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1. RESUMEN

El presente trabajo consiste en una revision bibliografica de la situacion actual de la
nanotecnologia aplicada en el campo de la medicina, concretamente en el uso de
nanoparticulas poliméricas para el desarrollo de vacunas frente a enfermedades infecciosas,
aunque debido a su relevancia clinica tambien se realiza mencion de vacunas frente a otras
patologias como las alergias, y los procesos oncoldgicos. Se describen y analizan los
conceptos generales de las nanoparticulas y de los poliméricos sintéticos mas empleados en su
elaboracion. Se analiza el papel que desempefian en el tipo de respuesta inmune generada
durante la vacunacion. Este tipo de inmunizacion activa resulta fundamental para el control y
erradicacion de enfermedades que suponen un gran coste en la salud publica. Mediante la
utilizacion de las nanoparticulas poliméricas se busca aumentar la eficacia de la vacunacion,
potenciando la respuesta inmune generada y actuando como sistema de liberacion controlada
de los antigenos encapsulados. Con ello se pretende disminuir los efectos adversos derivados
de la vacunacion, razon por la cual un porcentaje de la poblacion decide no vacunarse, siendo
susceptibles a padecer la enfermedad.

Palabras claves: Nanoparticulas, polimeros, vacunacion, respuesta inmune, sistema de
liberacion controlada, inmunoadyudante, nanomedicina.

ABSTRACT

The following work aims to carry out a bibliographic review of the current situation about
nanotechnology applied in the field of medicine, specifically in the use of polymeric
nanoparticles (NPs) in the development of vaccines against infectious diseases, although due
to their clinic relevance, it has to be mentioned, as well, to vaccines against other pathologies
such as allergies and cancer. General concepts of NPs and synthetic polymers are described
which are being studied for their role in the type of immune response elicited during
vaccination. This type of active immunization is essential for the control and eradication of
diseases that pose a great cost to public health. Through the use of NPs the aim is to increase
the efficiency of vaccination, enhancing the generated immune response and acting as a
controlled delivery system. This is expected to reduce the side effects of vaccination, which is
the principal reason why a percentage of the population decides not to be vaccinated, being
susceptible to suffering from the disease

Key words: Nanoparticles, polymers; vaccination; immune response, controlled drug delivery
systems; nanomedicine.

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Nanotecnologia y Nanomedicina.

El término nanotecnologia se refiere a la manipulacion de la materia en la escala de los
atomos y las moléculas. Un nanémetro (nm) equivale a la milmillonésima parte de 1 m. A
escala nanométrica, los materiales pueden presentar propiedades muy diferentes que los
mismos materiales de la misma composicion, a una escala mayor; propiedades como fuerza,
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conductividad, color y toxicidad pueden verse modificadas (1). La primera mencion que se
hizo sobre la nanotecnologia fue en el afio 1959 por el Dr. Richard Feynman en una
conferencia, donde hablo acerca de la posibilidad de manipular directamente atomos y
moléculas (2) pero en el afio 1974 el término de nanotecnologia fue utilizado por primera por
Noroi Taniguchi, cientifico en la universidad de Tokio, quien en sus investigaciones lo
empleo para referirse a los materiales nanométricos (3). La nanotecnologia se presenta como
una nueva manera de trabajar con los materiales, que debido a su gran potencial, aporta
numerosos beneficios en varias areas de investigacion, con el fin de llegar a aplicaciones en
NUMErosos campos.

Entre sus aplicaciones se encuentran la Nanomedicina, que puede ser definida como la
ciencia y la tecnologia utilizada en el disefio y evaluacion de sistemas complejos, a escala
nanométrica, formado por al menos dos componentes, uno de los cuales es el principio activo
o molécula bioldégicamente activa y, el segundo, es el propio sistema que permite una funcion
especial relacionada con el diagnoéstico, tratamiento o prevencion de una enfermedad (4).

La plataforma Europea de Nanomedicina ha publicado en noviembre de 2006 la Agenda
Estratégica de Investigacion en Nanomedicina, en la que se incluyen los campos de actuacion,
haciendo especial énfasis en las necesidades médicas, donde la Nanomedicina podra
proporcionar opciones de diagnostico y de tratamiento muy esperanzadoras en numerosos
campos, y en los que se encuentra el desarrollo de nuevas vacunas (5), aspecto en el que nos
centramos en este trabajo.

Vacunacion.

La vacunacion consiste en la administracion de un microrganismo o componente del
mismo, ya sea en una forma muerta o atenuada, que no cause enfermedad, pero si
desencadene una respuesta inmunitaria que proporcione proteccion contra la infeccion por el
microbio patdégeno vivo (6). A pesar de que se conozcan los farmacos, pueden surgir
problemas en el momento de su administracion como puede ser: la necesidad de afiadir al
principio activo excipientes que aumenten su biodisponibilidad, la extravasacion de agentes
citotoxicos que pueden provocar dafios en los tejidos. Otros problemas surgen debido a la
naturaleza hidrofébica de ciertos compuestos, 1o que hace que puedan precipitar en un medio
acuoso, o bien debido a que sufren un rapido proceso de eliminacion por 6rganos, requiriendo
dosis mas elevadas, mientras que otros pueden tener una distribucion generalizada por el
organismo afectando en consecuencia a tejidos sanos (7).

En los ultimos afios se ha estudiado la encapsulacion o adsorcion de antigenos de
superficie en nanoparticulas biodegradables como una alternativa a los coadyuvantes actuales,
y con el objetivo de desarrollar mejores vacunas y poder reducir tanto la frecuencia como el
numero de dosis requeridas para lograr la inmunizacion del paciente.

3. OBIETIVOS

Desarrollar el concepto de las nanoparticulas como sistemas de liberacion de
farmacos, abarcando también el estudio de los aspectos biofarmacéuticos.

Describir las técnicas de preparacion y caracterizacion de las nanoparticulas a base de
poliésteres.

