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CAPITULO 6
Los procesos LADME y la nanotecnologia

milia Alberdi, Alan Talevi

Explicaciones para el actual interés en la nanotenologia

La Nanotecnologia es la tecnologia aplicada al control, manipulacion, estudio y manufactura
de estructuras y dispositivos en la escala nanométrica, es decir, utilizando materiales cuyo
tamafio se encuentra, en al menos una dimension, entre 1 y 1000 nandémetros. Implica la
intervencién a nivel atdmico, molecular y supramolecular para crear y emplear sistemas con
caracteristicas que difieren marcadamente de las propiedades de un mismo material en escalas
superiores. Al disminuir el tamafio de un material a la nanoescala, la relaciéon area/volumen
aumenta, siendo la superficie expuesta, por lo tanto, muy importante. La gran area superficial
permite la manifestacion de peculiares fenémenos de superficie. Por otra parte, por debajo de
cierto tamano critico los materiales manifiestan propiedades opticas y electrénicas particulares
en tanto, a esa escala, las mismas pueden estar dominadas por fendmenos cuanticos. Tales
propiedades novedosas posibilitan multiples e inesperadas aplicaciones de materiales ya
conocidos. Por ejemplo, sustancias opacas se vuelven transparentes (cobre); materiales inertes
se transforman en catalizadores (platino); materiales estables se transforman en combustibles
(aluminio); solidos se vuelven liquidos a temperatura ambiente (oro); aislantes se vuelven
conductores (silicona).

Si bien desde el punto de vista fisico el comportamiento diferencial de los nanomateriales se
observara hasta aproximadamente tamafios de 100 nm, en un contexto bioldgico las nuevas
propiedades (generalmente vinculadas a la distribucion del nanoobjeto en el organismo)
pueden mantenerse hasta por lo menos los 200-300 nm. La definiciéon de “nanoobjeto” excluye
moléculas cuya estructura no estd manipulada en la nanoescala para conseguir nuevas

propiedades dependientes de su tamanio.

Transporte de farmacos

El desarrollo de medicamentos cuyos principios activos sean transportados de manera

selectiva hacia sitios especificos del cuerpo (terapias dirigidas), de manera de maximizar la
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seguridad y eficacia del tratamiento, es uno de los grandes desafios actuales de las Ciencias
Farmacéuticas.

Hoy dia gran nimero de farmacos de potencial uso en terapéutica poseen caracteristicas
biofarmacéuticas inadecuadas, las cudles dificultan su llegada a la biofase en tiempo y forma.

Una estrategia para mejorar las limitaciones intrinsecas de tales activos es el empleo de
vehiculos o vectores que mejoren sus perfiles biofarmacéutico y farmacocinético, sorteando
inconvenientes tales como: escasa solubilidad, inestabilidad fisicoquimica, rapida eliminacion, o
incapacidad del farmaco de atravesar ciertas barreras biolégicas. Adicionalmente, el empleo de
vehiculos adecuados permitiria limitar la toxicidad inespecifica (off target, fuera del blanco
molecular) del tratamiento.

Los objetivos anteriores no siempre se consiguen empleando los vehiculos y formas
farmacéuticas convencionales, planteandose la necesidad de recurrir a otros sistemas
innovadores, que denominaremos sistemas de liberaciéon avanzada o de ultima generacion.
Debe destacarse que los nanovehiculos descritos con posterioridad en el presente capitulo no
son los unicos sistemas de liberacion avanzada que se han estudiado para la entrega de
agentes terapéuticos. Particularmente, podemos mencionar el uso de vectores virales como
vehiculo para el transporte de agentes terapéuticos de origen biotecnolégico (tales como
terapias génicas). No obstante, la descripcion de tales vectores excede los alcances de este
volumen, que se enfocara en vehiculos para el transporte y liberacion de pequefias moléculas

tipo-farmaco, es decir, de ingredientes farmacéuticos activos convencionales.

La nanotecnologia y el transporte de farmacos: las posibilidades
de la distribucion y liberacion dirigidas

Los nanosistemas son sistemas transportadores de farmacos en los que el vehiculo es un
dispositivo de escala nanométrica (nanovehiculo).

La expectativa generada en relacion al transporte de farmacos empleando Ila
nanotecnologia se explica por el hecho de que una vez que el principio activo se encuentra
incorporado o conjugado al nanovehiculo, su farmacocinética y biodistribucion dejaran de
depender exclusivamente de su propia estructura molecular, para ser funcion del tamafo,
composicion, carga y estructura superficial del nanovehiculo.

En contacto con un sistema bioldgico, las propiedades diferenciales de una nanoobjeto no
necesariamente se acotaran a la manifestacion de fendémenos puramente fisicoquimicos
(superficiales o electrénicos), sino que también seran relevantes sus propiedades en relacién a
los procesos LADME, incluidos su reconocimiento y captura por mecanismos de fagocitosis y
pinocitosis celulares y su capacidad para atravesar barreras anatomicas y/o fenomenoldgicas,
como la pared intestinal, la piel o la barrera hematoencefalica.

Cuando se emplean nanotransportadores para administrar un farmaco, el activo puede alcanzar
la circulacién sistémica en un estado que no es el de farmaco libre. En ofras palabras, la liberacion
del farmaco desde un nanovehiculo podria acontecer luego de su absorcion. En estas

circunstancias, y por primera vez en la historia, un vehiculo farmacéutico tendria incidencia directa
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sobre la distribucion y eliminacién de un principio activo en el organismo. La nanotecnologia abre la
posibilidad de traslocar el paradigma tradicional de liberacién-absorcién-distribucion por el de
absorcion-distribucion-liberacion. Esto explica que un farmaco incorporado en un nanovehiculo
pueda ver su perfil farmacocinético completamente modificado.

