REAL ACADEMIA
GALEGA DE CIENCIAS

LA NATURALEZA COMO FUENTE DE
INSPIRACION EN EL DISENO DE
NANOMEDICAMENTOS

Excma. Sra. Diia. Maria José Alonso Fernandez

Discurso de Ingreso como Académica de Niumero

Santiago de Compostela, 12 de Noviembre de 2014



INDICE

PROLOGO

DISCURSO

I. La evolucién en el disefio de medicamentos y el origen de la nanotecnologia
farmacéutica

Il. El disefio de nanotransportadores capaces de superar las barreras biolégicas

lll. El disefio de materiales bioinspirados y su comportamiento biolégico

lll.a. Lipidos
lIl.b. Proteinas:

lll.b.1. Los anticuerpos monoclonales
[ll.b.2. La albamina

lll.b.3. El coldgeno

[ll.b.4. La protamina

[ll.b.5. La fibroina

lll.c. Polisacéridos:

lll.c.1. El quitosano
[ll.c.2. El &cido hialurénico

IV. El disefio de nanotransportadores bioinspirados

IV.a. Transportadores naturales bioinspirados

IV.a.1l. Células humanas
IV.a.2. Microorganismos
IV.a.3. Exosomas

IV.b. Transportadores sintéticos bioinspirados, constituidos a partir de
materiales naturales

IV.b.1. Liposomas
IV.b.2. Nanoparticulas y nanocapsulas



V. Aportaciones del grupo de investigacion NANOBIOFARMACOS al disefio de
nanotransportadores sintéticos bioinspirados

V.a. Las nanocdpsulas y nanoparticulas de quitosano como sistemas de
transporte a través de mucosas

V.a.l. Administracién por via ocular
V.a.2. Administracién por via nasal
V.a.2. Administracién por via oral

V.b. Las nanocépsulas y nanoparticulas de protamina como sistemas de
transporte de antigenos

V.c. Las nanocapsulas de acido hialurénico como sistemas de transporte de
farmacos antitumorales

VI. Conclusiones y perspectivas futuras

REFERENCIAS



Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia Galega de Ciencias,
Excmos. Sras. y Sres. Académicos,
Autoridades,

Sras., Sres., amigas y amigos,

PROLOGO

En primer lugar quiero expresar mi agradecimiento a los miembros de la Real
Academia de las Ciencias de Galicia que han avalado y apoyado mi candidatura como
Académica de numero. Me siento muy honrada de formar parte de esta Academia y de
poder contribuir a su actividad en pro de la ciencia.

Hoy se me presenta una ocasion formidable para hacer referencia a todas las
personas de quienes he aprendido, con quienes he compartido mis grandes
satisfacciones, pero también mis pequefias frustraciones, dudas y preocupaciones que
con frecuencia acompafian en la bisqueda de lo desconocido en este maravilloso
mundo de la ciencia. Debo centrar mi agradecimiento en aquellas personas que han
tenido una influencia mas directa, pero soy consciente que son muchos mas de los
gue aqui menciono, los que me han ayudado en mi desarrollo personal y profesional.
Sin duda, las personas que méas han influido en mi carrera cientifica son aquéllas con
guienes me he formado, los profesores Patrick Couvreur, Robert Langer y, de forma
muy especial, mi maestro y mentor, el profesor José Luis Vila Jato, con quien me inicié
en la carrera investigadora en el afio 1981. Quiero aprovechar esta ocasion para
agradecerle la confianza que depositdé en mi y las alas que me dio en un momento en
que este tipo de libertad era ciertamente excepcional. Quiero agradecerle igualmente
por haber propiciado la apertura de nuestro departamento al exterior, promoviendo la
colaboracion con la industria y las relaciones internacionales; todos sus discipulos nos
hemos beneficiado de ello y es digno tenerlo presente.

Ademés del apoyo e influencia de mis maestros, en mi contribucién a la ciencia he
contado con un equipo de colaboradores que me han mostrado siempre un apoyo
incondicional y entre los que quiero destacar especialmente a Loli Torres, quien
gracias a la ciencia se ha convertido en una de mis mejores amigas y aliadas. Pero he
de reconocer que toda mi trayectoria no hubiese sido posible si no hubiese contado
con discipulos del maximo nivel y de quienes me siento muy orgullosa. Muchos de
ellos ocupan cargos relevantes en la universidad y en la industria farmacéutica y con
algunos de ellos, como son Marcos, Noemi, Maria y Desirée tengo el gusto de estar
colaborando actualmente.

Mas alla de todo reconocimiento profesional, tengo claro que mi trayectoria se debe
sobre todo a mis padres, a quienes considero verdaderamente sabios al ser capaces
de reconocer, en un entorno muy desfavorable, la importancia de una formacion a la



gue ellos nunca pudieron acceder. Ese ha sido su gran legado, por el que me siento
orgullosa de haberlos tenido como padres. Y quiero agradecer también muy
especialmente a mi marido Ramon y mi hijo Javier Gang, quienes me aportan una
felicidad sosegada y, con ella, la inspiracién y el empefio en mi trabajo. Ademas de
mis padres, tenerlos a ellos es el mayor privilegio que la vida me ha dado.

En este discurso de ingreso he querido abordar un tema que me ha maravillado a lo
largo de mi trayectoria, que es lo que la naturaleza ofrece como fuente de inspiracién
en el desarrollo de nuevos medicamentos. Y con esto, no me estoy refiriendo
Unicamente al conocimiento necesario de nuestra biologia, sino también a la
observacion del comportamiento de la naturaleza en general. Porque, como se suele
decir, la naturaleza es sabia y cada molécula tiene su funcién y su razén de ser; por
tanto cuando mas observemos y conozcamos la naturaleza, mas posibilidades
tendremos de progresar en el desarrollo de medicamentos, a través de la simulacion
de los comportamientos naturales de los seres vivos.

