FACULTAD DE FARMACIA

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

TRABAJO FIN DE GRADO
TiITULO:

Sistemas de liberacion controlada de

medicamentos. Aplicaciones biomédicas.

Autor: Virginia Pefa Blanque
D.N.l.: 47297438-P
Tutor: Florentina Niuris Acosta Contreras

Convocatoria: Febrero 2016



INDICE

RESUMEN ....oiiiiiiiiiiiiiiiii e e s ra s 2
PALABRAS CLAVE ...ttt e e e s n s 2
1. INTRODUCCION .....oveeeeieeeeteteee ettt sttt ettt ettt sesesenne 3

1.1. Hidrogeles

1.2. Aptameros.

2. OBJETIVOS .ottt bbb a e 7
3. MATERIALY METODOS........oiiieieeeeeeeeeteteeeeeeeseee s s st es et et esesesesesasesesesesesesasesesesesnns 7
4. RESULTADOS. ...ttt ettt et e e e e e s s s e e e e e s s snnreneeeeeeenas 8

4.1 Hidrogeles funcionalizados con aptameros en el tratamiento del cancer.

4.2. Hidrogeles funcionalizados con aptameros para la captacién y liberacion de
farmacos.

4.3. Hidrogeles funcionalizados con aptameros para la liberacion de proteinas.

4.4. Hidrogeles funcionalizados con aptdmeros para la liberacion de

antibioticos.
D CONCLUSIONES ..ottt ettt ettt et e e e et en e eaeeneanensnensensensenens 16
B, BIBLIOGRAFIA ..o e e e e e e e et e e e e e e e e e eeeseaeeeeeeeseeaseeseneaaeeseseeenesanaans 17



RESUMEN

Las Formas Farmacéuticas de Liberacion Modificada (FFLM) son aquellas en las que la
velocidad y el lugar de liberacién de la sustancia o sustancias activas, es diferente al de
la forma farmacéutica de liberacidon convencional administrada por la misma via. Los
avances biomédicos de los ultimos afos, han hecho posible investigar nuevos sistemas
de liberacién modificada basados en polimeros inteligentes y sistemas poliméricos de
targeting, como es el caso de los hidrogeles funcionalizados con aptameros. En el
presente trabajo se realiza una revisién bibliografica para conocer el uso de estos
sistemas en el tratamiento de distintas patologias y las ventajas que presentan. Los
resultados muestran la capacidad de los hidrogeles funcionalizados con aptameros
para liberar los farmacos de manera controlada y dirigida al lugar de accién, gracias a

su especificidad y afinidad con la molécula diana.

Palabras clave: aptameros; hidrogeles funcionalizados; sistemas liberacién modificada;

biomateriales.

ABSTRACT

Pharmaceutical Dosage Forms for controlled release of therapeutic agents are those
which speed and drug delivery site are different from the native dosage form.
Advances in biomedicine over the last few years have led to investigate new controlled
drug delivery systems based on smart polymers and targeted delivery, such as
aptamers functionalized hydrogels. In the present report, a bibliographical research on
the use of these systems in a variety of diseases has been done, as well as on its
advantages. In the light of the results the aptamers functionalized hydrogels ability is
demonstrated. Therefore these systems can control the release of drugs at a target

site with a desired rate because of its specifity and affinity with the target.

Keywords: aptamers; functionalized hydrogels; controlled delivery systems;

biomaterials.



1. INTRODUCCION

De acuerdo con la Real Farmacopea Espafiola (1), las Formas Farmacéuticas de
Liberacion Modificada (FFLM) son aquellas en las que la velocidad y el lugar de
liberacion de la sustancia o sustancias activas, es diferente al de la forma farmacéutica

de liberacién convencional administrada por la misma via.

Estas formas de liberacion modificada pueden clasificarse atendiendo a su objetivo, es
decir, si pretenden controlar la velocidad de liberacién o el lugar. Asi distinguiremos

entre sistemas temporales o espaciales.