Debe subrayarse una vez mas que los sistemas de liberacion convencionales restringian al
farmaco a una distribucion basicamente inespecifica: para que el ingrediente activo accediese al
sitio de accién, todo el organismo era potencialmente expuesto al mismo. Naturalmente, para
compensar esta distribucion inespecifica el activo debia ser administrado en dosis mucho mayores
que las necesarias para el hipotético caso de conseguir una distribuciéon absolutamente especifica
(en cuyo caso el farmaco solo estaria presente en la biofase). Mas aun, tejidos ajenos al blanco
terapéutico se veian expuestos al farmaco, con la consiguiente posibilidad de que se produjeran
interacciones inespecificas. Se desprende que los vehiculos tradicionales presentaban limitaciones
intrinsecas desde el punto de vista de la toxicidad del tratamiento (eventos inespecificos) y también
desde el punto de vista econdmico (necesidad de administrar dosis altas para compensar
volumenes de distribucion elevados surgidos de la distribucién inespecifica).

Como ya se sugirio, ademas de la posibilidad de lograr una distribucion dirigida el uso de
nanotransportadores podria permitir la superacién de ciertas barreras bioquimicas como por
ejemplo los transportadores de eflujo poliespecificos de la superfamilia ABC. Dicho de otro
modo, la incidencia de la nanotecnologia en el proceso de distribucion no se limita Unicamente
a la posibilidad de lograr una distribucién dirigida especificamente hacia los tejidos blanco del
tratamiento, sino que también comprende la posibilidad de superar ciertas barreras biolégicas
accediendo a tejidos que, anteriormente, estaban vedados para ciertos ingredientes
farmacéuticos activos. A continuacion discutiremos las caracteristicas particulares de los
procesos LADME para nanovehiculos de uso farmacéutico.
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Figura 7.1. Esquema de diferentes procesos de absorcion de farmacos administrados mediante nanovehiculos.
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Absorcion de farmacos administrados mediante nanovehiculos

Las caracteristicas del proceso de absorcién de un farmaco incorporado a un nanosistema
dependeran de la via de administracion elegida y de las caracteristicas fisicoquimicas del
nanovehiculo en cuestién. Al igual que en el caso de formas farmacéuticas convencionales, si
el nanosistema se administra por via intravenosa, no experimentara absorcion, pues ya se
encontrara en la via sistémica inmediatamente luego de ser administrado.

Las vias mas comunmente estudiadas para la administracion de nanosistemas son:
intravenosa, intraperitoneal, intranasal, pulmonar, tépica y, con menor frecuencia, la oral.

Las barreras iniciales que debe atravesar el nano-sistema dependeran de la via elegida. Por
ejemplo, el tamafo suele ser el principal determinante en el caso de nanosistemas dirigidos
hacia el tejido pulmonar, mientras que las estrategias para el éxito de la via oral se concentran
en preservar la estabilidad del sistema a lo largo de las condiciones del tracto gastrointestinal.

El complejo farmaco-nanotransportador puede alcanzar la circulacion sistémica a través de
mecanismos como la transcitosis y la ruta paracelular. En el caso de administracion oral, se ha
discutido que el nanovehiculo podria alcanzar el sistema linfatico via células M (una ruta de
absorcion poco estudiada hasta el momento) (Figura 7.1).

Una vez en contacto con los tejidos bioldgicos, los nanosistemas podrian interactuar con la
membrana plasmatica de células y desencadenar su internalizacién; la endocitosis es el
mecanismo mas frecuentemente postulado para la captacion celular del nanovehiculo.

Se trata de un proceso bioldgico altamente conservado a través de las especies y los
diferentes tipos de células, por medio del cual éstas internalizan (incluidos en vesiculas
denominadas endosomas) nutrientes y sefales de transduccién y modulan la composicién de la
membrana plasmatica. Este proceso comienza con la invaginacién de la membrana para
incorporar el objeto a internalizar, seguido de la “marcacién” de esta porcion de membrana con
proteinas especificas, para conformar el endosoma.

Posteriormente a su endocitosis, los nanomateriales podran ser transportados hacia
diferentes destinos celulares y extracelulares. Cuando el destino del contenido del endosoma
es el exterior de la célula hablaremos de transcitosis. Se trata de una combinacién de
endocitosis y subsecuente exocitosis a través de la membrana contralateral, que sera relevante
para transportar macromoléculas y otros sistemas de gran tamafo (como los nanovehiculos) a
través de células polarizadas. Debemos recordar que la via difusion a través de la membrana
celular estara muy restringida para elementos de alto peso molecular; por lo tanto, la
transcitosis serda un proceso fundamental para que un nanosistema atraviese epitelios y
endotelios utilizando la via transcelular y, por ende, para la absorciéon y distribucion de un
farmaco vehiculizado en un nanosistema.

Los nanoobjetos captados por una determinada célula mediante endocitosis podran
estar sujetos a transcitosis y/o alcanzar distintos compartimentos intracelulares tales como
lisosomas (donde ocurriran reacciones de degradaciéon) o diferentes organelas

(mitocondrias, aparato de Golgi, etc).
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La endocitosis puede ocurrir a través de diferentes mecanismos bioquimicos y morfolégicos
(Figura 7.2), tales como endocitosis mediada por clatrinas, mediada por caveolas,
macropinocitocis y endocitosis independiente de caveolas y clatrinas, siendo variable la
especificidad de cada uno de ellos (es decir, algunos tipos de endocitosis son activados
selectivamente por ciertos ligandos). La endocitosis desempefiada por fagocitos profesionales,
tales como macréfagos, neutréfilos, monocitos y células dendriticas se denomina fagocitosis.
El estudio de las vias endociticas que intervienen en la internalizacion celular de nanoobjetos
es de suma importancia ya que determinan su destino intracelular, y por ende su eficacia y
potencial toxicidad. Es bien aceptado que este proceso es dependiente del tipo celular y de la

composicién y dosis del nanoobjeto.
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Figura 7.2. Esquema de los diferentes mecanismos mediante los cuales puede ocurrir endocitosis.