Por ello, a lo largo de mi discurso, abordaré en primer lugar la complejidad asociada al
disefio y desarrollo de nuevos medicamentos, y la importancia de la interaccién del
farmaco con su entorno biolégico en su camino hacia la diana terapéutica.
Seguidamente, haré hincapié en el potencial que ofrece la nanotecnologia a la hora
de resolver los problemas de los farmacos vy, en particular, su utilidad para facilitar la
superacion de todas las barreras biol6gicas que el farmaco ha de afrontar. Dentro de
las nanotecnologias disponibles en el momento actual, me centraré en aquéllas
bioinspiradas por la naturaleza. Esta inspiracién se centra en el uso de materiales
presentes en los seres vivos y que presentan propiedades y comportamientos de
interés para el transporte y liberacién de farmacos en el organismo. Pero ademas, esta
inspiracion incluye el disefio de nanoestructuras basadas en la simulacion del
comportamiento biolégico de organismos vivos. En este proceso de simulaciéon o
mimetizacién cabe incluir sistemas naturales modificados y sistemas sintéticos, siendo
éstos Ultimos aquéllos en los que he centrado mi actividad investigadora. Asi,
finalizaré mi discurso presentando nanoestructuras innovadoras disefiadas en mi
grupo de investigacion y las mdultiples aplicaciones de que han sido objeto hasta el
momento. Esta reflexion comparativa de lo que ofrece la naturaleza y lo que hemos
disefiado, sin duda pondra de manifiesto las multiples incertidumbres a las que nos
enfrentamos los que nos dedicamos a la ciencia relacionada con el comportamiento
bioldgico del ser humano y el modo de interferir en esa biologia a través del
medicamento.

Con esto quiero finalizar dedicando este discurso a mi hijo Javier Gang, quien me
hace pensar cada dia y cuestionarme el porqué de las cosas con un sentimiento de la
mayor felicidad.



DISCURSO

I. La evolucién en el disefio de medicamentos y el origen de la nanotecnologia
farmacéutica

El modo en que se han venido disefiando los medicamentos a lo largo de la historia ha
evolucionado significativamente. Partiendo simplemente de probar los remedios que
ofrecia la naturaleza, el siglo XX propicié el desarrollo espectacular de la sintesis
guimica y, con ello, la produccién masiva de medicamentos. Esta sintesis, inicialmente
basada en producir las moléculas, para las que de modo intuitivo se les suponia una
accion, dio paso al disefo racional de farmacos. Sin embargo el limitado conocimiento
biologico existente en aquel momento hizo que esta tendencia diera lugar a escasos
resultados. El reconocimiento de este hecho se tradujo en un impulso hacia el estudio
de la biologia humana y, con ello, al auge de la biologia molecular y celular. Asimismo,
y ante las nuevas capacidades que en la década de los 80 empezaron a ofrecer las
tecnologias de la informacion, se propicié el estudio robotizado de nuestra biologia y
con él, el nacimiento de las llamadas “ciencias OGmicas” (farmacogendmica,
prote6mica, lipidomica, ... etc.). Las capacidades de los sistemas robotizados fueron
propuestas ademas para proceder a un screening masivo de moléculas, tratando de
identificar de una forma iterativa posibles candidatos a farmacos y la identificacion de
dianas biolégicas.

Simultineamente a esta evolucion en el proceso de disefio de los farmacos, el
nacimiento de la biofarmacia y farmacocinética en la década de los afios 50, permitié
iniciar el desarrollo del conocimiento en torno a la interaccion de los farmacos con el
organismo. Este conocimiento ha dado lugar a una mejor percepcion de la
extraordinaria complejidad de los eventos a los que se enfrenta un farmaco en su
transito por la biologia humana. Con ello, la tecnologia farmacéutica se fue
modernizando pasando de tener un papel meramente fisico, de empaquetado, a un
papel esencial en la respuesta y toxicidad de los farmacos. Esta capacidad ha
contribuido en gran medida el nacimiento de la nanotecnologia farmacéutica. Este
concepto que, en general, se asocia al de nanomedicina, se refiere al uso de la
nanotecnologia para el desarrollo de medicamentos, entendiendo como tal cualquier
sustancia utilizada para prevenir, diagnosticar o curar enfermedades. Por tanto,
asociados al término de nanomedicamento, debemos incluir los nanosistemas de
diagnéstico y las nanovacunas.

El desarrollo de nuevos farmacos ha venido fundamentalmente ligado a la
identificacion de dianas terapéuticas, haciendo escasa consideracién a los aspectos
farmacocinéticos y partiendo Unicamente de la premisa de la necesidad de un bajo
peso molecular y un caracter moderadamente lipofilico. Es decir que, salvo los
estudios farmacodinamicos relacionados con la interaccién del farmaco y su diana



terapéutica, el conocimiento del resto de los eventos a los que se enfrenta el farmaco
en su transito por el organismo, se ha simplificado, asumiendo en general que las
moléculas difunden libremente segun procesos de difusion pasiva. Sin embargo, este
planteamiento simplista, unido a los sistemas de produccién y screening masivos, han
dado lugar a que se hayan despreciado muchos compuestos, potenciales candidatos a
farmacos, por no disponer de las caracteristicas biofarmacéuticas y farmacocinéticas
gue se consideraban indispensables. Asi, ante la reconocida ineficiencia de este
planteamiento y las dificultades para disefiar nuevos farmacos, en los Gltimos afios
hemos asistido a un cambio de paradigma. Se ha asumido que el mundo de los
farmacos de bajo peso molecular y moderado caracter lipofilico es reducido y que
necesitamos planteamientos mas innovadores que permitan disefiar y hacer factible la
administracibn de moléculas complejas. Surge asi la biotecnologia aportando
moléculas tales como los péptidos, las proteinas, los anticuerpos monoclonales y una
amplia variedad de moléculas basadas en acidos nucleicos, moléculas con frecuencia
ligadas al concepto de terapia génica. A esta tendencia ha contribuido ademés la
guimica bioldgica, permitiendo en la actualidad obtener péptidos sintéticos y modificar
guimicamente esta serie de moléculas complejas.

