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1. RESUMEN:
La vectorizacion surge como consecuencia de las limitaciones de agentes terapéuticos y de las terapias
actuales. Principalmente la activa, que mediante el empleo de nanovectores funcionalizados, da lugar
una interaccion especifica entre el ligando y su receptor, permitiendo el acceso selectivo intracelular.
El desarrollo de estos nanovectores activos, algunos multifuncionales, se ha incrementado en los
ultimos afios, en su mayoria en terapia oncoldgica y sistema nervioso (SN), favoreciendo el acceso a
SN y reduciendo efectos adversos de agentes antitumorales. El objetivo consiste en conocer estos
vectores y realizar una revision de las aplicaciones recientes, determinandose las ventajas de los
nanosistemas y su potencial en multiples aplicaciones, como consecuencia de un mayor conocimiento
y control morfolégico, asi como de las dianas involucradas en diversas patologias.

Palabras clave: nanotecnologia, vectorizacion, vectores activos, nanosistemas funcionalizados,
nanoparticulas

2. INTRODUCCION:

La tecnologia farmacéutica ha experimentado una evolucion en las Gltimas décadas para sobreponerse
a los problemas de las nuevas moléculas que han surgido como consecuencia del desarrollo de la
biotecnologia, del mayor conocimiento de procesos fisiopatoldgicos y de las dianas terapéuticas.

Una mayoria presentan tres problemas, la estabilidad, la solubilidad y una falta de selectividad. Se
estima que alrededor de un 40% de los farmacos son de clase 11 y presentan una solubilidad reducida.
Todo ello supone una disminucion de la biodisponibilidad [1], en consecuencia, una limitacion en la
actividad farmacoldgica en biofase y una posible accion no deseada sobre otras estructuras.

Esto junto con la escasa penetracion intracelular y degradacion da lugar al fallo terapéutico de
prometedores agentes terapéuticos, lo cual cobra mayor importancia en productos que contienen
proteinas o acidos nucleicos, ya que para que la alcancen y evitar su degradacion, requieren unos
sistemas transportadores innovadores

Para solventar estos problemas ha surgido la vectorizacion de farmacos que permite mejorar la
liberacion de las moléculas activas en la diana, obviando las barreras biologicas que lo impedian y
consiguiendo alcanzar la BD y un aumento de la eficacia junto con una disminucién de la toxicidad[2]

La vectorizacion es un recurso destinado a modular la biodistribucién de un principio activo,
optimizando su liberacién mediante la administracion de un sistema que se distribuye por el
organismo y, cuando alcanza la diana, libera el principio activo. Puede ser de 3 tipos: pasiva, mediada
por estimulos o bien, el nanosistema puede unirse de forma activa mediante un ligando, a través de
una interaccion especifica.

Se ha ido desarrollando desde 1950 con la encapsulacion de principios activos, hasta el presente, con
nanovectores dirigidos y constituidos por diversos elementos. En las Ultimas décadas el desarrollo de
vectores activos y su control morfoldgico se ha convertido en un area importante de investigacion.

La vectorizacion activa también se denomina vectorizacion mediada por ligando, se consigue
mediante un nanosistema, en la que la superficie del vector es funcionalizada permitiendo una union
selectiva, acumulacion y liberacion de la molécula en el lugar al que es dirigido, asi como, la
proteccion y la penetracion al interior celular de la molécula vectorizada.

La eficacia se evalla mediante la especificidad y la capacidad de liberacién. La especifidad depende
de la biodistribucion del vector funcionalizado y de, la capacidad del ligando conjugado y del sistema,
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de interaccionar con las estructuras diana, mientras que la capacidad de liberacion esta directamente
relacionada con la estructura y material del vector. [3] Por tanto, para lograr una eficacia adecuada hay
que tener en cuenta tres componentes, el principio activo, el ligando y el vector activo.

El vector activo es un vehiculo funcionalizado, englobado en la Gltima generacion de la
nanotecnologia, capaz de liberar una molécula en el lugar de accion tras una interaccion especifica, en
las mejores condiciones, modulando la distribucion y aclaramiento de la molécula en el organismo.
Mediante el control de su tamafio, superficie y material que lo constituye, daran lugar a sistemas con
una liberacion selectiva a nivel del érgano o tejido o bien a nivel celular.

3. OBJETIVOS
Los objetivos de este trabajo consisten en: 1) conocer la importancia de los vectores, su
comportamiento, analizar sus requisitos morfoldgicos para emplearse como vectores de farmacos, 2)
conocer el desarrollo y formacion de los vectores activos, y 3) el estudio de vectores que estan en
investigacion y las posibilidades clinicas futuras que ofrece la nanotecnologia, a nivel terapéutico,
para administracion oral, sistema nervioso, y para terapia oncoldgica

4. METODOLOGIA:

Para la realizacion de este trabajo se empled material bibliografico de bases de datos como PubMed y
Science Direct , de las cuales se han obtenido articulos y revistas, principalmente articulos
publicados en la revista de Journal of Controlled release. A las dos ultimas bases mencionadas se
accedi6 a través de la cuenta del correo institucional UCM; y se emplearon palabras clave como
‘drug delivery’, “active carriers’ y ‘nanotechnology’, asi como criterios de idioma en inglés o espafiol
y fecha de publicacion superior al 2010. También se emplearon libros de nanotecnologia obtenidos de
la Biblioteca de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense y articulos online de la
misma.

5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas y ventajas de los vectores activos
Los vectores pueden ser nanoparticulas (NPs), liposomas (LP), micelas pollmerlcas conjugados
poliméricos, dendrimeros u organismos vivos [1]. 2 % 9

Debido a su reducido tamafio y un amplia area superficial presentan
una mayor solubilidad y como consecuencia, se alcanza la
biodisponibilidad de la molécula, asi como la capacidad adicional

para cruzar la barrera hematoencefélica (BHE), la entrada en el
sistema pulmonar, su aplicacion nasal y ser absorbidos a través de 5 s - semsemei
las uniones de las células de la piel [5]. | mm UEE

'l,\' ?‘nm: e 1'(&“]3“') @ Imaging agents
También les confiere la capacidad de ser funcionalizados en su Fig. 1. Diversas posibilidades de funcionalizacion
superficie, con polimeros y ligandos especificos dando lugar a los (Deshmukh, A.S, etal. 2017) [22]

vectores activos(fig.1) lo cual incrementa el tiempo que permanece el nanosistema en sangre, su
reconocimiento especifico y union a células diana.

Presentan la capacidad de cargar moléculas hidréfilas o hidrofobas, ya sea atrapandolas en su interior
0 bien mediante adsorcion o conjugacion covalente, asi como la de modificar su tamafio, carga y
superficie mediante grupos funcionales, modulando su biodistribucion y toxicidad.

Las finalidades son: [1]
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- Proteger el farmaco de su degradacion fisica y quimica

- Incrementar la absorcion facilitando la difusion a través de los epitelios (importante para
admon. alternativa a la parenteral)

- Modificar las caracteristicas farmacocinéticas y el perfil de distribucion incrementando la
eficacia y disminuyendo efectos indeseables

- Incrementar la penetracion y distribucion intracelular.

- Mejorar técnicas de imagen y diagndstico

- Anivel farmacoecondémico, una disminucion del coste global del tratamiento

La funcionalizacion posibilita el acceso intracelular y la proteccion del farmaco de la degradacion
lisosomal, llegando obtener sistemas multifuncionales, constituidos por diversos elementos [1].

