transmitirse a la descendencia'’.

Por otra parte, y en funcién de los métodos de transferencia génica, se clasifica en métodos fisico-
guimicos y en vectores virales. Los métodos de transferencia génica fisico-quimicos o no virales
fueron los primeros en ser desarrollados. En estos métodos el ADN exdgeno esta integrado en un
pldsmido, que es una molécula de ADN que puede ser mantenida de forma estable e independiente
del genoma de la célula huésped. Por su parte, en la transferencia mediada por virus se sustituyen
ciertos genes prescindibles del vector por aquellos genes que se desea introducir en las células
diana. La regién que ocupan estos genes se denomina regidn para insercién o “cassette”; su



tamafio (numero de kilobases: kb) depende del tamafio del virus y de los genes que puedan ser
sustituidos y, obviamente, constituye un factor limitante a la hora de insertar las secuencias génicas
de interés. Actualmente, los virus constituyen la forma mas eficaz de transferir genes terapéuticos
al interior de las células diana, y son los vectores mds utilizados en terapia génica. Los virus estan
constituidos por pequenos acidos nucleicos (ADN o ARN) encapsulados en envolturas proteicas que
los protegen y les permiten entrar en las células. Una vez en el interior de la célula, la informacién
contenida en el acido nucleico dirige la sintesis de proteinas virales, aprovechando el sistema
sintetizador (ribosomas) y el aparato productor de energia (mitocondrias) de la célula huésped; de
este modo se generan nuevos viriones. Los vectores virales se obtienen por eliminacién de uno o
mas genes indispensables para la replicacidén del virus, y su sustitucién por el gen terapéutico. De
esta forma, el nuevo virus es defectivo, lo que significa que mantiene la capacidad de infectar las
células pero es incapaz de multiplicarse en ellas. Es decir, un virus puede ser transformado
estructuralmente mediante diversas técnicas, dando lugar a un vector recombinante relativamente
seguro, siempre y cuando se sustituya los genes responsables de su replicacién y virulencia por los
genes terapéuticos, manteniendo su capacidad infectiva intacta®*°.

VENTAJAS INCONVENIENTES

VECTORES NO VIRALES
fisico-quimicos)

(métodos

v

Son sencillos de preparar
(produccién de forma industrial).

Baja eficacia de transduccidn de
las células diana.

v" No tienen limitaciones en cuanto
al tamano del ADN que pueden Algunos de ellos sélo pueden
transferir. utilizarse in vitro.
v" Son poco téxicos.
v" No son inmunogénicos.
VECTORES VIRALES La seguridad constituye una
v'  Elevada eficacia de transfeccion, importante preocupacion, bien

ya que son capaces de infectar
una elevada proporcién de las
células diana, que en algunos
casos llega a ser incluso del 100
%.

porque puede producirse una
transferencia involuntaria del
virus nativo patdogeno, o bien
porque pueda activarse un virus
patégeno o un oncogén debido a
la posibilidad de recombinacion

génica al insertarse un gen
foraneo en el genoma del
huésped.

Posible reaccién inmunitaria del
organismo, pudiendo eliminar el
material genético a través de la
muerte de las células
genéticamente modificadas (para
contrarrestar  esta reaccién
inmune se intenta eliminar el
mayor nimero posible de genes
viricos del vector, con el fin de
obtener una expresibn mas
estable del gen terapéutico).




2. OBIETIVOS

El objetivo de este trabajo se ha basado en la busqueda de informacién de los diferentes vectores
no virales en terapia génica para el tratamiento de patologias que afectan al segmento posterior del
0jo, asi como un breve estudio anatémico del globo ocular y sus patologias mas caracteristicas y un
pequeiio resumen de las vias de administracién. Para ello, se ha llevado a cabo la descripcidn de
cada sistema asi como sus indicaciones y ventajas e inconvenientes. Para finalizar se han
seleccionado los sistemas vy las vias de administracion mds idéneas para este tipo de tratamiento.

