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RESUMEN

Los microRNA (miRNA) son ARN endégenos de pequeiio tamaiio que regulan la expresién
génica a través de la represién postranscripcional de sus ARN mensajeros diana. El estudio
de los cambios en la expresion de ciertos miRNA en el rinén ha proporcionado evidencias
sobre su papel patogénico y potencial terapéutico en nefrologia. En esta revisién propone-
mos un abordaje de nanotecnologia basado en la unién de andlogos o inhibidores de miRNA
formados por 4cidos peptidonucleicos (PNA) a péptidos con una estructura transmembrana
que es sensible a pH bajo, denominada pHLIP (del inglés pH [low] insertion peptide), apoyan-
donos en el concepto de que el pH acidico del microambiente tubular renal puede facilitar
la concentracién y la distribucién del complejo pHLIP-PNA en este 6érgano. En este contexto
hemos demostrado por primera vez que la administracién dirigida de inhibidores de miR-33
con el sistema pHLIP previene eficazmente del desarrollo de fibrosis renal, abriendo las puer-
tas de esta tecnologia a nuevas estrategias de diagnéstico y tratamiento de enfermedades

renales.
© 2020 Sociedad Espafola de Nefrologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

The pHLIP system as a vehicle for microRNAs in the kidney

ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are small endogenous RNAs that regulate gene expression through
post-transcriptional repression of their target messenger RNAs. A study of changes in
expression of certain miRNAs in the kidney has supplied evidence on their pathogenic role
and therapeutic potential in nephrology. This review proposes a nanotechnology approach
based on the binding of analogs or inhibitors of miRNAs formed by peptide nucleic acids
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(PNAs) to peptides with a transmembrane structure sensitive to a low pH, called pHLIPs
(pH [low] insertion peptides). The review draws on the concept that an acidic pH in the
microenvironment of the renal tubule may facilitate concentration and distribution of the

PHLIP-PNA complex in this organ. In this context, we have demonstrated for the first time
that targeted administration of miR-33 inhibitors with the pHLIP system effectively prevents
the development of renal fibrosis, thus opening up this technology to new strategies for
diagnosis and treatment of kidney diseases.
© 2020 Sociedad Espaniola de Nefrologia. Published by Elsevier Espaina, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Conceptos clave

e Los pHLIP son péptidos cortos, sensibles a pH, capaz de
insertarse en la membrana plasmatica en ambientes
extracelulares acidicos, permitiendo liberar en el inte-
rior celular moléculas unidas a su extremo C-terminal.

e Los PNA son los andlogos estructurales estables de
ribonucleétidos mas empleados en el uso de los ARN
no codificantes como herramientas terapéuticas.

e Desarrollado con finalidad antitumoral, el anclaje de
PNA al sistema pHLIP surge como una nueva tecno-
logia para el transporte y distribucién especifica de
antagomiRNA en tejido renal.

Introduccién

Los microRNA (miRNA) son una familia de pequenos ARN no
codificantes de 20-25 nucleétidos de longitud que reprimen la
traduccién y/o inducen la degradacién de sus ARN mensajeros
(ARNm) diana mediante su unién a secuencias complementa-
rias en laregién 3’ UTR'. En 1993 se describi6 el primer miRNA,
Lin-4, procedente de Caenorhabditis elegans, y no fue hasta el
ano 2000 cuando se descubrié el primer miRNA procedente
de mamifero, let-7. En la actualidad se han llegado a describir
mas de 1.982 miRNA en todo el genoma humano. La habilidad
de un Unico miRNA de regular cientos de ARNm les confiere
la capacidad de modular la expresién de mas del 60% de los
genes codificantes de proteinas (mirbase), interviniendo en
una gran variedad de procesos celulares y fisiolégicos, como
ciclo celular, proliferacién, apoptosis y metabolismo?.
Diversos estudios funcionales realizados durante las dos
ultimas décadas han demostrado que las alteraciones en la
expresién de miRNA pueden estar implicadas en el desarro-
llo de patologias como enfermedades metabdlicas, fibrosis y
céncer>. Por ello, resulta de interés el desarrollo de estrategias
que permitan utilizar los miRNA como dianas terapéuticas o
biomarcadores, ya que pueden ser secretados a los fluidos cor-
porales. La manipulacién de sus niveles es uno de los aspectos
maés candentes en la investigacién biomédica actual. Las estra-
tegias mas utilizadas para ello son el uso de agonistas (mimics),
miRNA sintéticos de doble cadena con modificaciones