Los sistemas deben cumplir unos requisitos: ser biocompatibles y biodegradables (importante en la
admaon. parenteral), carencia de toxicidad, forma adecuada, capacidad de incorporacion del principio
activo, posibilidad de funcionalizar su superficie, no ser captados por el sistema fagocitico, un
prolongado tiempo de circulacion, asi como la capacidad de liberar la molécula activa.

Por tanto, para su empleo hay que tener en cuenta, los aspectos biofarmacéuticos y farmacocinéticos
(opsonizacion y endocitosis por el sistema fagocitico, tiempo de permanencia en sangre, paso hepéatico
y eliminacion renal) y estructurales del vector (tamafio, superficie, carga superficial) [4]

5.2 Desarrollo y evolucion de los vectores activos:
Comienza en 1950 y continda hasta el presente, abarcando, en varios articulos hasta el afio 2040. En
funcién de las barreras y los logros, se divide en
tres generaciones (fig. 2)

Third Generation
(2010 - present)

First Generation

S0- 1980

Second Generation

8O- 20000

En la primera generacién de nanomedicinas la
tecnologia se sobrepone a las barreras fisico-
quimicas, controlando propiedades como la baja
solubilidad de principios activos mediante la
encapsulacion.

largeted nanovectors
, ., * Integrative design process incorporating both physicochemical and biochemical principles
En 1980 comenzd la Sequnda generacion que . (\l'nll«-lln'\crl .:..u‘|r-‘mr::u~;_-) '.slll:.h\hl.lp.‘ .m\lnul.n\!\' \'Ixn;‘un.\;.:cucm'x':al design feature
N ., . crive targeting CPHGSS, antibodies ¢1c.) to enhance 1 l'l'.\v SO CThicacy
destaco por el desarrollo de la peg||ac|on y el * Stimuli-responsiveness as tool for enhancing target specificity
efecto de retencion y permeacion, sin embargo, carecian de la capacidad de Fig 2. Evolucion de los vectores (S

sobreponerse a las barreras biolégicas lo cual complicaba una liberacion williams, D, et al. 2017)[6]

eficaz. Los nanosistemas funcionaban por una acumulacién pasiva mediada
por su pequefio tamafio, pero no por un reconocimiento especifico[6]

De esta forma surgio la tercera generacion de nanosistemas que abarca desde el 2010 hasta el
momento actual, denominada vectores dirigidos o activos, capaces de controlar la liberacion del
principio activo encapsulado, con el objetivo de alcanzar localizaciones especificas a las cuales son
dirigidos mientras se mantiene un control favorable de la semivida, la toxicidad, y de esta forma,
tengan un impacto positivo al trasladarlos a ensayos clinicos [6]

Para conseguir esto surgen numerosas complicaciones como la necesidad de entender, las propiedades
o funcidn del vector, los grupos funcionales, los métodos para la conjugacion vy, la necesidad de evitar
interacciones indeseables del nanovector con estructuras bioldgicas antes de alcanzar su diana.



1 contenida en el mismo.

~
S
~=
)
>
S
)
=
~
S
e}
N
S
S)
Q
N~
el
N
N
Q
S
<
)
“
Q
~
3
bxd

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

5.3 Modificaciones estructurales del vector activo
Se ha observado que la interaccion entre el tamafio, forma, composicion quimica y propiedades
superficiales determinan la tasa y via de internalizacion celular y en ultima instancia, la eficacia del
nanosistema. Por tanto, el control morfologico del vector es el factor determinante para alcanzar la
eficacia bioldgica. [6]

Estos nanosistemas presentan limitaciones en el medio bioldgico, entre las que destaca el
reconocimiento por el sistema fagocitico que conlleva la eliminacion del nanosistema, que la matriz
de un tejido patoldgico es rica en lipidos, péptidos proteoliticos, citoquinas y factores de crecimiento
que comprometen la estabilidad del vector, ademas de la presencia de bombas de eflujo en las células
dianas. Y por ultimo, la posibilidad de sufrir una degradacion hidrolitica lisosomal ya que los
nanosistemas normalmente son capturados por endocitosis y, por tanto, pueden sufrir dicha
degradacion [3]

Teniendo en cuenta esto, ¢ COmo se pueden conseguir sistemas que consigan optimizar la actividad
terapéutica mediante el acceso exclusivo a biofase? Mediante los vectores, la manipulacion de su
superficie y tamafio. Para ello se van a analizar las modificaciones representadas en la figura 3.

La superficie del vector es lo que entra en contacto con los sistemas bioldgicos, las caracteristicas de
la superficie del vector, su curvatura, ligandos conjugados y reactividad, determinan como se
comportara el nanosistema in vivo y por tanto la efectividad, estabilidad, interacciones celulares,
liberacion de la molécula y su toxicidad [4]

5.3.1 Modificaciones superficiales: factor clave para la estabilidad

Uno de los primeros objetivos en la modificacion es aumentar la semivida del nanosistema

permitiendo la llegada a la estructura diana antes de su ST P sze
eliminacion, acumularse y, junto con el ligando, alcanzar la '( ’F e . ??f;ﬁ» %
internalizacion celular. Las nanoparticulas (NPs) G " .
convencionales cuya superficie no se modifica, son inestables, | e | =Y 3§f g %
reconocidas y captadas por el sistema fagocitico a través de la & o | L= Ee me] 7 %‘

t‘ NP Shape

Ligand Density Internalisation by tumor cells
‘ - * NP Hydrophobicity

opsonizacion.

Generalmente es el grado de hidrofobicidad lo que determina

la unién de opsoninas, de forma que, un alto grado de tgwnd Oientation ;%"‘ »

hidrofilia esta asociado con una menor union de estas e 5@: ﬁc d : ?‘f

proteinas y mayor estabilidad, mientras que la superficie \ ' ‘

hidrofob d | ion de | NP 5s d Fig 3. Modificaciones fisicoquimicas para la obtencién de
Idroroba proauce la agregacion ae las s a traves de vectores activos de nueva generacion (Bertrand, N, et

interacciones hidrofobicas, disminuye la energia superficial, lo al..2014)[7]

cual activa la opsonizacion y la eliminacién de la NP. [4,6]

Por ello la superficie se conjuga con polimeros o surfactantes biocompatibles e hidrofilicos o, con
copolimeros con propiedades hidrofilicas, ya que repelen otras moléculas por efectos estéricos. EI mas
empleado es el PEG, es un polimero protector que confiere estabilidad; ademas presenta propiedades
como hidrosolubilidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad, la flexibilidad de sus cadenas, baja
inmunogenicidad, ausencia de acumulacion en SRE y minima influencia sobre las propiedades
farmacoldgicas del farmaco que se incluye en el nanosistema [1]

Sin embargo, en los Gltimos afios se ha dilucidado la induccidn de una respuesta inmune, al inyectar
NPs pegiladas a ratones. Las anti-PEG IgM presentan especifidad por el PEG, ademas, la presencia de



un blogue hidrofdbico préximo a cada cadena de PEG es esencial para su union, presentando una
union dependiente de la longitud del bloque hidrofébico [8].