Conocer la aplicacion de las nanoparticulas en el desarrollo de vacunas, los retos a los
cuales se enfrenta su desarrollo en la actualidad, y las perspectivas de futuro que
presenta esta estrategia.
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4. METODOLOGIA

La realizacion de este trabajo consiste en una revision bibliografica en base de datos como
Pub-Med-NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), SciELO (www.scielo.org), ACS Publications
(www.pubs.acs.org) y Elsevier (www.elsevier.com), ademas de consultar libros y articulos
cientificos. Para llevar a cabo la busqueda de manera especifica se emplearon palabras claves
como: “nanomedicine”, “nanoparticle”, “polymers”, “drug delivery system”, * vaccination”,
entre otras.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Nanoparticulas como sistemas de liberacion de farmacos.

La aplicacion de la nanotecnologia en el campo de la Nanomedicina se concreta en
mejoras en los métodos diagnosticos, medicina regenerativa y en el desarrollo de nuevos
sistemas de liberacion de farmacos. Es posible la obtencion de nanosistemas multifuncionales,
un ejemplo de ello fue desarrollado por Kogure y col. (8), denominado sistema MEND
(multifuntional enevelope-type nanodevice) el cual contenia ligandos de vectorizacion,
péptidos tusigenos como actaarginina. Estos sistemas van a estar constituidos por el principio
activo y por un sistema transportador, dentro de los cuales se encuentran: los liposomas,
micelas poliméricas, vectores de ADN, conjugados poliméricos, dendrimeros y
nanoparticulas, entre otros. Estos sistemas transportadores tiene como finalidad transportar el
farmaco hasta su diana, lugar donde ha de ser liberado de forma especifica.

A pesar de existir diferentes sistemas, todos ellos persiguen las mismas finalidades (3):

Proteger al farmaco de su degradacion tanto fisica como quimica.

Dependiendo de la via de administracion, incrementar la absorcion de los farmacos.
Incrementar la penetracion y distribucion intracelular, aspecto fundamental cuando el
farmaco actia en una diana que se encuentra en el interior de la célula.

Modificar las caracteristicas farmacocinéticas de los farmacos y con ello su perfil de
distribucion a determinados tejidos diana u 6rganos, con el objetivo de disminuir los
efectos secundarios en 6rganos/tejidos no deseados, aumentando asi su eficacia.
Modular la liberacion del farmaco a partir del sistema nanométrico.

En general, los nanosistemas deben cumplir los siguientes requisitos: deben estar
formados por materiales biocompatibles y biodegradables (si el sistema de administracion
parenteral, su tamafio ha de ser nanométrico (asi se posibilita su entrada a través de poros y
membranas celulares), poseer una elevada encapsulacion en su interior del principio activo,
presentar un prolongado tiempo de circulacion en el torrente sanguineo, logrando una
liberacion controlada sostenida del farmaco, y presentar una distribucion mas selectiva del
principio activo, evitando de esta manera efectos adversos no deseados (3, 7). Lo deseable
seria que el sistema tuviese la capacidad de acceder y liberar el principio activo en su biofase.
Dicha capacidad se puede conseguir mediante la modificacion de su superficie, logrando una
vectorizacion pasiva, ademas posibilita el reconocimiento especifico y union a tejidos o
células dinas por medio de ligandos, como pueden ser los anticuerpos monoclonales o
aptaremos. Esta modificacion en la superficie también puede ser empleada para que el
farmaco se libere en funcion de determinadas caracteristicas, como puede ser el pH y la
temperatura.
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Aspectos biofarmacéuticos.

Los nanosistemas farmacéuticos presentan caracteristicas diferentes y determinadas a la
de los principios activos que contienen. Las nanoparticulas son empleadas para proporcionar
proteccion al principio activo y a su vez, disminuir el aclaramiento de farmacos que presenten
semividas de eliminacion cortas o sean degradados facilmente.

La biodistribucion de las nanoparticulas (NPs) va a estar limitada por diversos factores:
tamaio del poro de la membrana celular del tejido diana, carga superficial, hidrofobicidad de
la nanoparticula y por el proceso de opsonizacion, entre otros (9). Por ejemplo, al ser
administradas por via intravenosa, las nanoparticulas pueden sufrir procesos de degradacion
por enzimas especificos, o bien, si se encuentran contenidas en vectores que las protejan,
pueden sufrir procesos de agregacion o adhesion a los componentes plasmaticos.

Una vez en el torrente circulatorio las NPs, sin modificacion en su superficie, son
reconocidas como particulas extrafias por una serie de proteinas séricas conocidas como
opsoninas, se van a depositar en su superficie, llevando a cabo el proceso de opsonizacion.
Dichas opsoninas van a ser reconocidas por los macréfagos, lo que conduce a la
internalizacion de las NPs, sufriendo aclaramiento por parte del sistema mononuclear
fagocitico (SMF), lo cual supone una importante pérdida de las NPs presentes en la
circulacion (10).

Esta captacion por el sistema SMF puede utilizarse como via para la realizacion de una
vectorizacion pasiva de farmacos que tengan su diana en el higado o en el bazo, debido a que
son captados por los macrofagos, asi se puede emplear esta vectorizacion para la liberacion de
antineoplasicos en hepatocarcinomas o metastasis hepaticas procedentes de tumores
ginecoldgicos, broncopulmonares o del tracto digestivo, entre otros. Por ejemplo, Cuvier y
col. (11) han desarrollado NPs de isohexiilcianoacrilato conteniendo doxorrubicina en su
interior, que son captadas por los macréfagos dando lugar a una elevada adsorcion en la
superficie celular, pero debido al complejo que forman con el polimero no son reconocidas
por las glicoproteinas P, evitando asi la resistencia al farmaco. Se han desarrollado también
NPs cuya captacion por el sistema SMF puede ser 1til para la liberacion intracelular de
farmacos antiparasitarios en el tratamiento de la leishmaniosis. Ejemplo de ello son las NPs
de polliisohexilcianoacrilato cargadas con primaquina y destinadas a actuar frente a
Leishmania donovani (12).