quimicas que favorecen su estabilidad y la captacién celular
para fines de sobreexpresién, asi como el uso de antagomiR
(anti-miR), consistentes en oligonucleétidos (secuencias cortas
de nucleétidos) modificados que se unen al miRNA especi-
fico inhibiéndolo*. En estudios iniciales, en los que se intenté
la administracién de estas moléculas de forma sistémica o
local, se observ6 que estas eran degradadas en el torrente
sanguineo, obteniendo una baja distribucién en los distintos
tejidos®. Por ello se han desarrollado diversas estrategias para
mejorar la estabilidad de miRNA sintéticos e inhibidores y
facilitar su transporte a las células empleando diferentes vec-
tores, principalmente de tipo virico, liposémico o basado en
nanoparticulas®. El empleo de oligonucleétidos modificados
quimicamente es una de estas estrategias. Asi, los antago-
miR, moléculas disenadas para el silenciamiento de miRNA,
son oligonucledtidos sintéticos que poseen un grupo esterol
(colesterol) que permite su entrada en las células y metila-
ciones del grupo 2’-hidroxilo de las ribosas. Esta modificacién
quimica se encuentra comuUnmente en ARN de pequeno
tamano en plantas y presenta un efecto protector frente a
la degradacién®. Krutzfeldt et al.” consiguieron la inhibicién
completa de mir-122 en el higado tras tres administracio-
nes intravenosas de un antagomiR. Otras moléculas sintéticas
empleadas son los locked-nucleic-acid-modified oligonucleotides
(LNA), moléculas sintéticas formadas por nucledtidos de ARN
modificado con un puente extra que conecta el oxigeno 2’ dela
ribosa con el carbono 4, y los 4cidos peptidonucleicos (peptide
nucleic acids [PNA]), polimeros sintéticos a los que se le ha sus-
tituido los monosacaridos propios de los dcidos nucleicos por
una estructura pseudopeptidica. Estas moléculas presentan
una alta afinidad al miRNA diana, asi como una alta esta-
bilidad y distribucién en ratén en gran variedad de tejidos.
Sin embargo, carecen de la capacidad de traspasar la barrera
hematoencefalica y no poseen especificidad de tejido (fig. 1)8°.
A diferencia de los inhibidores de miRNA, las modificaciones
quimicas no son susceptibles de ser aplicadas en oligonucle6-
tidos agonistas de miRNA, ya que podrian modificar el perfil
de sus genes diana®. Por ello, las estrategias mds empleadas
parala dispensacién de miRNA miméticos involucran el uso de
nanoparticulas lipidicas, vectores virales o aptdmeros, siendo
estos ultimos oligonucleétidos de cadena simple que pueden
interaccionar con receptores presentes en la superficie de las
células, permitiendo la entrada del miRNA mimic al que va
anclado'"'?, Estas estrategias presentan una alta estabilidad,
pero la distribucién a los tejidos es limitada, siendo los pul-
mones, el higado, las células endoteliales y diversos tumores
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Figura 1 - Estrategias para la administracién de antagonistas o agonistas de miRNA in vivo. A-C)Estructura quimica de los
analogos de acidos nucleicos: antagomiR (A), LNA (B) y PNA (C), empleados como estrategias de silenciamiento de miRNA in
vivo. D-F) Modelos esquematicos de nanoparticulas lipidicas (D), aptameros (E) y vectores virales (F) para la dispensacion de

miméticos in vivo.

los que presentan un mayor grado de expresion de los miRNA
mimics suministrados.