Por ultimo, es fundamental resaltar que las modificaciones superficiales die los nanoobjetos
condicionan su via de internalizacion celular y consecuentemente su destino intracelular. De lo
anterior se desprende que un disefio racional de los nanotransportadores es elemental para

determinar su destino en los organismos vivos.

Distribucién y liberacion del principio activo conjugado
a un nanosistema

Como se viene discutiendo, uno de los fundamentos del uso de nanosistemas para

transporte y entrega selectiva de farmacos es el hecho de que los nano-transportadores
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podrian entregar una dosis concentrada del activo en la vecindad de la biofase y de esta forma,
reducir la exposicion de otros tejidos al mismo. Pese a que este principio puede aplicarse
tedricamente para el tratamiento de desérdenes muy diversos, debe destacarse que hasta el
momento la gran mayoria de los esfuerzos para el desarrollo de terapias dirigidas basadas en
nanosistemas se han enfocado en tratamientos antineoplasicos.

La cesion dirigida de farmacos hacia ciertos blancos puede conseguirse aprovechando
las caracteristicas fisiopatoldgicas distintivas del tejido enfermo. Las estrategias incluyen:
a) su distribucion dirigida de manera pasiva; b) la distribucion dirigida de manera activa y;
c) el uso de sistemas inteligentes (smart systems) en los cuales la distribucion y/o
liberacién es dirigida mediante sistemas estimulo-respuesta. Asimismo, pueden
contemplarse sistemas multifuncionales que combinen de manera generalmente sinérgica
los mecanismos anteriores (Figura 7.3).

La distribucion y liberacion de farmacos dirigida de manera pasiva (muchas veces conocida
como ‘“targeting pasivo”, por su denominacion en inglés “passive targeting”) aprovecha la
irregular, defectuosa y permeable vasculatura de tejidos tumorales, asi como la ausencia de
drenaje linfatico en los mismos, para localizar preferencialmente el complejo farmaco-
nanotransportador en células cancerosas (el conocido “efecto de permeabilidad y retencién
aumentada”, efecto EPR). Un enfoque similar podria concebirse para el tratamiento de otras
patologias en las que también se encuentra aumentada la permeabilidad vascular (por ejemplo
cuando existen eventos inflamatorios).

La distribucidon y liberacién dirigida de manera activa (muchas veces conocida como
“targeting activo”, por su denominacién en inglés “active targeting”) se logra conjugando los
nanotransportadores con ligandos (anticuerpos, azucares, péptidos, vitaminas u otros) que se
unen selectivamente a receptores que estan expresados preferencialmente en los tejidos
blanco. Por ejemplo, algunos tipos de células cancerigenas sobre-expresan receptores de
transferrina y folato. Como parte de una estrategia de “targeting activo” se conjugan entonces
nano-transportadores con transferrina, acido folico o anticuerpos para estos receptores.

Pese a ser alternativas promisorias, existen una serie de cuestionamientos al uso del
targeting activo, surgidos tanto de la experimentacion in vivo como de la experiencia clinica.
Uno de ellos se refiere a los niveles de expresion de los receptores especificos; la expresion de
los mismos puede ser fransitoria, insuficiente y/o inespecifica. La sobre-expresion de
receptores en tumores no sucede sincronicamente en todas las células tumorales y no conduce
necesariamente a una mayor acumulacion de nanoobjetos derivatizados; las células normales,
mucho mas numerosas, pueden competir exitosamente frente a las tumorales por la captura del
nanoobjeto. Asimismo, la endocitosis mediada por receptores que sucede a la interaccion
ligando-receptor, aunque veloz, es un proceso saturable. Diversos estudios han sugerido que la
“decoracion” con ligandos podria incrementar la transcitosis de nanoparticulas mas alla de la
vasculatura tumoral, acercandolas al nucleo tumoral. Sin embargo, los nanoobjetos
derivatizados o estéricamente estabilizados tienden a presentar un radio hidrodinamico mayor

que podria dificultar su penetraciéon en el tumor. Un tercer cuestionamiento se refiere al hecho
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de que la incorporacién de anticuerpos a la superficie de nanoobjetos es un reto estructural que
aun no ha podido ser superado a escala industrial.

Por ultimo, los sistemas inteligentes aprovechan “sefales” o peculiaridades en la vecindad
del sitio de accion del farmaco (como cambios de pH, ambiente reductor) para liberar el
farmaco de forma localizada. Tales estimulos pueden surgir de caracteristicas patofisiolégicas
de los tejidos afectados por determinada enfermedad (por ejemplo, la elevada tasa metabdlica
de las células cancerigenas suele dar lugar a un descenso en el pH de los tejidos tumorales) o
pueden provenir del exterior (por ejemplo, bajo la aplicacién de estimulos fisicos como
radiacion de longitud de onda especifica, ultrasonido, campos magnéticos o temperatura).

Debe subrayarse que el transporte y cesion dirigida de farmacos pueden tener como
objetivo final alcanzar el nivel tisular, celular o incluso subcelular (en este Ultimo caso serian
utiles en terapias génicas y el tratamiento de patologias en las que estan involucradas
organelas celulares, como por ejemplo enfermedad mitocondrial). Adicionalmente, los sistemas
coloidales también se estudian para mejorar la distribucién de drogas hacia tejidos
caracterizados por una vasculatura de baja permeabilidad. Particularmente, se ha invertido
gran esfuerzo en mejorar el pasaje de farmacos a través de la barrera hematoencefalica, para
activos cuyo sitio de accion yace en el sistema nervioso central. Algunas de las estrategias
incluyen el recubrimiento de nanoparticulas poliméricas con polisorbatos, la conjugacion de
nanoparticulas poliméricas con anticuerpos o péptidos que interactian con receptores de
transferrina expresados a nivel cerebral y la conjugaciéon de nanoparticulas de albumina con
apolipoproteinas (Apo E, All, Cll, B y J) entre otras.
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Figura 7.3. Distintas estrategias de targeting para terapias anticancerigenas; se ha observado que el uso combinado
de distintas estrategias mejora la localizacion.
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El proceso de liberacién dependera de cdmo haya sido incorporado el farmaco al
nanosistema. Como se ha mencionado, existen varias opciones al momento de conjugar el
activo con el nanovehiculo. Entre ellas, se pueden distinguir dos grandes categorias de
métodos de carga de moléculas activas en el nanotransportador: la primera incluye a la
encapsulacion fisica o la adsorcion del farmaco a través de uniones no covalentes. La
segunda incluye formas de unién del farmaco a la matriz del nanotransportador a través de
enlaces covalentes.