Las NPs pueden presentar también modificaciones en su superficie mediante Ia
conjugacion con polietilenglicol (PEG) y otros polimeros, con la finalidad de reducir la
absorcion de proteinas, el proceso de opsonizacion, facilitar su acceso a determinadas dianas,
y prolongar su circulacion por el torrente sanguineo, disminuyendo la captacion por el SMF
(13). Esta modificacion también es empleada debido a las minimas influencias que presenta
sobre las propiedades farmacolodgicas del farmaco que se encuentra encapsulado y porque
mejorar ciertas caracteristicas como hidrosolubilidad y flexibilidad (14). Todo ello conduce a
una mayor estabilizacion estérica que sin embargo, en ocasiones puede debilitar la interaccion
con la célula diana, disminuyendo la cantidad de farmaco liberada a nivel intracelular. Por lo
tanto, si el farmaco puede atravesar con facilidad la membrana celular, se deberian realizar
minimas modificaciones para no comprometer su liberacion y biodisponibilidad. Caso
diferente sucede cuando el farmaco no puede atravesar la membrana plasmatica y/o
hematoencefalica, en cuyo caso se puede recurrir a la modificacion de la superficie de las NPs

9).
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Los tejidos patologicos; como lo son los tumores solidos o zonas inflamadas o infectadas,
presentan caracteristicas diferentes a las del tejido fisiologico. Dicha peculiaridad es empleada
para mejorar la liberacion del farmaco en la célula diana. El efecto de permeabilidad y
retencion incrementada (EPR effect en la terminologia inglesa) es un fendémeno de
extravasacion incrementada de macromoléculas de los vasos sanguineos tumorales y su
retencion en el tejido patologico. Este presenta fenestras que permiten el acceso de las NPs y
su acumulacion en el espacio intersticial (14, 15).

Las dianas terapéuticas pueden estar presentes en la membrana plasmatica, en el
citoplasma o en el nlcleo. En cualquiera de los casos en necesario un proceso de
internalizacion de las NPs, que es un proceso complejo de interacciones entre el nanosistema
y los componentes celulares de la membrana, que desencadena una cascada de sefiales
celulares que determinan el mecanismo de internalizacion. Estos mecanismos pueden ser por
endocitosis o pinocitosis inespecificas siendo procesos concentracion y tiempo dependientes
(14) o endocitosis mediada por receptores ubicados en la membrana celular a través del cual
se introduce el sistema nanométrico en vesiculas recubiertas principalmente por la proteina
clatrina (16). Esta vesicula formada recibe el nombre de endosoma primario y puede seguir
dos rutas: reciclarse a la superficie celular o englobarse con lisosomas, formando un
endolisosoma. Estas enzimas actiian a un pH acido consecuencia de las bombas de protones
localizadas en la superficie del endolisosoma (17), razén por la cual el sistema de liberacion
del farmaco tiene que poseer las caracteristicas adecuadas para no ser degradado ni permitir la
degradacion del principio activo en condiciones de acidez (18). La rotura del endolisosoma
permite que el nanosistema libere el farmaco, parte del cual puede o no sufrir degradacion y
parte alcanzar su diana, a nivel del citosol o el nucleo.

Estructura de las nanoparticulas

Las NPs se pueden obtener en forma de nanocépsulas y de nanoesferas. Las nanocapsulas
son sistemas tipo reservorio en cuyo interior se encuentra el firmaco recubierto por una
membrana que controla su liberacion, mientras que las nanoesferas son sistemas de tipo
matricial, en las que el fairmaco se encuentra disperso en la matriz polimérica de forma
homogénea (14). La liberacion del farmaco en las NPs se puede producir por diferentes
mecanismos, entre los que se encuentran la difusion a través del sistema, la degradacion o
erosion del polimero y la combinacién en ambos mecanismos (19). La seleccion del tipo de
nanoparticula que vaya a constituir el sistema de liberacion va a depender del método de
elaboracion, de las propiedades quimicas, fisicas y de las caracteristicas del farmaco a
encapsular.

Preparacion de nanoparticulas

Las NPs pueden elaborarse con diferentes tipos de materiales, siempre y cuando cumplan
con los requisitos exigidos para poder ser administradas en el organismo mediante una via
determinada de administracion. Para ello, se pueden emplear polimeros tanto naturales, de
semisintesis y de sintesis. Ademas, se pueden preparar las denominadas NPs lipidicas y NPs
metalicas. En este trabajo nos centramos en la elaboracion de NPs con polimeros sintéticos.

Polimeros

Un polimero es un compuesto de alto peso molecular que se forma por la repeticion de
subunidades llamadas monomeros (20). Los polimeros a utilizar en la elaboracion de NPs han
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de presentar caracteristicas bien definidas en cuanto a propiedades quimicas y fisicas, ya que
no solo intervienen en la proteccion del farmaco, sino también en el control de la liberacion
del mismo en la célula o tejido diana con el objetivo de optimizar el efecto terapéutico y
disminuir los efectos adversos. Por otra parte, y en funcion de la via de administracion de las
NPs deberan ser biodegradables o no (3). Como ya hemos indicado en este trabajo nos
centramos en NPs preparadas con polimeros sintéticos biodegradables. Los polimeros
sintéticos a diferencia de los polimeros naturales, los cuales son mas dificiles de estandarizar,
presentan una composicion quimica conocida, lo cual permite predecir caracteristicas fisicas
tales como la solubilidad y permeabilidad, y muchos de ellos presentan ademds una baja
inmunogenicidad. Dentro de este tipo se encuentran, entre otros, los poliésteres, que son un
grupo de polimeros muy empleados hoy en dia en la elaboracién de sistemas poliméricos
nanoparticulados de liberacion controlada debido a sus buenas caracteristicas de
biodegradabilidad y biocompatibilidad (14).