En el primer caso, aquellas que controlan la velocidad de liberacién, pueden a su vez
clasificar en formas farmacéuticas de liberacién retardada, prolongada, sostenida y

pulsatil (1).

e Formas de liberacidon retardada: son aquellas en las que la liberacidon del
principio activo se retrasa, ya que se libera en un momento distinto al de la
administracion pero sin prolongar el efecto terapéutico (2).

e Formas de liberacién prolongada: son aquellas en las que el principio activo se
libera inicialmente en proporcidn suficiente para producir efecto terapéutico y
posteriormente lo hace de forma mas lenta, manteniendo la concentracién
eficaz, con lo que se consigue alargar el efecto terapéutico (2).

e Formas de liberacidn sostenida en las que el principio activo se libera a una
velocidad constante, para evitar las fluctuaciones de los niveles plasmaticos de
principio activo (2).

e Formas de liberacidn pulsatil en las que la liberacidn se produce en distintas

fases.

En los ultimos anos el desarrollo de este tipo de formas farmacéuticas se ha visto
incrementado, ya que aportan ventajas clinicas para el paciente (3). Entre éstas

podemos destacar:

- Reduccién del nimero de dosis del medicamento. El aumento del intervalo
posoldgico mejora en muchos casos la adherencia de los pacientes al

tratamiento prescrito.



- Reduccion de las fluctuaciones de las concentraciones plasmaticas, con ello se
pretende minimizar los efectos adversos asociados a concentraciones toéxicas,
asi como evitar la pérdida de eficacia por niveles subterapéuticos de farmaco.

- Mayor control del lugar de liberacion del farmaco.

- Evitar la degradacion del farmaco en el organismo.

En segundo lugar encontraremos los sistemas espaciales, los cuales buscan la
vectorizacién del farmaco al lugar de acciéon. Estos sistemas estaran formados por la
sustancia activa y el transportador, como es el caso de los hidrogeles. En comparacién

con los sistemas convencionales, los beneficios terapéuticos que aportan son:

- Reduccion de los efectos no deseados.
- Aumento de la eficacia de los principios activos.
- Prevencidn de la biodegradacién del fdrmaco durante su distribucién.

- Acceso a biofase o lugar donde el farmaco ejerce su accién.

Estas caracteristicas junto con los avances biomédicos, ha hecho posible que en los
ultimos afios se hayan desarrollado investigaciones dirigidas al estudio de nuevos
sistemas de liberacion modificada basados en polimeros inteligentes y sistemas

poliméricos de targeting (4).
1.1. Hidrogeles

Los hidrogeles son sistemas tridimensionales poliméricos formados con materiales de
origen natural o sintético capaces de retener una gran cantidad de agua (5-7). En
condiciones fisioldgicas, son capaces de retener una gran cantidad de agua u otros
fluidos bioldgicos y se caracterizan por una viscoelasticidad similar a los tejidos

humanos(7), lo que hace que sean una sustancia ideal para multiples aplicaciones (8).

Durante la fase de hinchamiento, los hidrogeles no se desintegran gracias a la
estructura reticulada. Los entrecruzamientos pueden producirse in vitro, durante la
preparacién del hidrogel, o in situ, es decir, una vez que se encuentra en el organismo
humano (5). Para que se lleve a cabo esta reaccidn quimica es necesario introducir un
agente de entrecruzamiento de bajo peso molecular con un polimero. En el caso de

ausencia de puntos de entrecruzamiento, las cadenas hidrofilicas del polimero se



disuelven en el agua debido a la compatibilidad termodindmica entre ambos. Sin
embargo, cuando estos puntos existen, la solubilidad se compensa con la reduccion de
la elasticidad de los puntos de entrecruzamiento. En el momento en el que las fuerzas

se igualan, el hinchamiento llega al equilibrio (5).

Los hidrogeles pueden clasificarse en funcidn de la naturaleza da las uniones de la red
tridimensional, pudiendo ser de caracter fisico o quimico (6). En el caso de que el
entrecruzamiento sea quimico, las cadenas del polimero se unen por enlaces
covalentes a un agente de entrecruzamiento. Mientras que en el fisico, existen fuerzas
hidrofdbicas, enlaces idnicos y puentes de hidrégeno que hacen que la sintesis de
estos hidrogeles sea mas sencilla, e incluso, que se puedan modificar caracteristicas
como el volumen y la forma. Ademas presentan mejores propiedades toxicoldgicas y

son biodegradables.