La unidn con ciclodextrinas en la superficie de las NPs permite una mejora de la estabilidad del
nanosistema, la solubilidad en agua y biocompatibilidad de las NPs, manteniéndose en la circulacion
sanguinea durante un tiempo mas prolongado. [9]

Hay otros polimeros que actian como biomiméticos logrando el mismo objetivo, como el dermatan-
sulfato glicosaminoglicano, el cual es capaz de adherirse a las adhesinas vasculares locales
aumentadas al igual que los leucocitos, de forma que las NP son repelidas por el endotelio sano y se
adhieren al neovascular tumoral. Mediante la misma estrategia se ha propuesto la preparacion de
particulas recubiertas con heparina que inhibe la activacién del complemento. [3]

A nivel de internalizacion del vector activo, la incorporacién de péptidos fuségénicos como el DOPE
favorece que el vector evite el compartimento lisosomal, también recientemente se ha visto que la
distribucion intracelular puede ser controlada mediante la incorporacion del péptido Tat [1,10]

Actualmente hay numerosas estrategias para alcanzar la estabilidad, como los nanohibridos,
superficies biomiméticas, o glicosilacion, que solventan la apariciéon de Anti-PEG IgM. Las
modificaciones mediante diversos polimeros permiten alcanzar una semivida adecuada, evitando su
aclaramiento y en algunos casos, también proporcionan selectividad

5.3.2 Carqga superficial: interaccion vy penetracion celular:

Las membranas celulares estan cargadas negativamente, por tanto, la carga final del nanosistema
constituye un factor clave en la interaccion celular, mostrando niveles superiores de internalizacion
celular las cargadas positivamente. También, la mayoria de los ligandos son moléculas cargadas, lo
que implica que la carga final esta condicionada por la densidad del ligando y materiales. [4,7]

ia no se hace responsable de la in

La carga, en la vectorizacion activa no es un requisito indispensable para una endocitosis eficiente, ya
que las NPs cargas negativamente o neutras muestran una internalizacion celular adecuada al ser
conjugadas con ligandos. Esto se ha comprobado al conjugar activo félico a la superficie de NPs cuya
internalizacion celular era muy elevada tanto en la anidnicas como cationicas [4]

5.3.3 Tamaiioy forma B
Se ha demostrado que las NP de tamafio inferior a micras presentan ventajas (
frente a las microparticulas (MP), presentando los sistemas de 100 nm una @ =) =’ k
internalizacion muy superior a las microparticulas (1um), y estas superior a las
de 10 um [4] Fig. 4 Internalizacién en funcién del

angulo de contacto (Lutful amin,

, . . . .. . s M.D, et al. 2015)[4
Las particulas inferiores a 7 nm sufren una filtracion renal y excrecion &a ]

urinaria, y las superiores a 200 nm tienen tendencia a activar al sistema
fagocitico. Se estima que el tamafio 6ptimo para cruzar la BHE y evitar el
aclaramiento son aproximadamente 100 nm. Ademas, un menor tamafio
implica que el area superficial incremente en relacion al radio y, por tanto, el
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% cell death
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s
& &

1 .- - 7 s ’ . - 3 &
principio activo se encontrara mas proximo a la superficie, lo cual conllevauna = ]
- -z , p o 10 uP-PEl g
liberacidn del farmaco mas rapida. [5] of o ,,.‘,;
.-, exposure concentration (Mol) ®
En relacion a la Mv los nanovectores Fig 5. Curva exposicion-respuesta al exponerse 24h a micro, nano y vectores moleculares
elipsoidales presentan mayor union a la (Summers, H.D, et al. 2016)[11]

superficie celular pero menor internalizacién que las esféricas. Asi mismo, se observo que todas las

7
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NPs eran rapidamente internalizadas cuando se situaban de forma longitudinal, perpendicularmente a
la membrana celular, mientras que, en las esféricas, debido a su simetria, era independiente [4]

En la union celular, interaccion y captacion también afecta la textura. Mientras que una superficie
suave favorece el control de la liberacion, una aspera promueve la union celular mediante
interacciones inespecificas, minimiza las interacciones repulsivas entre las células y particulas. [4]

Las MPs, debido a su mayor tamafio, presentan la capacidad de encapsular mayor cantidad de p,a [5],
pero este tamafio restringe su capacidad de internalizacion (fig.5) ya que la union del ligando
aumentaria ain mas su tamafio, siendo por tanto mas adecuadas y efectivas las NPs para la
vectorizacion y acceso celular, permitiendo dosis menores y convirtiéndolas en mas seguras.

5.3.4 Toxicidad en relacion con las propiedades de su superficie:
La toxicidad se debe a la tendencia de captacion de los nanosistemas por parte del sistema fagocitico,
lo cual da lugar a una acumulacion de NPs que afecta a 6rganos como el higado o médula o, con alto
flujo, como el rifion y pulmones. El mecanismo por el cual la producen se basa en la formacion de
radicales libres e induccién del estrés oxidativo, como consecuencia de la respuesta de las células
fagociticas a los nanosistemas. [4]

Se ha sugerido que es dependiente del tipo de NP, el material de la superficie y los pesos moleculares.
Se ve reducida empleando polimeros cationicos de bajo peso molecular(pm) como dextranos de bajo
pm, combinacién de polimeros anfifilicos o la unién a polimeros hidrofilicos, ya que evita la
captacion del nanosistema por las células fagociticas.[1,4]

La carga superficial también afecta, en concreto las particulas catiénicas debido a su capacidad para
desestabilizar la carga negativa de la membrana celular mediante interacciones electrostaticas; debido
a la similitud del gradiente electroquimico de la membrana externa mitocondrial con la plasmatica,
también pueden dafiarlas. La acumulacion provoca una alteracion en el potencial, provocando dafio y
liberacion de proteinas proapoptoticas en el citosol. La proteccion de la superficie reduce la toxicidad,
asi como la adsorcion de proteinas séricas en la superficie de NP. [4]

La hidrofilia superficial es importante para prevenir la toxicidad, debido a la proteccion de la
superficie, evitando la union de diferentes moléculas, como proteinas, metales 0 MCFs.

5.4 Constituyentes del vector activo
Los ligandos se conjugan a la superficie del nanovector y reconocen receptores de la superficie de las
células diana; la eficacia dependera de la orientacion, interacciones especificas de tipo ligando-
receptor, e inespecificas. Las especificas solo son posibles cuando los dos componentes estan
préximos (< 0,5 nm).
A nivel del 6rgano o tejido, si la capacidad de captacidn del sistema por las células es adecuada, la
tasa de liberacion se iguala al flujo de la sangre [12]

Los ligandos mas empleados son moléculas organicas pequefias debido a su estabilidad y control
quimico de la conjugacion, por ejemplo, la biotina (vitamina H) debido a la rapida proliferacion de las
células tumorales, acido fdlico (B9) por su alta afinidad al receptor de folato y otros motivos
especificos como carbohidratos, péptidos y anticuerpos. [7]

54.1 Densidad del ligando
La densidad de los ligandos en la superficie del vector repercute en la afinidad por el sustrato.
Termodindmicamente, la unién de un ligando a su sustrato facilita las uniones de los siguientes, y
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bioldgicamente, las maltiples interacciones de los vectores con la membrana, fuerza la concentracion
local de receptores, que activa la envoltura de la membrana e internalizacion [7]

In vitro, el uso de maltiples ligandos para la union a la diana resulta en una alta afinidad y mayor
captacion celular, pero no es linear ya que el efecto cooperativo puede saturarse y a partir de ahi, el
incremento puede tener efectos negativos en la union celular, debido a una inadecuada orientacion del
ligando, hidratacion estérica de moléculas vecinas o competicion por la unién al receptor. [7]

En estudios recientes in vitro se ha observado en LP que la presencia de dos tipos de ligandos (acido
folico y anticuerpos frente EGFR) incrementa cuantitativamente la internalizacion celular para el
tratamiento del carcinoma humano de células escamosas (linea de células KB) que sobreexpresan
ambos receptores. [4, 7]

54.2 Conjugacion con el ligando.
Los ligandos que van a dar lugar a una vectorizacion activa pueden ser absorbidos directamente sobre
la superficie del vector, o bien mediante una conjugacion covalente [7] esto dependera del tipo de
particulas, en algunas es necesario introducir grupos funcionales para incrementar la reactividad.