Entre los tipos de polimeros empleados para la elaboracion de NPs cabe mencionar:

Acido poli-lictico (PLA) y Acido poli-lictico-co-glicélico (PLGA): Poliésteres
alifaticos formados por mondmeros de acido lactico o bien dimeros de lactico-co-
glicolico, que se encuentran aprobados por la FDA (Food and Drug Administration
norteamericana) para la fabricacion de sistemas de liberacion de farmacos, incluidas
las NPS, y otros usos biomédicos, como por ejemplo en la fabricacion de suturas
biodegradables (3). Estos polimeros han demostrado tener muy baja toxicidad tanto a
nivel local como sistémica, habiéndose indicado a este respecto casos de inflamacion,
lisis celular, aunque dentro de uno limites aceptables (21). El PLGA se emplea mucho
en la elaboracion de vectores para la liberacion de proteinas, péptidos, genes, vacunas,
etc. (14). Este biomaterial presenta una serie de ventajas y desventajas en el momento
de encapsulacion de macromoléculas terapéuticas. La degradacion de PLA y
PLGA ocurre por via hidrolitica dando lugar a la acumulacion de mondmeros acidos,
disminuyendo el pH de la zona, lo cual puede provocar la desnaturalizacion de la
proteina que se encuentra en su interior (21). A pesar de ello, al carecer de toxicidad,
sus productos de degradacion y su modulable velocidad de degradacion, hacen que el
PLGA sea uno de los polimeros mas empleados en formulaciones nanoparticulares
con aplicacion terapéutica. Se utiliza en el desarrollo de numerosas formulaciones para
procesos inflamatorios, oncologicos, enfermedades neurodegenerativas, procesos
oculares, entre otros (22).

Poli-g-caprolactona: es un poliéster alifatico, polimero semicristalino quimicamente
estable el cual presenta una degradacion lenta. Se puede emplear en el desarrollo de
formulaciones de NPs para la administracion de farmacos que requieran una liberacion
durante periodos de tiempos prolongados. Por otra parte, a diferencia del PLGA
genera durante su degradacion una menor cantidad de productos acidos. Las NPs de
Poli-g-caprolactona han sido utilizadas como vehiculos para la liberacion de un amplio
grupo de farmacos como tamoxifeno, acido retinoico y griseofulvina, entre otros (23).

Técnicas de preparacion

Existen numerosos modos para la preparacion de NPs, los cuales han ido evolucionando
con el fin de utilizar de componentes de baja toxicidad, simplificar los procesos de
fabricacion a nivel industrial, para asi favorecer su escalado y optimizar las técnicas en cuanto
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a la eficacia de encapsulacion del activo y el rendimiento de produccion de las nanoparticulas.
Entre los principales métodos de elaboracion de NPs a base de poliésteres se encuentran:

Evaporacidn-extraccion del disolvente tras la formacion de una emulsion: es una
de las técnicas mas empleadas en la preparacion de las NPs y consiste en la
emulsificacion de dos fases; una fase acuosa que contiene al agente emulsionante y
una fase organica que contiene el polimero y el principio activo. La energia necesaria
para llevar a cabo la emulsificacion puede ser aportada mediante un homogenizador o
por ultrasonidos, de manera que a mayor velocidad de agitacion menor tamafio de las
NPs. Una vez formada la emulsion, se procede a realizar la evaporacion del solvente
organico (generalmente acetato de etilo, cloroformo, diclorometano), lo que da lugar a
la formacion de las NPs produciéndose asi la encapsulacion del principio activo en el
interior de las particulas. Finalmente, la suspension de NPs formadas es sometida a
una serie de lavados y procesos de filtracion para eliminar el exceso de agente
estabilizante (24). Esta técnica se puede emplear para la obtencion de NPs de
diferentes tamaios, controlando parametros como el peso molecular del polimero, la
concentracion del principio activo en el polimero y el proceso de agitacion. Hay que
tener en cuenta que cuanto menor sea el tamafio de las particulas menor capacidad
tendran de encapsular en su interior el principio activo, lo que repercutira en la dosis a
administrar. Las emulsiones se van a disefiar en funcion de las caracteristicas del
principio activo a encapsular: una emulsién simple de fase externa acuosa (O/A) se
empleara para la encapsulacion de agentes hidréfobos, mientras que una emulsion
multiple (A/O/A), se puede utilizar para la encapsulacion de compuestos hidrofobos
(14).

Nanoprecipitacion: la nanoprecipitacion es uno de los métodos mas sencillos,
reproducibles, y por ello el mas empleado en la fabricacion de NPs. Las NPs obtenidas
por este método pueden ser tanto en forma de nanocapsulas como nanoesferas. Esa
técnica se base en la deposicion interfacial del polimero sobre el principio activo
seguido del desplazamiento del solvente polar que los recubre, el cual es miscible con
el agua. En esa técnica van a existir dos fases: una fase solvente y una fase no
solvente, denominadas fase organica y fase acuosa, respectivamente. En la fase
organica se incorporan el material formador de la cubierta, en ese caso el polimero, el
principio activo, un solvente orgédnico (acetona, etanol), y un tensioactivo lipofilico.
La fase acuosa estd mayoritariamente constituida por agua. Tras la preparacion de
ambas fases, una fase de afiade sobre la otra, y finalmente se lleva a cabo la
evaporacion del solvente organico a temperatura ambiente o con un rotavapor, lo cual
permite la obtencion de la suspension de NPs en agua (25). La agregacion de las NPs
en la suspension puede evitarse afiadiendo tensioactivo en la formulacion, aunque esto
puede afectar a las caracteristicas de las NPs. Para obtener nanocépsulas en lugar de
nanoesferas, se suele anadir a la fase organica un aceite mineral o vegetal. Esta técnica
se emplea principalmente para la encapsulacion de principios activos hidrofobicos
(24), aunque se han realizado diversos estudios donde se evaluan varios parametros de
la formulacion con la finalidad de mejorar la incorporacion de agentes hidrofilos (26).
La dificultad fundamental del método reside en la eleccion adecuada de la
combinacion de farmaco/polimero/solvente/no solvente con el objetivo de obtener al
final una elevada eficacia de encapsulacion del farmaco.
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Caracterizacion de las nanoparticulas.

Debido a la naturaleza de la aplicacion de las NPs como sistemas de liberacion de
farmacos, es de suma importancia su caracterizacion atendiendo a sus propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas. A continuacion se detallan los parametros a caracterizar una vez
preparadas las NPs.