3. METODOLOGIA

Se ha realizado una revision bibliografica de los distintos sistemas de liberacidn (virales y no virales)
empleados en el tratamiento de algunas enfermedades del segmento posterior del ojo. Se hace
especial hincapié en los vectores no virales (nanosistemas). Se describen también las vias de
administracion que podrian emplearse para este tipo de terapia. La informacién se ha recogido a
partir de la busqueda y revision de articulos en diversas bases de datos como Pubmed, Elsevier y
SEFH y de manuales de Tecnologia Farmacéutica, Oftalmologia y Farmacologia Ocular.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 VIAS DE ADMINISTRACION EN TERAPIA GENICA OCULAR

Al igual que hay diversos sistemas farmacéuticos para lograr la liberacién del farmaco en la célula
diana responsable de la patologia ocular, las rutas de administracién de estos medicamentos
también son multiples.

4.1.1 Administracion intraocular

La administracidon intraocular se puede dividir entre intracameral para el humor acuoso e
intravitrea para el humor vitreo. Las inyecciones intravitreas han ganado considerable atencién en
las ultimas dos décadas. Este método implica la inyeccidn de la solucién del farmaco directamente
en el vitreo a través de la pars plana. A diferencia de otras rutas, la inyeccidn intravitrea ofrece
mayores concentraciones de farmaco en el vitreo y la retina, evitando efectos secundarios no
deseados en otras estructuras por lo que es la ruta mas eficiente para tratar trastornos en el parte
posterior del 0jo%® 2L,

4.1.2. Administracion periocular

Periocular se refiere a la regién que rodea el ojo, que incluye las rutas peribulbar, yuxtascleral
posterior, retrobulbar, subtenon y subconjuntival??. Las soluciones farmacoldgicas se colocan muy
cerca de la esclera, lo que produce altas concentraciones en la retina y el vitreo debido a que Ila
esclera, hecha de tejido fibroso, ofrece menos resistencia al paso de farmacos. Los objetivos
principales de la administracién periocular son proporcionar una terapia mas efectiva a través de la
focalizacién directa en el sitio de accidén y prolongar la actividad al proporcionar altos niveles
extendidos de farmaco en el sitio objetivo. Las inyecciones subconjuntivales se pueden administrar
debajo de la conjuntiva del globo ocular (epibulbar) o debajo de la conjuntiva que recubre el
parpado (subpalpebral). Las inyecciones subconjuntivales estdn indicadas para el tratamiento de
lesiones en la cérnea, la esclerédtica, la Uvea anterior y el vitreo debido a que la inyeccién debajo de
la conjuntiva permite que los medicamentos eviten el epitelio, una de las principales barreras que
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limitan la entrada de medicamentos. Puede producirse una exposicion sistémica significativa a los
medicamentos debido a la rapida absorcidén de los medicamentos inyectados subconjuntivalmente
en la circulacion venosa ocular?® 23,

4.1.3. Administracion sistémica

Los medicamentos administrados por via sistémica tienen un acceso deficiente al ojo debido a la
barrera ocular sanguinea, que separa fisioldgicamente el ojo del resto del cuerpo por componentes
epiteliales y endoteliales, cuyas uniones estrechas limitan el transporte de los vasos sanguineos al
ojo. Sin embargo, la administracion sistémica es una ruta terapéutica dptima cuando se tratan los
segmentos posteriores del ojo (retina, coroides, nervio dptico y vitreo) porque es un método no
invasivo. En un ojo normal las barreras sangre-ojo limitan la cantidad de penetracién de drogas en
el ojo. Si el ojo se inflama, la impermeabilidad normal de estas barreras se reduce
considerablemente, lo que aumenta la concentracién del farmaco en los tejidos objetivo. La terapia
sistémica se puede usar para tratar afecciones de los parpados, la esclera, el tracto uveal (tanto
anterior como posterior), vitreo, retina, nervio éptico y area retrobulbar si el medicamento tiene
una gran ventana terapéutica?®.

