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Abstract

Pharmaceutical biotechnology is focus on the development of new therapeutic,
diagnostic or preventive biopharmaceuticals. Cyclodextrins (CDs) are cyclic
oligossacharides known for their use as excipients to increment solubility and
bioavailability of drugs. This review explains different biotechnological applications for
beta-cyclodextrin (B-CD) derivatives such as vaccines and gene therapy vectors
development as well as its research as novel antiviral agents. Hydroxypropyl-beta-
cyclodextrin (HP-B-CD) has emerged as vaccine adjuvant with lower toxicity than alum.
Moreover, cationic CDs polymers have demonstrated attractive properties that could
improve efficiency of gene delivery systems. The recent pandemic made clear the
importance of having access to broad spectrum antivirals and it has accelerated the
research of new effective molecules like sulfonated CDs that have shown promising
virucidal activity.

Keywords: beta-cylodextrin, vaccines, non-viral vectors, antivirals.

Resumen

La biotecnologia farmacéutica estd enfocada al desarrollo de nuevos biofarmacos con
fin terapéutico, diagndstico o preventivo. Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos
ciclicos conocidos principalmente por su aplicacion como excipientes para potenciar la
solubilidad y la biodisponibilidad de los farmacos. Esta revisién bibliografica explica
distintas aplicaciones biotecnoldgicas de los derivados de la beta-ciclodextrina (-CD),
como en el desarrollo de vacunas y vectores para terapia génica, asi como su estudio
como novedosos agentes antivirales. La hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) ha
surgido como adyuvante en vacunas con menor toxicidad que las sales de aluminio.
Ademas, los polimeros catidnicos de CDs muestran atractivas propiedades para mejorar
la eficacia de los sistemas no virales de transporte y liberacion de genes. La reciente
pandemia ha dejado clara la importancia de tener acceso a antivirales de amplio
espectro y ha acelerado la bisqueda de nuevas moléculas efectivas, como las CDs

sulfonadas, que han demostrado una prometedora actividad virucida.

Palabras clave: beta-ciclodextrina, vacunas, vectores no virales, antivirales.



Abreviaturas

a-CD Alfa-ciclodextrina

B-CD Beta-ciclodextrina

y-CD Gamma-ciclodextrina

Ad Adamantilo

BSC Sistema de clasificacién biofarmacéutica
Cas9 Proteina 9 asociada a CRISPR

CDs Ciclodextrinas

CGTasa Ciclodextrina -glucosiltransferasa
DENV-2 Virus dengue tipo 2

DOX Doxorubicina

ENP-C Enfermedad de Niemann-Pick tipo C
EVE Virus del ébola

FA Acido félico

FR Receptor de folato

HA Hemaglutinina

HCV Virus de la hepatitis C

HIV Virus inmunodeficiencia humana
HMPV Meptaneumovirus humano
HP-B-CD Hidroxipropil-beta-ciclodextrina

HS Herpan-sulfato

HSV-1 Virus herpes simplex tipo 1

HSV-2 Virus herpes simplex tipo 2

HSV-2 R ACV | Virus herpes simplex tipo 2 aciclovir resistente
IBV Virus de bronquitis infecciosa

IgE Inmunoglobulina E

JEV Virus de la encefalitis japonesa
mRNA ARN mensajero

miRNA micro-ARN

PIV3 Virus parainfluenza humana tipo 3
pDNA ADN plasmatico

PEG Polietilenglicol

PEI Polietilenimina

RM-B-CD Metil-beta-ciclodextrina

RSV-A Virus respiratorio sincitial tipo A
RSV-B Virus respiratorio sincitial tipo B

SA Acido sidlico

SBE-B-CD Sulfobutiléter-beta-ciclodextrina
SiRNA ARN silenciador

SIV Virus de inmunodeficiencia en simios
SL-B-CD Sulfolipo-beta-ciclodextrina

Th2 Linfocitos T helper 2

Thf Linfocitos T helper foliculares

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana
VSV Virus de la estomatitis vesicular

ZIKV

Virus del zika




1. Introduccion

La palabra “biotecnologia” proviene de las palabras griegas “bios”, todo lo que tiene que
ver con la vida, y “técnica”, que implica conocimiento y habilidades humanas'¥.

La Sociedad Americana de Quimica define la biotecnologia como “la aplicacién de
organismos biolégicos, sistemas o procesos por diversas industrias con el fin de
aprender sobre las ciencias de la vida e incrementar el valor de materiales y organismos
tales como productos farmacéuticos, cultivos agricolas o ganado”®),

En el ambito clinico, la biotecnologia es esencial en el desarrollo de nuevos productos
terapéuticos, preventivos o diagnosticos. Concretamente, la biotecnologia farmacéutica
es un campo en el que se aplican los principios de biotecnologia al disefio, produccion y
evaluacién de farmacos como proteinas y enzimas, producidas mediante ingenieria
genética, anticuerpos monoclonales o fragmentos de anticuerpos, vacunas, terapia
regenerativa, productos hematicos y vectores para terapia génica*?).