La estabilidad del puente de unién entre el ligando y el nanovector dictaminara la capacidad que
tendra el vector de permanecer con el ligando en su superficie.

Conjugacion Ligandos Ventajas/desventajas

Pre-formulacion: previa | Moléc. pequefias, | v' |riesgos de reacciones paralelas.
al ensamblaje de la péptidos, v TMayor control sobre las propiedades de las particulas.
nanoformulacion aptameros v'Integracién de multiples ligandos.

v’ Facilita la purificacion

% No pueden emplearse con proteinas con estructura 22
Post-formulacion: los | Anticuerpos, v' Sirve para todo tipo de ligandos.
ligandos reaccionan proteinas, v/ Cuando el ligando es inestable en un solvente organico.
con las particulas moléc.pequefias v Cuando el ligando es muy largo o cambia las

formadas. propiedades f-g de los componentes del vector.

Tabla 1. Estrategias de conjugacion de ligandos a nanovectores

Las fuerzas de atraccion y repulsién entre el ligando y la superficie del vector interfieren en la
conjugacion o afecta a la estructura, o conformacion final del ligando, por ello la conjugacion se
puede realizar mediante cadenas largas generalmente polimeros, denominadas espaciadores (linkers).
Se emplean linkers bifuncionales mediante series de reacciones quimicas, por la formacién de un
enlace peptidico, o también mediante la formacidn de un enlace tioéter estable con un grupo tiol del
ligando, esta estrategia suele emplearse para la conjugacion de anticuerpos [7, 13].

P . . ., A
De forma més novedosa, se ha desarrollado una bioconjugacion R w23 25
1 1 1 1A \ \\% V PLEA - 1nm "
denominada click-chemistry, que consta de una reaccion de un ‘:X-‘, B e ”Jl} o
unico paso, con o sin catalizador. Es un método muy selectivo, | : Ll
sin reacciones paralelas y con buenos rendimientos. En el caso de Fig 6.Conjugacion mediante enlace tioéter

emplearse catalizador habria que eliminarlo, lo cual podria tener efectos (Kennedy, P, etal 2017) [26]

negativos en los propios ligandos. [7]

Los linkers son un componente esencial, confiriendo estabilidad, vectorizacion, capacidad de
encapsulacion y una liberacién controlada, principalmente los “inteligentes” como los grupos
hidrazona, azo, disulfuro, péptidos, que pueden escindirse por estimulos externos o internos. Su disefio



S
S
=
[e)
=
~
Y]
I
Y]
=~
S
~
S
I
)
—
~
S
)
Q
<
=
S
o~

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inf

es critico para el desarrollo de nanosistemas efectivos, reproducibles, debiendo estudiar el tipo de
linker, longitud y lugar de union de la molécula. [14]

El altimo componente es el agente terapéutico o de diagndstico, que puede ser encapsulado, unido
covalentemente o adsorbido en el nanovehiculo, solventado los problemas de solubilidad y
aumentando su biodisponibilidad.

Una vez alcance la diana e interaccione con ésta a través del ligando, debe tener capacidad de liberar
la molécula de su matriz. Esto dependera del pH/temperatura, de la solubilidad de la molécula, los
puentes de unién para su absorcion, asi como de la capacidad de difusion de la molécula a través de la
matriz o del hinchamiento y erosion de ésta [5]

Es imprescindible una adecuada eleccion del ligando; referido a la densidad, en los estudios se
concluye que mas ligandos implica una mejor selectividad, sin embargo, hay que establecer el nimero
adecuado. Se desarrollan estrategias de conjugacion para adaptarse a las moléculas, minimizando las
reacciones y de esta forma, los riesgos de alterar el nanosistema.

5.5 Tipos de vectores
Todos presentan un tamafio nanomeétrico, baja toxicidad, estabilidad, la capacidad de encapsular y
proteger una o varias moléculas sinérgicas y permiten un buen control de su liberacién, con una
superficie versatil que permite su funcionalizacion y, por tanto, capacidad de vectorizacion celular.

NPs poliméricas: son un sistema coloidal, biodegradables, donde la molécula activa puede ser
encapsulada, atrapada en una matriz (nanoesferas) o atrapada en una cavidad rodeada por una
membrana polimérica (nanocapsula), siendo posible la conjugacion de la molécula en la superficie o
nucleo. [5,13]

Presentan un tamafio entre 100 y 200 nm, baja inmunogenicidad, mejor estabilidad, mejor control de
sus propiedades fisicoquimicas y un coste bajo de produccion, asi como una mejor liberacién de la
molécula por difusién (a través de la matriz polimérica) o erosion/degradacion de la NP. [13]

Las NP lipidicas s6lidas (SNL) representan uno de los sistemas mejor optimizados y con el perfil de
circulacién sanguinea mas extenso. Estan constituidas por un ndcleo sélido hidrofébico de lipidos
unidos a una monocapa de fosfolipidos[13].

Favorecen el transporte de farmacos lipofilos y presentan baja toxicidad y facilidad de produccion, en
la que se evitan residuos de solventes 6rganos toxicos. Tiene una elevada capacidad de cargar
moléculas hidrofilas y lipéfilas, por tanto, constituyen una alternativa a los liposomas o los
nanovectores poliméricos. Se emplean para la encapsulacion de oligonucleétidos, manteniéndolos
intactos y activos[1,13].

Los liposomas (LP) consisten en vesiculas pequefias constituidas por una o mas bicapas lipidicas que
encierran un espacio acuoso. Su tamafo, carga superficial, composicion lipidica y contenido de
colesterol puede ser manipulado para la vectorizacion.[1]

Presentan la capacidad de unir compuestos hidrofilicos y siRNA en su nucleo, y lipofilos. Son uno de
los vectores mejor estudiados y empleados para el cancer y acceso a sistema nervioso (SN), mediante
liposomas cationicos pegilados, que se unen al endotelio cargado negativamente e inmunoliposomas.
Una desventaja son los problemas de estabilidad y reproducibilidad industrial, oxidacién de
fosfolipidos y poco espacio en la membrana para encapsular farmacos hidrofobicos [13]
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Los inmunoliposomas (fig.7): consisten en la conjugacion de anticuerpos o
fragmentos, al final de cadenas de PEG en liposomas, para ello se sustituye el —
grupo metoxi con grupos Utiles para dicha conjugacion. Presentan numerosas -
aplicaciones, como la vectorizacion vascular, tumoral [18], y antiviral, mediante el ~ — T
empleo de anticuerpos dirigidos a proteinas virales, antiparasitarios, mediante

anticuerpos dirigidos contra Plasmodium y para vacunas vectorizadas frente

antigenos de Leishmania que inducen una mayor inmunidad celular en ratones [15]

, , - .. . - Fig 7.Formacion inmuno-LP. Post
Los dendrimeros estan constituidos por repeticiones de moléculas poliméricas insercion. (Merino, M, et al.2018)

muy ramificadas. En su superficie presentan numerosos grupos funcionales

disponibles (como aminas terciarias) para la union del principio activo, agentes de imagen y ligandos
(uno o maltiples simultdneamente). Tienen un tamarfio reducido, de 1.9 nm los de primera generacion
hasta 4.4. nm los de Gltima, siento estos mas toxicos [1,7]

La molécula activa puede ser encapsulada de forma no covalente en el nicleo o covalente en la
superficie, siendo posible modificar la liberacion mediante el control de la despolimerizacion [13]

Dentro de las nanoparticulas inorgénicas estan las NPs de oro, quantum dots y las NPs magnéticas,
que suponen una forma de desarrollar NPs multifuncionales debido al potencial de combinar una o
varias funcionalidades y, simultdneamente la capacidad de otorgar imagenes, terapias térmicas y
liberar farmacos en la diana [7]. Su superficie puede ser modificada facilmente por grupos amino o
tiol para la vectorizacion selectiva a tumores o a estructuras del interior celular como el nucleo.
Requieren la modificacion de su superficie para hacerlas biocompatibles, y adecuadas para la union de
ligandos [9].