Dependiendo de la forma en que se incorpore el farmaco al nanotransportador y de la
composicién del sistema, la liberacién del activo ocurrird por uno o mas de los siguientes
mecanismos: difusion, reaccion quimica y activacion y transporte del solvente.

La liberacion a través de difusion tendra lugar cuando el ingrediente activo se haya
incorporado al nanosistema como un reservorio central rodeado de una capa de naturaleza
generalmente polimérica, o cuando el farmaco se haya distribuido uniformemente en una matriz
de composicién homogénea, en cuyo caso debera difundir a través del componente mayoritario
del nanovehiculo.

La liberacion a través de una reaccidon quimica tiene lugar cuando el polimero sufre
degradacion por las condiciones del medio fisiolégico, o cuando al encontrarse el farmaco
unido al transportador por un enlace covalente tiene lugar la ruptura del mismo.

En el caso de activacion por solvente, la misma sucede cuando la matriz del transportador
(en la cual se haya disperso el farmaco) sufre hinchamiento por contacto con el medio o por
efecto osmotico causado por el desplazamiento del solvente hacia el interior del nanosistema,

facilitando este proceso la liberacion.

La eliminacién de principios activos conjugados
con nanosistemas

La disposicion del complejo nanovehiculo-farmaco debera considerarse de manera
independiente con respecto a aquellas moléculas de farmaco que ya han sido liberadas del
nanovehiculo (encontrandose, por tanto, en estado libre). Mientras que la disposicién del
farmaco libre no diferird cualitativamente de lo estudiado ya para vehiculos convencionales, la
distribucion y eliminaciéon del complejo farmaco-vehiculo presentara caracteristicas
absolutamente particulares para el caso de sistemas de liberacién avanzados.

En el capitulo correspondiente hemos considerado que la eliminaciéon de farmacos, en
formas farmacéuticas convencionales, se compone de dos vias: metabolismo (eliminacion
bioguimica) y excrecion (eliminacion fisica). Ocasionalmente, la excreciéon es facilitada por la
presencia de bombas de eflujo dependientes de ATP.
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Como se ha explicado, los nanosistemas de transporte de farmacos pueden conservar su
integridad luego de alcanzar circulacién general y la cinética de liberaciéon del farmaco puede
ser disefiada, de manera tal de obtener tiempos medios de circulacion sanguinea prolongados.

En relacion a la eliminacion bioquimica del farmaco (mediante biotransformacion o
excrecion facilitada por transportadores de eflujo), las interacciones entre el activas y las
enzimas metabdlicas y/o los transportadores de eflujo estaran impedidas mientras el mismo se
encuentre encapsulado o incorporado dentro del transportador.

En relacién a la excrecion de nanoestructuras, la via de excrecion mas frecuente sera la urinaria.
Segun lo reportado en gran ndmero de estudios, existe acuerdo en que particulas con radio
hidrodinamico menor a 5.5-6 nm son rapidamente excretadas en la orina. Asi, aquellas cuyos
diametros se encuentren por encima de este umbral tenderan a incrementar el tiempo de vida
media del farmaco debido a que no seran eliminadas por via urinaria. Por otro lado, la membrana
basal del glomérulo, al estar compuesta principalmente por glucosaminoglucanos (polisacaridos de
carga negativa), posee permeabilidad selectiva hacia moléculas cargadas, siendo que las
macromoléculas cargadas positivamente seran filiradas mas eficientemente que aquellas anidnicas.

Aunque las nanoestructuras de cierto tamafio podran escapar a la filtracion glomerular, el
mayor inconveniente al que se enfrentaran sera la captacion de ellas por el sistema fagocitico
mononuclear (SFM). Este sistema es una parte del sistema inmune que se compone
principalmente por macréfagos y monocitos y se localiza mayoritariamente en nddulos
linfaticos, pulmones, bazo e higado. El mismo, tiene la capacidad de fagocitar no soélo
microorganismos, sino también cuerpos extrafios (entre ellos a las nanoestructuras). Tal
aclaramiento de las nanoparticulas luego de su llegada a circulacion puede ocurrir muy
rapidamente, incluso dentro de los 5 minutos posteriores al acceso al torrente sanguineo. Es
conocido desde hace tiempo que las propiedades de superficie y tamafio son los principales
determinantes de la distribucién y eliminacion de los nanosistemas. Las nanoparticulas
“desnudas” (sin modificaciones superficiales) adsorben rapidamente proteinas plasmaticas
(principalmente opsoninas) y como consecuencia son rapidamente removidas del torrente
sanguineo por el SFM.

En resumen, el principal mecanismo de aclaramiento de farmacos transportados por
nanosistemas no se corresponde con aquellos mecanismos que efectian la eliminacion de
farmaco libre en sistemas convencionales, sino que es mayormente la respuesta inmune la que
condiciona el tiempo de circulacién sistémica de los nanosistemas; ocasionalmente, para el

caso de nanoparticulas particularmente pequefias, la eliminacion renal puede ser relevante.