4.1.4. Administracion tépica

Los medicamentos administrados topicamente en la superficie del ojo corresponden a mas del 90%
de la formulacién ocular comercializada actualmente. Uno de los principales inconvenientes de esta
ruta es la escasa biodisponibilidad de los medicamentos en formas de dosificacién ocular, que se
debe principalmente a factores de pérdida precorneal. Entre los factores responsables de la baja
disponibilidad del farmaco, los mas importantes son: (a) dindmica de lagrimas, (b) absorcién no
productiva, (c) tiempo de residencia transitoria en el fondo de saco e (d) impermeabilidad relativa
de la membrana epitelial corneal. Por esta razén, solo una pequeiia fraccién del medicamento se
absorbe realmente. Se intenta mejorar la biodisponibilidad ocular del farmaco extendiendo el
tiempo de residencia del farmaco en el saco conjuntival utilizando agentes viscosizantes. La
prolongacion del tiempo de residencia precorneal con estos potenciadores de la viscosidad y geles
tiene solo un valor limitado porque ambos casos son formulaciones liquidas y, por lo tanto, se
eliminan por las rutas habituales en el dominio ocular?® 24,

4.2 TIPOS DEVECTORES EVALUADOS EN TERAPIA GENICA PARA EL TRATAMIENTO DE
PATOLOGIAS DEL SEGMENTO POSTERIOR DEL 0JO

4.2.1 VECTORES VIRALES

En la busqueda histérica de los vectores mas adecuados se han utilizado diferentes especies de
virus cada uno con caracteristicas especificas. Entre los vectores virales mas utilizados se
encuentran los adenovirus, virus adenoasociados, herpes virus y retrovirus.

4.2.1.1 Retrovirus

Los retrovirus contienen ARN de cadena sencilla como genoma viral. Durante el ciclo viral, el ARN se
transcribe a la inversa para producir ADN de cadena doble (mediante la accién de la enzima
transcriptasa reversa) que se integra al genoma de la célula hospedadora y se expresa en periodos
prolongados. La mayor parte de los retrovirus pueden integrarse sélo en las células que se replican.
Esta propiedad de los retrovirus restringe su uso como vector en la terapia génica®. La familia
Retroviridae estda compuesta por las subfamilias Spumaviridae, Lentiviridae y Oncoviridae. Los
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derivados de oncovirus murinos tipo C o y-retrovirus han sido los mas utilizados pero,
recientemente, se han desarrollado vectores retrovirales basados en lentivirus, familia a la cual
pertenece el VIH, uno de los virus mejor estudiados. Algunas de las proteinas virales tienen sefiales
de localizacién nuclear y facilitan la entrada del virus por los poros nucleares. Por eso, al contrario
gue los oncovirus, presentan la ventaja de infectar células que no estan en divisiéon y parecen evitar
algunos de los problemas de seguridad de estos?®.

4.2.1.2 Adenovirus

Los adenovirus son virus ADN de doble cadena (dsDNA) sin envuelta, de nucelocapside icosaédrica,
de la que parten filamentos proteicos para el reconocimiento de la célula diana. Son responsables
de las principales enfermedades de vias respiratorias altas, con muy buen tropismo por células
humanas.

Algunas de las ventajas es que infectan todo tipo de células, tanto si de dividen como si no y son
estables y faciles de purificar y concentrar. Dentro de los inconvenientes tienen toxicidad a dosis
altas, generan una fuerte respuesta inmune, no son integrativos y la duracidon de la expresién es
limitada, sobre todo en células en divisién. Hoy en dia son los mas utilizados in vivo, para ocasiones
en las que no se requiere una expresion duradera del gen?’.