Las nanoparticulas de silice mesoporosa presentan buena biocompatibilidad, tamafio uniforme de
poro, amplia area superficial. Un nanosistema se basa en la funcionalizacion con acido félico
conjugado con polietilenimina (PEI-FA) a través de interacciones electrostaticas entre los grupos
fosfato y la carga parcial positiva de grupos amino de PEI-FA. El siRNA cargado negativamente, se
combind en la superficie de las NPs mediante interacciones con la carga positiva del grupo amino. El
sistema consiste en la liberacion dual, pH dependiente, del siRNA y un agente antitumoral
encapsulado. [17]

Debido a que las células tumorales presentan un ambiente acido, son liberados cuando el nanosistema
es internalizado en estas. El estudio se realizd en dos lineas celulares y se alcanzé un efecto
combinado antitumoral, del Bcl-2 siRNA y la Doxorrubicina (fig.8). En la linea celular HeLa, con
receptor acido félico positivo, la

., , E 100
expresion de la proteina Bcl-2 fue o
- agn - . -y = . F B0 l____.____._._l——.
significativamente inhibida, obteniendo : "ohas
., . 5 60
un efecto sinérgico. [17] : \LN)
g™
Las micelas poliméricas son ; 2, , 2a <a§&\
nanoestructuras autoensambladas, con & 3 7 Nk g
un tamafio entre 10 y 200 nm, 4 DOX we FoicAdd <~ PEL SIRNA Concenwaton g i)
constituidas por copoll'meros anfifilicos. Su Fig 8. 7. B: representacion del nanosistema activo. E Viabilidad celular de celulas
, , . HeLa al ser tratadas solo con el vector y Dox (1) y con el nanosistema (2) (Ma, X, et
nucleo actla como reservorio para al. 2017)[17]

moléculas hidrofobicas y la superficie, que
confiere estabilidad, para hidrofilicas. Su aplicacion en tratamiento oncoldgico es mediante la
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conjugacion con ligandos como folato o anticuerpos (anticuerpo monoclonal 2C5 o anti-Glut-1,
encapsulando Doxorrubicina) [18]

El principal uso de los nanocristales se basa en incrementar la b ke i
solubilidad de farmacos. Se emplean como una aproximacion tecnoldgica Y N R v
- ag= - - ap =g e Ty
para evitar los problemas de solubilidad y alcanzar una biodisponibilidad R i

y eficacia terapeutica altas [l] Fig. 9. Formacion del nanovector

. . ., . . . ., activo. (Zhan, H, et al. 2017) [19]
Una investigacion reciente se basa en la funcionalizacion de los

nanocristales con camptotecina mediante la union de polidopamina (PDA) ..
como espaciador y la vectorizacion mediante un péptido XQ1 que actua
como ligando, unido a la PDA (fig.8). La vectorizacion por el péptido

—»—5.Fu anticancer drug
—s—Naked CPT NC
—i—Free CPT solution
—»—XQ1 grafted CPT NG

Cell Viabllity{ %)

facilita una translocacion rapida del sistema por la membrana via Y

endocitosis mediada por receptor de transferrina, dando lugar a una e NS

liberacion intracelular del farmaco mas eficiente y selectiva que la *1A ~
camptotecina libre (la cual presenta una baja solubilidad acuosa, S S OIS A R,
inestabilidad y carencia de selectividad) y que el sistema sin ligando Figura 10, Gitotoxicidad in vitro de las
(figura 7). [19]. moléculas y el nanosistema activo frente células

A549 en 5 h.(Zhan. H. et al. 2017) [191
Los nanogeles son moléculas entrecruzadas intramolecularmente;

hidrogeles de tamario inferior a 200 nm. Presentan una estructura porosa, susceptible de ser
vectorizada, su hidrofilia hace que sean biocompatibles y tengan una alta capacidad de encapsular
agentes hidrofilicos; ademas la red que forman protege a dichos agentes de la degradacion. Los acidos
nucleicos pueden ser facilmente incorporados debido a interacciones electrostaticas entre la carga
negativa de estos y la positiva de los polimeros [2]

Nanotubos de carbono: forma alotrépica del carbono que pueden clasificarse en una unica lamina de
grafeno (SWCNTSs) o multipared que consisten en multiples capas enrolladas de grafeno (MWCNTSs
en tubos concéntricos). Se caracterizan por presentar un interior profundo y muy hidrofébico. Son
transportadores prometedores para biomoléculas en el interior celular, sin embargo, solo los amino-

mwCNT pueden unirse al DNA debido a interacciones electrostaticas. Su e
toxicidad debido a la insolubilidad se solventa limitando su longitud y tamafio y I ||
modificaciones en su estructura los convierten en transportadores solubles en e "

B T, ——
[=,T-] Py Lirksr Targaing

ity

agua, con menor toxicidad y mayor biocompatibilidad [13,20]

También se pueden emplear polimeros bioconjugados (PB-PEG) basados, por (NFgﬁll;""A'mgtmasl"‘;%‘f?';?g‘l’i
ejemplo, en el empleo de un péptido y PEG. Tiene multiples lugares de unién

tanto para farmacos como uno o varios ligandos, dando lugar a una liberacion eficaz de la molécula,
vectorizacion y captacién celular. Son biodegradables y estable y es degradado selectivamente en el
interior de las células diana. Se afiaden los farmacos mediante el puente disulfuro reversible, que

puede ser disefiado con grados de susceptibilidad para su escision mediante agentes reductores o
espaciadores sensibles al pH/enzimas en la diana. [21]
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Los nanovectores hibridos estan cobrando gran importancia, se basan en O %
f -z , . ® RO [$

la combinacion de dos vectores. Los més estudiados actualmente son los A a »

nanohibridos proteina-lipido y los nanohibridos de dendrimeros. Las T i

ventajas consisten en un aumento de la circulacion, liberacion mas rapida S e

del agente encapsulado y mayor estabilidad.