A esta conjuncion de la quimica, la biologia y la biotecnologia, se ha unido también la
nanotecnologia farmacéutica. La nanotecnologia ha dado lugar al desarrollo de
nanoestructuras transportadoras que confieren a los farmacos una habilidad para
superar barreras bioldgicas, asi como una capacidad de orientacion y acceso a la
diana terapéutica.

Il. El disefio de nanotransportadores capaces de superar las barreras bioldgicas

Desde el momento en que un farmaco se administra y ejerce su accion hasta que se
elimina, transcurren numerosos eventos que representan continuos retos en el devenir
de los farmacos en el organismo. Segun se refleja en la Figura 1, asumiendo que el
farmaco se administra por via intravenosa, nos encontramos con que puede ser
rapidamente degradado en el torrente sanguineo, a la vez que ser objeto de una
distribucién indiscriminada. Es decir que el fArmaco puede pasar a acumularse no
Unicamente en el 6rgano diana, sino también en lugares no deseados, propiciando asi
la aparicion de efectos adversos. La importancia de esta distribucion indiscriminada
depende del balance toxicidad/eficacia inherente al farmaco, pero existen numerosos
ejemplos de farmacos cuya toxicidad puede resultar dramatica para el paciente. La
necesidad de modificar el perfil de biodistribucién de los farmacos ha dado lugar al
concepto de “drug targeting” u orientacion selectiva. Este concepto ha venido asociado
a la aplicacion de la nanotecnologia al disefio de transportadores capaces de conducir
al farmaco a su lugar de accion.



Sin embargo, la administracion intravenosa se ha de restringir al ambito hospitalario y
el resto de las modalidades de administracion de farmacos, y de forma notable la
administracion oral, llevan anejas barreras que resultan muy dificiles de franquear
sobre todo para las moléculas complejas de Ultima generacién a las que me he
referido en el apartado anterior. En efecto, a la hora de abordar cualquiera de las
barreras mucosas o la piel, nos encontramos con que muchos farmacos no son
capaces de superar el papel defensivo y biolégico de esas barreras. Mas
concretamente, muchos de ellos sufren procesos degradativos y, en general, no son
capaces de atravesar el moco y los epitelios restrictivos caracteristicos de esas
barreras. Ademas de ello, existen las limitaciones anatémicas que dificultan el
contacto de las moléculas activas con el epitelio absorbente. Y todas estas barreras se
justifican por el simple hecho de que nuestro organismo no estéa légicamente disefiado,
o dicho de otro modo, no ha evolucionado cara a conseguir una administracion
eficiente de los farmacos, sino mas bien para protegernos de agentes externos que
puedan ser nocivos y promover Unicamente la absorcion de nutrientes esenciales para
la salud.

LUGAR de ORGANOS DE OTROS
ACCION ELIMINACION ] ORGANOS
RESPUESTA
TERAPEUTICA EFECTOS ADVERSOS

_,fi'timin_i st_raciah,__
TV
! | |

BARRERAS: Administracion oral, nasal, ocular, pulmonar

Figura 1. llustracion de los eventos a los que se enfrenta un farmaco tras su
administracion a un organismo.

La nanotecnologia surge de la necesidad de facilitar a las moléculas activas el acceso
a su diana terapéutica, pasando a tener una funcion primordial en la administracion de
farmacos complejos. De este modo, y segun se muestra en la Figura 2, hasta el
momento se han disefiado una amplia variedad de nanoestructuras de composicién y
arquitecturas muy variables y con un diverso espectro de aplicaciones. En algunos
casos, como es el tratamiento del cancer o infecciones severas, las nanoestructuras
se disefian con la finalidad de modificar su biodistribucién y promover su acumulacion
en el érgano o tejido diana, en otros, como es el caso de las vacunas, la finalidad es la
de facilitar su presentacion al sistema inmune y, con ello la generacion de una
respuesta inmune protectora y en otras muchas situaciones, el objetivo se centra en
hacer viable el transporte de la molécula a través de superficies mucosas, tales como



la mucosa intestinal, la nasal, la pulmonar, la ocular, la sublingual, la bucal, y también
a través de la piel. En el apartado V se presentan ejemplos especificos de estas
aplicaciones, los cuales han sido fruto de la actividad de mi equipo de investigacion.

lll. El disefio de materiales bioinspirados y su comportamiento biolégico

lll.a. Lipidos

Los lipidos cumplen funciones diversas en los organismos vivientes, entre ellas la de
reserva energética (como los triglicéridos), la estructural (como los fosfolipidos de las
bicapas) y la reguladora, hormonal y de comunicacion celular (como las vitaminas
liposolubles y las hormonas esteroides). Ademas estan los acidos biliares, los cuales
tienen una funcion transportadora de los lipidos de la dieta a través de la pared
intestinal, siendo esta actividad promovida por los acidos biliares.