4.2.1.3 Virus adenoasociados (VAA)

Los virus adenoasociados son pequefos, simples, no auténomos y contienen ADN lineal de cadena
sencilla. Estos virus requieren de la coinfeccidn con adenovirus o herpesvirus para replicarse. Los
vectores base de los virus adenoasociados son simples y contienen sélo las secuencias viricas de
repeticiones terminales. La produccion de los vectores de estos virus es amplia y lleva consigo la
introduccidn en la célula hospedadora, no sélo del propio vector, sino también de un pldsmido que
codifica el rep y el cap (genes) para suministrar las funciones del virus ayudante. Las ventajas
caracteristicas son buena infectividad, transducen células en divisidn y no mitéticas, integracién en
el genoma de la célula huésped, muy baja toxicidad y ausencia de respuesta inmune celular. Asi
como en los inconvenientes destaca que requieren de las funciones de un adenovirus para su
obtencién, y la especificidad de la integraciédn en un locus concreto se pierde en los AAV
recombinantes, y en consecuencia, la integracion se realiza al azar?®.

4.2.1.4 Herpes virus

La familia Herpesviridae incluye al herpes simple, el Epstein-Barr, varicela zéster y el
citomegalovirus; compuestos de ADN bicatenario. Las ventajas de los vectores génicos del
herpesvirus son su capacidad de llevar grandes secuencias insertadas de ADN extrano, y su aptitud
para ocasionar infecciones latentes de larga duracidn, en las cuales el genoma del virus es un
episoma con efectos no aparentes en la célula hospedadora. Como los retrovirus, el grupo de
herpes virus (herpesvirus-y) tiene el potencial de distribuir genes a células pluripotentes y a su
progenie diferenciada. La desventaja para el uso de estos virus en la terapia génica, es que los
herpesvirus-y se relacionan con efectos linfoproliferativos y en algunos casos malignidad. En
contraste con los gamma-herpes virus, el virus del herpes simple y otros alfa-herpesvirus es que no
pueden mantener una infeccién latente en células en divisién. Algunos problemas de estos vectores
son la dificultad de mantener la expresion prolongada del gen terapéutico y la eficiencia de la
infeccién es mas o menos baja cuando se le compara con otros sistemas virales?® 3,
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Tabla 3. Ventajas e Inconvenientes de los vectores virales

Inconvenientes

Vector Ventajas
Retrovirus - Integracion estable
- Facil manejo
— Mo provocan respuesta inmune
— Transduccion eficiente
Adenovirus — Células en reposo o replicacion

— Episomales
— Estables in wvo
- Titulos altos
Adencasociados - Células en reposo o replicacion
— Paosible integracion especifica

— Bajo titulo

- Posible mutacion insercional

— Extincion del transgén in vivo

— Requieren proliferacion celular
— Respuesta inmune & inflamatoria
— Direccionabilidad dificil

— Dificil manejo

- Paca longitud del transgén
— Dificiles de producir en gran

cantidad
— Mo parecen transducir a todo
tipo de celulas in vivo
- Posible mutacién insercional
- Patogenicidad
- Dificil manejo

— Poco inmunogénicos
- Titulos altos
— Mo son patogenos en humanos
Herpes virus — Células en reposo
- Episomales
— Adecuados para el sistema
nernvioso

Figura 3. Ventajas e inconvenientes de los vectores virales. Terapia génica. Vectores de expresion
| Offarm [Internet]. Disponible en: https://www.elsevier.es/en-revista-offarm-4-articulo-terapia-
genica-vectores-expresion-13051502

4.2.2 VECTORES NO VIRALES (NANOSISTEMAS)

La eficacia de estas nuevas "medicinas génicas" depende de dos niveles de actuacion: el sistema de
introduccioén de los genes (el vector propiamente dicho) y el sistema de regulacidon de su expresién
(el soporte). Los vectores no virales presentan, en general, una eficacia inferior al de sus oponentes,
sin embargo, en cuanto a sus ventajas destacan su facilidad de manipulacion, mayor estabilidad,
bioseguridad, gran capacidad transportadora, menor inmunogenicidad y especificidad celular, en
algunos casos. Los tipos de vectores son muy variados, pero pueden agruparse en categorias, que
veremos a continuacién.