Eludiendo la opsonizacién y el sistema fagocitico
mononuclear: sistemas sigilosos

En la seccién anterior se discuti6 que, una vez en circulacion sistémica el destino del

nanosistema (farmaco conjugado con o encapsulado en un nanotransportador) sera, en gran
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parte, la remocion por parte del SFM la responsable de la eliminacion. En otras palabras, luego
de acceder a circulacion el nanosistema sera reconocido por el sistema inmune del “huésped”
y se desencadenara su remocion por parte de los fagocitos. Esto se da a través de la adsorcién
de proteinas del plasma (pertenecientes al sistema inmune) a la superficie de los “cuerpos
extranos” (en este caso los nanosistemas) que se encuentran en la circulacion, haciendo a
éstos “visibles” a los fagocitos, proceso conocido como opsonizacion.

El nivel y la naturaleza exacta de las proteinas plasmaticas que se unen a la superficie de
una nanoestructura esta condicionado por el tamafio, forma, y otras propiedades de la misma
como hidrofobicidad y carga superficiales. Lo anterior condiciona la reaccién inmune que se
desencadena en el organismo. Las inmunoglobulinas y proteinas del complemento son las
principales colaboradoras en el reconocimiento de particulas extrafias por las células del SFM.

Para incrementar la probabilidad de éxito en el transporte de farmacos es necesario
minimizar la opsonizacién y mejorar el tiempo de circulacion de nanotransportadores in vivo.
Esto puede conseguirse recubriendo los nanovehiculos con polimeros o surfactantes
hidrofilicos, o formulandolos con copolimeros biodegradables de caracteristicas hidrofilicas,
como polietilenglicol (PEG), 6xido de polietileno, poloxamina, poloxamero o polisorbatos
(Tween ®20 o Tween ®80).

El PEG es un polimero que ha mostrado ser de gran utilidad para este fin. Los
nanotransportadores “recubiertos” con PEG (“pegilados”) se vuelven “invisibles” al
reconocimiento de las células del sistema inmune y por ello experimentan tiempos medios de
circulacion sanguinea mayores a sus analogos “desnudos”. Aparentemente, este fenédmeno se
logra a través de efectos estéricos y también osmoticos de las cadenas de polimero que
dificultan la adsorcion de proteinas.

Sin embargo, se han encontrado ciertas limitaciones en el uso de nanoparticulas recubiertas con
este polimero. Algunos estudios sefialan que luego de la administracion repetida de sistemas
“pegilados” en animales de laboratorio se desencadena una respuesta inmune que conduce a la
rapida remocion del nanosistema recubierto desde el torrente sanguineo (aclaramiento sanguineo
acelerado, en inglés “accelerated blood clearance”, ABC). De todas maneras, existen evidencias
que este fenébmeno dependerian de la naturaleza y composicion del nanotransportador. A su vez, el
nivel de induccion de respuesta inmune (a causa de la induccién de IgM anti-PEG) estaria

relacionado con el intervalo de tiempo entre una dosis y otra.

Tipos de nanosistemas propuestos como vehiculos
farmacéuticos de ultima generacién

Se ha dicho ya que un nanosistema dado el activo puede incorporarse de diferentes
maneras: encapsulado, adsorbido o unido quimicamente a la superficie del dispositivo.
También, un nanosistema puede estar directamente compuesto por la droga nanoestructurada,

en cuyo caso hablaremos de nanocristales del principio activo.
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Desde el punto de vista de la morfologia o arquitectura de los nanovehiculos, podemos
mencionar los siguientes tipos basicos de nanosistemas (Figura 7.4): liposomas, dendrimeros,
micelas, nanoemulsiones, nanoparticulas y nanogeles. Algunos de estos sistemas pueden
estar compuestos por materiales de muy distinta naturaleza; tal es el caso de las
nanoparticulas, cuya composicion puede incluir materiales poliméricos, lipidicos o inorganicos.
Otros sistemas, por su definicidon, estan restringidos a un determinado tipo de material; por
ejemplo, el término nanogeles se refiere a estructuras obtenidas a partir de compuestos de
naturaleza polimérica. A continuacién se expone una breve descripcién de cada uno de ellos;
debe mencionarse que los nanosistemas de ultima generacidon suelen ser hibridos, en el
sentido de que conjugan distintos tipos de materiales e incluso distintos tipos de nanosistemas

en un sistema de mayor complejidad.

Liposoma Dendrimero Micela

Nanoparticula Nanogel anionico

Y c%@

Figura 7.4. Esquema de diferentes tipos de nanosistemas

Liposomas: han sido utilizados como sistemas de transporte de fdrmacos desde la década
del 60. Se pueden definir como vesiculas en las que un ambiente acuoso es encerrado por una
membrana lipidica, cuyos componentes fundamentales son, generalmente, fosfolipidos. Su
tamafo puede variar desde unos 30-40 nm hasta el orden de los micrémetros, y pueden ser uni
o multilamelares. Las propiedades de los liposomas varian dependiendo de su tamafio,
composicion lipidica y carga superficial, y del método empleado para su preparacion.

El farmaco a transportar puede ser incorporado en el interior acuoso del liposoma o puede
estar asociado a la membrana lipidica del mismo, ya sea por interacciones fisicas 0 mediante
uniones quimicas covalentes.

Por ejemplo, la doxorrubicina es un farmaco anticancerigeno cuyo uso clinico se ve limitado
por sus intolerables efectos adversos, el mas peligroso de los cuales es su cardiotoxicidad.

Este efecto se haya relacionado con la administracién de dosis reiteradas. Cuando se
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administra a pacientes doxorrubicina encapsulada en liposomas recubiertos con polietilenglicol,
la dosis y frecuencia de administracion disminuyen gracias a la mejor habilidad del sistema de
penetrar en el tejido maligno. La dosis acumulada es menor y de esta manera el riesgo

potencial de cardiotoxicidad se ve reducido.

Dendrimeros: El término “dendrimero” procede del griego dendron que significa “arbol” o
‘rama”. Se pueden definir como complejos poliméricos de estructura muy ramificada y forma
generalmente esférica (aunque pueden obtenerse dendrimeros asimétricos y dendrimeros tipo
mofo) que se caracterizan por su particular y bien definida arquitectura tridimensional, su alta
capacidad de funcionalizacién y su baja polidispersion. .