Hoy en dia, la investigacidon en el ambito farmacéutico se centra en la aplicacion de la
nanotecnologia para el desarrollo de nuevos métodos diagndsticos y terapéuticos. Se ha
demostrado que los sistemas basados en nanoparticulas pueden mejorar la
biodisponibilidad, reducir la inmunogenicidad, modificar el metabolismo, reducir
toxicidad e incrementar la vida media de los farmacos, tras su administracion sistémica.
Su gran variabilidad de tamafios puede llegar a una escala similar a la de muchas
moléculas bioldgicas y agentes infecciosos, por lo que permiten intervenir a nivel
molecular®¥, Por esta razén, se estd estudiando la posibilidad de emplear
nanoparticulas de ciclodextrinas (CDs) como vehiculos para la liberacién de farmacos o
biomoléculas y incluso para el tratamiento de diferentes patologias como el cancer 23,
Las CDs son oligosacdridos ciclicos obtenidos mediante la degradacion del almidén por
la enzima ciclodextrina-glucosiltransferasa (CGTAsa). Constituidas por unidades de
glucosa unidas por enlaces a-(1,4) glucosidicos, las CDs nativas se clasifican en: alfa-
ciclodextrina (a-CD), beta-ciclodextrina (-CD) o gamma-ciclodextrina (y-CD) , segun el
nimero de unidades de glucosa que presentan (Figura 1) 34612 Cada CD tiene

estructura, tamafio y propiedades quimicas diferentes (Tabla 1).



Tabla 1. Estructura propiedades y caracteristicas de las ciclodextrinas nativas'®.

Caracteristicas y propiedades Tipo de diclodextrina
a-CD B-CD y-CD
Peso molecular (g/mol) 972 1135 1297
Diametro interno (A) 4'7-5'3 6'0-6'5 7'5-8'3
Diametro externo (A) 14’6 15’4 17’5
Altura (A) 7’9401 7’9401 7’9401
Volumen de la cavidad (A) 174 262 427
Solubilidad en agua a 25°C (%, w/w) 145 18’5 233
Constante de difusion a 40°C 3.443 3.224 3.000
pKa 25°C 12,332 12,202 12,081

Estructuralmente se caracterizan por su forma de cilindro cénico (Figura 1) y su
naturaleza anfifilica, adquirida gracias a la posicidn especifica de los grupos funcionales:
la capa externa hidrofilica, formada por grupos hidroxilo secundarios, y la cavidad

lipofilica, formada por grupos hidroxilo primarios (Figura 2)(%-36-810,1113)
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Figura 1. Estructura de las ciclodextrinas nativas'®.
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Figura 2. Distribucién de grupos hidroxilo y regiones hidrofilicas e hidrofébicas de las CDs*?.

Esta distribucidn de los grupos polares en la estructura les proporciona una geometria
Unica que permite una facil disolucién en medios acuosos a la vez que acoger en su
cavidad hidrofébica moléculas poco solubles, formando asi los conocidos como

complejos de inclusién(Figura 3)(1:346-11,13-15),

12 2:1 1:2 2.2

Figura 3. Complejos de inclusién formados por ciclodextrinas®®.

De esta manera, aparte de mejorar la solubilidad y consecuentemente Ila
biodisponibilidad de las moléculas huésped, enmascaran sabores desagradables vy
proporcionan proteccion frente a la oxidacidon, el calor y/o la radiacion
ultravioleta!t3461011)  por esta razdn, las CDs son ampliamente utilizadas para
incrementar la solubilidad, proteger o reducir la toxicidad de un amplio grupo de

moléculas®14),



Tabla 2. Caracteristicas de B-CD y sus principales derivados®®.

Ciclodextrina B-cD HP-B-CD RM-B-CD SBE-B-CD

Peso molecular (g/mol) 1132 1400 1312 2163

Solubilidad en agua a 25°C
18’5 >600 >500 >500

(mg/ml)

HP-/-CD = hidroxipropil-f-ciclodextrina; M--CD = metil-f-ciclodextrina; SBE--CD = sulfobutiléter-f-ciclodextrina.

Para optimizar sus propiedades, las CDs nativas pueden ser quimicamente modificadas
mediante funcionalizacidn con diversos sustituyentes dando lugar a derivados sintéticos
(Figura 4) que presentan una mayor eficacia en la formacidon de complejos y en la
liberacion de farmacos, al igual que mejor solubilidad y penetracidon a través de la
membrana (Tabla 2)3&8101415) |35 CDs derivadas mas utilizadas en el campo
farmacéutico y biotecnolégico son los derivados de 3-CD: hidroxipropil-B-ciclodextrina

(HP-B-CD), metil-B-ciclodextrina (RM-B-CD) y sulfobutiléter-B- ciclodextrina (SBE-3-CD)

(13,16)

HP-B-CD: R = -CH,CHOHCH3/-H

RO
RM-B-CD: R = -CHs/-H

RM-B-CD: R = -(CH3)sSOsNa/-H

Figura 4. Representacion estructural de las B-CDs derivados®'3),

Debido a su baja toxicidad, biodisponibilidad y absorcidn en el tracto gastrointestinal las
CDs son consideradas seguras para la administracién via oral®37.211%17) Sin embargo,
debido a la capacidad para extraer fosfolipidos y colesterol de las membranas lipidicas
tienen efectos hemoliticos y nefrotdéxicos por lo que algunas CDs no se consideran
seguras para la administracién sistémica‘>®).En la Tabla 3 se recogen las formulaciones
para las que se ha aprobado el uso de las CDs, incluyendo restricciones de uso y vias de

administracion.



