Farmaco incluido on la
estructura

CONICET

Sistemas nanoparticulados de
vehiculizacion de farmacos:
transportador vs farmaco

Este articulo nos fue provisto por el Dr. Dante Beltramo

El Dr. Dante Miguel Beltramo, es Bioquimico
y Dr. En Bioquimica por la Universidad Na-
cional de Cérdoba. Es Miembro de la Carre-
ra del Investigador Cientifico y Tecnolégico,
- Categoria PRINCIPAL, e Investigador Supe-
s o\ rior y Responsable de la Unidad de Biotec-
nologia del CEPROCOR. Ejerce ademas como Profesor Titular
de Biotecnologia y participa como Miembro del Comité Cien-
tifico Académico de la Fac. de Ciencias Quimicas de la Univer-
sidad Catdlica de Cérdoba. Ha efectuado numerosas publica-
ciones y participado en numerosos conferencias y congresos
cientificos nacionales e internacionales. Ademas ha colabora-
do en la edicion de libros de su especialidad. Ha sido y es Di-
rector de Tesis Doctorales y/o de Becarios e Investigadores
del CONICET. Sus trabajos de investigacion le han permitido
obtener dos patentes nacionales, tres internacionales y al mo-
mento se encuentran en tramite otras ocho patentes.

Figura 1. Representacién esquematica de distintas nanoestructuras
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La eficacia terapéutica de un farmaco estd condicionada
por muchos factores, dentro de los cuales la solubilidad y
el acceso al sitio de accién juegan un rol primordial [1]. Se
estima que aproximadamente el 40% de los medicamentos
que se encuentran actualmente en el mercado y cerca del
90% de las moléculas en desarrollo presentan baja solubili-
dad en agua [2,3]. Asi, las propiedades de solubilidad de los
compuestos continuta siendo uno de los mayores obstaculos
en el desarrollo de sistemas de administracion de farmacos.

Estudios recientes muestran que el descubrimiento y de-
sarrollo de nuevas drogas no es suficiente por si mismo para
alcanzar la excelencia terapéutica. En tal sentido, la mejora
en la formulaciéon de medicamentos existentes, mediante
nuevas formas de dosificacién, cambio de formas de los
medicamentos (éster /sal), profarmaco/metabolito activo,
diferentes rutas, etc., estd ganando mercado en la industria
farmacéutica que ademas se enfrenta a la falta de innova-
cion en nuevas moléculas [4].

Una de las estrategias mas utili-
zadas en relacion a este tema es la
administracion de drogas a través
de transportadores y, mas espe-
cificamente el desarrollo de siste-
mas de administracién de nano-
medicamentos. Durante las dos
Ultimas décadas de investigacién,
multiples sistemas de administra-
cion de farmacos han sido evalua-
dos, tanto para la vehiculizacion
de drogas hidrofilicas como hidro-
fobicas, como: liposomas, microe-
mulsiones, ciclodextrinas, dendri-
meros, nanoparticulas y micelas.
La Figura 1T muestra una represen-
tacién esquematica de algunos de
estos sistemas.

Dentro de este grupo, las nano-
particulas (poliméricas, lipidicas
y proteicas) han recibido mayor
atencién debido a la mayor esta-
bilidad y oportunidad de modifi-
caciones adicionales de la super-
ficie [5,6].

Otra de las caracteristicas de es-
tos sistemas es que filtran prefe-
rentemente en tejidos tumorales,
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Figura 2. Esquema del efecto de 1
permeabilidad y retencién aumentada
(EPR). Diferencias entre tejidos normales
y tumorales que explican la acumulacién
pasiva de nanotransportadores debido
al efecto EPR, células endoteliales
desorganizadas separadas por espacios
de 200 a 600 nm.

sitios de inflamacion
y sitios de infeccién a
través de vasos per-
meables y luego se
retienen en el lugar
debido a la reduccién
del drenaje linfatico.
Este proceso se conoce como el efecto de permeabilidad y
retencion aumentada (EPR). Una vez alli, las nanoparticulas
pueden actuar como un depdsito local de medicamentos,
dependiendo de la composicién del portador, proporcio-
nando un suministro continuo del compuesto terapéutico
en el sitio de la enfermedad (Figura 2).