Otra de las caracteristicas destacable de estos sistemas es que permiten incorporar
sustancias, en este caso farmacos, para su posterior liberacién. Todo ello hace que sea
posible crear hidrogeles inteligentes, es decir, hidrogeles capaces de reaccionar frente
algun tipo de estimulo como por ejemplo el pH, la luz, la temperatura, radiacion o el
reconocimiento molecular entre otros (7-9). De esta forma la variacion de las
propiedades fisicoquimicas del medio en el que se encuentre el hidrogel, puede
suponer cambios en el tamafio de poro, el volumen o la integridad estructural del
polimero (9) que dan lugar a la liberacién del farmaco. Para evitar la baja afinidad y
especificidad de estos sistemas, se han desarrollado sistemas de funcionalizacién

mediante aptameros.
1.2. Aptameros

Los aptdmeros son acidos nucleicos de cadena sencilla de ADN o ARN, cuya estructura
tridimensional les permite unirse con elevada especificidad y afinidad a la molécula

diana (10).

A la hora de disefiar los aptameros, el primer proceso desarrollado fue el llamado
evolucidn sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial o SELEX (por las

siglas en inglés Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). Este



método fue publicado en 1990 por Tuerk y Gold, y Ellington y Szostak (10) de manera
independiente. El resultado era la obtencidn de oligonucledtidos de una sola cadena
gue se unen especificamente y con gran afinidad a las moléculas diana. Basandose en
la quimica recombinatoria (10) Larry Gold, crea una biblioteca de polinucledtidos que
tienen secuencias conocidas en los extremos 5’ y 3’, denominadas cebadores, mientras
que las regiones centrales estan compuestas por secuencias al azar de 40-60
nucledtidos. Para seleccionar las secuencias de la biblioteca se lleva a cabo la
repeticion sucesiva de las siguientes etapas: incubacién, separacién, elucién,

amplificacién y acondicionamiento (11).

En primer lugar se incuba la biblioteca de oligonucledétidos con la molécula diana de
estudio, hasta conseguir que las secuencias con afinidad por ésta se unan a ella. A
continuacion, las secuencias no enlazadas se separan y descartan mediante diversas
técnicas, entre ellas se encuentra la cromatografia de afinidad. Después, los
oligonucleétidos se separan de la molécula diana y se amplifican mediante PCR
(Polymerase Chain Reaction o en espafiol reacciéon en cadena de la polimerasa).
Finalmente las hebras dobles son separadas para obtener hebras de cadena sencilla.
Este proceso se repite durante varios ciclos, por lo general se realizan de 10 a 15 ciclos
(12) ya que de ello dependera la afinidad de los aptameros. Asi con cada ciclo las
condiciones de interaccién con la diana y de separacidn del resto de las secuencias de
la coleccidn son mas restrictivas y se obtienen aptdmeros cada vez mas selectivos (10).

Una vez finalizado el proceso, se clonan y secuencian.

En comparacién con los anticuerpos, los aptameros presentan una serie de ventajas,
ya que pueden sintetizarse de manera sencilla, econdmica y reproducible, presentan
buena estabilidad, no son inmunogénicos y pueden modificarse facilmente para
mejorar sus propiedades. Asi pueden emplearse de dos formas distintas, como
moléculas efectoras que reconocen una molécula diana y ejercen directamente la
accién, o bien, como vehiculos para la entrega de una molécula secundaria como

farmacos.

Aplicando estos conocimientos a los hidrogeles, la unidon del aptdmero a la diana

puede producir cambios estructurales, que repercuten en las interacciones



establecidas con el hidrogel, pudiéndose dar la ruptura o disociacion y con ello la

liberacidon de farmacos.

Este hecho ha creado nuevas lineas de investigacion, en las que numerosos grupos
estdn desarrollando hidrogeles funcionalizados con aptdmeros para la liberacién
controlada de farmacos para el tratamiento de distintas patologias entre las que
destacan las orientadas a enfermedades hematoldgicas (13) al cancer (10) y la

infeccién por VIH (14).

