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La red TERAV del Instituto de Salud Carlos III celebra todos los afos una reunion
técnica que revisa temas metodologicos de interés para sus grupos de investigacion.
En esta ocasion el tema elegido, herramientas no virales para terapia génica trascendia
nuestra RETIC y resultaba de interés a CIBERs como el de “Enfermedades Raras™y el
de “Bioingenieria, Biomateriales y Biomedicina” y a empresas biotecnologicas.

Consiguientemente, la reunién se articuld en un foro de
alto nivel cientifico con la participacion de ASEBIO, TERAV
y los CIBERs mencionados. La reunion se organizo6 en dos
sesiones, una dedicada al desarrollo de nuevos sistemas
no virales, con especial énfasis en nanoparticulas y la otra
centrada en aplicaciones concretas de estos desarrollos
para terapia génica.

En las Ultimas décadas, pese al éxito clinico de los
vectores virales en la terapia génica, aln contindan exis-
tiendo retos que les impiden alcanzar todo su potencial.
Estos inconvenientes han llevado a la busqueda de nue-
vos sistemas de administracion de material genético y de
otras biomoléculas entre los que destacan los basados
en nanoparticulas sintéticas. Ramén Martinez Manez del
Instituto Interuniversitario de Reconocimiento Molecular y
Desarrollo Tecnoldgico, (IDM)( Universitat Politécnica de
Valéncia). Centro de Investigacion Biomédica en Red de
Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina (CIBER-BBN),
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Instituto de Salud Carlos I1l) introdujo la situacion de estas
tecnologias basadas en nanoparticulas sintéticas. Estos
vectores no virales presentan, en general, una reducida
inmunogenicidad en comparacion con los vectores vira-
les, ademas de ser casi siempre mas féciles de producir y
escalar. Pueden utilizarse como vectores no virales nano-
particulas de diversos tipos que actuan como sistemas
de entrega para transportar acidos nucleicos y distintas
biomoléculas idealmente hasta el sitio de accidn deseado,
protegiéndolos de la degradacion y mejorando su estabili-
dady biodisponibilidad. Hoy se conocen nanoparticulas de
innumerables tipos de materiales donde en muchas oca-
siones es posible controlar sutamafio y forma, asi como la
estructura de su superficie y el farmaco/biomolécula con
el que se carga. Las nanoparticulas pueden ademas ser
funcionalizadas con otras biomoléculas (tipicamente anti-
cuerpos, aptdmeros o péptidos) para ser dirigidas a células
0 tejidos determinados, aumentando la selectividad y la
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eficacia de la terapia. Aunque aun hay muchos problemas
por resolver en funcién de la aplicacion deseada, existen
ejemplos de nanoparticulas ya utilizadas en clinica inclu-
yendo aquellas para la liberacion de material genético tales
como las vacunas del SARS-CoV-2 que transportan ARN
mensajero de una de las proteinas del coronavirus.

Dentro del apartado de desarrollo de vectores no virales,
Gustavo Puras (Universidad del Pais Vasco. CIBER-BBN)
presentd resultados sobre nanoparticulas lipidicas obte-
nidas por microfluidica, como plataforma para vehiculizar
material genético. Las nanoparticulas lipidicas obtenidas
por auto ensamblaje de sus componentes en un chip
microfluidico son utilizadas desde finales del 2020 por
las compafiias farmacéuticas Pfizer-BioNTech y Moderna
como vectores para administrar las vacunas basadas en
ARNm contra la COVID-19. En esta linea se estan explo-
rando otras posibles aplicaciones de estos sistemas para
vehiculizar de una manera segura y eficaz, diferentes tipos
de material genético, incluidas las herramientas de edi-
cion basadas en el sistema CRISPR/CAS9 y sus versiones
mejoradas.