Los dendrimeros constan de una estructura tipo nucleo-capa, la cual posee tres
componentes topoldgicos principales: a) un nucleo focal; b) capas de unidades
constitutivas ramificadas que se repiten dando lugar a las llamadas “generaciones” (cada
capa o ciclo de ramificacion constituye una generacién) y una capa periférica
funcionalizada que podra usarse para ligar quimicamente moléculas de farmaco u otros
ligandos. Las ramas dendriticas confieren arquitectura globular o semiglobular y una
potencial superficie altamente funcionalizada.

Los dendrimeros pueden obtenerse a partir de diversos materiales. Por ejemplo, en los
dendrimeros tipo polipropilen-imina (PPI), el nicleo es 1,4-diaminobutano; para los
dendrimeros poliamidoamina (PAMAM), el nucleo es bien amonio o bien 1,2 etilendiamina. El
farmaco a transportar puede ser asociado al dendrimero de varias formas: por encapsulacion
(inclusién en el nucleo), por oclusion dentro de los canales del dendrimero o por unién quimica

a la superficie (ver Figura 7.5).

Ntcleo Z)

generaciones

2)

Grupos quimicos en la superficie

Figura 7.5. Esquema de la estructura de un dendrimero
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Micelas: son autoensamblados supramoleculares de sustancias anfifilicas que, en
ambientes acuosos, poseen estructuras de tipo “carozo-cascara” (en inglés, “core-shell”). La
mayoria de las micelas de tamafio nanométrico estudiados como sistemas transportadores de
farmacos se componen de polimeros anfifilicos. La fuerza impulsora para el autoensamblado
de los anfiflos en el medio acuoso son sus interacciones hidrofdbicas, cuando su
concentracion supera la concentracion micelar critica.

Los sistemas transportadores de farmacos micelares, segun su composicién, en su mayoria
se pueden clasificar en cuatro grupos: micelas de fosfolipidos, de polimeros plurénicos
(copolimeros de un o6xido de polietileno y una porciéon hidrofébica como un o6xido de

polipropileno), de poli(L-aminoacidos) y de poliésteres.

Nano-emulsiones: son dispersiones de fase oleosa en agua donde la fase dispersa se
compone de goticulas de tamafio nanométrico, estabilizadas por un agente tensioactivo
(surfactante y co-surfactante).

Las nano-emulsiones son atractivas como formulaciones farmacéuticas debido a que se
forman espontaneamente (por lo que suelen ser de facil preparacion), son termodinamicamente
estables y 6pticamente transparentes. El tamafio nanométrico de las gotas de la fase dispersa
previene su sedimentacion y/o coalescencia durante el almacenamiento del medicamento. Por
otra parte, las nano-emulsiones, debido al tamafio nanométrico de sus goticulas, proveen un
area de contacto de fase oleosa-agua mucho mayor que en el caso de las emulsiones

convencionales. Esto facilita la liberacion del farmaco desde la fase dispersa.

Nanoparticulas: Podemos hablar de dos grandes grupos de nanoparticulas:
nanocristales del farmaco y nanoparticulas solidas de un material dado. Segun su
composicién, este ultimo grupo se subclasifica a su vez en: lipidicas, poliméricas,

ceramicas, metalicas, de albumina y nanogeles.

- Nanocristales del farmaco: en el caso de fadrmacos poco solubles en agua o incluso
insolubles tanto en agua como en solventes no polares, una opcion interesante
puede ser dispersar nanocristales del activo en medio acuoso. El estado sélido del
farmaco en nano-suspension es quimicamente mas estable y permite una gran
carga de droga por unidad de volumen, por lo que resulta adecuado para el caso de
compuestos que requieren elevada dosificacion. En la formulacion se suelen
emplear polimeros y surfactantes que recubren la superficie de los nanocristales y

promueven su estabilidad estérica o ionica frente a la agregacion.

- Nanopatrticulas soélidas poliméricas: suelen ser de copolimeros, como por ejemplo:
acido polilactico, acido poliglicdlico, poli-e-caprolactona y polimetilmetacrilato. Estos
polimeros son conocidos por su biocompatibilidad y por la posibilidad de manipular

la tasa de degradacion y, en consecuencia, la velocidad de liberacion del farmaco.
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Nanoparticulas sdlidas lipidicas: son una clase de nano transportadores que permite
el empleo de lipidos fisiolégicos y otros lipidos biocompatibles como parte de su
composiciéon. Esencialmente, su obtencion es similar a la de las nanoemulsiones
excepto porque el componente oleoso empleado se encuentra en estado sélido a
temperatura ambiente, hecho que permite mayor control en la liberacién del activo.
Estos sistemas de transporte cuentan con las ventajas de evitar el uso de solventes
organicos en su preparacion, pudiéndose ademas obtenerse con costos
relativamente bajos; por otro lado, por su carater biodegradable, se estima que se

trataria del tipo de nanosistema con mayor grado de biocompatibilidad.

Nanoparticulas ceramicas: este tipo de particulas suelen componerse de silica,
alimina y/o titania. Presentan caracteristicas favorables, en relacion a las
nanoparticulas poliméricas, como su facil preparacion, la posibilidad de
modificar facilmente su superficie (consiguiendo asi la posibilidad de unir
diferentes ligandos) y la capacidad de incorporar una importante cantidad de
activo en su interior y/o su superficie. Son extremadamente inertes desde el
punto de vista quimico y permiten obtener, de manera relativamente sencilla, el
tamario, forma y porosidad deseados. Cuando entran en contacto con solventes,
no existen fenomenos de hinchamiento o cambios de porosidad relacionados al
pH. Tampoco son susceptibles al ataque microbiano.