2. OBIJETIVOS

El objetivo de este Trabajo de Fin de Grado es realizar una revisién bibliografica de los
ultimos cinco afos sobre la tematica de los hidrogeles funcionalizados con aptameros
como nuevos sistemas de liberaciéon de farmacos con utilidad terapéutica. De forma
especifica, se pretende conocer las ventajas de estos sistemas frente a las terapias

tradicionales.

3. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo se ha llevado a cabo una busqueda de articulos
relacionados con hidrogeles inteligentes, aptdmeros e hidrogeles funcionalizados con

aptameros que tengan posibles utilidades terapéuticas.

Cabe destacar, que los articulos aceptados en la revisién han sido aquellos en los que
se han desarrollado geles funcionalizados con aptameros como un nuevo sistema de
liberacion controlada de farmacos. A la hora de seleccionar los articulos para este
trabajo, se ha considerado necesario que los articulos escogidos hubieran sido

publicados en los ultimos cinco afos.

Se valoraron también revisiones bibliograficas sobre aptameros, en las que se revisaba
la evolucidn en las técnicas de obtencién, usos y funcionalizacién de hidrogeles en los

ultimos afios. Ademas de una revision de hidrogeles sobre su clasificaciéon, disefio y



aplicaciones, asi como otra revision del afio 2014 sobre biomateriales funcionalizados

con aptameros.

Para la busqueda bibliografica se realizé una exploracién retrospectiva del tema de
este trabajo en las principales fuentes de informacidon biomédicas durante el periodo
comprendido entre octubre de 2015 y enero de 2016. Las principales fuentes de
informacién biomédica empleadas fueron las paginas web de PubMed y ScienceDirect.
La busqueda se realiz6 en inglés utilizando las siguientes palabras clave: aptamers
(aptadmero), hydrogel (hidrogel), controlled delivery system (sistema de liberacion

modificada).

De dicha busqueda se obtuvieron un total de treinta articulos que eran potencialmente
Utiles para el trabajo a partir del titulo y del resumen. De todos ellos, se descartaron
los articulos en los que a pesar de tratarse de hidrogeles inteligentes, éstos no estaban
funcionalizados con aptdmeros. También se descartaron aquellos relacionados con
aptameros pero que empleaban otros sistemas distintos a los hidrogeles, como eran
nanoparticulas de oro. Y por ultimo, aquellos hidrogeles funcionalizados con

aptameros, cuya finalidad diferia de la liberacion controlada de farmacos.

De esta forma se seleccionaron un total de trece articulos que cumplian con los

criterios expuestos anteriormente.

4. RESULTADOS

Uno de los primeros estudios para demostrar la viabilidad de los hidrogeles
funcionalizados con aptameros (15), fue desarrollado por Soontornworajit et al.
(2010). Para ello seleccionaron un hidrogel de poliacrilamida al cual incorporaron
aptameros de 36 nucledtidos modificados en el extremo 5’, donde se afiadié una
cadena de 10 nucleétidos. Se emplearon aptdmeros de alta y baja afinidad, los cuales
tenian valores de Kp de 25 nM y 220 nM respectivamente. Para comprobar la
incorporacion de los aptameros durante la sintesis del hidrogel, se realizd una
electroforesis en geles de agarosa empleando bromuro de etidio como agente

intercalante. Los resultados obtenidos, mostraban que los geles que habian



incorporado los aptameros, tanto de alta como de baja afinidad, presentaban la misma
intensidad de seifial. Mientras que aquellos hidrogeles que no habian incorporado los
aptameros presentaban una intensidad significativamente menor. A pesar del éxito en
la incorporacion, hubo un 7.3 % de aptameros de ADN que se encontraban libres

después de la polimerizacién del hidrogel.

Para estudiar la cinética de liberacién, incorporaron PDGF-BB, factor de crecimiento
derivado de las plaquetas, al hidrogel funcionalizado con aptdmeros. Asi en las
primeras 24 h del estudio los porcentajes de liberacién de PDGF-BB desde el hidrogel
nativo, el que contenia aptameros de baja afinidad y el hidrogel con aptamero de alta
afinidad fueron 70%, 40% y 10% respectivamente. Durante las 120 h siguientes del

estudio, la liberacion se vio reducida.