&

tumor vessel
=endothelial cell

En el primer caso, la albimina es la proteina méas empleada para unir a los

vectores lipidicos, asi como la albdmina de suero bovino desnaturalizada -

(maés flexible e hidrofilica) dando lugar a un menor reconocimiento por las =
opsoninas, ademas de una acumulacion del farmaco en tumores sélidos por - ..« e
la union a la GP60, y presentan grupos funcionales que
permiten la conjugacion con ligandos con el objetivo de una
doble vectorizacion (fig.12) [22,23]

tumor cell

Fig 12. Doble vectorizacién por BSA y Folato en NPs hibridas
(Gaber, M, et al. 2017)[23]
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5.6 Aplicaciones clinicas y perspectivas terapéuticas de los vectores activos.
Esta evolucion de la tecnologia farmacéutica ha supuesto numerosas oportunidades en el tratamiento
de diversas patologias. EI mayor campo de investigacion es el tratamiento del cancer, donde la
selectividad y disminucion de efectos adversos supone uno de los mayores retos a solventar, asi como
la investigacion para el acceso a sistema nervioso y la administracion oral

Algunos nanovectores activos se encuentran en ensayos clinicos: CALAA-01 se ha investigado en
pacientes con melanoma, el vector activo consiste en ciclodextrina-PEG-NP-Tf con siRNA. Tras su
administracion via i.v. circula y se une a los receptores de Tf, acumulandose en los tumores. Las
biopsias muestran una relacion entre las dosis administradas y la cantidad de NPs localizadas
intracelularmente, como resultado los niveles de RNAm especifico y de proteina disminuian.

ia no se hace responsable de la in

Otro es el BIND-014, una NP-PLGA-PEG funcionalizada con PSMA!. La fase | ha demostrado
resultados prometedores en pacientes con tumores metastasicos. La fase 1 se esta realizando para el
tratamiento del cancer prostatico resistente. [13]

Nombre del producto | Ligando. Agente Indicacion Fase clinica

Liposomas: encapsulado

MBP-426 Tf Oxaliplatino Adenocarcinoma | Fase Il
gastroesofagico

SGT53-01 Fragmento de Ac | p53 Tumores solidos | Fase |

NP poliméricas:

BIND-014 PMSA! Docetaxel Tumores solidos | Fase Il

CALAA-01 Tf SIRNA Tumores solidos | Fase Il

Tabla.2. Nanomedicinas “activas” en ensayos clinicos.[13]. (PMSA: antigeno especifico de la membrana prostética)

5.6.1. Terapia oncoldgica:

La vectorizacion a células tumorales permite discriminar pequefias diferencias entre las células sanas
y las cancerosas. Los sistemas convencionales dan lugar a una eliminacion mas rapida del farmaco, la
necesidad de administrar la dosis maxima tolerable implica un gasto elevado y mayor toxicidad, asi
como los requerimientos de terapias combinatorias debido a las multiples vias y resistencias, mientras
que en la vectorizacion pueden incorporar multiple agentes terapéuticos con distintos
comportamientos farmacol6gicos en un nanovector, evita las resistencias [14] y efectos adversos
indeseados, incrementando, el tiempo de circulacion, su selectividad y acumulacién en la estructura
tumoral. [10,25]

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa
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Consiste en conjugar ligandos de marcadores especificos de tumores con nanovectores. Una vez que
interacciona el ligando con su receptor, el nanosistema es internalizado en la celula mediante
endocitosis y la molécula activa liberada. Hay multiples estrategias para la vectorizacion activa
mediante el empleo de numerosos ligandos como la transferrina, acido folico, LDL, integrinas,
péptidos de penetracion celular (CPP) o carbohidratos

La transferrina (Tf) es una molécula no inmunogénica y no tdxica. Los receptores estan
sobreexpresados en el 90% de los tumores, en tumores resistentes y metastésicos y la afinidad de
union es mejor en las células tumorales. Su elevada expresion en la BHE favorece el desarrollo de
vectores para el acceso a cerebro. También la lactoferrina, de la familia de las transferrinas se emplea
como ligando. Se pueden conjugar facilmente a vectores que presentan alta internalizacion celular,
buena acumulacion y elevado tiempo de residencia en el tumor [10] (tabla 3)

Vector activo Agente encapsulado | Ventajas
nanoparticulas de PLGA con | Bortezomib Aumenta la vectorizacion a las células
holotransferrina pancreéticas
Doxorubicina Mayor citotoxicidad en tumores sensibles a
(DOX) DOXy, en lineas celulares resistentes.
Conjugacién de Tf con DOX Vectorizacion selectiva a células de glioma en
micelas de PEG-PLA-biotina ratas.
PEG-PLA NPs conjugadas 6-cumarina Alcanza de forma eficaz el parénquima
con Lactoferrina (fluorescente) cerebral.
Tabla 3. Ejemplos de vectores activos funcionalizados con Tf [10]
Los CPP son péptidos de pequefio tamafio, lo cual facilita su \}\; /// ‘ W/ A }f}[% ;,mm,
penetracion celular a través de la membrana. Presentan la capacidad =~ " @ — - TR iy
de proteger de la degradacion por proteasas y nucleasas y AN N

disminuyen la inmunogenicidad. Se combinan con un ligando,

mejorando la selectividad, internalizacion celular y el paso a través
de la BHE (fig. 13), un ejemplo son LP que encapsulan Paclitaxel y
DOX funcionalizados con Tf y Tat o dando lugar a sistemas
multifuncionales [10].

\\.I‘Z Normal brain tissue
-l

Specific binding

7~/ Glioma tissue

< Integrina, By C
- PTX :

Los nanosistemas conjugados con LDL son biocompatibles y no ;'%tlli]ggzlmm ?:a\rfj%tcl)glzzlfrlzgg 2 asg'e par ggtafﬂi]emo
inmunogénicos. Estan sobreexpresados en varios tumores, en un ligando de inteorinas conjugados 3 un LP, tras [a uni6n

estudio se observo que el 5 FU encapsulado en NPs con LDL se por el ?GD erelm It'raHSpolgtado’s adtravsl dg IadBHi, y tse

acumula selectivamente en el higado. Ademés, las NPs o 2018 o e MeCAICE £ 8

funcionalizadas en la superficie con la apolipoproteina E (Apo E)
cruzan la BHE [10]

Otro ligando son las integrinas que se encuentran sobreexpresadas en tumores. Se emplea el
tripéptido Arg-Gly-Asp (RGD) para la vectorizacion a integrinas alfa-v-beta 3 y 5 involucradas en la
angiogeénesis. Se han realizado estudios para la administracion de cisplatino en LP en modelos de
cancer de prostata, y de NPs de albimina con Gemcitabina para el cancer pancreatico en ratones, 10s
resultados mostraban una mayor internalizacion celular y citotoxicidad del farmaco encapsulado [10]

También los anticuerpos monoclonales (mAb), dando lugar a inmuno-NPs, por ejemplo, NPs de
quitosano con EGFR, encapsulando siRNA frente Mad2, esencial para la mitosis en cancer de
pulmon. El resultado fue un silenciamiento efectivo de Mad2 causando la apoptosis. [26], la
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conjugacion de anti-Her2 mAb a la superficie que incrementa la acumulacion en el tumor, mayores
efectos citotoxicos con menores concentraciones de PTX [13]

En cuanto a los carbohidratos, los grupos glicano de la superficie celular presentan un papel
importante en procesos fisiologicos. Ademas, su estructura o expresion estd modificada en
alteraciones como el cancer. Esta vectorizacion se denomina “glicovectorizacion™, que confiere
estabilidad, mayor tiempo de circulacién y permite alcanzar alta eficacia [10,25].