Sin embargo, desde un punto de vista tecnoldgico, seria
deseable poder contar con una forma de dosificacion
solida y estable de estos vectores no-virales, por ejemplo,
en forma de polvo seco, que podria obtenerse ajustando
los diferentes parametros que intervienen en el proceso de
liofilizacion, para mejorar de esta manera su manipulacion
y conservacion.
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La Dra. Nora Ventosa del grupo Nanomol-Bio
(Instituto de Ciencia de Materiales de Barcelona (ICMAB-
CSIC)a (CIBER-BBN) presentd su investigacién sobre
“Nanovesiculas estables para el desarrollo de nanofarma-
cos para terapias génicas”. El interés de este grupo es el
de desarrollar nanovesiculas no-liposomales (quatsomas),
muy estables en el tiempo para la nanoformulacion de bio-
moléculas terapéuticamente activas. Estas nanovesiculas
se producen mediante la tecnologia DELOS, comercializada
por la PyME Nanomol Technologies SL, empresa spin-off
del CSIC, y que ademas se ha escalado e implementado
bajo condiciones GMPs en el marco del proyecto Europeo
Phoenix OITB, que tiene como objetivo establecer una red
de infraestructuras para el desarrollo y la fabricacion bajo
GMPs de nanofarmacos (https://www.phoenix-oitb.eu/).
Dentro de este ambito, el grupo Nanomol-Bio junto al Grupo
de Trastornos Sanguineos y Cancer infantil del Instituto de
Investigacién VHIR ha desarrollado y patentado nanovesi-
culas tipo quatsoma para el transporte de diferentes tipos
de &cidos nucleicos (MiARN, siARN, ADN,...). Estas nanove-
siculas compuestas por sustancias disponibles en grado
farmacéutico, tienen propiedades 6ptimas para encapsu-
lar y transportar acidos nucleicos con un tamafio inferior
a 150 nandmetros y son estables en una solucion liquida
durante mas de 6 meses; también tienen una sensibilidad
al pH ajustable, lo que significa que diferentes niveles de pH
pueden desencadenar diferentes respuestas. Ademas, son
estables a temperatura ambiente, lo que evita problemas
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asociados a los requisitos de la cadena del frio, y pueden
inyectarse por via intravenosa. La funcionalidad de estos
quatsomas se ha demostrado en la entrega de microARN
en un neuroblastoma, protegiéndolo de la degradacion y
aumentando su presencia en tumores de higado, pulmon y
xenoinjertos de neuroblastoma, entre otros.

Por su parte, el Dr. Rafael Gémez del grupo de la
Universidad de Alcala y perteneciente al CIBER-BBN des-
cribi6 el desarrollo de una plataforma sintética basada en
dendrimeros carbosilano como agentes no virales para el
transporte de &cidos nucleicos. Esta tecnologia permite
condensar el material nucleico en forma de nanoconjuga-
dos, protegerlos de la accion de enzimas e internalizarlos
eficientemente en el interior de las células. Algunos de
estos vectores no virales han mostrado su capacidad de
atravesar la barrera hematoencefalica.

Salvador Borros Gomez, del Grupo de Ingenieria de
Materiales (GEMAT), ha desarrollado un sistema eficaz
para recubrir diversos vectores virales con el fin de mejo-
rar su eficacia terapéutica. Su enfoque se fundamenta en
el uso de polimeros, especificamente Oligo Modified Poly
(B-amino Ester), que pueden interactuar tanto electrosta-
ticamente como covalentemente con la estructura de la
capsida virica proporcionando una proteccion contra el
reconocimiento por parte del sistema inmune, sin restrin-
gir su tropismo natural. Ademas, el grupo del Dr. Borros
es capaz de afadir a la estructura del polimero moléculas
sefializadoras capaces de incrementar la localizacion de
los vectores en las células deseadas cosa que permite dis-
minuir notablemente la dosis a utilizar y, por consiguiente,
disminuye los posibles efectos secundarios derivados
del efecto “off-target”. Esta innovadora solucién abre las
puertas a solucionar algunos de los mayores obstaculos
de este tipo de terapias, como puede ser utilizar vectores
virales en pacientes seropositivos, asi como la opcion de
redosificacion o la disminucién de la dosis efectiva.

La Dra. Rosario Sanchez Martin del Grupo Nano-CHem-
Bio-GENYO de la Universidad de Granada ha desarrollado
distintas estrategias para llevar a cabo la administracion
selectiva que permite el transporte preciso y controlado de
herramientas de edicion génica, garantizando modificacio-
nes especificas y eficientes, al tiempo que se minimizan
los efectos no deseados. Concretamente describid una
nueva nanoplataforma para la edicion génica basada en
la integracion de dcidos nucleicos peptidicos modificados
en nanoparticulas multifuncionales como herramienta de
liberacion selectiva.

Finalmente, la Dra. Maria Josefa Alonso Fernandez de
LiberaBio y la Universidad de Santiago de Compostela,
pionera en el desarrollo de vectores sintéticos innovado-
res, de naturaleza polimérica, con capacidad para llevar
DNA, mRNA y miRNA a distintos 6rganos tejidos, describid
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la optimizacion de estos vectores a base de lipidos y poli-
meros biocompatibles y biodegradables. Este método de
preparacion es escalable y el producto final puede ser liofi-
lizado. La Dra. Alonso describi¢ el potencial de estos vecto-
res en diversos contextos terapéuticos: cancer, enfermeda-
des neuroldgicas, terapias celulares y vacunas.