Tabla 3. Vias de administracidn, restriccion de uso y principales problemas de toxicidad de

las CDs y sus derivados aprobadas por la EMA*16),

Vias de administracion

Ciclodextrina Toxicidad
Oral Nasal Rectal Topica Ocular Parenteral
o-CD - - - - - N4 Hemolitica
B-cD N4 - N4 N4 N4 No permitido  Nefrotéxica, hemolitica
v-CD v - - v - - Hemolitica
HP-B-CD N4 - N4 N4 N4 N -
SBE-B-CD v - - - - v -
RM-B-CD No permitido v - - v No permitido  Nefrotdxica, hemolitica

HP-B-CD es el derivado mas utilizado dada su baja toxicidad y alta tolerabilidad. En
cambio, RM-[B-CD estd limitada a formulaciones de administracion nasal y ocular debido
a su alta actividad hemolitica y nefrotdxica, incluso superiores a las de 3-CD nativa. Por
ultimo, SBEB-CD fue desarrollada para evitar la nefrotoxicidad caracteristica de las CDs

por lo que puede emplearse en farmacos orales y sistémicos*11617),

2. Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es conocer las actuales aplicaciones de las
ciclodextrinas, concretamente las B-CD derivadas, en el campo de la biotecnologia
farmacéutica, desde un aspecto tecnoldgico, en la elaboracién de vacunas y como

vehiculos para terapia génica, y por su funcién terapéutica como moléculas activas.

3. Materiales y métodos.

Para la elaboracién de esta revisidon se ha realizado una busqueda bibliografica en bases
de datos de referencia como PubMed, Elsevier, MPDI, SpringerLink y el Punto Q
introduciendo el término cyclodextrin seguido de palabras claves como pharmaceutical
biotechnology, vaccines, antivirals gene therapy y cancer therapy. Ademas, se consulto

la sede electrénica de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) para conocer la



regulacidon actual de las CDs asi como datos de toxicidad y limitaciones de uso. En la

Tabla 4 se recogen los criterios de inclusidn y exclusién empleados.

Tabla 4. Criterios aplicados durante la busqueda de referencias bibliograficas.

Fecha de publicacién: 2017-2022.
Idioma: espafiol, inglés.
Publicaciones (articulos, revistas, libros electrdonicos) de acceso libre o con acceso a
& través de la institucion esté permitido.
"_§ Historia del uso de las CDs en el campo farmacéutico.
= Publicaciones que aporten informacién sobre el uso de 3-CDs en:
§ La industria farmacéutica y biotecnoldgica.
2 o Desarrollo y/o proceso de elaboracion de vacunas.
% o Terapia génica como vectores no virales.
© o Tratamiento del cdncer en combinacidn con terapia génica.
o Aplicaciones por actividad terapéutica propia, como antivirales de amplio
espectro.
Patentes.
Articulos que no aporten informacién general de la historia y/o usos de las CDs.
Ensayos donde el uso de las CDs se limita al cultivo celular.
:5 Aplicacion en antifungicos o antiprotozoarios.
‘_5 Correcciones de articulos ya publicados.
% Uso de las CDs para mejorar la efectividad de antivirales, quimioterapia o
3 inmunoterapia.
.§ CDs como antiparasitarios, coagulantes, en la dieta.
% Uso de las CDs tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares.
c Uso de o-CDs y/o y-CDs.
Articulos no centrados en el uso de [3-CDs en vehiculos para terapia génica.
Aplicaciones en combinadas con terapia génica diferentes al tratamiento antitumoral.

4. Resultados y discusion.

G Resultados Resultados
obtenidos empleados
Cyclodextrms pharmaceutical 329 3
biotechnology
Cyclodextrin vaccines 22 6
Cyclodextrin antiviral 87 6
Cyclodextrin gene therapy 67 4
Cyclodextrin cancer therapy 147 5

Se obtuvieron 652 resultados, de los cuales 29 cumplen los criterios de inclusién.
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4.1. Aplicaciones como moléculas con propiedades tecnologicas.
4.1.1. Vacunas.

4.1.1.1.Uso como criopreservantes.

Las CDs son capaces de mejorar la estabilidad y solubilidad de las proteinas: encapsulan
los aminodcidos manteniendo la estructura de las proteinas, por lo que inhiben su
agregacion sin afectar su actividad. Del mismo modo, incrementan su termoestabilidad
al protegerlas frente a la desnaturalizacidon durante el procesos de liofilizacion®>81° por
ello, se ha propuesto su uso en vacunas como preservantes.

La vacuna contra el SARS-CoV-2 desarrollada por Janssen (Jcovden®) contiene HP-3-CD
como criopreservante(729), Esta vacuna estd formulada como preparado extemporaneo
para la administracién intramuscular y para su elaboracién es necesaria una etapa de
liofilizacién, en la cual se emplean temperaturas muy bajas que podrian danar la
superficie de las particulas viricas (Figura 5). De manera que HP-3-CD se incorpora a la
formulacion para estabilizar la superficie de las particulas susceptibles, garantizando asi

su proteccion(120),

S IERY .
[ (g} ‘ ¢ - ( .
Figura 5. Representacion de las interacciones entre HP-B-CD y las particulas de adenovirus en

la vacuna Jcovden®. Las moléculas de ciclodextrinas actian como criopreservantes ayudando a

estabilizar la estructura del virus durante la etapa de liofilizacion.*¥

4.1.1.2.Uso como adyuvantes.