Manoparticulas  Nanocapsulas Liposomas Micelas Dendrimeros
; s
Palimero-farmaco Polimero-proteina Anticuerpo-  Anticuerpo*pélimero
conjugados conjugados farmaco conjugados
conjugados

Figura 2. llustracion de la estructura de nanosistemas de liberacion de farmacos

Los lipidos han estado siempre presentes en la formulacién de los farmacos bajo la
forma de soluciones oleosas, emulsiones y tensoactivos (ej. fosfolipidos). Ademas,
representan el constituyente esencial de las primeras nanoestructuras propuestas
como sistemas de transporte de farmacos en el organismo, los liposomas.
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Ill.b. Proteinas

Las proteinas desempefian un papel fundamental para la vida y son las biomoléculas
mas versétiles y diversas. Son imprescindibles para el crecimiento del organismo vy
realizan una enorme cantidad de funciones diferentes, entre las que destacan su
funcidn estructural. La proteina mas relevante en cuanto a su funcién estructural es el
colageno. Destacan ademdas la funcion inmunoldgica (anticuerpos), enzimatica,
contractil (actina y miosina) y una amplia variedad de funciones asociadas a una
extensa lista de proteinas.

Desde el punto de vista de su utilizacion en el disefio de transportadores bioinspirados
destacan los anticuerpos monoclonales por su funcion de direccionamiento, las
proteinas que circulan en sangre, como es la albumina y las que tienen funciones
estructurales, tales como el colageno, la protamina o la fibroina, presentes en
diferentes organismos animales y a las que me referiré a continuacion.

lll.b.1. Los anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son capaces de reconocer y unirse especificamente a
numerosas moléculas, fundamentalmente a aquélla de naturaleza proteica. Gracias a
esta capacidad han sido muy utilizados en el &mbito del diagnéstico para la deteccion
de hormonas, vitaminas, citocinas, alérgenos, asi como de numerosos marcadores
tumorales y una amplia variedad de marcadores asociados a muchas enfermedades.
Por estas propiedades los anticuerpos monoclonales son las sustancias mas utilizadas
en el ambito del diagnostico clinico, asi como en la identificacion de marcadores y
dianas terapéuticas.

Ademas de las aplicaciones en el diagndéstico de enfermedades y en el descubrimiento
de farmacos, destacan las aplicaciones terapéuticas de los anticuerpos monoclonales
como tales o como vehiculos transportadores de otros farmacos. Entre las
aplicaciones especificas de los anticuerpos monoclonales como farmacos destaca su
uso en el tratamiento de enfermedades autoinmunes, como por ejemplo la artritis
reumatoide, el cancer o la inmunosupresion. Por otro lado, desde hace décadas se ha
explorado el uso de anticuerpos para conseguir la orientacion selectiva de farmaco
hacia las células diana que presentan en su superficie un antigeno capaz de ser
reconocido por el anticuerpo. Esta aplicacion ha sido estudiada bajo la forma de
conjugado de anticuerpo con farmaco o bien bajo la forma de anticuerpo unido
covalentemente a estructuras nanométricas. Desafortunadamente, a pesar del
esfuerzo realizado en esta linea, las formulaciones basadas en esta estrategia no han
conseguido llegar al mercado. Las razones que justifican el escaso éxito logrado hasta
el momento podrian encontrarse en la limitada especificidad de los anticuerpos por las
células diana, en las dificultades para su manipulacion de forma que mantengan su
especificidad y funcionalidad tras su administracion in vivo y, por ultimo, en los
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posibles efectos adversos, en particular de naturaleza inmunolégica, asociados a la
modificacion de los anticuerpos. Sin embargo, a pesar de estos inconvenientes, el
analisis realizado de los estudios actualmente en fase clinica permite prever un futuro
prometedor para el uso de anticuerpos como transportadores de farmacos indicados
en tratamientos especificos (Janthur et al., 2012)

I11.b.2. La albimina

La albumina es una proteina que se sintetiza en el higado y se encuentra en gran
proporcion en el plasma sanguineo, siendo la principal proteina de la sangre, y una de
las mas abundantes en el ser humano. Esta proteina desempefia fundamentalmente
una funcién de transporte de diversos componentes bioldgicos (hormonas, acidos
grasos, bilirrubina, ... etc.), asi como de farmacos. De hecho, la mayor parte de los
farmacos se unen en una gran proporcion a proteinas plasmaéticas.

La albumina ha sido uno de los primeros biomateriales utilizados en la elaboracion de
nanoparticulas como sistemas de liberacion de farmacos (Birrenbach, 1973;
Birrembach y Speiser,1976)). A pesar de su desarrollo temprano, hubieron de pasar
varias décadas para que este tipo de nanoparticulas pudiese ver la luz en el mercado
como sistemas de transporte de farmacos antitumorales (Gradishar et al. 2006)

Ill.b.3. El colageno

El coldgeno es una proteina que forma fibras que se encuentran en todos los
animales. El coladgeno es secretado por las células del tejido conjuntivo como los
fibroblastos, asi como por otros tipos celulares. Es el componente mas abundante de
la piel y de los huesos, cubriendo un 25% de la masa total de proteinas en los
mamiferos. Las fibras colagenas son flexibles, pero ofrecen gran resistencia a la
traccion. Cuando el coldgeno se desnaturaliza por ebullicibn y se deja enfriar,
manteniéndolo en una solucién acuosa, se convierte en una sustancia muy conocida,
la gelatina.

Tanto en forma de colageno como de gelatina, esta proteina ha recibido gran atencién
como biomaterial en el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos (Nezhadi et
al., 2009; Sripriyalakshmi et al., 2014) y también en ingenieria de tejidos (Santoro et
al., 2014).

[ll.b.4. La protamina

Otro péptido con demostrada capacidad para aumentar la permeabilidad de epitelios
es la protamina (Reynolds et al. 2005). La protamina es un polipéptido rico en arginina
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gue es sintetizado en la dltima etapa de la espermatide de muchos animales y plantas,
siendo su papel fisioldgico la condensacion del ADN (Balhorn R, 2007).