Este estudio demostrd el sistema de liberacién sostenida de un hidrogel de
poliacrilamida funcionalizado con el aptdmero anti-PDGF-BB, sentando las bases para

el desarrollo de futuros sistemas de hidrogeles biocompatibles.

4.1. Hidrogeles funcionalizados con aptameros en el tratamiento del cancer

Los avances en investigacion permiten que los fadrmacos empleados en el tratamiento
del cancer sean cada vez mas eficaces, permitiendo obtener mejores resultados y
disminuyendo los efectos secundarios del tratamiento. En la busqueda de terapias con
mayor selectividad por las células cancerigenas se han desarrollado estudios que
emplean geles funcionalizados con aptameros con gran afinidad y especificidad por

este tipo de células.

Recientemente Wang et al. (2015) seleccionaron aptdmeros contra la nucleolina, una
proteina sobreexpresada en las células tumorales, y los incorporaron a los hidrogeles
para controlar la liberacién del farmaco antitumoral doxorrubicina (dox). En su estudio,
los oligonucleétidos modificados en el grupo acrilo (S-A y S-B) se copolimerizan con
acrilamida para dar lugar a conjugados de ADN poliacrilamida (PS-A y PS-B).
Posteriormente la adicion del aptdmero anti nucleolina AS1411 (10) iniciaba la
hibridacién de las cadenas de oligonucledtidos con la secuencia complementaria

correspondiente del aptamero, dando lugar a uniones entre éste y los polimeros



lineales de poliacrilamida (8). La incorporacién del aptamero era verificada mediante
los cambios de viscosidad e imagenes de microscopio electrénico de transmisién
(TEM). Posteriormente se afiadié dox a la mezcla, a un pH distinto para conseguir su
incorporacién. Una vez que se afnade la molécula diana del aptdmero, el AS1411
presenta mayor afinidad por la nucleolina, produciéndose la disolucién del gel como
consecuencia de la disminucién del nimero de enlaces del sistema polimérico. Esto
provoca que el farmaco encapsulado en el interior pueda liberarse en el lugar de

accion.

Para estudiar la liberacion del farmaco, el grupo de Wang recred las condiciones
fisiolégicas. Se emplearon dos variables de estudio. En primer lugar se estudié la
liberacion a distintos pH, observandose que la liberacién era mayor y mas répida en un
pH de 6.3, el cual coincidia con el pH de la superficie de las células tumorales. Asi el
50% de la liberacion se alcanzaba a las 5h y el 80% a las 20h, llegando al estado de
meseta. Mientras que a pH fisioldgico la liberacién era mucho menor, consiguiéndose

una liberacion del 60% a las 20h.

Por otro lado, el estudio demostrd que la liberacidn era mayor cuanto mayor era la
concentracion de nucleolina en el medio, llegdndose a una liberacién constante a

concentraciones superiores de 10 ng.

4.2. Hidrogeles funcionalizados con aptameros para la captacion y liberacion de

farmacos

Actualmente los sistemas empleados para la liberacidn de productos biolégicos como
factores de crecimiento, citoquinas, péptidos y vacunas implican multiples
administraciones y elevadas dosis como resultado de la baja vida media de estos
compuestos y de su rapido aclaramiento en el organismo antes de llegar al lugar de
accion (17). Por este motivo se han desarrollado sistemas poliméricos para conseguir
una liberacién localizada del dichos productos (18,19). Ademas de emplearse como
sistemas de liberacion, los hidrogeles pueden usarse para capturar y liberar factores de
crecimiento (20). Sin embargo el uso de hidrogeles que utilizan ligandos como

heparina o iones metalicos presenta problemas como baja afinidad y especificidad, y
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elevados niveles de toxicidad (21,22) Por este motivo el uso de aptameros supone una

alternativa a estos problemas.