4.2.2.1 Liposomas

Los liposomas son vesiculas biocompatibles y biodegradables compuestas de moléculas anfifilicas,
como los fosfolipidos y el colesterol, similares a los presentes en las membranas bioldgicas3!.
Tienen un didmetro de 25 - 10,000 nm vy sus propiedades como el tamafio, la carga superficial, la
estabilidad y la farmacocinética dependen de su método de preparacidon y composicion. Segun su
tamafio y nimero de bicapas, se pueden dividir en pequenas vesiculas unilamelares (SUV), grandes
vesiculas unilamelares (LUV), vesiculas unilamelares gigantes (GUV) y vesiculas multilamelares
(MLV). Las cavidades dentro de los liposomas, que estan delimitadas por las cabezas polares de los
fosfolipidos, pueden transportar farmacos hidréfilos, mientras que los farmacos lipofilicos pueden
solubilizarse dentro de la bicapa entre las colas hidréfobas.

No solo ayudan a proporcionar una accién prolongada y controlada a la superficie corneal, sino que
también permiten el suministro ocular controlado al prevenir el metabolismo del farmaco
encapsulado por las enzimas presentes en la superficie epitelial corneal / lagrimal. Los liposomas
también pueden proteger el medicamento de la degradacién enzimatica y pueden unirse al epitelio
aumentando el tiempo de residencia del medicamento.

Se emplean varios biomateriales, principalmente de naturaleza lipidica, en la fabricacidn de los
liposomas y se pueden dividir en tres grupos segln su carga a pH fisioldgico: lipidos negativos,
positivos y neutros. El biomaterial mas comudn usado en la composicion de liposomas es lecitina /
fosfatidilcolina. Ademas el colesterol es otro lipido que generalmente se emplea en formulaciones
de liposomas para rutas oculares®.

Nicolds Cuenca Navarro3? en 2004 defendié el uso de inmunoliposomas pegilados como alternativa
para el tratamiento de retinosis pigmentaria.
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4.2.2.2 Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones (NE) son un grupo de dispersiones heterogéneas de dos liquidos inmiscibles. Su
estabilidad fisica puede mejorarse seleccionando emulsionantes adecuados que sean capaces de
reducir la tensidn interfacial o aumentar la repulsién de las gotitas. Dependiendo de las
concentraciones de aceite / agua / emulsionante y la eficiencia del equipo de emulsidn utilizado
para obtener un tamafio de gota reducido, la emulsién final puede estar en forma de aceite en agua
(o / w), agua en aceite (w / 0) o, incluso, emulsiones multiples. Basicamente, hay dos tipos de
compuestos en una formulacién de NE que son fundamentales para definir las propiedades del
sistema disperso: el aceite (aceite de soja) y el surfactante (lecitina).

La biodegradabilidad natural, el tamafio de las gotas nanométricas, la esterilizacién, la
solubilizacion sustancial del farmaco (principalmente para farmacos lipofilicos) y Ia
biodisponibilidad ocular mejorada hacen que los NE sean sistemas prometedores de administracién
ocular?%3,

En concreto, la formulacién de clorhidrato de dorzolamida en forma de nanoemulsidn es uno de los
ejemplos que ofrece un tratamiento mas intensivo del glaucoma, una disminucion en el nimero de
aplicaciones por dia, y un mejor cumplimiento del paciente en comparaciéon con las gotas oculares
convencionales. Asi se describe en el articulo “Nanoemulsion as a Potential Ophthalmic Delivery
System for Dorzolamide Hydrochloride” escrito por Hussein O. Ammar, H. A. Salama, M. Ghorab, y
A. A. Mahmoud3* publicado en junio del 2009.