La protamina es utilizada actualmente como excipiente farmacéutico y como farmaco.
Asi, se encuentra en el mercado una formulacion que consiste en un complejo de
protamina-insulina que da lugar a una cesién sostenida de la insulina. Por otro lado, ha
sido comercializado como farmaco antagonista de la heparina y, por tanto capaz de
revertir el efecto de la heparina en situaciones de hemorragias.

Ademds, este polipéptido ha sido objeto de estudio en numerosos trabajos de
investigacion. En particular, y debido a su alta afinidad por el material genético, la
protamina ha sido ampliamente estudiada como vehiculo de diversos tipos de material
genético (ADN, ARN y siARN). Mas recientemente, nuestro grupo ha desarrollado
nanoparticulas y nanocapsulas de protamina con una demostrada capacidad para
actuar como sistemas de liberacion de antigenos. Ademas, se ha demostrado que la
asociacion de antigenos y material genético a la protamina facilita su internalizacion
celular (Gonzalez Aramundiz J.V., 2013).

I11.b.5. La fibroina

La fibroina es un tipo de proteina con caracter fibroso producida por algunos
artropodos, como el gusano de seda o las arafias durante la segregacion del hilo. El
hilo se compone de dos proteinas principales: la sericina y la fibroina. La fibroina es el
ndcleo estructural de la seda; y la sericina, el material pegajoso que la rodea.

Precisamente por su resistencia y biodegradabilidad la fibroina es utilizada desde hace
tiempo como hilo de sutura. Mas recientemente ha recibido especial atenciébn como
biomaterial de interés tanto en el ambito de la liberacion de farmacos como en
dermofarmacia y cosmética (Kundu et al., 2014, Shi et al., 2014; Yucel et al., 2014).

lll.c. Polisacaridos

Los polisacaridos son carbohidratos de origen natural compuestos de unidades
repetitivas mono- o disacaridicas, unidas por enlaces glucosidicos (Figura 3). Son
muchos los polisacaridos presentes en la naturaleza y, de todos ellos, los mas
utilizados en el disefio de nanosistemas de liberacion de farmacos son el quitosano y
el acido hialurénico. Estos dos polisacaridos se obtienen de fuentes distintas (el
quitosano a partir del caparazén de los crustaceos y el acido hialurénico a partir de
tejido conectivo de animales) y son estructuralmente distintos, presentando el
quitosano carga positiva y el acido hialurénico carga negativa. Sin, embargo, ambos
comparten una serie de propiedades comunes. Por ejemplo, ambos son de caracter
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hidrofilico y son estructuralmente muy flexibles, lo que les permite interaccionar
facilmente con otras moléculas a través de uniones no covalentes. En esta capacidad
residen igualmente sus propiedades gelificantes y también su capacidad para
interaccionar con el entorno biol6gico. Estas propiedades, unidas a su buena
biocompatibilidad y biodegradabilidad justifican su éxito en el terreno biofarmacéutico.
De hecho, ambos biomateriales se utilizan en cicatrizacion y otras formas de
tratamientos dermatoldgicos. Otros aspectos diferenciales se describen a
continuacion.

Quitosano Acido hialurénico
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Figura 3. Estructura quimica de la molécula de quitosano (izquierda) y de la molécula
de acido hialurénico (derecha)

lll.c.1. El quitosano

El quitosano es el producto derivado de la desacetilacién de la quitina, presente en
una amplia variedad de seres vivos, y particularmente abundante en crustaceos e
insectos. La quitina es el escudo protector de estos seres vivos; sin embargo, su uso
como tal no es viable, debido a la imposibilidad para disolverla en los disolventes
habituales. Consta de unidades repetitivas de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina
unidas por enlaces glucosidicos.

Este copolimero es facilmente degradado por varios enzimas presentes en las
mucosas y otros fluidos fisiolégicos, tales como la lisozima, la di-N-acetil-
quitobiosidasa, la quitotriosidasa y la N-acetil-B-D-glucosaminidasa. Aunque el
guitosano no se encuentra todavia en ningin medicamento comercializado, si forma
parte de la lista de excipientes GRAS (Generally Regarded As Safe) de la FDA.
También se usa como complemento alimenticio para reducir la absorcion de grasa y
en la cicatrizacion de heridas, por lo que existe una documentada constatacion de su
buena tolerabilidad por via tépica y por via oral. Por otra parte, el quitosano forma
parte de diversas formulaciones que se encuentran en diversas fases de desarrollo
clinico.



I1l.c.2. El &cido hialurénico

El acido hialurénico es una molécula endégena que se encuentra en todos los tejidos y
fluidos de los vertebrados. Es un componente esencial de la matriz extracelular que
soporta los tejidos del organismo y se encuentra también en el fluido sinovial. Esta
compuesto por unidades disacaridicas de acido glucurénico y N-acetil-glucosamina
unidos por enlaces glucosidicos (Figura 3).

Se sabe que el acido hialurénico tiene afinidad por determinadas proteinas. Entre
otras, tiene una afinidad importante por la proteina CD44, que es una proteina de
membrana que se encuentra en los linfocitos y también en células de epitelios, como
por ejemplo el conjuntival. Ademas, esta proteina esta sobre-expresada en muchos
tipos de células cancerigenas y se sabe que la union de acido hialurénico con esta
proteina es esencial para conseguir la diferenciacion de las células cancerigenas, asi
como su proliferacion y migracion.