Las NPs ceramicas pueden transportar farmacos adsorbidos o absorbidos,
protegiéndolos de la desnaturalizacion inducida por pHs o temperaturas extremos.
Sin embargo, una preocupacion asociada a estas y ofras nanoparticulas
inérganicas, no biodegradables, son las consideraciones respecto a su seguridad
como vehiculo farmacéutico, por un lado, y a su seguridad desde el punto de vista
ambiental. Diversos estudios indican que la exposicién a este tipo de nanosistemas

puede ser altamente toxica.

Nanoparticulas de albumina: la albumina (el componente proteico mayoritario del
plasma) posee en su superficie grupos amino y carboxilato disponibles para formar
enlaces covalentes a través de los cuales es posible anclar un ingrediente
farmacéutico activo.

Este tipo de NPs despierta gran interés para el transporte de ADN (terapias
génicas) debido a que el complejo ADN-albumina podria evitar su reconocimiento y
captacion por el sistema inmune.

Estas NPs constituyen un ejemplo de nanomaterial que ha llegado al mercado.
Abraxane ™ es un producto nanotecnolégico compuesto por NPs de albumina
que transportan el farmaco anticancerigeno paclitaxel, y se hallan indicadas

para el tratamiento de cancer metastasico de mama. La gran eficacia y la
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disminucién de la toxicidad mostrada por Abraxane ™ (en comparacion con la
administracion de Taxol®, la formulacion comercial de paclitaxel libre) pueden
atribuirse a su distribucién pasiva y a su retencién en células enfermas, en
comparacion con el farmaco libre. Ademas, la toxicidad causada por uno de los
componentes del vehiculo (cremophor) empleado en la formulacion de Taxol®

es eliminada en el Abraxane ™.

Nanogeles: son nanobjetos compuestos por redes de polimeros hidrofilicos (o
anfifilicos) entrecruzados. Como en el caso de los geles, los poros de un nanogel
pueden ser ocupados por pequefias moléculas o macromoléculas terapéuticas, y
sus propiedades de hinchamiento, degradacion y funcionalizacién quimica pueden
ser controlados.

Nanoparticulas metalicas: pueden prepararse particulas de metales como cobre,
oro, plata, paladio, 6xido de titanio. En la escala nanométrica, las propiedades
Opticas y fototérmicas de los metales nobles difieren enormemente de las de sus
correspondientes productos a granel. Por ejemplo las nanoparticulas de oro, de
cierto tamafo, presentan una coloracion rojo vino mientras que el oro a granel es de
color amarillo.

Las nanoparticulas de oro poseen gran potencial para el transporte de pequefias
moléculas y biomoléculas como proteinas o ADN hasta sus sitios blanco. El carozo
0 “core” de oro de estas nanopartiulas es quimicamente inerte. Como ventaja
adicional, su superficie es facilmente modificable a través de enlaces tiolato con el
azufre de una gran variedad de moléculas.

Las particulares propiedades opticas y fototérmicas de las nanoparticulas de oro
proviene de las oscilaciones resonantes de sus electrones libres en presencia de luz
(resonancia localizada de plasmoén de superficie), gracias a la cual las mismas
pueden emitir o absorber luz que se transforma rapidamente en calor. En efecto,
emiten un intenso calor cuando son estimuladas con la frecuencia correcta de luz
laser u otra fuente de calor (microondas, radiofrecuencia, ultrasonido, etc.); asi, una
coleccion de pequefias nanoparticulas de oro activadas por la luz puede calentar
localmente un area de hasta mil veces su tamano. El proceso de emision de luz de
estas particulas encuentra una gran utilidad en el diagnéstico por imagenes (la
aplicacion mas desarrollada hasta la fecha); mientras que el mecanismo de
absorcion de luz y su conversion en calor ha abierto grandes expectativas
principalmente en el tratamiento fototérmico laser selectivo de las células tumorales,
pero también en la liberacion de moléculas activas “a demanda” en lugares
especificos del organismo, en la destruccién de virus y bacterias y en la

desnaturalizacién de proteinas y acidos nucléicos.

127



- Las nanoparticulas de plata y de cobre, presentan por si mismas actividad
antimicrobiana ademas de leve efecto antiinflamatorio y facilitador en la cicatrizacién

de heridas.

- Nanotubos de carbono: estos nanomateriales consisten en laminas de grafeno
(material formado por carbono puro, con atomos dispuestos en patréon regular
hexagonal, similar al grafito, pero en una hoja de un atomo de espesor) enrolladas
en una estructura tubular. Pueden clasificarse segun el numero de laminas de
grafeno que los componen. Asi, podemos encontrar nanotubos de una sola lamina,
o de mudltiples laminas.

- Las interacciones de Van der Waals que existen entre los nanotubos de carbono
promueven su agregacion y dificultan su estabilidad cuando se encuentran
dispersos en medios polares, como el agua. Por lo anterior se los suele modificar

superficialmente para sus aplicaciones en solventes polares y medios biolégicos.

- Nanoparticulas magnéticas: en clinica se utiliza 6xido de hierro coloidal formulado
con dextrano como agente de contraste para obtener imagenes por resonancia
magnética. En nanoparticulas suficientemente pequefias podra observarse el
fendmeno de superparamagnetismo: en ausencia de un campo magnético externo,
el momento magnético de cada nanoparticula podra fluctuar aleatoriamente debido
a la temperatura; cuando el tiempo utilizado para medir la magnetizaciéon de las
nanoparticulas sea superior al tiempo de relajacion su momento magnético
aparentara ser cero. Sin embargo, en presencia de un campo magnético las
particulas se alinearan y magnetizaran (adquiriran un momento magnético distinto
de cero). Esta propiedad presenta posibilidades desde el punto de vista biomédico.
En primer lugar, desde luego, la oportunidad de guiar la trayectoria del nanovehiculo
mediante la aplicacién de un campo magnético. Por otra parte, la aplicacion de un
campo magnético alterno produce relajaciones por rotacién del espin y de las
particulas, disipandose energia que puede ser aprovechada en tratamientos de

hipertermia/ablacion de tejidos tumorales.