Ligando Tipo de receptor Célula diana | Vector Aplicacion
Manosa Receptor de Célula Liposomas | Vacuna de DNA que induce una
Manosa dendritica respuesta antitumoral més duradera
Fucosa Receptor L-fucosa | Ceélulas Liposomas | Vectorizacion de cisplatino a células
pancreaticas tumorales pancreéticas. Eficiente
inhibicion del crecimiento tumoral
Galactosa | Receptores de Células Liposomas | Vectorizacion hepatica. Incrementa el
Asialoglicoproteina | hepaticas efecto antiproliferativo de la DOX

Tabla 4. Algunas estrategias para vectorizar a células tumorales mediante glicosilacion [25]

Los receptores de folato estan sobreexpresados en la mayoria de tumores mientras que estan muy
limitados en estructuras sanas. El &cido folico es una molécula pequefia y estable, no inmunogénica y
da lugar a una union de elevada afinidad al receptor de folato incluso tras la conjugacion.

Un ejemplo es vectorizacion de nanogeles mediante acido félico a células tumorales encapsulando 5-
FU y Tamoxifeno, en cultivos celulares de cancer de mama. Son sensibles a la T? ( > 33°C) y pH,
hinchandose a pHs acidos y obteniendo, por una parte, la internalizacion tras el reconocimiento del
acido folico, y por otra, el hinchamiento en el interior celular al formarse el endosoma y como
consecuencia, la liberacion del agente.[2]

Un ligando muy investigado son los aptadmeros, son moléculas cortas de DNA o RNA que presentan
alta afinidad y especificidad por sus dianas y una internalizacion més eficiente que los anticuerpos
debido a su menor tamafio. Hay numerosas dianas de aptameros como antigenos glicoproteicos
transmembrana (PMSA), receptores de la superficie celular y proteinas intracelulares [27]

La vectorizacion dual a marcadores tumorales especificos para terapia y diagnostico constituido por
RGD ciclico (para avp3integrinas) y el aptamero AS1411 (para nucleolina sobreexpresada en el
citoplasma y nucleo de células tumorales) conjugadas a NPs funcionalizadas con tinte fluorescente,
junto con la unién de DOX mostraba una elevada afinidad, penetracion tumoral profunda y una mejor
actividad antitumoral [27]

Otra estrategia consiste en el empleo de nanocuerpos, que se basan en los fragmentos variables de las
cadenas pesadas de anticuerpos, presentan un pequefio tamafio (4 nm de largo y 2.5 de ancho), bajo
peso molecular, resistencia quimica y térmica, alta solubilidad, estabilidad, especificidad, afinidad y
no inmunogenicidad. Los més estudiados son nanocuerpos EGFR conjugados a NPs de albumina que
presentan elevada actividad antitumoral y reduccion de resistencias. [28]

Para la vectorizacion nuclear se emplean NPs con tamafios pequefios y capacidad de
funcionalizacion y, como ligando, secuencias de localizacion nuclear (péptido Tat). Aquellas con un
tamano inferior a 9 nm pueden penetrar y acumularse en el nucleo. Es dificil encontrar el balance
entre penetracion (< 9nm) y mayor circulacion (tamafo superior) [29]

La mayor novedad para terapia oncologica consiste en nanovacunas, donde varios sistemas estan
siendo desarrollados, dando lugar a una mayor liberacion del antigeno a las células dendriticas (CD), y
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habilidad de controlar la liberacién. Los mas investigados son micelas poliméricas, NPs poliméricas,
i P inorganicas y LP [30]

T vt iyt Se ha comprobado que combinaciones de agonistas del receptor TLR inducen
£ S o sinergicamente la activacion inmune, de forma que el monofosforil lipido A
%m- _ M i : (MPLA) agonistadel TLR4 y C_:pG del TLR9Y, pueden ser _cargados en
™ i 4} nanodiscos, dando lugar a un sistema que puede ser combinado con
= ‘ subunidades antigénicas [31].

04 Figura 14. El nanosistema adicionado con Ovoalbimina da lugar a respuestas humorales y celulares mas fuertes, con

6 & 10 18 20 una alta eficacia terapéutica contra tumores (Kuai, R, et al. 2018) [31]
Ly il ivacislian a1 Wit Gl

En un estudio reciente se ha N,
evaluado la administracion de conjugados poliméricos By . LAY
s = - , - - ’ & -
con acido hialurénico (HA) unido a PEG a través de un .3-;2- : e
L J

espaciador escindible de metaloproteinasa 9 (MMPS9),y  mmorses " ! o 1. R
ovoalbimina (OVA) como antigeno. El sistema se basa
en la retirada de la corona de PEG en presencia de MMP9
y la afinidad de union entre HA y su receptor (CD44), é
resultando en una alta eficacia antitumoral tras su wiPes.
administracion sistémica en ratones con tumores. Las

MMPS presentan un papel en el tumor siendo una

Wi

K

Antigen presentation
on MHC class|

HA degradation and

caracteristica para diferenciar entre tejidos tumorales y G =
Sanos [32] fig. 15 Inmunoterapia (Shina, J.M, et al.2017) [32]
5.6.2. Acceso a Sistema Nervioso (SN)

La BHE presenta un transporte selectivo de moléculas al cerebro, esto supone el principal
impedimento para los agentes terapéuticos. Para solventar esto y liberar la molécula en el interior del
SNC se emplearon intervenciones invasivas y técnicas para incrementar la permeabilidad con efectos
adversos elevados. [33]

La manera de sobreponerse a estas limitaciones se trata del empleo de nanovectores biodegradables,
no toxicos, con un tamafio de particula de 100 nm, un elevado tiempo de circulacion sanguinea y un
ligando para vectorizar. Tras la interaccion se induce la endocitosis en una vesicula de transporte
intracelular y cruza el endotelio para ser liberado en el cerebro.

Algunos de los ligandos para cruzar la BHE (fig.15) se describen para terapia oncoldgica. EI mejor
caracterizado es la transferrina para la internalizacion de agentes antitumorales, aungue en estudios
recientes se ha visto que la vectorizacion a cerebro es superior conjugando Lf. Los principales
vectores empleados son los liposomas, NPs poliméricas y NPs lipidicas, que han dado resultados
satisfactorios in vitro.[33,35], asi como el empleo de los CPP que mejora la internalizacion a SN.

Se ha investigado para su empleo en patologias como el Alzheimer (A) y Parkinson (P), para
aumentar la BD y la fraccion de farmaco acumulado en el area afectada y minimizar su degradacion
periférica[35]; La mayor parte son NPs de PLGA conjugadas con quitosano, debido a su
mucoadhesividad, pequefio tamafio, alta permeabilidad a través de la mucosa nasal y un bajo
aclaramiento mucociliar, encapsulando Rivastigmina(A) o Bromocriptina (P) y aumentando la BD e
internalizacion cerebral [35].

Favorecer el acceso a SN se ha conseguido mediante la vectorizacion, sin embargo, su aplicacion a
patologias especificas (A y P) todavia debe optimizarse ya que los estudios son limitados.
Actualmente en estas patologias esta ganando interes la via nasal, donde NPs, LP y SLN han mostrado
buenos resultados en estudios preclinicos debido al rpido acceso al cerebro[34]. Debe determinarse la
toxicidad de estos nanosistemas, pero debido a los efectos de las otras técnicas, la vectorizacion a esta
zona puede ser una solucion adecuada.
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5.6.3. Administracion oral: G ;Y?
La via oral es la mas aceptable debido a la seguridad y facilidad para el paciente, N AAVAVAVAVAY
sin embargo, esta limitada para farmacos poco hidrosolubles, y/o poco permeables Tismwndin—,r}

()
Enterocyte «— N .
[y

(clasificacion Il y IV de la BCS respectivamente). | o S ||
Supone un reto para la administracion de macromoléculas (proteinas y péptidos) .. A
debido a la inestabilidad en el medio &cido gastrico, a las enzimas y la Fid 16, 1o

. . el . ig 16. Transporte de NPs para
incapacidad de penetrar las barreras mucosas y epiteliales. administracién oral de agentes

(Yun, Y, etal. 2013) [36]

Los ligandos mas empleados para alcanzar la absorcion oral son, aminoacidos, oligopéptidos y
vitaminas, que dan lugar a una absorcion a través del transporte activo mediado por receptor.