Tamafio y morfologia: El tamafio, la distribuciéon de tamafio de particula y la
morfologia de las NPs son factores criticos que condicionan la idoneidad de la
formulaciéon preparada para una aplicacion especifica. Es una informacion basica que
se puede obtener mediante distintos tipos de técnicas, tales como: microscopia
electronica de barrido (Scanning Electron Microscopy; SEM), microscopia electronica
de transmision; TEM) o difractometria de laser (Dynamic light scattering). Debido a
que la internalizacion de las NPs es via endocitosis, un aumento del tamafio de la NPs
puede suponer una disminucion en la captacion y potencialmente en la
biodisponibilidad del farmaco (3).

Carga superficial: se calcula el potencial Zeta que determina la carga superficial de
las NPs, factor que condiciona la distribucion de las mismas en el organismo y la
captacion e interaccion con las células. Se puede determinar mediante anemometria
laser Doppler o mediante técnicas electroforéticas (13). Valores alrededor de +/- 30
mV son tipicos de sistemas coloidales estables. Las dispersiones que presenten
valores inferiores +/-25 mV tenderan a la aglomeracion de las NPs debido a las
interacciones interparticulares del tipo de enlaces de hidrégenos y fuerzas de Van der
Waals (27). Las membranas celulares se encuentran cargadas negativamente, por ello
presentan una mayor afinidad electrostatica por NPs cargadas positivamente. Para
ello se pueden realizar modificaciones en la superficie de las NPs que favorezcan la
interaccion. La potencial zeta es por tanto una determinacion muy importante para
poder entender la superficie de las NPs y poder predecir su estabilidad (13).

Eficiencia de encapsulacion: se puede definir como la relacion que existe entre la
cantidad de farmaco que ha sido encapsulada (valor experimental) y la cantidad de
farmaco afiadida al comienzo del proceso (valor tedrico). Se expresa en porcentaje. El
contenido de principio activo se determina mediante la ruptura de las NPs en un
disolvente especifico, centrifugacion y posterior cuantificacion de la cantidad de
farmaco encapsulado utilizando para ello diversas técnicas, como puede ser la
espectrofotometria UV y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), entre
otras (13). La eficacia de encapsulacion va a depender del polimero empleado, del tipo
de principio y del método utilizado para la preparacion de las NPs, entre otros
factores. Dependiendo de la formulacion, pueden darse casos donde existan agregados
de principio activo no encapsulado. Para evitar esto se puede recurrir por ejemplo, al
uso de polimeros anfifilicos que actiien como estabilizadores de la superficie de las
NPs (28).

Liberacion in vitro: estudio fundamental ya que permite obtener una idea aproximada
de como sera la liberacion del principio a partir de las NPs en el organismo, aunque
evidentemente es solo una aproximacion, ya que la liberacion suele ser mas rapida in
vivo, debido a la presencia de enzimas en los fluidos bioldgicos. La liberacion va a
depender de diferentes factores, tales como: la desorcion del farmaco de la superficie
de las NPs, combinacion de los procesos de erosion de la matriz polimérica, y del tipo
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de sistema elaborado, entre otros. Asi por ejemplo, si el sistema es en forma de
nanoesferas, que presentan una distribucion uniforme del farmaco, en primer lugar se
producira una liberacion rapida del farmaco adsorbido en la superficie las particulas,
lo que se conoce como efecto burst, seguido de una liberacion mas lenta desde la
matriz dependiente de los procesos de difusion y erosion. En el caso de las
nanocapsulas, el farmaco tiene que difundir a través de la pared polimérica (29).

Aplicacion de nanoparticulas en el desarrollo de vacunas.

Las vacunas tienen como objetivo lograr una inmunizaciéon profilactica frente a
enfermedades infecciosas e incluso alergias. Cuando se trata de vacunas viricas o bacterianas
atenuadas uno de los requisitos y preocupaciones principales en su desarrollo esta relacionada
con la seguridad. Asi, la vacuna de la poliomielitis oral con virus vivos atenuados ha
erradicado practicamente la enfermedad, aunque en ocasiones, poco frecuentes, el virus de la
vacuna se reactiva y produce una poliomielitis paralitica. Las investigaciones actuales sobre
vacunas tienen dentro de sus objetivos identificar antigenos o epitopos microbianos con
mayor capacidad inmunogénica, sintetizarlos en el laboratorio y emplear estos antigenos
sintéticos como vacunas (30). Para poder generar una correcta respuesta inmunitaria, ademas
del agente que se inocula, es necesario un coadyuvante entre cuyas funciones se encuentran el
facilitar el paso a través de las membranas bioldgicas y estimular las células del sistema
inmune (31).

Sistema inmune.

La defensa contra los microorganismos es llevada a cabo mediante dos tipos de
respuestas que se encuentran coordinadas, y que se denominan inmunidad innata e inmunidad
adaptativa. El sistema inmunitario innato es la primera defensa frente a los microorganismos
durante las primeras horas o dias, mientras la inmunidad adaptiva reconoce de forma
especifica las sustancias microbianas y no microbianas, denominadas antigenos, y genera una
respuesta especifica ante su presencia (30). La inmunidad adaptiva actiia por dos mecanismos:
la produccion de anticuerpos (Ac), realizada por las células B, es lo que se conoce como
inmunidad humoral; y por otra parte, la activacion de las células T, llevada a cabo por la
presentacion de wun fragmento del antigeno mediante el complejo mayor de
histocompatibilidad IT (MHC-II), siendo conocida como inmunidad celular.

Las células se diferencian en linfocitos T citotoxicos, dirigidos principalmente contra
patdgenos intracelulares, linfocitos T colaboradores (por sus siglas en ingles T helper, Th),
cuya funcion principal es colaborar con la activacion, proliferacion y diferenciacion de
linfocitos T y B, aunque también participan en la eliminacion de patdégenos que se reproducen
en el interior de células fagociticas. Una vez activados, los linfocitos T colaboradores secretan
citocinas con efectos autocrinos (sobre la propia célula) o paracrinos (sobre las células
proximas).