4.2.2.3 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NP) son particulas que varian en tamafio de 10 a 1000 nm y, dependiendo del
uso, pueden incluir o no una molécula activa dentro de su estructura3>. Esta molécula se puede unir
a la matriz de la nanoparticula o se puede disolver, encapsular y / o atrapar, dando lugar a la
diferente clasificacion que incluye nanoesferas o nanocdpsulas. El término nanoesfera (NS) se
refiere a una estructura matricial y el término nanocdpsula (NC) se aplica a un sistema con un
nucleo de aceite y una cubierta polimérica. Para aplicaciones oftdlmicas, estos nanosistemas tienen
la ventaja de ser faciles de administrar en forma liquida, mientras que para la aplicaciéon tépica, son
bien aceptados por los pacientes debido a sus requisitos de dosificacion menos frecuentes debido a
la mayor duracién de la retencidn en el drea precorneal®.

En junio de 2017, Anna Salas Torras3® realizd un estudio sobre dos nanoparticulas poliméricas como
sistemas de transferencia no viral anti-angiogénica en la retina. Las nanoparticulas proteicas R9-
GFP-H6 y las nanoparticulas poliméricas de quitosano 015, ambas con utilidad en la retinopatia
diabética y en la DMAE.

4.2.2.3.1 Polimeros sintéticos
o) Poli (alquilcianoacrilatos)

Algunas de las ventajas de los poli (alquilcianoacrilato) (PACA), como la biocompatibilidad y la
biodegradabilidad, el simple proceso de preparacién de las nanoparticulas y, en particular, su
capacidad para atrapar un numero significativo de bioactivos, especificamente proteinas vy
péptidos, han despertado un gran interés en el uso de este tipo de polimeros para el desarrollo de
sistemas de administracion ocular de farmacos. Por estas razones, el poli (butilcianoacrilato)
(PBCA), un tipo de PACA, fue uno de los primeros polimeros que se utilizé para desarrollar un
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sistema de administracion de fdrmacos nanoestructurados para el 0jo%°. Sin embargo algunos
autores han observado que los PACA pueden dafar el epitelio corneal al interrumpir las
membranas celulares®>. Ademas el PBCA presenta otros inconvenientes al encapsular farmacos
muy hidrofilicos, debido a que es un polimero hidréfobo (pese a esta caracteristica se ha
conseguido un efecto farmacolégico entorno al 20-30%).

o) Polimeros derivados del acido metacrilico (Polimetacrilatos)

Copolimero completamente polimerizado de dcido metacrilico y un éster acrilico o metacrilico. En
la monografia se definen tres tipos de copolimeros: Tipo A, Tipo B y Tipo C. Varian en su contenido
de acido metacrilico y viscosidad en solucién. Tipo A (Eudragit RL) y Tipo B (Eudragit RS), también
conocidos como copolimeros de metacrilato de amonio, consisten en copolimeros completamente
polimerizados de ésteres de acido acrilico y metacrilico con un bajo contenido de grupos de amonio
cuaternario. Los polimetacrilatos pueden modificar varias caracteristicas de los medicamentos,
incluida su estabilidad, los perfiles de liberacion y sus perfiles farmacocinéticos y
farmacodinamicos.

o) Poliésteres alifaticos

Los poliésteres alifaticos son homopolimeros o copolimeros sintéticos de acido lactico (PLA), acido
glicdlico (PGA) y acido e-hidroxicaproico (PECL). Son biodegradables y sufren degradacion hidrolitica
y bioldgica a través de la escisidon de los enlaces éster o se metabolizan a través del ciclo del acido
citrico en productos no téxicos. La velocidad de biodegradacién y las caracteristicas de la liberacién
del farmaco de un sistema de suministro de farmacos hecho de poliésteres alifaticos se pueden
controlar cambiando las propiedades fisicoquimicas de los polimeros, incluyendo la cristalinidad, la
hidrofobicidad, la estereoquimica de mondédmeros, la relacién de copolimeros y el peso molecular
del polimero. Estas propiedades adecuadas representan algunas de las razones por las cuales los
poliésteres alifaticos fueron uno de los primeros polimeros en ser investigados para sistemas de
administracion de farmacos en nanoparticulas para administracion ocular.