En el rindn, la expresién alterada de diversos miRNA se
ha relacionado con el desarrollo de diversas patologias. Ejem-
plo de ello son miR-214 y miR-21, cuya expresién aumenta
en modelos de dano renal’®>*. Por el contrario, una disminu-
cién de la expresiéon de miR-17 y miR-200 se relaciona con
la enfermedad renal poliquistica’>'®, mientras que la expre-
sién de miR-29 es suprimida por TGF-B', promoviendo el
desarrollo de fibrosis renal. En trabajos recientes se inhibi6 la
expresién de miRNA en rifiones de ratones con nefropatia dia-
bética mediante la administracién sistémica de antagomirs o
LNA'820 En el caso de miR-21, un miRNA implicado en la fibro-
génesis de diferentes 6rganos, se estan estudiando en fase
clinicall inhibidores terapéuticos de miR-21 basados en oli-
gonucleétidos modificados quimicamente para el tratamiento
de la enfermedad de Alport?!. Asimismo, en otros estudios se
restauraron los niveles de microRNA en el rinén. Se consiguié
incrementar la expresién renal de miR-9-5p en modelos de
ratén mediante la dispensacién retroorbital de vectores vira-
les y de miR-146a mediante nanoparticulas®>?3. Sin embargo,
la principal limitacién de las estrategias empleadas fue la baja
distribucién de los oligonucleétidos en el tejido renal. Ademas,
debido a que los miRNA regulan cientos de ARNm involucra-
dos en gran variedad de procesos presentes en diferentes tipos
celulares y tisulares, la administracién sistémica, no especifica
de tejido, de un miRNA o un antagomiR podria tener impor-
tantes efectos secundarios no deseados®. Por ello, resulta de
gran interés el desarrollo de estrategias que permitan el incre-
mento de la distribucién de antagomiR o miRNA miméticos
de forma especifica en el rindén que posibilite nuevas vias de
tratamiento en patologia renal.

Sintesis y aplicaciones de los PNA

Los PNA son compuestos de origen sintético que contienen
una secuencia de nucleobases fijada sobre una cadena de

poli-N-(2-aminoetil)glicina?*. La complementariedad de las
bases del PNA con aquellas de un ADN o ARN permite la for-
macién de dimeros estables, con amplias aplicaciones en la
regulacién de la funcionalidad de los 4cidos nucleicos (expre-
sién génica, terapias antisentido) o como herramientas de
diagnéstico (deteccién de 4cidos nucleicos)?.

La preparacién de PNA se lleva a cabo habitualmente
por medio de técnicas de sintesis en fase sélida a través
de la formacién de enlaces peptidicos, de manera ana-
loga a los péptidos convencionales e incluso a través de
procedimientos automatizados. Los mondmeros requeridos
para la sintesis estdn disponibles comercialmente, conte-
niendo cada una de las cuatro bases candnicas y grupos
protectores apropiados como terc-butiloxicarbonilo (Boc) o 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc). Estos grupos protectores de
aminas presentes en el extremo N-terminal y en la cadena
lateral de los mondmeros de PNA son necesarios para la sinte-
sis en fase sélida de sus polimeros, basada en la incorporacién
de monémeros de PNA al extremo N-terminal del polimero
naciente anclado a un soporte, a través de ciclos de reac-
ciones alternas de desproteccién y acoplamiento. Asi mismo,
estos grupos protectores son necesarios para evitar reacciones
secundarias no deseadas con las diversas cadenas laterales
de aminodcidos. El sistema de proteccién N-terminal Boc se
elimina con &cido trifluoroacético (TFA), formando un grupo
amino cargado positivamente, que se neutraliza y acopla al
aminodcido activado entrante. La eliminacién final del péptido
del soporte sélido se produce simultdneamente a la despro-
teccién de la cadena lateral usando fluoruro de hidrégeno
anhidro. Este es el enfoque elegido para sintetizar péptidos
que contienen restos sensibles a las bases, ya que en el caso del
sistema Fmoc la desproteccién utiliza una base, tipicamente
20-50% de piperidina en N,N-dimetilformamida, mientras que
la escisién acida final se produce en condiciones acidas mas
suaves (TFA).