Mark R.Battig et al. (2014) desarrollaron un hidrogel de superporos funcionalizado con
aptameros que pretendia secuestrar PDGF-BB y posteriormente liberarlo (23). Durante
la sintesis se encontraron dos factores criticos a tener en cuenta. En primer lugar la
concentracion inicial de PEGDA (diacrilato de polietilenglicol) en la fase de
polimerizacién debe encontrarse entre el 15y 20% para dar lugar a poros estables, ya
gue a concentraciones inferiores, éstos se colapsaban o no se llegan a formar. Por otro
lado se determind que el aptdmero ejercia un papel fundamental tanto en la sintesis
del polimero, como en la captacién y liberacion de los factores de crecimiento.
También se observd que el aptdmero ideal era el modificado en el grupo acrilo (24). Asi
el Apt-H, un aptamero anti-PDGF-BB, podia adsorber elevados niveles de PDGF-BB con
gran eficiencia. Al variar la secuencia nucleotidica se obtuvieron distintos aptdmeros

gue no eran capaces de captar y retener PDGF-BB con la misma capacidad.

También se observo que la capacidad de retencién del hidrogel estaba relacionada con
el tiempo de liberacidon de los factores de crecimiento, asi a mayor afinidad del
aptamero por PDGF-BB mayor retenciéon y mayor tiempo de liberacion de éstos. Se
concluyd que para aumentar la retencién se podia aumentar la concentracidon molar

del aptamero.

Para estudiar la liberacion del PDGF-BB se usaron dos secuencias complementarias
(CSs) distintas. El uso de secuencias complementarias con las que hibrida el aptamero
puede suponer el cambio de su estado activo al inactivo. Asi, como resultado de la
hibridacién, el aptdmero puede liberar PDGF-BB. En el estudio realizado, se observé
que el aptamero tenia mayor afinidad por la secuencia complementaria con la que

establecia mayor numero de pares de bases.

En comparacién con otros sistemas de sintesis de polimeros, la formacidon de este
hidrogel se realizaba a través de radicales libres y acido acético que generaba burbujas
de gas (23). Este proceso eliminaba y/o inactivaba los posibles organismos bioldgicos
gue pudiese haber en la solucién pre-polimero. Sin embargo los subproductos y

mondmeros que no reaccionaban eran eliminados mediante sucesivos lavados

11



pudiendo dar lugar a la pérdida de factores de crecimiento. Otro de los inconvenientes
que presenta este proceso era la presencia de ligandos, que no se habian incorporado
durante la polimerizacién, ya que podian neutralizar o bloquear la liberacidon de los
factores de crecimiento, pudiendo causar una importante pérdida inicial de dichas

moléculas.

El estudio finalmente demostré que el hidrogel podia retener durante un largo periodo
de tiempo el PDGF-BB, y que la liberacién de éste a su vez podia ser regulada mediante

cambios en la afinidad del aptamero o con el uso de secuencias complementarias.

4.3. Hidrogeles funcionalizados con aptameros para la liberacion controlada de

antibidticos

En la actualidad el tratamiento de las infecciones bacterianas supone un gran reto,
debido al desarrollo de nuevos mecanismos de resistencia durante el tratamiento. Es
por ello que las lineas de investigacion se centran en la creacion de nuevos antibiéticos
y de nuevos sistemas de liberacion de estos farmacos que permitan un uso mas

efectivo (25).

Siguiendo esta ultima estrategia Zhang et al. (2012) crearon un hidrogel mediante una
polimerizacién de radicales libres empleando polietilenglicol (PEG), persulfato de
amonio (APS) y diamina de tetrametiletileno (TEMED). Posteriormente se incorporaron
al hidrogel dos aptdmeros (oligo 1 y 2) con la misma composicion pero distinta
secuenciacion, modificados en el extremo 5’ con un grupo acido y una cadena de 6
carbonos. Al igual que en otros estudios, para comprobar la incorporacién de los
aptameros se realizé una electroforesis en gel, obteniéndose un porcentaje de

incorporacion de alrededor del 80%.