Segun el tipo de citocina secretada se subdividen en diferentes subpoblaciones que
juegan diferentes papeles fisiopatologicos en los procesos inflamatorios agudos o crénicos
(32), como pueden ser las respuestas Thl y Th2, entre otras. La respuesta de tipo Thl (las
citocinas secretadas son IFN, IL-2, TNF-B) va a incrementar la proliferacion de linfocitos T y
B, activan a los macrofagos infectados, por ello es fundamental en la eliminacion de
patogenos intracelulares ¢ incluso limitan los procesos alérgicos. Mientras que las respuestas
de tipo Th2, promueven las respuestas humorales y la produccion de IgE, especializados en
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facilitar la eliminacion de patogenos extracelulares y también participan en los procesos
alérgicos.

Inmunoadyudantes.

Son coadyuvantes que mejoran o modulan la inmunogenicidad generada por un antigeno
administrado. Pueden estimular tanto la respuesta innata como la respuesta adaptiva. En la
actualidad existen muy pocos compuestos que se encuentren autorizados para el uso humano;
el unico coadyuvante aprobado por la FDA es el hidroxido de aluminio (33), mas conocido
como “alum”. Este coadyuvante estimula la respuesta Th2, pero no induce un perfil Thl
(necesario si se quiere disefiar una vacuna frente a un patdgeno intracelular) y presenta
limitaciones en su aplicacion en vacunas basadas en péptidos o antigenos de pequefio tamafio.

Existen dos tipos de mecanismo a través de los cuales los coadyuvantes pueden mejorar la
respuesta del sistema inmune:

Aumentando la captacion del antigeno por las APCs (células presentadoras de
antigeno); el coadyuvante puede ser envuelto directamente por la célula o bien formar
un deposito sobre la superficie de esta, lo cual lleva a una exposicion prolongada del
antigeno, incrementado la captacion por las APCs.

Activar directamente las células del sistema inmune innato. Esta accion puede ser
llevada a cabo por estimulos inflamatorios, citoquinas o bien por los patrones
moleculares asociados a antigenos (PAMPs).

Los sistemas nanoparticulados van a actuar fundamentalmente mediante el primer
mecanismo, aunque algunos estudios postulan que las NPs poliméricas son capaces de
estimular la produccion de citoquinas y anticuerpos (34). Por otra parte, las NPs por si solas
pueden provocar una reaccidon inmunitaria mediada principalmente por los fagocitos,
responsables de su eliminacion. Hay que tener en cuenta los distintos de factores que pueden
condicionar la interaccion entre las NPs y las células del sistema inmune: la pureza de las NPs
no va a ser la misma que la obtenida cuando estan recién preparadas, una vez administradas
pueden sufrir cambios a nivel quimico y fisico. Pueden sufrir también fendmenos de
aglomeracion o agregacion, dependiendo de sus caracteristicas fisicoquimicas y de las
condiciones del medio (fuerza idnica, adsorcion de proteinas o de moléculas de naturaleza no
proteica), ¢ interacciones con otros agentes presentes en los fluidos corporales (35). La
superficie de las NPs también se va a ver modificada; cuanto mayor sea su hidrofobicidad,
mas facil sera su recubrimiento por proteinas dominantes como lo son las opsoninas (Ig3 o
factores del complemento C3). Los macroéfagos presentan receptores para estas opsoninas. El
recubrimiento de los nanotrasnportadores con este tipo de ligandos se puede utilizar como
estrategia para mejorar la liberacion del antigeno en su diana (29).

Vias de administracion.

Las vias mas comunes de administracion de vacunas son la via intramuscular y la via
subcutanea, mediante las cuales se desencadena una respuesta inmunitaria a nivel sistémico.
En la actualidad se estan realizando estudios con otras vias para la administracion de vacunas
con la finalidad de, ademas de evitar la perforacion de la piel, mimetizar en parte la via
natural de entrada del patogeno en el huésped, aumentando asi la eficacia de la vacuna, ya que
de esta forma no solo se induciria la respuesta inmune sistémica, sino también la local.
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5.5.3.1 Administracion parenteral.

Las NPs poliméricas estan siendo investigadas en la elaboracion de diferentes vacunas
destinadas a su administracion parenteral, debido a las caracteristicas de seguridad,
biodegradabilidad y capacidad de control de liberacion de la particula inmunogénica. A pesar
de ser eliminadas de forma natural por los fagocitos, se pueden llevar a cabo modificaciones
en su superficie, como lo es la adicion de polimeros hidrofobicos como el polietilenglicol
(PEG), que aumentan su permanecia en sangre debido a la estabilizacion estérica generada
que impide el proceso de opsonizacion. Hay diversos estudios de vacunas desarrolladas en
forma de NPs de PLGA frente a distintas patologias. Entre ellas se encuentra la hepatitis B,
enfermedad que en la actualidad ha visto incrementadas su prevalencia y morbilidad. Bharali
et al. (36) han demostrado, en ratones, la inmunogenicidad de una vacuna formulada como
NPs de PGLA-PEG y en la que el antigeno encapsulado es HBsAg. También evaluaron la
misma vacuna, pero sin la presencia de PEG (polietilenglicol). La respuesta humoral obtenida
por la vacuna formulada con PEG fue mucho mas sostenida en el tiempo y el nivel de
anticuerpos hallados fue mayor, en comparacion con la preparada sin dicho coadyuvante, lo
que indicaria el efecto de vector de dicho agente al incluirlo en la formulacion de NPs.

Desai et al. (37) han demostrado también las propiedades como vectores espaciales de
las NPs de PGLA en las que el antigeno encapsulado es la enterotoxina estafilococica B; la
respuesta inmune obtenida tras la administracion subcutanea de dicha vacuna en conejos fue
similar a la obtenida con la vacuna que contenia al mismo antigeno y el coadyuvante alum.

En el caso de procesos alérgicos, Schol et al. (38) han estudiado y demostrado la
eficacia de una vacuna a base de NPs de PGLA como inmunoayudantes, en la que el antigeno
encapsulado es Bet vl. La formulacion se administrd por via s.c. en una modelo de raton
BALB/C. La respuesta inmunitaria obtenida mejor6 significativamente, no produciéndose
hipersensibilizacion en los animales nativos, y ademas fue capaz de modular una respuesta de
tipo Th2, sin suprimir la respuesta de tipo Thl.