La adecuada eleccién de resinas, espaciadores (linkers) y
disolventes, asi como el empleo de técnicas como la irradia-
cién por microondas, permiten el acceso a cadenas de PNA
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Figura 2 - Sintesis en fase sélida de PNA. Este proceso conlleva la formacién de enlaces peptidicos de los monémeros de
PNA conteniendo una de las cuatro bases canénicas y grupos protectores apropiados como Boc o Fmoc.

A: adenina; C: citosina; G: guanina; T: timina.

que contienen 15-20 mondémeros, por lo general con buenos
rendimientos y elevadas purezas (fig. 2).

La principal ventaja de las cadenas de PNA en compara-
cién con los correspondientes oligonucleétidos es su elevada
estabilidad metabdlica frente a la accién tanto de las nuclea-
sas como de las proteasas. Sin embargo, los PNA exhiben
una pobre permeabilidad debido a su caracter esencialmente
lipéfilo, a lo que también contribuye su flexibilidad con-
formacional. Para solventar esta limitacién se han descrito
distintas modificaciones en la estructura de los PNA, tanto en
la cadena polipeptidica (introduccién de sustituyentes adicio-
nales y/o elementos de quiralidad) como en las propias bases
nitrogenadas, con el propésito de disminuir la movilidad con-
formacional y a su vez mejorar la afinidad en la formacién
de estructuras hibridas con ARN o ADN. Recientemente se ha
propuesto también la introduccién selectiva de aminodacidos
intercalados en un esqueleto de PNA, de manera que la infor-
macién que codifican sea utilizada como potencial elemento
de autoensamblaje estructural. De esta forma, la incorpora-
cién de cadenas hidrofébicas o hidrofilicas de aminoécidos
permitiria modular la estructura secundaria del esqueleto de
PNA y la formacién de agregados anfipaticos micelares, con-
trolando la solubilidad y la permeabilidad celular de estas
cadenas de PNA. Asi mismo, la unién especifica de moléculas
de ADN o ARN con secuencia complementaria a la codificada
por las cadenas de PNA podria permitir un desensamblaje
controlado de estas estructuras?®.

Sistema de pH (low) insertion peptide (pHLIP)

Hasta la fecha, la manera mas eficaz de lograr una buena
permeabilidad celular en un PNA implica la formacién de
conjugados. En este contexto, determinados compuestos pep-
tidicos denominados péptidos de penetracién celular (CPP)
presentan la capacidad de atravesar las membranas celula-
res utilizando procesos como la translocacién directa o la
endocitosis, y han sido utilizados con éxito en el transporte
de PNA?. Otras posibilidades estudiadas han sido los com-
plejos de PNA con liposomas o su vehiculizacién soportados
sobre 6xido de grafeno?®. Los CPP son péptidos de 6-30 ami-
nodacidos, mayoritariamente de carga positiva y naturaleza
anfipatica, que permiten la internalizacién celular de macro-
moléculas, polipéptidos y oligonucleétidos con alta eficacia y
baja toxicidad. Algunos CPP derivan de biomoléculas natura-
les (p.ej., Tat, derivada de una proteina del VIH-1), mientras