En el laboratorio de Biotecnologia de CEPROCOR, trabaja-
mos en proyectos de nanotecnologia orientados a la vehi-
culizacion inteligente de farmacos. Para lograr este objetivo,
elegimos trabajar con micelas. Si bien las micelas han existido
durante décadas, no fue hasta tiempos mas recientes que
estas particulas se comenzaron a estudiar como sistemas de
administracion de farmacos, siendo actualmente uno de los
principales actores en la investigacién de nanoparticulas. Las
micelas son estructuras formadas por moléculas anfifilicas en
medios acuosos. Los mondémeros que constituyen la micela
se organizan de manera tal que los grupos polares quedan
en la superficie y las zonas apolares inmersos en el interior de
la micela, disposicién que reduce al minimo el contacto entre
el agua y las regiones hidrofébicas lo que permite la solvata-
cion de los grupos de las cadenas polares. La formacion de
las micelas es un proceso cooperativo, el ensamblaje de unas
pocas moléculas no puede proteger las colas hidréfobas del
contacto con el agua; en consecuencia, las disoluciones acuo-
sas de anfifilos no integran micelas hasta que su concentra-
cién no sobrepasa un valor, la concentracién micelar critica
(CMC), por encima del cual casi todo el anfifilo adicional se
agrega a las estructuras. El equilibrio anfifilo-micela es de tipo
dindmico, es decir, que existe un intercambio permanente de
moléculas entre las micelas y la fase acuosa.

Las micelas constituyen un método eficiente para la en-
trega de farmacos poco solubles en agua [7], y su utilidad
es aplicable en particular a los agentes quimioterapéuticos
[8]. Las micelas, dado su tamafio (<100 nm) son capaces de
penetrar en el tejido afectado (tumores, inflamacion, etc.)
de manera selectiva por el efecto EPR para conseguir con-
centraciones mas altas, y permanecer durante tiempos mas
prolongados que las formas de dosificacion regulares, con lo
cual reduce las dosis requeridas del farmaco [9-10]. Algunos
procesos corporales normales también juegan un papel en

El descubrimiento y
desarrollo de nuevas
drogas no es suficiente por
si mismo para alcanzar la
excelencia terapéutica.
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la permeabilidad del farmaco y la retencién, el sistema reti-
culoendotelial (RES), compuesto de monocitos y macréfagos,
es responsable “del recubrimiento y la limpieza de las células
viejas, restos celulares diversos, sustancias extrafias, y pato6-
genos de lasangre”[11,12]. Las micelas son capaces de evitar
con eficacia la opsonizacién por el RES y lograr tiempos de
circulacion mas largos, lo que permite una mayor permeabi-
lidad a los tejidos y una mayor respuesta terapéutica. Ade-
mas, presenta ventajas adicionales en relacion a las drogas
gue transporta, no solo protegiendo al farmaco incorporado
manteniéndolo aislado del ambiente acuoso externo y evi-
tando asi procesos de hidrdlisis y degradacién enzimatica,
sino también por el hecho de reducir la toxicidad y demas
efectos adversos de los farmacos, aumentar la permeabili-
dad de los mismos a través de las barreras fisioldgicas y favo-
recer su biodistribucién en el organismo.

Por otra parte, las
micelas pueden ser
direccionadas  me-
diante la unién qui-
mica de moléculas
especificas en su su-
perficie. En este Ultimo caso, la liberacion local de la droga
libre desde las micelas en el érgano objetivo deberia llevar
a un aumento de la eficacia de la misma. Algunas de estas
estructuras pueden ser disefiadas de tal manera que pue-
dan ser activadas por cambios en el pH del medio ambien-
te, por estimulos quimicos, mediante la aplicacion de un
campo magnético rapidamente oscilante, o por aplicacion
de una fuente de calor externa [13,14].