4.2.2.3.2 Polimeros naturales
o Quitosano

El quitosano (CS) es uno de los polimeros naturales mds estudiados para la preparacién de
nanoparticulas. El quitosano (o [1 = 4] 2-amino 2-desoxi BD glucano) es un polimero natural
sintetizado por la desacetilacién alcalina de la quitina, que es el segundo polisacdrido mas
abundante en la naturaleza, después de la celulosa. Este polimero se puede encontrar en los
exoesqueletos de crustaceos, insectos y algunos hongos. Exhibe varias propiedades bioldgicas
favorables que lo convierten en un polimero interesante para su uso en formulaciones
farmacéuticas. Es un polimero mucoadhesivo y biodegradable que posee propiedades para
mejorar la penetracidon. El uso de CS en la terapia ocular comenzé con su uso como agente de
recubrimiento de nanoestructuras, como nanocapsulas o nanoemulsiones. Las ventajas de un
recubrimiento CS no solo se deben a su carga eléctrica positiva que puede interactuar con la
superficie celular, sino también a la naturaleza del CS mismo. De esta manera se comprobd que las
nanocapsulas recubiertas con CS aumentan su biodisponibilidad frente a las que no lo estan. Su uso
en terapéutica ocular aun enfrenta los inconvenientes efectos tdxicos que ocurren cuando se
requiere una administracion intraocular. Se demostré que las CS-NP inducen turbidez vitrea severa,
infiltracién celular y opacidades membranosas y a menudo se asociaron con inflamacién. Este
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inconveniente también limita su uso para otras vias de administracion ocular, como la
administracion subrretiniana.

o) Hialuronano

El hialuronano (HA) es un glicosaminoglicano lineal no sulfatado no epimerizado que existe in vivo
como un polianidn de acido hialurdnico y esta compuesto por unidades repetidas de disacdrido de
acido D-glucurdénico y N-acetilD-glucosamina. Es un componente importante de la matriz
extracelular (ECM) del ojo y de muchos otros tejidos y dérganos, y posee propiedades
mucoadhesivas y bajo comportamiento tdxico. Sin embargo, la propiedad mas atractiva de HA para
los sistemas de administracién de farmacos oculares es su capacidad de interactuar fuertemente
con varios receptores, por ejemplo, el receptor de acido hialurénico para la endocitosis (HARE) vy el
receptor CD44 , que son expresado en el epitelio ocular Inicialmente, en los sistemas de suministro
de farmacos en nanoparticulas, el HA, como se describié en el caso de CS, se usé como agente de
recubrimiento , y luego se incluyd en sistemas hibridos hasta el desarrollo de nanosistemas basados
solo en HA.

o) Gelatina

La gelatina es un polimero natural que se deriva del coldgeno y se usa comunmente para
aplicaciones farmacéuticas y médicas debido a su biodegradabilidad y biocompatibilidad en
entornos fisioldgicos. Una caracteristica interesante de la gelatina es que su punto isoeléctrico
puede modificarse durante el proceso de fabricacion para producir gelatina acida cargada
negativamente o una gelatina bdsica cargada positivamente a pH fisiolégico. La gelatina comercial
generalmente se obtiene de una fuente animal, por lo que los problemas de seguridad, incluida la
posible contaminaciéon e inmunogenicidad, pueden ser un problema importante. Por esta razdn, la
gelatina humana recombinante puede ser una alternativa atil porque tiene las mismas propiedades
gue la gelatina comercial pero su pureza es mayor.

o Otros polimeros

La interaccidon con los receptores HARE y CD44 no es exclusiva de HA. Se ha informado que el
sulfato de condroitina y el sulfato de dextrano comparten la misma capacidad pero a diferentes
intensidades, y esta propiedad puede ser muy util en la internalizacién de NP. El sulfato de
condroitina es un glicosaminoglicano ampliamente distribuido compuesto por una cadena de
unidades alternas de Nacetilgalactosamina y dacido glucurdnico, que desempena un papel
importante en el tejido conectivo y el metabolismo del ojo y se ha propuesto como agente
biomimético para la lineracion de farmacos racionales. El sulfato de dextrano es un glucano
altamente sulfatado de la anhidroglucosa compuesto por aproximadamente el 95% de enlaces alfa-
D con los enlaces restantes para la ramificacién del polimero.