que otros (p.ej., poliarginina) se obtienen por métodos sintéti-
cos. Las uniones entre los CPP y las moléculas transportadas
pueden ser de naturaleza covalente (conjugacién con sul-
fato de sulfosuccinimidilo, carbodiimida y tiol-amina) o no
covalente (interacciones biotina-estreptavidina, electrostdti-
cas y de afinidad con metales)?®. Directamente relacionada
con los CPP esta la nanotecnologia basada en péptidos con
una estructura transmembrana que es sensible a pH acido,
denominada pHLIP (del inglés pH [low] insertion peptide). Estos
contienen una secuencia de 35-40 aminoacidos, y no suelen
presentar estructura secundaria definida en medio neutro o
ligeramente basico. A un pH mas acido, los residuos del pHLIP
protonables y los cargados negativamente se vuelven neu-
tros, aumentando la hidrofobicidad global del pHLIP y, como
consecuencia, su afinidad por la membrana plasmaética. Ade-
mas, la presencia de residuos hidrofébicos en la regién central
de secuencia posibilita que a este pH se forme una estruc-
tura helicoidal que es capaz de intercalarse en la membrana
celular de manera unidireccional. Por tanto, la conjugacién
de determinadas moléculas, entre las que se encuentran los
antagomiR, al extremo C-terminal en un residuo de cisteina o
lisina de estos péptidos, mediante un puente disulfuro (esta-
ble fuera de la célula, pero 1abil en el citoplasma debido al
ambiente reductor), permite su transporte selectivo a través
de membranas celulares de manera no endocitica, en funcién
de pequenos cambios en la acidez extracelular. La cinética de
insercién en la membrana puede modularse por la secuencia
de aminodcidos del péptido. Tras la liberacién de la molécula,
al exponerse el residuo del extremo C-terminal del pHLIP al
PH normal de la célula, este se desprotona, provocando el
desanclaje del péptido de la membrana (fig. 3)%.

El sistema de pHLIP fue desarrollado con finalidad antitu-
moral explorando la propiedad del entorno acidico de ciertos
tumores para liberar en el interior celular moléculas de PNA3!,
En este trabajo se describe cémo se consiguié un trans-
porte dirigido eficaz de anti-miR-155 hacia un tumor linfatico
murino, constituyendo un hito importante en la terapia anti-
tumoral basada en miRNA. Ademas, se ha observado una
acumulacién elevada de este complejo en tejidos con inflama-
cién y en el rifién en la misma magnitud que en los tumores.
Este dltimo presenta una tasa alta de catabolismo para pro-
teinas de bajo peso molecular y ciertas regiones acidicas en
el intersticio tubular cortical®*?3. Por otra parte, la homeos-
tasis acido-base en mamiferos superiores exige la formaciéon
de una orina acida (pH~5). Ello se logra a través de la reab-
sorcién del bicarbonato en el tibulo proximal y la secrecién
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Figura 3 - Vehiculizacion de PNA empleando un péptido de penetracion celular (pHLIP). 1.Insercion del pHLIP en la
membrana celular, dejando el extremo C-terminal en el citosol. 2. Rotura del enlace disulfuro gracias al entorno reductor del

interior celular. 3. Hibridacién del PNA con el ARNm diana.

de protones (H*) a lo largo de la nefrona, en particular en
las regiones del tubulo proximal y distal y el tibulo colector,
mediante el concurso de transportadores e intercambiadores
con especificidad celular. Ello da lugar a un fluido tubular aci-
dico y a un tejido circundante tibulo-intersticial acidico en
algunas regiones del rinén>*. La presumible ventaja biolégica
proporcionada por el microambiente acidico de determina-
das estructuras renales nos llevé a proponer un abordaje de
nanotecnologia basado en la unién de antagomiR a péptidos
PHLIP para vehiculizarlos de manera selectiva al tejido renal
en el tratamiento de la enfermedad renal crénica (ERC). De este
modo, se reduciria la eliminacién de estas moléculas por via
hepatica, facilitando su entrada en las células mediante una
ruta no endocitica o mediada por receptores. Ademads, tanto
el hecho de que la inflamacién crénica estd intimamente rela-
cionada con el desarrollo y posterior progresién de la fibrosis
renal, como los cambios metabdlicos asociados que sufren los
fibroblastos renales por los que pasan de obtener energia por
la via de oxidacién de los 4cidos grasos a hacerlo mediante un
proceso glicolitico, conferiria una ventaja anadida al uso del
sisterna pHLIP®>%7.