La segunda parte del Foro se inicio con la introduccion
al tema de los vectores virales por los Drs Juan Antonio
Bueren (CIEMAT; IIS Fundacidn Jiménez Diaz, CIBERER
y RICORS/TERAV) y Francisco Martin Molina (GENYO.
Universidad de Granada. IBS.Granada RICORS/TERAV).
Ambos investigadores resaltaron como después de algu-
nos altibajos en la aplicacion clinica de la terapia génica,
actualmente vivimos una nueva era en la que un ndmero
cada vez mayor de terapias génicas ex vivo e in vivo han
alcanzado su madurez, basandose en la mayoria de los
casos en vectores virales. La razon del éxito de estos vec-
tores radica en su eficacia, dado que utilizan los mecanis-
mos naturales de los virus para entrar a las células diana'y
expresar 10s genes terapéuticos. Ademas, las ultimas ver-
siones de estos vectores, no expresan ningun gen viral y
tienen unos niveles de seguridad biolégica muy altos. No
obstante, la transferencia de estas terapias a la practica
clinica esta encontrando importantes restricciones tanto
para su uso generalizado como para el desarrollo de las
nuevas estrategias basadas en la edicion genémica. Dos
de las limitaciones mas significativos son sin duda su ele-
vado coste y la respuesta inmune que se genera frente a
componentes del virus. En virtud de ello, una variedad de
aproximaciones de terapia génica que no requieren el uso
de dichos vectores se ha puesto ya en marcha. Entre ellos
destacan las aproximaciones que utilizan electroporacion
0 diferente tipo de nanoparticulas como medio de entrega
de los genes terapéuticos (para terapia génica convencio-
nal) o de las moléculas que median los procesos de edi-
cion génica (para terapia génica dirigida). De hecho, ya se
ha aprobado el primer medicamento basado en edicion
gendmica, Casgevy, que utiliza electroporacion del sistema
CRISPR/Cas9 en células troncales hematopoyéticas para
el tratamiento de la beta-talasemia y la anemia falciforme.
A continuacion, dentro del Foro se ilustraron algunos ejem-
plos de los desarrollos que actualmente estan en marcha
en Espafia.

El Dr. Alvaro Somoza del IMDEA Nanociencia (Madrid)
presentd sus resultados sobre una nanomedicina para el
tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne, donde
se han combinado distintos acidos nucleicos. El sistema
se ha evaluado en modelos celulares y animales, observan-
dose que es capaz de activar la regeneracion de las células
musculares sin mostrar una toxicidad significativa.

Por su parte, Begoiia Sot del CIEMAT; IIS Fundacion
Jiménez Diaz, CIBERER, RICORS/TERAV. IMDEA



Nanociencia. describid sus resultados sobre el desarrollo
de vehiculos basados en nanoparticulas (oro, magnéticas,
lipidicas y proteicas) para la entrega de ribonucleoporteinas,
tanto de Cas9 como de Cas12. Por ejemplo, se han desa-
rrollado nanocomplejos de nanoparticulas magnéticas de
oxido de hierro y ribonucleoproteina, aprovechando distintos
tipos de interaccién. Estos nanocomplejos son internaliza-
dos por distintas lineas celulares, incluidas células prima-
rias, donde la RNP es liberada y produce edicion génica.

De las mismas Instituciones, la Dra Begofa Diaz en cola-
boracion con el CIMA y la Clinica de Navarra, han desarro-
llado un protocolo el que se usan los transposones de la
familia Sleeping beauty para llevar a cabo el desarrollo de
células CAR-T. La potencia y seguridad del producto han
sido ensayados en modelos animales y en lineas celulares
de pacientes, observandose que su eficacia y seguridad
son equivalentes a los producidos con un vector lentiviral.
Gracias a estos resultados, la AEMPS ha aprobado la reali-
zacion de un ensayo clinico dentro de la Red TERAV para el
tratamiento de pacientes con linfoma, que dara comienzo a
lo largo del presente afio.