Hasta el momento, las sales de aluminio son el Unico adyuvante seguro aprobado para
vacunas humanas. No obstante, presenta ciertos inconvenientes como baja
inmunogenicidad e induccién de altos titulos de inmunoglobulina E (IgE), lo que lleva al

desarrollo de autoinmunidad. Por tanto, es importante desarrollar nuevos adyuvantes
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con menor toxicidad®.Con el desarrollo de la nanotecnologia, el empleo de
nanoparticulas de CDs como adyuvantes en vacunas han suscitado gran interés ya que
pueden protegen al antigeno frente la degradacién, aseguran la liberacion sostenida del
antigeno y potencian la respuesta inmune(?Y),

La primera vacuna adyuvada con CDs que se comercializé fue Suvacyn PCV®. Esta vacuna
de uso veterinario, desarrollada por Zoetis, presenta como adyuvante sulfolipo-R-
ciclodextrina (SL-B-CD), un derivado de B-CD disefiado como adyuvante por su buena
seguridad toxicolégica y su capacidad para inducir la produccién de anticuerpos y una
alta proliferacion linfocitica en modelos animales*1%),

Para la aplicacién de CDs como adyuvantes en vacunas humanas, la mejor opcion seria
la HP-B-CD pues su uso como excipiente esta aprobado debido a su excelente perfil de
seguridad®®. Esta B-CD derivada puede actuar como un inmunoestimulante con
exposiciones prolongadas causando un aumento de monocitos (mds de un 150%) y
recuento de células blancas (15%). Y, tras una sola co-administracidon con antigeno, es
capaz de inducir un incremento en la proliferacién de células T (linfocitos T-helper 2
(Th2) vy linfocitos T helper foliculares (Thf))*Y. La respuesta celular de Th2 favorece la
produccién de anticuerpos antigeno-especificos, logrando una mayor respuesta
inmune, e induce la maduracién de células dendriticas, contribuyendo asi al
mantenimiento de la inmunidad a largo plazo. Ademas, al contrario que las sales de
aluminio, HP-B-CD genera bajos titulos de IgE reduciendo asi el riesgo de reacciones
alérgicast11422.23),

Teniendo esto en cuenta, la farmacéutica japonesa Daiichi Sankyo esta desarrollando
una vacuna intranasal contra el virus de la gripe que emplea HP-B-CD como
adyuvante!®!¥, Los ensayos realizados demostraron que la administracién de este
derivado aumento la inmunogenicidad con un incremento del 30% en la produccién de
anticuerpos vy, a su vez, disminuyd la infectividad del virus, con un ratio del 100% de
supervivencia en ratones inyectados con una dosis letal de virus de la gripe®'%4, Es
mas, HP-B-CD induce inmunoglobulinas antigeno-especificas en tejidos mucosos de la
via respiratoria y en el torrente sanguineo, es decir, que la respuesta no se limita al lugar
de administracién*¥. Asimismo, induce la produccién de células Th2, responsable de la
memoria inmune a largo plazo, y la generacion de Thf, que estimulan las células B1114),

Ademas, tras la administracion local nasal, se genera respuesta sistémica que se
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extiende a todo el organismo promoviendo la inmunizacién**. Por tanto, esta nueva
vacuna podria ser una buena alternativa para evitar las inyecciones anuales para la
administracion de la vacuna.

Estos prometedores resultados en ensayos animales han incitado la elaboracion de una
vacuna para uso humano*Y), Actualmente, dicha vacuna esté en ensayos clinicos de fase
| y podria ser la primera vacuna humana comercializada con CDs como adyuvantes. La
aprobacion de esta vacuna proporcionaria una prometedora perspectiva para el
desarrollo de vacunas con un perfil de seguridad mucho mas elevado**14),

4.1.2. Terapia génica: quimioterapia.

La terapia génica es una potente herramienta contra los trastornos genéticos vy
enfermedades como el cancer, puesto que permite actuar directamente en el origen de
la enfermedad(*®).

El principal reto de la terapia génica es el transporte de material genético a través de
barreras bioldgicas, pues para ello se requieren vectores con gran especificidad, baja
toxicidad y capaces de liberar de forma controlada la carga genética®.

Con la transferencia de genes mediante vectores virales o transduccion se logra una alta
eficiencia en la transferencia de genes; sin embargo, su alta inmunogenicidad y la
inhibicién de la transduccidon por la presencia de anticoagulantes especificos pueden
disminuir la eficacia de la liberacion, el procesamiento y la expresion del material
genético transferido en las células diana*®*®), Para superar estas limitaciones surge el
disefio de vectores no virales, con el objetivo de alcanzar similar eficacia de transfeccion,
empleando materiales con un mecanismo de entrada similar al viral pero mejorando su
seguridad, inmunogenicidad y manufacturacién (Tabla 5)1°).

Tabla 5. Ventajas del uso de vectores no virales en terapia génica'%*%,

1. Mayor biocompatibilidad: no adquieren competencias de replicacién ni mutagénesis por
insercion.

Mayor capacidad de carga.