Nosotros hemos aplicado por primera vez el sistema de
PHLIP para la administracién dirigida al rifién de inhibidores
de miR-33 con el fin de determinar si la inhibicién de este
microRNA, clave en el metabolismo lipidico, podria ser una
estrategia terapéutica eficaz para prevenir el dafio renal*®. En
este trabajo demostramos la acumulacién renal y la capta-
cién de las construcciones de pHLIP fluorescentes en células
tubulares primarias, induciendo la expresién de genes diana
de miR-33 implicados en la oxidacién de &cidos grasos. De
manera similar a lo observado en animales miR-33-/-, el tra-
tamiento con construcciones de anti-miR-33PHMP previno la
induccién de genes implicados tanto en la fibrosis como en
la inflamacién en el rindén después del tratamiento en los
modelos de obstruccién unilateral del uréter y de nefropatia
inducida por &cido félico, asi como el deterioro de la funcién

renal. Esta prueba de concepto apoya el desarrollo de estra-
tegias terapéuticas encaminadas a reducir el potencial papel
pro-fibrogénico de los miRNA en la enfermedad renal (fig. 4).

Retos y perspectivas

Los PNA son los anélogos estructurales estables de ribonucleé-
tidos més empleados en el uso de los ARN no codificantes
como herramientas terapéuticas’*°. La vehiculizacién de
moléculas de PNA con el sistema pHLIP in vivo podria repre-
sentar un método eficiente y seguro, superando las principales
limitaciones de las estrategias de regulacién génica basadas
en el uso de los miRNA, como son la especificidad de 6rgano
y la biodisponibilidad de los productos administrados®!. Se
ha estudiado que el sistema pHLIP dispensa eficazmente PNA
de hasta —7kDa de manera dependiente de pH, reducién-
dose esta limitacién con moléculas mds hidrofébicas®’. Su
acumulacién en el rinén lo sitia como una herramienta tera-
péutica potente y novedosa para la prevencién o el tratamiento
de multiples patologias relacionadas con este érgano®. Sin
embargo, deben senalarse algunas limitaciones. En estudios
con animales se ha observado que la modificacién del pH del
agua de bebida regula la presencia del péptido en el rinén. De
esta forma, la administracién de bicarbonato reduce su acu-
mulacién en este érgano, lo que limitaria la modulacién por
pH en esta localizacién®?4!. Ademaés, el hecho de que este pép-
tido esté formado por D-aminodcidos en vez de L-aminoécidos
hace que presente la misma afinidad por la bicapa lipidica
pero reduce su presencia en el rinén, posiblemente debido a
su mayor estabilidad en la sangre®’. Asi mismo, un estudio
reciente sugiere que un tamano mayor de las construcciones
reduce su penetracién a través de la barrera de filtracién glo-
merular. Una menor velocidad en la cinética de insercién en
la membrana también reduce la probabilidad de que se con-
centren en el tejido renal y se excreten por la orina®C.
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Oxidacién de acidos grasos deficiente
y acumulacién de lipidos en las
células epiteliales renales
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Figura 4 - miR-33 como nuevo regulador del metabolismo lipidico durante la fibrosis renal. La pérdida de miR-33 mejora la
oxidacién de acidos grasos, previene la desdiferenciacién de las células renales epiteliales y la acumulacién de matriz

extracelular, atenuando la fibrosis renal.

ATP: adenosin trifosfato; Ciclo ACT: ciclo de los acidos tricarboxilicos; MEC: matriz extracelular; OAG: oxidacién de acidos

grasos; OXPHOS: fosforilacién oxidativa.