Ligando Diana Vector Cél. Diana P.A

Biotina Liposomas | Enterocitos Insulina

Vit. B12 NPs Enterocitos Insulina

Galactosa Receptor de NPs MCFs SiRNA
Galactosa

Acido Receptor CD44 NPs Cel. Tumorales DOX

hialuronico

Tabla 4. Ligandos para vectorizacion intestinal [37]

Se han realizado estudios para la administracion oral de insulina empleandose NPs que producen un
efecto hipoglucémico controlado y mantenido. Para las nanoformulaciones se emplea el quitosano
debido a su mucoadhesividad, biocompatibilidad y capacidad de establecer uniones con la carga
negativa del &cido sialico de la mucina y el Eudragit® debido a la proteccion del medio acido gastrico.
[37] g

5

Las lectinas son proteinas que se unen a receptores de carbohidrato de los
enterocitos y de la capa de mucus, su conjugacion a NPs poliméricas
incrementa el transporte a través de la mucosa intestinal, se han estudiado
cargadas con insulina, alcanzando la absorcion intestinal de glucosa necesaria
para disminuir los niveles en sangre [37]. También se ha alcanzado un efecto Fig. 17 Cantidad de NPs transportadas
hipoglucémico y alta BD oral en ratas mediante NPs-PEG modificadas con tras la incubacion con células durante
butirato (metabolito de la microbiota, estable e hidrofilo), mediante su - (W, L et al. 2017381
interaccion con el transportador de acidos monocarboxilicos y la consecuente absorcion intestinal a

nivel del ileo. [38]

Relative amount of
transported NPs

i B

PEG NPs 100%Bu-PEG NPs

La vectorizacion activa supone una oportunidad para la administracion de este tipo de moléculas
mediante la interaccion de los ligandos con los receptores expresados en los enterocitos, que llevan a
la internalizacion celular, alcanzando la BD y proteccion de las moléculas. [36]

El control morfoldgico y conocer el transporte través del tracto gastrointestinal es esencial para el
desarrollo de sistemas eficientes para la administracion oral y principalmente al tratarse de insulina.

5.6.4. Otras aplicaciones:

A B

VSG Structure NbAn33-pentamidine PEGylated PLGA NP

IgG H  Nanobody

[] -
N-terminal | VSG
!! ! ! coat -
C-terminal -
o Cellular membrane

anchor

Antiparasitaria (fig.18)mediante el empleo de nanocuerpos

que vectorizan a la superficie de Trypanosoma brucei. El

Fig 18. A. Reconocimiento de un epitopo glucidico de nanosistema se basa
oligomanosa conservado del resto GPI de la proteina de

superficie, por el nanocuerpo. B. Nanosistema (Arias, J.L, €N NPs esféricas de
etal.2015 [33]. PLGA pegiladas
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funcionalizadas con un nanocuerpo y encapsulando pentamidina, el principal requerimiento es un
pequefio tamafio para acceder al bolsillo flagelar (Unica localizacion para la endocitosis).

La terapia in vivo demostro que la formulacion curé a todos los ratones infectados con una dosis
menor que la minima curativa de la pentamidina libre. La liberacion de Pentamidina es pH
dependiente y presenta un perfil bifasico con una liberacion inicial rapida (45% en 12hapH 7.4y
35% en 1 hora a pH 5) seguida de una fase mas lenta durante un periodo de 11.5 dias a pH 7,4) [27]

Terapia antimicrobiana mediante "nanoantibidticos” que se basan en NPs de silica
mesoporosa decoradas con dendrimeros de 32 generacion y cargando levofloxacino que
permitio una internalizacion efectiva en bacterias Gram -, el LEVO se liberaba en dosis
antimicrobianas efectivas y se observé un efecto antimicrobiano frente biofilms.[39]

En terapia antiviral los ligandos anti-VIH, son LDL (reconocidas por receptores
scavenger expresados especificamente en macrdfagos y son internalizadas mediante
endocitosis) o mediante Ac (inmunoliposomas anti-CD4 con nevirapina y e -

i i N ] ., . i9.19. Internalizacion del
saquinavir). Los resultados son la inhibicion de la proliferacion viral a una menor — nanosistema marcado en E.Coli
concentracion que libres, y un mayor tiempo de circulacion por el organismoy ~ (Gonzalez. B, etal. 2018) [39]
asi alcanzar la maxima union a virus. [5,19]

Discusion final

El conocimiento sobre el control morfol6gico y su importancia para optimizar los vectores activos esta
bien determinado y debe permitir los 3 pasos del vector activo: absorcién, distribucion e
internalizacion celular. A pesar de las limitaciones sus ventajas solventan los inconvenientes de los
farmacos libres, proteccion, solubilidad y selectividad.

Sin embargo, hay que continuar investigando para optimizarlos principalmente a nivel bioldgico,
disminuyendo la toxicidad y el acceso Unico a células alteradas ya que, referido a los ligandos
empleados en terapia oncologica, los receptores sobreexpresados en estas células también se
encuentran en sanas.

En general todos los nanovectores presentan caracteristicas comunes, sin embargo, los poliméricos
son los que predominan, debido a que son capaces de sobreponerse a limitaciones de liposomas,
teniendo mayor estabilidad in vivo y capacidad de almacenamiento.

Hay que tener en cuenta la seleccidn del vector adecuado para funcionalizarlo y su compatibilidad con
la molécula a encapsular, siendo los parametros criticos la el nimero y conjugacién de los ligandos
aunque hay varias técnicas para disminuir reacciones no deseadas, todavia hay que optimizarlas.

La vectorizacion activa con NPs han dado lugar a resultados prometedores en estudios preclinicos, sin
embargo, muy pocos de ellos se encuentran en estudios clinicos. A pesar de que los resultados
obtenidos a nivel humano no son concluyentes, estos sistemas dan lugar a prometedoras formas de
tratamiento en numerosas patologias.

6. CONCLUSION:
El control morfologico, no solo presenta un papel determinante en la eficacia del nanosistema, sino
también de la toxicidad. Entender y controlar esto, asi como los mecanismos de internalizacion son
cruciales para la optimizacién y disefio de los vectores activos de nueva generacion.

Optimizar el nimero de ligandos, su orientacion y conjugacion es critico para el desarrollo de
nanosistemas activos eficaces y no siempre es equivalente a aumentar el nimero de ligando en el
nanosistema.
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La amplia variedad de dianas descubiertas y ligandos susceptibles de emplearse asi como la gran
cantidad de vectores con capacidad de encapsular y aplicarse en la clinica, hace que la vectorizacion
tenga una amplia perspectiva futura. Siendo los CPP, aptameros, CH y nanocuerpos los que otorgan

mayor perspectiva y versatilidad.

Los vectores activos presentan numerosas aplicaciones, el mayor campo de estudios es en el cancer,
donde cada vez hay un mayor conocimiento de dianas especificas, y acceso a SN debido a las
limitaciones e inconvenientes actuales, sin embargo, las investigaciones abarcan numerosas
patologias, obteniendo resultados prometedores, con terapias mas selectivas, menos toxicas y

administracion simultanea de moléculas activas.
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