Las micelas a base de polimeros han sido el foco prin-
cipal de los investigadores en los uUltimos afios. El uso de
micelas preparadas a partir de copolimeros anfifilicos para
la solubilizacién de farmacos poco solubles ha atraido gran
atencién [15,16]. Las micelas poliméricas a menudo son
mas estables en comparacion con las micelas preparadas a
partir de los detergentes convencionales (tienen menor va-
lor CMC), algunos co-polimeros anfifilicos tienen valores de
CMC tan bajos como 10® M [17], que es aproximadamente
dos 6rdenes de magnitud menor que la de los agentes ten-
sioactivos tales como Tween 80. No obstante, la obtencién
de micelas poliméricas continla siendo un proceso engo-
rroso y muchas veces costoso.

Nosotros comenzamos trabajando inicialmente con mice-
las de gangliésidos, lipidos mayoritarios del sistema nervioso.
Los gangliésidos o sialoglicoesfingolipidos, son glucolipidos
que contienen un dominio hidrofébico compuesto por una

Las micelas constituyen un
método eficiente para la
entrega de farmacos poco
solubles en agua.
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ceramida (acido graso + esfingosina) unidos a través de un
enlace glicosidico a cabezas polares grandes formadas por
unidades de oligosacaridos cargadas negativamente con una
0 mas unidades de acido N-acetilneuraminico o acido sialico,
que adoptan su nombre dependiendo de la cantidad y ubica-
cion de los mismos en la molécula. Los gangliésidos se auto-
ensamblan espontdaneamente en solucién acuosa, aquellos
con cabeza polar pequefia, tales como GM3 y GM4, forman
vesiculas; mientras que aquellos que poseen cabezas polares
mas complejas, con tres azucares 0 mas y una o mas molé-
culas de acido sialico, mono-di o tri-sialoglicoesfingolipidos
(GM2, GM1, GD, GT), forman micelas con un bajo valor de
CMC, entre 107%-10® M, son justamente estos lipidos con los
que realizamos nuestros estudios. Estas caracteristicas de las
micelas de gangliosidos le otorgan ventajas significativas al sis-
tema, el auto-ensamble espontaneo simplifica enormemente
la preparacion y carga de las micelas y su extremadamente
baja concentracién micelar critica (CMC) determina que el
equilibrio monémero-micela se desplace hacia la forma agre-
gada cuando se encuentra cargada con alguin farmaco, lo cual
evita el problema de inestabilidad por diluciéon que presentan
otros tipos de micelas, tanto lipidicas como poliméricas que
tienen una CMC en el orden de 10 a 10 [18]. Por otra parte,
el tamafio de las micelas, de entre 10 y 15 nanémetros, les
permite evadir una rapida remocién por el sistema reticulo
endotelial, que captura con mayor facilidad estructuras por
encima de los 100 nanémetros. Ademas, su carga electrone-
gativa les confiere gran estabilidad en solucion debido a una
fuerte repulsién electrostéatica.

Otro factor importante a resaltar respecto del uso de
los gangliésidos es que al ser constituyentes naturales
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del organismo y
que ya han sido
utilizados en el
tratamiento  de
otras patologias,
podria  agilizar
en gran medida
la aprobacion de
un potencial pro-

ducto en base a componentes conocidos y ya aprobados.
Los trabajos que realizamos mostraron que las micelas
de ganglidésidos (GM1) incorporan de forma espontanea far-
macos oncologicos con distinta naturaleza polar, hidrofébi-
cos como los taxanos, e hidrofilicos como la doxorrubicina
[18,19]. Ademas, siguiendo un orden especifico, las micelas
pueden incorporar ambos farmacos en diferentes dominios
de la misma estructura. Los complejos GM1-Ptx o GM1-Doxo
son estables en solucién acuosa, sin que se vea afectada la
actividad biolégica de el o los farmacos cuando entran en
contacto con células susceptibles. Por otra parte, nuestros
estudios revelan que estas micelas de GM1 no producen lisis
de glébulos rojos, y tampoco influyen en la actividad plaque-
taria, dos factores relevantes a considerar en las propieda-
des de un transportador. Sin embargo, los complejos GM1-
Ptx, o GM1-Doxo interaccionan con alblmina sérica humana
(USA Patent 2013/0195924 A1) [20]. Esta asociacién resulta
muy beneficiosa para una formulacién inyectable, y en espe-
cial para farmacos oncoldgicos, ya que existen evidencias de
que la albumina y moléculas asociadas pueden extravasar el
endotelio por un mecanismo de transcitocis via interaccién
con una gp60y luego, via proteinas SPARC, acercarse a las cé-
lulas tumorales que sobre-expresan