Las NP basadas en glucomanano pueden tener una aplicacidn especial en el tratamiento de las
células del epitelio pigmentario de la retina (RPE). El glucomanano es un polisacarido lineal sin
carga derivado de la familia manano y es un polimero B1, 4 compuesto de residuos de D-manosa y
D-glucosa. Tiene la capacidad de interactuar con receptores especificos, y esto podria ser
interesante en el caso de los receptores de manosa encontrados en las células RPE que estan
relacionadas con el proceso de internalizacion celular®.
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4.2.2.4 Nanoparticulas solidas lipidicas (SLN)

Las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) son nanoestructuras hechas de un lipido que es sélido a
temperatura ambiente y corporal. A pesar de ser un sistema de liberacidén interesante, los SLN
enfrentan muchos problemas, como la baja capacidad de carga y la posible expulsién del
medicamento durante el almacenamiento. Otra desventaja es que los SLN pueden incorporar
eficientemente solo moléculas hidréfobas, pero incluso esta molécula puede ser expulsada de los
SLN. Esto se puede superar en parte mediante la incorporacion de una mezcla de lipidos,
generalmente liquida, para crear una matriz de lipidos lo mas desorganizada posible. Estos sistemas
se denominan portadores de lipidos nanoestructurados (NLC). Para la terapia ocular, las ventajas
mas importantes de usar SLN son la liberacion controlada y sostenida del medicamento debido al
aumento del tiempo de residencia (que puede extenderse usando SLN con carga positiva). Estas
propiedades se ven gravemente afectadas por el lipido sélido y el tensioactivo seleccionado?®.

E. Sdnchez-Lépez, M. Espina, S. Doktorovova, E.B. Souto , M.L. Garcia en un articulo publicado en el
2016 describieron el uso de nanoparticulas lipidias catidnicas como portadoras de medicamentos
focalizados en el tratamiento de varias enfermedades, como ojo seco, degeneracién macular
relacionada con la edad (DMAE), glaucoma, retinopatia diabética y edema macular?’.

4.2.2.5 Dendrimeros

Los dendrimeros consisten en una molécula central, que actia como la raiz de la cual se originan
varios brazos altamente ramificados, en forma de arbol, de forma ordenada y simétrica. Su
arquitectura molecular Unica les otorga algunas propiedades distinguidas, como un tamafo
definido, una polidispersidon relativamente baja y la posibilidad de funcionalizarse facilmente.
Incluso con la capacidad de asociar medicamentos, los dendrimeros generalmente se emplean
como vehiculos de terapia génica no virales. Alun es demasiado pronto para predecir el futuro de
los dendrimeros como nanomedicinas oculares debido a la falta de estudios, pero si estos
resultados se reprodujeran en otros tejidos, serian un vehiculo prometedor para una terapia génica
ocular efectiva y no tdxica?® 33,

Robert J. Marano , Norbert Wimmerb , Philip S. Kearnsb , Bradley G. Thomasb , Istvan Tothb ,
Meliha Brankova , P. Elizabeth Rakoczy®® en junio del 2004 describieron el uso de este tipo de
nanosistemas para combatir la neovascularizacion, mediante dendrimeros lipidicos asociados a un
oligonucleétido capaz de reducir la transcripcion del VEGF, en pacientes con retinopatia diabética o
con degeneracién macular asociada a la edad.
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6. CONCLUSIONES
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Los nanosistemas de administracion intraocular, en concreto, la via intravitrea resultan de gran
interés en terapia génica no viral, especificamente, en el tratamiento de patologias asociadas al
segmento posterior del globo ocular. Esta via de administracién es capaz de proporcionar una
terapia mas efectiva a través de la focalizaciéon directa en el sitio de accién evitando efectos
secundarios no deseados en otras estructuras y prolongar la actividad al liberar altos niveles de
farmaco en el sitio objetivo.
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