Para estudiar la liberacion del farmaco, se dejo incubar el hidrogel en tetraciclina
durante 12 h la noche anterior al estudio. Los resultados obtenidos mostraban que la
incorporacion de tetraciclina en los hidrogeles con el oligo 1 y 2 eran similares y tres
veces superior a la del hidrogel nativo. En cuanto a la liberacién, durante la primera
hora de estudio el porcentaje liberado desde el gel nativo era del 60%, mientras que

en los otros hidrogeles era inferior al 30%.
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Durante el estudio se observd que el incremento en la concentracion de
oligonucleétido suponia un incremento en la incorporacion de tetraciclina en el
hidrogel y por tanto en el aumento de la cantidad liberada. Sin embargo en el gel
nativo, no se observaban cambios significativos al aumentar la concentracién de
farmaco ni del coeficiente de particion. En el caso de los hidrogeles funcionalizados, el
coeficiente de reparto aumentaba conforme se incrementaba la concentracién de
farmaco hasta llegar a la concentracién de 100 pg/ml donde se producia un descenso
de éste. El incremento del coeficiente de reparto se explica por la formaciéon de un
mayor numero de complejos aptdmero-farmaco, lo que provoca el aumento de la
cantidad de tetraciclina que difunde a través del hidrogel. Por otro lado, el descenso
del coeficiente puede deberse a que a partir de concentraciones superiores a 1ImM, la
incorporacion del aptamero al hidrogel es menos eficiente, por lo que serd necesario
estudiar en un futuro formas de optimizar las condiciones de incorporacion de los

aptameros.

Para estudiar el efecto de los hidrogeles sobre E.coli DH5a se sembraron placas de
agar con agujeros donde se incorpord el hidrogel. Se observé que el ratio de inhibicién
de crecimiento era mayor en los hidrogeles con oligonucleétidos. En todos los casos,
conforme pasaba el tiempo este ratio disminuia, aunque los geles funcionalizados eran
capaces de inhibir el crecimiento de las bacterias a las 48h y formar areas de inhibicién

en la placa de agar.

4.4. Hidrogeles funcionalizados con aptameros para la liberacion controlada de

proteinas

Para llevar a cabo la liberacién de proteinas se han desarrollado numerosos hidrogeles
inyectables in situ, sin embargo en muchos casos, como consecuencia de su elevada
permeabilidad se ha producido una liberacién rapida de las proteinas que el hidrogel
contenia (26). Por ello Soontornworajit et al. (2010) desarrollaron una estrategia para
sintetizar in situ hidrogeles inyectables que liberasen proteinas de manera controlada,

empleando para ello aptameros.

El aptamero empleado en este caso era frente al factor de crecimiento derivado de las

plaguetas (PDGF-BB). Se llevd a cabo una modificacién aleatoria de la cadena de diez
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nucledtidos incorporada en el extremo 5’ de la region esencial del aptamero o bien, la
mutacion de nucledtidos esenciales para crear una serie de aptdmeros con los que
estudiar la liberacion de las proteinas (26). De esta forma se obtuvieron diez
aptameros que diferian en la secuencia de la regiéon no esencial, se denominaron con
la letra S y un nimero del uno al diez. En el caso de las mutaciones se obtuvieron tres
aptadmeros que Unicamente diferian en el nucleétido del extremo 3’, de esta forma en
funcién del nimero de mutaciones respecto al aptdmero S1 existian M1, M2 y M3 con

una, dos y tres mutaciones respectivamente.

En estudios anteriores se determiné que el aptdmero anti PDGF-BB presentaba 36
aptdmeros esenciales, sin embargo el resto de nucledtidos influian en la adopcidn de la
estructura secundaria éptima para la unién con la molécula diana. Basandose en la
obtencién de distintas estructuras secundarias, se esperaba que sélo los aptameros
qgue fueran similares al aptamero original tuvieran capacidad de unién al PDGF-BB. Sin
embargo los datos que obtuvieron en la resonancia plasmatica de superficie (SPR)
demostraron que los aptdmeros S2, S3, S4, S6, S9 y S10 presentaban la misma
capacidad de unién que el S1. Esto puede deberse a que en la SPR se emplea un
tampodn con proteinas, que pueden competir con las cadenas de nucledtidos en la
union a los nucledtidos esenciales. En el caso de que la interaccidon intermolecular
entre las proteinas y los nucleétidos esenciales sea mayor, en presencia de la molécula
diana, la cadena adicional no interfiere en la formacion de la estructura secundaria.
Ademads otros estudios han demostrado que los aptameros pueden sufrir cambios
conformacionales una vez que se unen a la diana, manteniendo la unién a ésta. De
esta forma, los aptameros con cadenas adicionales pueden presentar estos cambios
una vez unidos a la molécula diana. Asi se concluyd, que los nucleétidos esenciales
determinaban la estructura funcional y las variaciones en los nucleétidos no esenciales

no varian significativamente la afinidad del aptamero.