Los sistemas nano y la toxicologia

Los nanoobjetos podrian provocar efectos a nivel celular que no han sido observados
anteriormente en ensayos in vitro con particulas o estructuras de mayor tamano. Por ejemplo,
podrian causar dafio mitocondrial, estrés oxidativo, alteraciones en la fagocitosis, agregacion
plaquetaria, inflamacion, alteraciones en las organelas y cambios en la morfologia celular, entre

otras. Estos efectos podrian ser particularmente relevantes para particulas que superen el
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tamanio critico para la filtracién glomerular y que por su naturaleza no sean biodegradables (por
ejemplo, nanosistemas metalicos y ceramicos).

La citotoxicidad de los nanovehiculos dependera de diversos parametros tales como
morfologia, carga superficial y tamafo. Algunas caracteristicas como hidrofobicidad y porosidad
podria inducir la produccion de especies reactivas de oxigeno. Los aspectos biolégicos como
tipo de linea celular empleada en los ensayos de citotoxicidad in vitro y el protocolo de
exposicion (por ejemplo densidad celular, concentracion de particulas, composiciéon del medio y
tiempo de exposicion) aun deben ser estandarizados.

Una vez en el interior celular, la toxicidad de los nanomateriales podria originarse por
interacciones indeseadas con el medio celular, que pueden ser causadas por sus propiedades
fisicoquimicas. Estas interacciones podrian influir en eventos celulares, concluyendo en efectos
citotoxicos: alteraciones celulares (tanto estructurales como morfoldgicas), genotoxicidad
(expresion génica, dafio en el ADN, aberraciones cromosomicas, etc) y alteraciones
bioquimicas (como estrés oxidativo, peroxidacion lipidica, activacion de caspasas, etc.) que a
su vez podrian gatillar respuestas celulares diversas (produccion de citoquinas inflamatorias,
irregularidades en el ciclo y proliferacion celular, disminucion de la funciéon mitocondrial, etc.).
Algunos nanomateriales, podrian también alterar el citoesqueleto, lo cual comprometeria la
segregacion de cromosomas, y con ello la divisién celular.

Los efectos téxicos de los nanomateriales raramente ocurren como eventos Unicos,
aislados. En efecto un nanomaterial puede desencadenar una multitud de eventos en el interior
celular. Por ejemplo, la generacion de especies reactivas de oxigeno se encuentra asociada al
estrés oxidativo de la célula, que puede conducir a la muerte celular. Este perfil de toxicidad se
ha observado, por ejemplo, en estudios con nanoparticulas de silica. Nanoparticulas de silica
amorfa y de didxido de titanio inducirian por otro lado respuestas celulares inflamatorias.

En relacion a la toxicidad in vivo de nano-sistemas, segun lo reportado se podria sefialar
que, en general, la interaccién con nanoobjetos biodegradables y no biopersistentes representa
menores riesgos para la salud. La biopersistencia esta relacionada con la incapacidad de
células fagociticas para procesar y eliminar el material, lo que conlleva al estrés oxidativo,
inflamacion crénica, y necrosis o generacién de tumores.

Una reaccion toxica aguda importante luego de la administracion endovenosa de
nanoobjetos es el efecto CARPA (pseudo-alergia causada por la activacion del sistema de
complemento, en inglés “Complement Activation Related Pseudo Allergy”). Esta es una
reaccion de hipersensibilidad mediada por la liberacion de factores inflamatorios desde
mastocitos, iniciada por la activacion del complemento frente a material nanoparticulado, que
no requiere de la presencia de IgE. El distrés cardiopulmonar desencadenado por el efecto
CARPA puede ser letal en individuos susceptibles. El efecto CARPA se ha manifestado ante la
administracion de Doxil® y de liposomas que no contienen PEG, como Ambisome®
(nanosistema compuesto por anfotericina B encapsulada en liposomas, formulacion que se

encuentra en el mercado farmacéutico), entre otras terapias.
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Aun se desconocen las caracteristicas estructurales de los nanoobjetos capaces de gatillar
la activacion de complemento, pero han podido establecerse ciertas generalidades que
permiten predecir la manifestacion del efecto CARPA. Por ejemplo, el complemento se activa
sobre superficies de carga positiva y aunque las cargas negativas o el potencial Z negativo no
son gatilladoras per se de activacion, la misma es sensible a la topografia superficial de cargas
negativas, como ocurre con Doxil, liposomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
metoxiPEGuilados. También se activa frente a la agregacion de nanoobjetos. Pequefios
cambios en la geometria individual de liposomas, redundan en grandes cambios de superficie
total. La deteccion de morfologias heterogéneas en los viales comerciales de Doxil (elongados,
irregulares, agregados), es relevante en términos de activacion de complemento ya que la
misma es sensible a la superficie expuesta.

La intensidad del efecto CARPA puede ser atenuada reduciendo la velocidad de infusion,
diluyendo la concentracion liposomal y premedicando con corticosteroides como dexametasona. En
ocasiones el fendmeno de taquifilaxis permite la desensibilizaciéon previa mediante placebos, como
Doxibo (idéntico liposoma pero carente de doxorubicina) en el caso de Doxil.

Los ensayos in vitro, debido a su falta de estandarizacién y variabilidad, son de momento
poco efectivos para predecir activacion de complemento y otras reacciones in vivo a los
nanoobjetos (aunque actualmente constituyen una linea de investigacion de gran relevancia).
Por otro lado, la reactogenicidad frente a la activacion del complemento es especie-
dependiente, de acuerdo a: cerdos>perros>humanos>conejos>ratas>ratones. Por lo tanto el
modelo animal porcino es el mas adecuado para el estudio pre-clinico del efecto CARPA. A
pesar de lo universal de su empleo, los roedores estan lejos de proporcionar informacion

predictiva tanto de eficacia terapéutica como de la potencial toxicidad de las nanomedicinas.
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