Es posible funcionalizacién especifica de sus superficies.

Reduce la estimulacidn de la respuesta del sistema inmune innato.

o 59

Protegen a los acidos nucleicos de las nucleasas y los componentes del suero pero en
ocasiones no logran liberar suficiente material genético, algunos han producido toxicidad o
inmunogenicidad y pueden ser dificil de reproducir.

6. Bajo coste de produccion.
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No obstante, al igual que los vectores virales, presentan ciertas desventajas que limitan
su uso (Tabla 6), por lo que para lograr una transicién de vectores virales a no virales es
necesario mejorar estos sistemas de transporte explorando nuevas plataformas de

liberacién o integrando nuevos componentes a vehiculos existentes*>),

Tabla 6. Desventajas de la aplicacion de vectores virales y no virales en terapia génica'*%),

Vectores virales Vectores no virales

e Altainmunogenicidad. e Baja eficacia en la transfeccion: liberacion
e  Alto coste. insuficiente de material genético.
e Inhibicién de la transduccién por e Corto tiempo de retencion.

ciertos anticoagulantes. e Baja eficacia terapéutica en tejidos diana:
e Limite en el nimero de pares de bases liberacién endosomal insuficiente en las

a encapsular. Ej.: 7,5 kb para células diana.

adenovirus. e Requieren sucesivas administraciones para
e Competentes para la replicacidn. lograr efectos terapéuticos satisfactorios.
e  Mutagénesis por insercion. e Algunos presentan toxicidad e

inmunogenicidad.

En la transferencia de genes mediante vectores no virales o transfeccion el ADN sufre
una complejacion con polimeros catidnicos dando lugar a poliplejos en los que el ADN
es protegido contra la degradacidn por nucleasas y componentes del suero, debido a la

reduccion de la carga superficial negativa (Tabla 7)1,

Tabla 7. Propiedades de los polimeros catiénicos beneficiosas para la terapia génica>*>24,

Polimeros catidnicos (ej. PEI) y CDs policationicas*

e Su carga superficial positiva permite la interaccidon electrostdtica entre el polimero y
acidos nucleicos con cargas negativas (pDNA, mRNA, siRNA, miRNA, cas9).

e Esta interaccién induce la condensacion del polimero y el acido nucleico dando lugar a
complejos, denominados poliplejos, que transportan y protegen el material genético
durante su transporte.

e Presentan efecto “esponja de protones”: protones y aniones son atraidos hacia el
endosoma por la presencia del poliplejo. Esto causa la entrada de agua, para equilibrar el
gradiente osmdtico, resultando en la ruptura del endosoma. Esto permite la salida del
poliplejo y la liberacidn intracelular de la carga genética.

e Son modulables tanto en tamafio como en el tipo de material genético empleado en el
transporte.
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Para lograr que un sistema no viral de transporte de genes sea eficaz debe cumplir
multiples funciones: proteccion y estabilidad del material genético, evitar la unién y/o
captacion celular no especifica y la eliminacidn por fagocitosis, baja toxicidad, capacidad
de ser especificamente dirigido contra células de interés y lograr una eficaz liberacion
citoplasmatica'’°).

Investigaciones actuales para el disefio de nuevos sistemas de transporte de genes se
centran en la habilidad de las CDs para formar polimeros catidnicos
autoensamblados(Figura 6)712. Por ejemplo, se han disefiado polimeros de
polietilenimina (PEI) modificados (PEI-B-CD) incorporando a sus ramificaciones una 3-CD
terminal(7:11:15),

PEl es un polimero catidnico considerado el gold standard del transporte genético no
viral (Tabla 7). Sus polimeros ramificados son los mas eficaces pero una mayor
ramificacion conlleva un aumento de la citotoxicidad. Por lo que su uso de esta limitado
por su toxicidad pues la reducciéon de dosis a niveles no tdxicos resulta en una baja
eficacia de transfeccion y corta duracién en la expresion génical*®). La incorporacién de
CDs a PEI (PEI-B-CD) puede reducir la toxicidad, ya que permiten emplear polimeros de
menor peso molecular a la vez que mantiene sus propiedades de transfeccién, y
aumenta la condensacién del material genético®>?4. Ademds, la terminacién con B-CD
permite aprovechar la habilidad innata de las CDs de autoensamblaje para asi crear
estructuras estables aunque reversibles®7:1215),

Por tanto, al incorporar B-CDs al PEl se logra una mayor eficacia en la transfeccion e
indirectamente reduce la toxicidad al poder reducir las dosis requeridas para alcanzar
niveles terapéuticos de transfeccion®>%1%),

Debido a sus cargas positivas, los polimeros catidnicos tienden a unirse a todo tipo de
células, por lo que es imprescindible minimizar la unién inespecifica a células no
diana”-?®), La incorporacién de polietilenglicol (PEG) permite crear una capa externa que
acte como proteccion del sistema(%1>25) Este recubrimiento protector con PEG reduce
la inmunogenicidad, al minimizar la exposicion de tejidos no diana, permite una
liberacion selectiva en zonas diana como tumores y aumenta los tiempos de circulacién,
mejorando indirectamente la eficacia de transfeccidn: una mayor presencia del vector
en el microambiente celular puede aumentar la eficacia del tratamiento al proporcionar

la liberacidn de carga genética en un lugar especifico durante mas tiempo(191215),
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Figura 6. Esquema sobre el disefio de sistemas de transporte y liberacion de genes basados
en polimeros de CDs'?*,

Para lograr una liberacidn dirigida, se pueden incorporar a ligandos especificos que
interaccionen con receptores de células diana, a la vez que permite desencadenar la
liberaciéon de la carga en respuesta a un estimulo, como cambios de pH o estado redox
(825 Asi se pueden alcanzar mdaximos efectos terapéuticos evitando la unién no
especifica a otras células y reduciendo la cantidad de material genético necesario’:2>.