Debido a estas interesantes propiedades, el &cido hialurénico se utiliza en la practica
clinica para el tratamiento de la osteoartritis, tras su administracion por via intra-
articular y para el tratamiento del ojo seco, cuando se administra en forma de lagrimas
artificiales por via ocular.

Ademds de las aplicaciones descritas para estos polisacaridos, cuando se administran
en forma de solucién en humanos, ambos han sido objeto de abundante literatura que
muestra la posibilidad de disefiar nanoestructuras que ofrecen ventajas especificas
con respecto a los polimeros en solucién. Nuestro grupo ha sido pionero en el disefio
de estas nanoestructuras y ha puesto de manifiesto ciertas aplicaciones como se
refleja en el apartado V.

IV. El disefio de nanotransportadores bioinspirados

A lo largo de las pasadas décadas tanto microorganismos patdégenos como células
han sido utilizados como vehiculos naturales de transporte de farmacos aprovechando
las funciones para las que la propia naturaleza los ha disefiado. Esto ha llevado a
investigar en gran detalle los mecanismos de funcionamiento de células y patégenos,
principalmente en todo lo que se refiere a los factores que motivan su movimiento y
capacidad invasiva en el organismo. Como consecuencia se han identificado diversos
marcadores condicionantes del tropismo de estos transportadores. Este conocimiento,
ademas de ayudar a comprender el funcionamiento de nuestro organismo ha ayudado
significativamente al disefio de sistemas atrtificiales bioinspirados.



IV.a. Transportadores naturales bioinspirados

Diversos tipos de células humanas y también microorganismos han sido utilizados
como tales para el transporte de farmacos en el organismo, a la vez que han sido
fuente de inspiracion en el disefio de sistemas sintéticos. También se ha explorado la
combinacién de ambas estrategias, es decir la asociacién de sistemas nanométricos
sintéticos y soportes celulares o microbianos. A continuacion se describen las
caracteristicas y potencialidades de cada uno de estos sistemas tanto naturales como
sintéticos y sus combinaciones.

IV.a.1l. Células humanas

Diversos tipos de células, entre ellos las células madre, los glébulos rojos, los
macrofagos, las células dendriticas y los linfocitos han sido utilizados como tales para
el transporte de farmacos en el organismo, asi como también asociados a otras
nanoestructuras. Estas terapias han adquirido gran auge en las Ultimas décadas y han
recibido la denominacion de terapias celulares.

IV.a.1.1. Gl6ébulos rojos

Los glébulos rojos son las células mas abundantes en nuestro organismo y han sido
propuestos como sistemas transportadores de farmacos desde hace mas de 30 afios.
Su tamafio (7-8 um), su forma discoidal y su flexibilidad les permite colarse por los
poros de los capilares a pesar de tener un tamafo superior (~3 pm de diametro de
poro). Estas caracteristicas y su elevado tiempo de circulacibn en el torrente
sanguineo (~120 dias), los convierte en vehiculos eficaces para el transporte de
farmacos y su posterior liberacion en el torrente sanguineo y determinados 6rganos.
Asi por ejemplo, los gloébulos rojos han sido disefiados para la liberacion de agentes
tromboliticos (Murciano el al., 2003). Mas recientemente, se ha propuesto también la
asociacion de nanoparticulas a los glébulos rojos a fin de prolongar su tiempo de
circulacion en sangre (Chambers et al., 2007). Sin embargo, a pesar de la abundante
literatura al respecto del uso y modificacion de glébulos rojos como sistemas de
transporte de farmacos, la complejidad asociada a la terapia, unida al reducido
espacio de actividad ( el torrente sanguineo), ha limitado la traslacion de esta
estrategia terapéutica a la practica clinica (Magnani et al. 2014). A pesar de estas
dificultades, la idea de utilizar células humanas como transportadores de farmacos ha
abierto nuevos horizontes hacia el mundo de las terapias celulares, que se mencionan
a continuacion.

IV.a.1.2. Macréfagos



Los macréfagos tienen una funcion eminentemente protectora, asociada a su
tendencia natural a dirigirse a las regiones del organismo que se vean alteradas por
procesos patoldgicos; tendencia que es mediada por la secrecion de citoquinas y otras
moléculas a nivel del tejido dafiado o de los vasos sanguineos de sus inmediaciones.
Esta habilidad para reconocer los lugares donde se desarrolla la enfermedad ha
llevado a que se hayan propuesto desde hace bastante tiempo como sistemas de
transporte de moléculas terapéuticas. Mas recientemente, y debido a la capacidad
innata de los macréfagos de fagocitar particulas, se ha propuesto la idea de cargarlos
con nanoparticulas que llevan asociados farmacos. Por ejemplo, en esta linea se ha
propuesto la asociacién de farmacos antiretrovirales a macréfagos obtenidos de la
médula 6sea para el tratamiento del SIDA (Dou et al., 2006). Esta estrategia ha sido
igualmente aplicada para transportar farmacos a las zonas de hipoxia poco
vascularizadas de algunos tumores soélidos, zonas que reclaman la presencia de
macrofagos y en las que el acceso de farmacos esta muy restringido.

La orientacion especifica de los macrofagos a las zonas donde se encuentra la
patologia, los convierte en transportadores excepcionales de farmacos, sin embargo,
esta orientaciéon no es totalmente selectiva, lo que conduce a respuestas asociadas
indeseables. Por tanto, la posibilidad de explotacion de esta estrategia pasa por
mejorar dicha selectividad y el éxito estard muy condicionado al tipo de farmaco
transportado.