Otro investigador del CIEMAT; IS Fundacion Jiménez
Diaz, CIBERER y RICORS/TERAV, Oscar Quintana, explico
que, en la actualidad, es posible realizar procesos de “knock-
in” muy eficaces en progenitores hematopoyéticos gracias
a la combinacion de la electroporacion de las herramien-
tas de edicion génica del sistema CRISPR/Cas9, con la
transduccion de vectores virales para la introduccion de la
secuencia terapéutica. Sin embargo, esta estrategia de edi-
cién génica tiene importantes limitaciones, como son su
complejidad, reproducibilidad, elevado coste y su dificultad
de escalado. Por lo tanto, es necesario mejorar, sobre todo
los mecanismos de entrada de las herramientas de edicion
génica en las células, donde las distintas plataformas de
nanoparticulas se presentan como vehiculos ideales. Para
que las nanoparticulas puedan actuar como vehiculos de
terapia génica eficaces se deben desarrollar sistemas que
permitan la entrega de las herramientas de edicion génica,
asi como la secuencia terapéutica, y que una vez dentro de
la célula sea transportadaa al nucleo celular en donde reali-
zarse el proceso de “knock-in". Para conseguirlo, el grupo del
CIEMAT esta trabajando en identificar las condiciones mas
eficientes de transfeccion de progenitores hematopoyéticos
humanos mediante nanoparticulas lipidicas, en colabora-
cion con el grupo del Dr Pedraz (Universidad del Pafs Vasco.
CIBER-BBN). En la actualidad, se ha conseguido transfectar
casi la totalidad de los progenitores hematopoyéticos con
ARNmM que codifica un gen marcador. Por otro lado, estamos
desarrollando sistemas que favorecen la entrada al nucleo
celular de secuencias de ADN. Todo ello permitira el uso
de los sistemas de nanoparticulas en las estrategias “knock-
in" para el tratamiento de enfermedades hematopoyéticas
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hereditarias.

Como ejemplo de la relevancia de la colaboracion publico-
privada para los retos planteados en este foro, la Dra Maria
de la Fuente de la empresa DIVERSA especializada en el
ambito de la nanomedicina y la tecnologia farmacéutica,
explico su tecnologia patentada de nanoemulsiones y nano-
particulas lipidicas, en el ambito de la terapia génica. La tec-
nologia DIVERSA es segura, escalable, y ha demostrado efi-
cacia en diferentes indicaciones, a través de colaboraciones
especificas con el &mbito publico y privado.

El modelo de negocio de DIVERSA se apoya en tres
elementos:

1. Ofrecer al personal investigador una manera simple
y eficaz de evaluar sus moléculas terapéuticas de interés,
mediante la venta de nuestra tecnologia en formato de reac-
tivo de laboratorio.

2. Establecer acuerdos de colaboracion para disefiar y
desarrollar nanomedicamentos adaptados a indicaciones
especificas, favoreciendo la colaboracién de empresas y
grupos de investigacion en sus proyectos.

3. Dirigir nuestros propios proyectos de investigacion con
el objetivo de avanzar en areas terapéuticas especificas,
como oncologia y enfermedades raras.

La mision de DIVERSA es facilitar la transicion de nuevas
moléculas terapéuticas hacia la clinica, y nuestra vision,
mejorar la calidad de vida de los pacientes abriendo nue-
vas oportunidades para el desarrollo de medicamentos
innovadores

Los coordinadores de las dos sesiones del Foro Ramon
Martinez Mafez, Juan A. Bueren y Francisco Martin Molina
resumieron las distintas presentaciones poniendo de relieve
la importancia de que expertos en terapia génica y en desa-
rrollo de sistemas de transferencia no virales colaboren
estrechamente para avanzar conjuntamente hacia la gene-
racion de estrategias de terapia génica mas sostenibles y de
una mayor aplicabilidad. Se hizo énfasis en la necesidad de
aprender de los éxitos y las limitaciones de la terapia génica
basada en sistemas virales para avanzar hacia esas estra-
tegias, haciendo hincapié en que esto solo puede lograrse
mediante colaboraciones multidisciplinares entre investiga-
dores basicos y clinicos, reguladores y empresas que tra-
bajen de manera conjunta. En la actualidad, Espafia cuenta
con un nutrido numero de laboratorios que han venido tra-
bajando en diferentes niveles de investigacion relacionados
con la terapia y edicion génica, asi como con el desarrollo
de diferente tipo de nanoparticulas. De igual importancia, la
sinergia que puede surgir como consecuencia del trabajo
cooperativo de Instituciones publicas y privadas que traba-
jan en estos dos campos puede suponer un importante lide-
razgo de nuestro pais en la nueva era de la terapia y edicion
génica basada en su mayor accesibilidad a los sistemas
publicos de salud.
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