Wen et al, conociendo la versatilidad de las CDs, han disefiado un sistema para la
liberacién dirigida de material genético basado en la interaccién entre un polimero
catiénico de B-CDs y un polimero de PEG funcionalizado con adamantilo (Ad)®?).
Ademas, se emplea acido félico (FA) como ligando del receptor de folato (FR)

sobreexpresado en muchos tipos de células tumorales (Figura 7)(1>2%24-26),
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Figura 7. Esquema del sistema de liberacion dirigida disefiado por Wen et al'®.

Los grupos hidroxilo de las CDs pueden ser funcionalizados incorporando cargas catidnicas
formando asi CDs policatidnicas. Estas CDs pueden interaccionar electrostaticamente con los
acidos nucleicos y formar nanoestructuras estables autoensambladas que encapsulan vy
condensan el material genético en su interior®71524) De esta manera, las CDs se encargan del
transporte del material genético hasta la célula tumoral diana, mientras que Ad-PEG actia como
capa protectora impidiendo la captacién de celular no especifica y asi prolongar el tiempo de
circulacién. Por ultimo, FA permite atacar activamente las células tumorales y suprimir

eficazmente el crecimiento del tumor®).

4.1.2.1.Aplicacion en terapias combinadas.

En los sistemas de transporte no viral la cavidad hidrofébica de las CDs permanece libre
para la incorporacién de un segundo agente terapéutico, por lo que pueden ser utiles

para el co-transporte y co-liberacion dirigida de genes y quimioterapia,

inmunomoduladores, citoquinas e incluso proteinas(>152426:27),
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La terapia combinada de acidos nucleicos y quimioterapia ayuda a reducir la resistencia
adquirida a los tratamientos y las dosis necesarias, permitiendo alcanzar efectos
terapéuticos sin llegar niveles todxicos®'>?%, Ademds, la accién de los farmacos
guimioterapéuticos potencian la liberacion de la carga génica, evitando la captacion del
sistema por parte de células inmunes o disgregando el microambiente del tumor
aumentando la distribucién de la terapia en tumores sélidos(*>2>),

La Figura 8 muestra de forma esquematica el disefio de distintos sistemas de co-
liberaciéon basados en polimeros de CDs que han demostrado alta capacidad de
transfeccion, elevado ratio de captacion celular e inhibicion del crecimiento de la célula
tumoral. Asimismo, permiten reducir las dosis necesarias de doxorubicina, lo que logra

evitar el aumento de toxicidad y de efectos adversos?+27.28),
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Figura 8. Sistemas de co-liberacién de acidos nucleicos y doxorrubicina'®*??. La doxorubicina
(DOX), un agente quimioterdpico empleado contra el cdncer de mama y de ovario, entre otros.
En estos sistemas DOX es encapsulada en la cavidad hidrofdbica de los polimeros CDs
formando nanoparticulas que interaccionan con los dcidos nucleicos: (A) gen Nur77 ADBD, (B)
SiRNA, (C) pDNA o (D) miR-122, dando lugar a poliplejos que se encargardn del co-transporte y

co-liberacion de las terapias en el interior de las células diana.

4.2. Aplicaciones como moléculas con actividad terapéutica.

Las CDs son consideradas como excipientes empleados para mejorar la solubilidad y la

permeabilidad de farmacos de clase Il, seglin la clasificacion BSC®7). Sin embargo,
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numerosos grupos de investigacién han demostrado presentan por si mismas actividad

terapéutica (Tabla 8)(&°22),

La aplicacion farmacoldégica mas destacada de las CDs es la complejacion del

colesterol®. Debido a esta propiedad, en 2013, HP-B-CD fue designada por la EMA como

medicamento huérfano para el tratamiento de la enfermedad de Niemann-Pick tipo C

(ENP-C), una enfermedad rara donde la ausencia de transportadores provoca la

acumulacién de lipidos en los lisosomas®112%30) HP-B-CD logra ralentizar la progresion

de esta enfermedad al movilizar el colesterol favoreciendo su excrecion(??),

Tabla 8. Ejemplos de actividad terapéutica de HP-B-CD y RM-B-CD (&::13:22),

Enfermedad Ciclodextrina Actividad de la ciclodextrina estudiada
Actia como anticancerigeno influyendo sobre la autofagia
Leucemia HP-B-CD produciendo la inhibicién de la proliferacion de células
leucémicas en varias lineas celulares.

e Aumenta la solubilidad del colesterol impidiendo su
precipitacion en forma de cristales de colesterol.

e Reduce las placas ateroescleréticas al disminuir los
niveles de colesterol.

e Estimula la excrecidn de colesterol.