También se estd investigando el uso de vacunas para estimular al sistema inmune en el
tratamiento de procesos oncoldgicos. Una vacuna ideal contra el cancer constaria de tres
componentes principales: un antigeno; que provoque una reaccion inmunitaria, un adyuvante;
capaz de potenciar esa respuesta e inducir su activacion temprana y prolongada y, un sistema
de transporte; que contenga al antigeno y al adyuvante y permita la liberacion de forma
especifica y prolongada en una célula diana. Hamdy et al. (39) han evaluado la eficacia de una
vacuna constituida por NPs de PLGA que portaban al antigeno especifico del tumor
(melanoma b16) y como adyuvante un andlogo de MPLA (anhidrido maléico de PLA). Como
se ha mencionado anteriormente, las NPs son fagocitadas por las CDs, se produce la
liberacion del Ag, el cual, mediante los complejos de histocompatibilidad, dejan expuestos
fragmentos del mismo, estimulando la respuesta inmunitaria mediada por los linfocitos T.
Tras la administracion subcutdnea de esta vacuna experimental, se obtuvo una estimulacion
especifica de respuesta celular frente al antigeno, y se observé una disminucion significativa
del tamafio del tumor. En esta misma linea, otros investigadores (40) han estudiado la
posibilidad de encapsular distintos antigenos en NPs de PGLA, con la finalidad de revertir el
microambiente tumoral dominado por células supresoras, en células activas del sistema
inmune y con el fin de obtener una mejor respuesta antitumoral.
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5.5.3.2 Via oral.

La administracion oral es una de las vias mas sencillas y aceptadas por los pacientes,
dado que se evita el dolor y el riesgo de infeccion asociado a administraciones parenterales.
Esta via de administracion permite ademas la blisqueda de un efecto tanto local como
sistétmico. A nivel de mucosas, la secrecion de la inmunoglobulina IgA es elevada y
constituye uno de los factores mas importantes de la respuesta humoral, ya que se considera
como la primera barrera de defensa frene a la entrada de los patogenos. Sin embargo, hay que
tener en cuenta los distintos factores que intervienen en esta via, como son: la presencia de las
enzimas digestivas, el pH acido del medio, y la capa protectora de moco que limita el acceso
al epitelio de la mucosa. Es importante recordar brevemente la anatomia funcional del sistema
inmunitario adaptativo en el tubo digestivo para una mejor comprension de ese aparado. Los
tejidos linfoides asociados al intestino y adyacentes al epitelio de la mucosa, se denominan
GALT (por sus siglas en ingles “Gut-Associated Lymphoid Tissue”), siendo la estructura mas
destacada las Placas de Peyer, sobre las cuales se encuentran las células microplegadas
(células M) que constituyen una via importante de transporte del antigeno desde la luz al
GALT. Por esta razon, las células M representan una “puerta de entrada” para las vacunas
elaboradas a base de NPs. La principales funciones de las NPs como vacunas son: la
proteccion del antigeno, actuar como reservorios del antigeno, para asi lograr una exposicion
prolongada, interaccionando con los componentes de la mucosa intestinal mediante
mecanismos de biodahesion, y dependiendo de la respuesta inmune que se quiera inducir,
local o sistémica, atravesar las células M (31). Las NPs poliméricas se caracterizan por ser
mas estables a nivel gastrointestinal que otros transportadores coloidales, como los liposomas,
y ademads, su superficie puede ser modificada, ya sea por procedimientos de adsorcion de
compuestos, como polietilenglicol (PEG), moléculas bioactivas como lectinas o invasinas o
poloxameros, lo que contribuye a su estabilidad, a su fijacion a las NPs, y a su capacion por
las células intestinales. Diferentes formulaciones han sido evaluadas con el fin de, ademas de
mejorar la estabilidad, favorecer el transporte a través de la mucosa intestinal, mediante
interacciones especificas entre el sistema nanotransportador y el epitelio intestinal. En este
sentido Yoncheva et al. (41) han evaluado las propiedades bioadhesivas de diversas
formulaciones de NPs pegiladas elaboradas con poli (metal vinil éter-co-anhidrido maleico),
en las que se trabajoé con PEG de distinto peso molecular, con el fin de determinar el grado
mas adecuado de pegilacion. Tano el PEG1o00 como PEGa2000 presentaron una mayor afinidad
por las células intestinales que por las células estomacales.

Kim et al. (42) realizaron un estudio con la administraron de NPs de PGLA que
contenian antigenos de Helicobacter pylori, para estimular tano la respuesta local como la
sistémica ¢ inducir la respuesta de tipo Th2 en modelos de ratones BALB/C. Se logrd la
induccion de la respuesta inmune a nivel de la mucosa, con produccion de anticuerpos IgA, y
en suero se detectaron anticuerpos de tipo IgG e IgA, en una proporcion significativamente
mayor que en los ratones inmunizados solo con el antigeno.

Ente los adyuvantes inmunoldgicos se encuentra el monofosforil lipido A (MPLA),
que es un componente no toxico derivado del lipopolisacarido de las paredes celulares
bacterianas, y que ha sido aprobado para el uso en vacunas frente a la hepatitis B (43). Sarty
et al. (44) han formulado NPs de PGLA encapsulando como antigeno ovoalbimina junto con
el inmunomodulador MPLA. La evaluacién in vivo de la formulacion se realizd en ratones
BALB/C mediante administracion por via oral de la formulacién a tres de las seis cohortes y
como resultado se obtuvieron valores significativamente mayores de IgG e IgA, en
comparacion con los controles, lo que avala el uso de NPs como sistemas transportadores,
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protectores y reguladores de la liberacion del antigeno para la obtencion de una mejor
respuesta inmune.

5.5.3.3 Via nasal.

Los microorganismos patogenos o alergenos pueden penetrar en el organismo por
diferentes vias, siendo la via nasal una de las mas comunes. La mucosa nasal desempefia un
papel importante en el sistema inmune, dado que es el primer puno de contacto con el
antigeno. Esta forma de inmunizacién induce tanto la respuesta local como sistémica, que se
caracteriza por la generacion de inmunoglobulinas, especificamente IgA, capaz de atravesar
las membranas epiteliales y prevenir la entrada de los agentes patogenos.