En el caso de los aptameros mutados, todos ellos presentaban estructuras similares
aungue su capacidad de union a PDGF-BB diferia significativamente respecto a S1.
Ademads se observd que cuanto mayor era el nimero de mutaciones, menor era esta
capacidad. Esto se debia a que los nucledtidos mas proximos a los extremos de la

secuencia, se encargan de estabilizar la estructura funcional. De esta forma, al mutar
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estas regiones se reduce la estabilidad y la presencia de la molécula diana no puede

revertir la situacion.

Para la formacién del hidrogel, emplearon el copolimero Poloxamero 407°® (27) ya que
es considerado un modelo exitoso para los estudios de perfiles de liberacion de
farmacos (26). Se trata de un copolimero sintético anfifilico constituido por una cadena
hidrofébica de polioxipropileno (POP), flanqueada por dos cadenas hidrdéfilas de
polioxietileno (POE). En este caso el desarrollo del hidrogel se realiz6 de manera
distinta a estudios anteriores, asi no era necesaria una conjugacion quimica entre el
aptamero y el hidrogel. El sistema sélo requiere de la mezcla fisica de los
componentes: los aptameros, las proteinas y la solucién del polimero. A diferencia de
otros estudios, los aptameros libres pueden eliminarse antes de mezclarse con el resto
de componentes. Sin embargo este hecho puede provocar que los hidrogeles no se

funcionalicen.

En cuanto a la liberacién del farmaco y la disolucion del gel, ambas han sido estudiadas
en estudios previos, demostrando que siguen una cinética de orden cero (26). Si se
compara un hidrogel sin aptamero, la liberacién de PDGF-BB es mds rdpida y sigue una
cinética de orden cero, lograndose liberar en torno al 80% de la proteina en el primer
dia. Sin embargo, en el caso de los hidrogeles funcionalizados con aptameros esta
liberacion se reduce, siendo ésta mds prolongada en el tiempo. De esta forma se
consigue liberar un 14% en las dos primeras semanas. La gran diferencia entre ambos
radica en que en los hidrogeles funcionalizados, los aptdmeros funcionan como sitios
de afinidad para las proteinas, creando fuertes interacciones que impiden la difusién

de las proteinas y retrasan su liberacién del hidrogel.
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5. CONCLUSIONES

Los recientes progresos en el desarrollo de biomateriales han permitido expandir el
concepto de éstos. Gracias a las éptimas caracteristicas de los hidrogeles, asi como a la
afinidad y especificidad de los aptdameros ha sido posible la creacidn de sistemas de
liberacion modificada de farmacos para distintas patologias.

Esta modificacion en la liberacién puede llevarse a cabo de distintas formas, tal y como
se muestra en los estudios. Asi podremos:

- Aumentar la concentracién de aptamero, que conlleva un aumento en la
cantidad de farmaco retenido y por tanto la liberacion de éste serd mas
prolongada en el tiempo.

- Incrementar la afinidad del aptamero, mediante modificaciones en la secuencia
de oligonucledtidos.

- Incorporar secuencias complementarias para modular la liberacion del
farmaco.

De esta forma los estudios descritos en esta revisién han demostrado las grandes
ventajas de estos biomateriales, ofreciendo nuevas estrategias terapéuticas para
numerosas patologias.

Sin embargo, debido a su reciente aparicidn, todavia es necesario realizar estudios in
vivo que avalen los buenos resultados que se han obtenido en los estudios in vitro. Adn
asi, las perspectivas de futuro para los hidrogeles funcionalizados con aptameros

como biomateriales para la liberacion controlada de farmacos es prometedora.
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