Ateroesclerosis HP-B-CD e Reduce la susceptibilidad de LDL a la oxidacidn,
aumenta los niveles de HDL y reduce los niveles
sanguineos de triglicéridos.

e Reduce la inflamaciéon mediada por el complemento, lo
que resulta en una disminucién de la fagocitosis y una
menor produccién de especies oxigeno reactivas (ROS).

Reduce los depésitos de B-amieloide al prevenir su agregacién y
Alzheimer HP-B-CD disgregacion.
Prineon RM-B-CD Compleja alfa-sinucleina previniendo su agregacion.

Reduce los acimulos de colesterol asociados a la excitotoxicidad
Huntington HP-B-CD

por NMDA.

Por otro lado, la pandemia por SARS-CoV-2 ha evidenciado el mayor beneficio del uso

antivirales de amplio espectro, por ello numerosos grupos de investigacion estudian la

posible aplicacidon de distintos derivados de las 3-CDs como moléculas virucidas de

amplio espectro, por su capacidad de encapsular el colesterol (Tabla 9)(111417:23,31,33),
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Tabla 9. Breve resumen de los resultados obtenidos al estudiar el efecto de distintos

derivados de B-CDs sobre el proceso de infeccion de diferentes agentes virales.

Agente viral cD Resultados de los ensayos
IBV RM-B-CD Reduccién infectividad al desnaturalizar los lipid rafts®.
Influenza A (H1N1) RM-3-CD Secuestra el colesterol causando la deformacion

estructural de la membrana viral. Reduce la infectividad y
viabilidad de las particulas virales!®%4),

DENV, HCV, JEV RM-3-CD Secuestra el colesterol de la membrana impidiendo la
entrada de los virus a las células diana, por lo que inhibe el

ensamblaje intracelular. De esta manera logra reducir el
ratio de infectividad®),

VIH, SIV HP-B-CD Extrae las moléculas de colesterol de la envuelta de los

virus causando su disrupcién de la membrana viral,
reduciendo asi su infectividad. Tras su administracion
intravaginal HPRCD bloqued la infecciéon por VIH en un
91%(9,11,25).

Influenza A (H1N1, | B-CD-Sulfonada® | Accién virucida irreversible asociada a la encapsulacién del

H3N2, H5N1) y B, colesterol de las membranas de la envoltura viral®?.

HSV-1, HSV-2, DENV,

RSV

Vsv B-CD-Sulfonada® | Accién virustatica reversible al interferir en la unién del
virus a la célula®®,

HIV, EVE, ZIKV B-CD-Sulfonada® | Presentan excelente actividad antiviral en niveles de 10
pum/mi7),

HSV-1, HSV-2 RACV | B-CD-Sulfonada® | Ensayos tiempo dependientes mostraron una significativa
reduccion de los titulos virales tras 5 minutos y una
completa inactivacién del virus 15 minutos después. Esto
demuestra que inhibe el crecimiento del virus32),

a sintesis realizada con mercapto-undecano dcido sulfénico; ° sintesis realizada con per-6-tioalquil dcido
sulfonico; € sintesis realizada con undec-10-ensulfonato sdédico; IBV: virus de bronquitis infecciosa; DENV:
virus del dengue; HCV: virus de la hepatitis C; JEV: virus de la encefalitis japonesa; VIH: virus de la
inmunodeficiencia humana; SIV: virus de inmunodeficiencia en simios; HSV-1: virus herpes simplex tipo 1;
HSV-2: virus herpes simplex tipo 2; RSV: virus respiratorio sincitial; VSV: virus de la estomatitis vesicular;

EVE: virus del ébola; ZIKV: virus del zika.

Los virus pueden entrar en la célula diana mediante fusién directa con la membrana o
por endocitosis mediada por receptor (Figura 9).2333) Existen agrupaciones de
receptores especificos de patdégenos en microdominios de la membrana plasmatica,
denominados lipid rafts. Se sospecha que estos microdominios son el primer punto de
contacto entre los virus y la célula del hospedador, porque forman plataformas que
facilitan la union de los virus a sus receptores especificos y logrando una mayor infeccion

de las células diana. Asimismo, los virus son capaces de manipular la maquinaria de
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autofagia para su propio beneficio: poder evadir al sistema inmune, emplear los
autofagosomas como nicho de replicacién, promover la replicacidn viral e incluso inhibir

la degradacion de los productos virales(1423:33),
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Figura 9. Representacion esquematica del papel de los lipid rafts en el proceso de infeccién por

coronavirus. (23

El colesterol es uno de los principales componentes de los lipid rafts asi que la deplecién
farmacolédgica de colesterol causaria su disrupcion(#2333) Dada su capacidad de
encapsular el colesterol, las CDs pueden alterar la estructura de virus con una envoltura
rica en colesterol o impedir la entrada de virus cuyos receptores especificos se localicen
en estos microdominios(11:1433),

Los lipid rafts estan involucrados en el ciclo de replicacion de diversos agentes
infecciosos contra los que se ha estudiado la actividad antiviral de las CDs (Tabla
9)(%142333) Entre ellos se encuentra el virus de la gripe, cuyo colesterol de membrana
esta organizado en dominios enriquecidos en lipidos similares a los lipid rafts**4). Por
ello, los derivados de -CDs, capaces de encapsular el colesterol, pueden romper la
interaccion de la hemaglutinina (HA) con el receptor de acido sidlico (SA) impidiendo asi

la unién del virus a las células(Figura 10)14).
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Figura 10. (A) Organizacion del colesterol en la membrana del virus de la gripe. (B)
Mecanismo propuesto para explicar la accion de CDs sobre el mecanismo de entrada a la

célula del virus de la gripe?.