IV.a.1.3. Linfocitos

Los linfocitos modificados genéticamente estan teniendo éxito principalmente en la
inmunoterapia del cancer y en particular en la vacunacion terapéutica frente al cancer.
De hecho, en estos momentos existe una terapia en fase de desarrollo clinico
avanzado que consiste en la extraccion de linfocitos T del propio paciente, posterior
modificacion genética de los mismos para que expresen el antigeno tumoral v,
finalmente, re-infusion al paciente (Rosemberg et al., 2008). Asimismo los linfocitos
han sido utilizados como soporte de sistemas sintéticos de liberacién de farmacos.

A pesar del logro de haber alcanzado la fase de desarrollo clinico, el gran reto a la
hora de implantar estas terapias reside en las dificultades para preservar la integridad,
y por tanto la funcionalidad, de las células extraidas tras su modificacion genética.

IV.a.1.4. Células madre

Las células madre han sido ampliamente estudiadas en terapia génica, en particular
en la terapia del cancer. Esto se debe a la posibilidad de ser modificadas
genéticamente, asi como a su tropismo positivo hacia el tumor. En efecto, en el
proceso de formacion del tumor, las células malignas emiten sefiales que atraen a las



células madre, especialmente células madre mesenquimales, y ayudan a su
proliferacion, formandose asi el estroma tumoral. Partiendo de esta observacion se
han modificado genéticamente células madre para que expresen proteinas
antitumorales, tales como interferones e interleuquinas. Los resultados en animales de
experimentacién han puesto de manifiesto el éxito de esta estrategia en una amplia
variedad de tumores implantados en animales. Sin embargo, a pesar de ello, las
aplicaciones en humanos se han visto limitadas por la toxicidad observada.

Una estrategia mas reciente, es la que combina el uso de nanoparticulas con células
madre. En un trabajo pionero se puso de manifiesto la capacidad de las células madre
para internalizar nanoparticulas elaboradas a partir de lipidos o polimeros sin que se
vea alterada su funcionabilidad, asi como su capacidad para migrar a tumores
distantes (Roger et al., 2010). Esta estrategia que combina el uso de nanoparticulas y
células madre constituye la linea de investigacion de Marcos Garcia, discipulo y
colaborador actual (Reguera-Nufiez et al., 2014). Este ambito suscita un gran interés
ya que abre amplias posibilidades terapéuticas, si bien su avance esta condicionado a
un mejor conocimiento de los mecanismos que rigen el comportamiento de las células
madre.

IV.a.2. Microorganismos

Los patdgenos, tales como virus y bacterias han desarrollado inteligentes estrategias
para evadir nuestro sistema inmune y acceder a zonas remotas de nuestro organismo
y conseguir la invasion de células especificas. Por ello, el conocimiento de su
comportamiento ha llevado a proponer su uso como sistemas naturales de transporte
pero también ha tenido un gran impacto en la nanotecnologia y el desarrollo de
nanotransportadores sintéticos.

IV.a.2.1. Bacterias

Las bacterias modificadas genéticamente y desprovistas de su maquinaria celular —
bacterias fantasma- han sido propuestas de forma independiente o combinadas con
nanoparticulas sintéticas, para la liberacion o produccién selectiva de farmacos como
se describe a continuacion.

Bacterias recombinantes

Los extraordinarios avances en ingenieria genética han permitido la insercion de
vectores plasmidicos codificadores de antigenos y farmacos de naturaleza proteica,
por ejemplo anticuerpos, citoquinas y otros, en las bacterias. De este modo, las
bacterias pueden producir el farmaco “in vivo” e “in situ”, en el lugar al que van
dirigidas. Las bacterias utilizadas con este propésito son bacterias no patdgenas,
también llamadas GRAS (Generally Regarded As Safe) tales como Lactococcus lactis
y también bacterias comensales tales como Streptococcus gordonii, conocida por su



habilidad para colonizar superficies mucosas del organismo humano. En particular el
uso de L. Lactis para conseguir la produccion de interleukina-10 (IL-10) a nivel de la
mucosa intestinal, es un tratamiento que se encuentra en fase de desarrollo clinico
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias del intestino. La misma bacteria ha
sido modificada para producir factor 1 trefoil para el tratamiento de la mucositis oral,
tratamiento que se encuentra también en fase de investigacion clinica.

Otras bacterias han sido modificadas genéticamente para lograr la expresion y
secrecion de antigenos, tales como antigenos antitetanicos o frente al virus del
papiloma humano (HPV), in vivo. Por ultimo, las bacterias han sido utilizadas como
vectores de RNA interferente (siRNA), de interés en el tratamiento del cancer.

Ademas de modificar genéticamente bacterias vivas para que produzcan
determinadas moléculas tras su administracién in vivo, algunos autores (Akin et al.,
2007) han propuesto la utilizacion de bacterias atenuadas para cargarlas de
nanoparticulas que llevan ADN asociado. Con este propésito se ha utilizado, por
ejemplo, Listeria monocitogenes, con capacidad para penetrar en células tumorales y
procurar la transcripcién del plasmido asociado.

Bacterias “fantasma”

Las bacterias fantasma son bacterias no vivas desprovistas de su contenido
citoplasmatico derivadas de bacterias Gram-negativas. La pared celular se mantiene,
sin embargo, intacta con todos los componentes de superficie tales como fimbrias,
flagelos y polisacaridos, los cuales proporcionan la habilidad de orientar a las bacterias
hacia diferentes poblaciones celulares, incluyendo células dendriticas, macréfagos y
células tumorales. Desde la perspectiva de la vacunacion, las bacterias ofrecen la
ventaja de presentar componentes tales como lipopolisacaridos (LPS) con
propiedades immunoestimulantes.

En definitiva, las bacterias ofrecen un interesante potencial, sin embargo el hecho de
que sean organismos patdgenos dificulta el desarrollo clinico de esta estrategia
terapéutica. Por otro lado, las bacterias GRAS que no sufren este problema ven
limitado su a&mbito de aplicacion al tratamiento de enfermedades de superficies
mucosas.