Si bien esta metodologia ha sido optimizada para anta-
gomiR, no se ha descrito ningin obsticulo a priori para
desarrollar su uso con miRNA, ya que la distribucién del
complejo PNA mediante pHLIP no parece afectarse por la
secuencia nucleotidica. Ademas, este sistema presenta una
serie de propiedades que le otorgan versatilidad. Permite el
anclaje a moléculas fluorescentes con el fin de monitorizar
la distribucién del péptido*?, mientras que la variacién de
su secuencia permite el ajuste de sus propiedades farmaco-
cinéticas y sus células diana. La translocacién del péptido
es rapida (segundos a minutos) y dependiente del pH y de
la concentracién, la cual se reduce con el empleo de estos
estos conjugados en comparacién con el uso de antagomiR de
manera libre”*>. En los estudios realizados se han empleado
una administracién intravenosa de las construcciones anti-
miR-33PHLP 3 yna concentracién de 1 mg/kg de peso corporal
en 4 dosis para el tratamiento de la fibrosis renal®® y en 2 dosis
para el tratamiento del linfoma®'. En otros ensayos enfoca-
dos al diagnéstico se emplearon péptidos pHLIP unidos a
una molécula fluorescente a concentraciones de 1pM por
via intravenosa para la deteccién de regiones isquémicas en
el miocardio** e intraperitoneal a 100 uM en 3 dosis en caso
de infeccién pulmonar®. Se han llegado a realizar estudios
de toxicidad con concentraciones de hasta 4 mg/kg de peso
corporal con construcciones pHLIP llevando a cabo una moni-
torizacién de los animales durante 2 meses, en los que no
se detectaron cambios fisiolégicos o de comportamiento®?.
El pHLIP, en comparacién con los péptidos que penetran en
las células, permanece en la membrana celular después de la

insercién, translocando un extremo al citoplasma y dejando
el otro extremo en el espacio extracelular. Por lo tanto, el pép-
tido pHLIP posee capacidades de entrega dual: no solo puede
inyectar y liberar moléculas en el citoplasma, sino que tam-
bién permite el transporte ala membrana celular de moléculas
hidrofébicas unidas al extremo N-terminal del pHLIP*,
Aunque prometedor, el empleo del sistema pHLIP como
herramienta en el prondstico, diagnéstico y tratamiento de
la patologia renal es todavia un reto, siendo necesarios mas
estudios experimentales de vehiculizacién de PNA en mode-
los especificos de enfermedad renal, un estudio detallado de
su farmacocinética y su farmacodindmica, asi como su intro-
duccién en ensayos clinicos con aplicacién a los miRNA maés
explorados. En el desarrollo de esta aplicacién los aspectos
mas limitantes se relacionan con la especificidad y la sensibili-
dad del sistema. Entre ellos se sittia la acumulacién no dirigida
hacia tejidos con un microambiente acido inducido por situa-
ciones de isquemia, inflamacién o infeccién***. Dado que
pequeiios cambios de pH pueden dar lugar a un efecto bio-
légico significativo, alterando las funciones y la supervivencia
celular, es necesario realizar un ajuste mas preciso de las pro-
piedades quimicas de este sistema de transporte para mejorar
su sensibilidad?’. Otro aspecto a tener en cuenta en su disefio
es el hecho de que a menudo el pH es mas bajo en las super-
ficies de las células en comparacién con el pH del espacio
extracelular®®, asi como el diferente nivel de acidificacién de
las diferentes regiones del rinén y la dindmica de cambio
de pH en la transicién de tejido renal sano a danado, par-
ticular de cada tipo de lesién*®*C. Asi, los microambientes
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hipéxicos o los cambios en el metabolismo celular en tejidos
daniados con frecuencia promueven cambios en la acidifica-
cién del ambiente extracelular, de modo que la acidosis podria
ser también un marcador util para el diagnéstico por ima-
gen de diferentes estados de enfermedad, incluida la renal,
empleando el sistema pHLIP acoplado a moléculas facilmente
detectables®3.
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