Asimismo, los ensayos llevados a cabo demuestran que HP-B-CD puede reducir la
susceptibilidad a las infecciones por HIV pues al deplecionar el colesterol causa la
disrupcion de la membrana creando poros en la envuelta viral, alterando su estructura
y la liberacién de proteinas virales; todo ello resulta en una reduccidén en la

infectividad.®23)

Na 0,58
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Figura 11. (A) Estructura de CD recubiertas con MUS (mercapto-undecano acido sulfénico)

ensayadas por Cagno et al®Y), (B) Estructura de CD sulfonadas ensayadas por Jones et al®®?,

Por otro lado, Jones y Cagno et al han disefiado CDs sulfonadas (Figura 11) que

demostraron actividad virucida contra un amplio nimero de virus heparan-sulfato (HS)
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dependientes, en ensayos in vitro, ex vivo y en modelos animales (Tabla 10)©®143132) En
este caso, se ha propuesto un mecanismo de inhibicidn basado en la interaccion con el

lazo de unidn de la glicoproteina B produciendo un cambio conformacional y de esta

manera bloquean el ataque del virus a la célula del hospedador(®32),

Tabla 10. Resultados de los ensayos realizados con CDs sulfonadas frente a virus HS-

dependientes®+32),

Virus ECso (ng/ml)
HSV-1 46.9
HSV-2 26.4
HSV-2 R ACV 19.8
HSV-2 clinical 34.3
RSV-A 9.11
RSV-B 5.48
g HMPV 0.613
§ PIV3 1.198
h HIV 10.19
DENV-2 14.1
ZIKV 0.61
HCV 3.88
HCV Y93H 6.26
HCV D168A 2.87
Vsv 45.4
3 HiN1 6.28
g H3N2 17.3
S H5N1 53.2
Influenza B 13.1

HSV-1: virus herpes simplex tipo 1; HSV-2: virus herpes simplex tipo 2; HSV-2 R ACV: virus herpes simplex
tipo 2 aciclovir resistente; RSV-A: virus respiratorio sincitial tipo A; RSV-B: virus respiratorio sincitial tipo B;
HMPV: meptaneumovirus humano; PIV3: virus parainfluenza humana tipo 3; HIV: virus inmunodeficiencia
humana; DENV-2: virus dengue tipo 2; ZIKV: virus zika; HCV: virus hepatitis C; VSV: virus estomatitis

vesicular; HIN1,H3N2,H5N1: virus influenza A; influenza B: virus influenza B.

Las CDs ensayadas muestran actividad virucida de amplio espectro, alta barrera frente

a la resistencia viral, biocompatibilidad a concentraciones micromolares y no son
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citotdéxicas pues no causan toxicidad ni la liberacion de citoquinas

proinflamatorias(®%1432),

Teniendo en cuenta, los resultados de los ensayos se han propuesto una serie de

prometedoras aplicaciones recogidas en la siguiente tabla:

Tabla 11. Aplicaciones propuestas para CDs con actividad antiviral(®:*%23:31:32),

a) Funcionalizacién superficial de tejidos utilizados como métodos barrera, como mascarillas,
pues podrian absorber la particulas viricas e inactivarlas.

b) Microbiocidas vaginales para prevenir y tratar infecciones de transmisidn sexual como HIV,
HPV y HSV-2.

c) Terapias combinadas con farmacos antivirales para prevenir el desarrollo de resistencia.

d) Uso en enjuagues bucales o nasales contra infecciones por el SARS-CoV-2.

5. Conclusiones.

Esta revision bibliografica pone en evidencia que el uso de las CDs no esta limitado a la

mejora de la solubilidad y la permeabilidad de farmacos poco solubles, mediante la

formacién de complejos de inclusion.

1)

2)

3)

Para el desarrollo de vacunas con un mejor perfil de seguridad, se estudia el uso
de HP-B-CD como adyuvante debido a que es capaz de promover la producciéon
de anticuerpos antigeno-especificos, produce bajos titulos de IgE e induce la
respuesta celular Th2, favoreciendo el desarrollo de inmunidad a largo plazo.

En terapia génica, las CDs catidnicas se emplean, por su habilidad de
autoensamblaje, como parte de sistemas de transporte no Vvirales
multifuncionales, en los que su incorporacion aporta una elevada condensacion
del material genético asi como una mayor eficacia en la transfeccién, debido a
qgue permiten un transporte y liberacion dirigidos y logran mayores tiempos de
retencion en células diana.

Gracias a su caracteristica propiedad de secuestrar el colesterol, las CDs
sulfonadas causan la deformacion de la estructura de la membrana viral y como
resultado reducen la infectividad y viabilidad de diversos virus. Por ello, estan
siendo investigadas para el desarrollo de nuevos agentes antivirales de amplio

espectro.
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