A partir de la incorporacion
del farmaco en el nanocarrier,
la farmacocinética y
biodistribuciéon del mismo
pasan a depender de la
naturaleza estructural del
nanotransportador.
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de reparar los nervios al mismo tiempo. Asi, las micelas de
GM1 cargadas con farmacos con multiples funciones pre-
sentan un gran potencial para el suministro de farmacos
para tratar enfermedades intracraneales como tumores ce-
rebrales y enfermedades neurodegenerativas.

Por otra parte, trabajando en la funcionalizacién de este
mismo sistema mediante la adicién de moléculas de reco-
nocimiento especifico, logramos obtener micelas de GM1
recubiertas por anticuerpos. El complejo ternario GM1-
Droga-lgG presenta una elevada estabilidad y cada uno de
los componentes mantiene su funcionalidad, la micela con-
serva su capacidad de carga y los anticuerpos unidos a la
micela reconocen a sus antigenos especificos (presentada
la solicitud de patente). Las micelas de GM1-Ac, ademas de
cumplir con los requisitos deseados en un nanotransporta-
dor, con todos los beneficios ya mencionados de los gan-
gliésidos, también suma los de los propios anticuerpos per
se. Este nuevo sistema presenta una gama de potencialida-
des, ya sea desde la opcién de actuar como nanotranspor-
tador con direccionamiento preferencial a distintos tejidos,
o bien con la alternativa de permitir que los anticuerpos
incorporados alcancen sitios a los cuales no accederian sin
la estructura transportadora.

Ademas de las micelas de gangliésidos, recientemente
hemos desarrollado otro nanotransportador micelar en
base a moléculas complejas con actividad bactericida co-
nocidas como lipoglicopéptidos, aprobados por FDA, AN-
MAT y EMEA. Estas micelas tienen la capacidad de cargar de
forma espontaneay estable drogas hidrofébicas como Ptx,

Dtx, AmB e Ibuprofeno. Ensayos in vitro demostraron que
las drogas muestran la misma actividad que los respectivos
controles de farmaco libre (Patente: W02016120824A1). En
este sistema en particular, las caracteristicas propias de los
lipoglicopéptidos aportan propiedades adicionales a las
de un simple nanocarrier, como la potencialidad de sumar
su actividad como antibiético asi como la de alcanzar altas
concentraciones durante periodos de tiempo prolongados
dado su elevado tiempo de vida media. Por otra parte, otra
caracteristica importante de estos antibioticos es su dis-
tribucion preferencial a ciertos tejidos como piel, pleura 'y
huesos, algunos de ellos de dificil acceso a los medicamen-
tos tradicionales. Ademas, alcanza altas concentraciones
en rifién, pulmones, glandulas suprarrenales y también en
glébulos blancos, lo que los hace atractivos para el trata-
miento de cierto tipo de tumores.

En el marco de lo expuesto en este breve resumen, sur-
ge uno de los grandes interrogantes de la nanotecnologia
actual, la relevancia del nanocarrier en la performance de
un medicamento nanotecnolégico. A partir de la incorpo-
racion del farmaco en el nanocarrier, la farmacocinética,
biodistribucién y el trafico intracelular del principio activo
se independizan de su estructura quimica y pasan a depen-
der de la naturaleza estructural del nanotransportador. No
obstante, resulta imposible disociar el efecto beneficioso
de ambos componentes, por lo tanto, debemos pensar en
obtener un efecto sinérgico entre las distintas moléculas, a
fin de hacer de la nanotecnologia una herramienta supera-
dora en el tratamiento de patologias complejas actuales. m
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