A diferencia de la administracion por via oral, las vacunas no se van a ver expuestas a
bajos acidos de pH o enzimas que puedan alterarlas. Otras ventajas de esta via son su elevada
vascularizacion, muy buena permeabilidad, y la presencia de las microvellosidades que
recubren el epitelio nasal, incrementando la superficie de absorcion (45). Esta via permite el
acceso directo al tejido linfoide asociado a la nariz (por sus siglas en ingles “nasal-associated
lymphoid tissue” y al tejido linfoide asociado a la mucosa (por sus siglas en ingles “mucosa
associated lymphoid tissue”, y cuya principal funcién es la captacion del antigeno.

Jun et al. (46) han evaluado la respuesta local y sistémica inducida por la administracion
de NPs poliméricas que contenian como antigeno el toxoide tetanico, tras realizar la
administracion de la vacuna tanto por via oral como por via nasal a ratones. Tras
administracion nasal se obtuve una respuesta inmune humoral significativamente mas elevada
que cuando se empleo la via oral, con valores mas elevados de IgG e IgA. Se determiné que la
dosis requerida para proporcionar una respuesta similar por via oral, era diez veces mayor que
la administrada por via intranasal, lo cual se deba probablemente a una captacion menos
eficaz a nivel del intestino y a la intervencion de oros factores propios de la via oral.

La administracion de vacunas por via nasal también se ha estudiado como medida
profilactica frente a la infeccion ocasionada por el VIH. En los estudios llevados a cabo para
el desarrollo de vacunas usando NPs, es de suma importancia que el antigeno mantenga su
integridad durante todo el proceso de elaboracion y posterior administracion. Akashi et al.
(47) han estudiado la encapsulacion de particulas de VIH-1 y gp120 en NPs de poliestireno
recubiertas con concanavalina A, evaluando posteriormente la inmunizacién por via intranasal
de estas NPs. Los resultados demostraron una mayor generacion de IgA en comparacion con
otras rutas de inmunizacion a través de mucosas.

La via de administracion intranasal tambien ha sido estudiada para el desarrollo de una
vacuna frente a la difteria caracterizada por causar una grave obstruccion respiratoria y por ser
el hombre el tnico reservorio, lo cual puede facilitar su erradicacion en un futuro, si se logra
crear una vacuna realmente eficaz. En este sentido, Singh et al. (48) han encapsulado como
antigeno el toxoide diftérico (DT) en un estudio llevado a cabo por demostraron el potencial
que presentan las NPs formadas por copolimeros de PLGA-PCL en la induccion de
anticuerpos IgG especificos en contraste con las NPs elaboradas solo con PLGA y también en
comparacion con la administracion del toxoide DT solo. Combinaron ambos polimeros con la
finalidad de aprovechar las ventajas de ambos: incremento de la hidrofobicidad, lo cual
facilita el proceso de fagocitosis, que proporciona la policaprolactona (PCL), y la liberacion
rapida que proporciona el PLGA. La produccion de citoquinas, que juegan un papel
fundamental tanto en la respuesta innata como en la respuesta adaptativa, parece estar
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relacionada con el tipo de polimero empleado. Asi, tanto las NPs de PGLA-PCL, como las
NPs de PCL, produjeron niveles de IL-6 significativamente mayores que las NPs de PGLA,
tanto en la administracion intranasal como intramuscular de las mismas a ratones. La
secrecion de INFy, sin embargo, se vio incrementada fundamentalmente al realizar la
administracion intranasal de las NPs de PGLA-PCL, probablemente debido a la mayor
cantidad de antigeno encapsulada por esta formulacion y a su mayor biodisponibilidad.

A pesar de los estudios que se estan llevando a cabo, todavia falta profundizar acerca de la
interaccion entre las NPs y la mucosa nasal, y el mecanismo que lleva a la estimulacion de
una respuesta inmune u otra.

6. CONCLUSION

La aplicacion de la Nanotecnologia en el campo de la Medicina supone una excelente
herramienta que puede ser empleada, no solo para generar nuevos tratamientos, sino tambien
en la mejora de los ya existentes.

Las nanoparticulas poliméricas estan siendo investigadas para el desarrollo de vacunas
debido a sus caracteristicas de biocompatibilidad y biodegradabilidad. Los polimeros
sintéticos tienen la ventaja de presentar una composicion quimica conocida, la cual se puede
modificar con el fin de poseer unas caracteristicas fisicoquimicas especificas, que cumplan
con las necesidades requeridas en el desarrollo de vacunas. Propiedades como Ia
hidrofobicidad, el tamafio de las NPs o el peso molecular del polimero son primordiales a la
hora de disefiar una vacuna, dado que van a determinar el tiempo de residencia de estas en la
sangre o bien favorecer o evitar su captacion por el sistema mononuclear fagocitico. Cabe
destacar el papel fundamental que desempefian las nanoparticulas poliméricas como
reservorio del antigeno, impidiendo su degradacion, actuando como un sistema de liberacion
controlada del mismo, y presentando propiedades como inmunoayudantes las cuales estan
siendo muy estudiadas en la actualidad, ya que alin no se conoce con exactitud el mecanismo
por el cual pueden potenciar la respuesta inmunitaria durante la vacunaciéon. También hay
bastante investigacion en como influye la via de administracion elegida para la vacuna en la
respuesta generada.

La Nanomedicina tiene aun un largo camino de investigacion por delante. Entre sus retos
pendientes se encuentra la adaptacion de los procesos de fabricacion de estos sistemas a
escala industrial, los cuales de llevan a cabo en la actualidad en condiciones asépticas, dado
que los poliésteres son susceptibles de degradacion al verse expuestos al calor, humedad o a
productos quimicos empleados normalmente durante los procesos de esterilizacion. A pesar
de ciertas limitaciones, supondria un gran avance el desarrollo de vacunas constituidas por
sistemas de liberacion controlada en forma de nanoparticulas, con las que se lograse una
elevada tasa de encapsulacion del antigeno y que fuesen facilmente escalables a nivel
industrial.
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