IV.a.2.2. Virus

Virus modificados genéticamente

Los virus han evolucionado de forma natural hacia sistemas que transfectan sus genes
en el hospedador para conseguir de un modo eficiente su autorreplicacion. Por tanto,
no es sorprendente que los virus hayan sido exhaustivamente investigados como
vectores de transfeccion en células. En particular los adenovirus y virus



adenoasociados, asi como los retrovirus y lentivirus representan formas virales muy
efectivas de transfeccién. Sin embargo, y a pesar de la abundantisima informacién al
respecto, el mayor inconveniente ligado al uso de estos sistemas en terapia génica es
el de su falta de selectividad y la consiguiente toxicidad.

Particulas virales

Las particulas virales, también denominadas VLP (Virus-Like Particles), estan
constituidas por agregados de capside o proteinas de superficie presentes en los
virus. Debido a la ausencia de material genético estas particulas no son infectivas vy,
ademas, ofrecen ventajas importantes en relacion a los virus en el sentido en que su
produccion y escalado no entrafian complicaciones. Ademas, son muy resistentes
frente a la desnaturalizacion y puede llevar moléculas asociadas.

Las VLP fueron desarrolladas inicialmente como alternativa a los virus atenuados, con
el propdsito de la vacunacion. Por ejemplo, se obtuvieron mediante su expresion en
levaduras VPL formadas por agregados de la proteina L1, presente en la capside viral
de HPV,. Estas particulas inducen una buena respuesta protectora frente a HPV y
presentan una muy baja toxicidad, lo que llevo a su comercializaciéon bajo los nombres
de Gardasil (Merck) y Cervarix (GSK).

Pero estas proteinas virales pueden ser utilizadas ademas como vehiculos
transportadores de numerosas moléculas activas. De hecho, se ha visto la posibilidad
de asociar covalentemente a dichas particulas farmacos antitumorales entre otros ys e
ha detectado un tropismo interesante hacia las células tumorales.

Virosomas

Los virosomas son vesiculas esféricas de 20-150 nm constituidos por la membrana
fosfolipidica de los viriones y determinadas glicoproteinas de superficie, pero carentes
de proteinas de capsides y de material genético. Se producen generalmente mediante
un proceso de solubilizacién del virus influenza con un detergente y la subsiguiente
reconstitucion con dos glucoproteinas de superficie, en particular hemaglutinina y
neuraminidasa. La presencia de estas proteinas aporta a los virosomas unas
propiedades adyuvantes excepcionales, ademas de la capacidad de transportar
farmacos y antigenos. Ademas, esas proteinas no solo confieren a los virosomas una
estabilidad estructural sino también la posibilidad de una orientacion selectiva
(Lacadamialy et al., 2003) (Earp et al., 2005).

Desde hace tiempo los virosomas se han empleado como vehiculos de antigenos. De
este modo, se han disefiado vacunas frente al virus de la hepatitis A (Epaxal, Crucell)
y el virus influenza (Invivac, Solvay e Inflexal, Crucell). Aunque se ha estudiado



también su aplicacion como vehiculos transportadores de farmacos, su aplicacion en
este sentido se ve limitada por el riesgo de respuesta inmunitaria.

De forma general, con respecto al uso de virus en terapéutica cabe decir que, a pesar
del gran estudio de que han sido objeto, su aplicacion clinica se ha visto limitada por
los riesgos potenciales de mutagénesis y respuesta inmune. De todas las
modalidades, las VLP y los virosomas son las que han dado lugar a desarrollos mas
avanzados en clinica.

IV.a.3. Exosomas

Los exosomas son vesiculas fosfolipidicas extracelulares que transportan proteinas y
acidos nucleicos de célula a célula, desempefiando un papel primordial en la
comunicacion intercelular. Debido a su funcion especifica de transporte de material de
célula a célula y a su capacidad de orientacion selectiva se ha pensado en su interés
como sistemas naturales de transporte de farmacos. Sin embargo, dado que
presumiblemente no todos los componentes de los exosomas son necesarios para
cumplir la funcién de transporte, existe un interés creciente por el disefio de esas
nanoestructuras de forma sintética, haciendo uso de la nanotecnologia.

Los exosomas son vesiculas de tamafio entre 40-100 nm empleadas en
comunicacion intercelular, sin embargo en situaciones patol6égicas, como por ejemplo
en cancer, la actividad aberrante de las células provoca la expulsién de un numero
mayor de exosomas que transportan elementos clave en proliferacion y diseminacion
celular. En todo caso, y a pesar de que hay una serie de elementos comunes que se
han identificado en los exosomas independientemente del tipo celular, como por
ejemplo proteinas implicadas en procesos de direccibn y adhesién celular
(lactadherinas, integrinas y tetraspaninas), su perfil proteico, asi como su perfil lipidico,
varian dependiendo de su origen.

La aplicacién fundamental propuesta para los exosomas es la de vehiculizacién de
farmacos y material genético en cancer. Sin embargo, a pesar de su atractivo, el uso
de los exosomas derivados de células cancerigenas como estrategia terapéutica, se
encuentra aun en un estadio preliminar. De hecho se han descrito funciones
antagbnicas sobre las que es necesario profundizar a fin de identificar los
componentes esenciales del transporte y la liberacibn y poder asi disefiar
nanotransportadores bioinspirados artificiales. En esta linea innovadora de trabajo se
centra la actividad de Maria de la Fuente, discipula a través de quien hemos
conseguido afianzar nuestra colaboracién con el servicio de oncologia del Hospital
Clinico Universitario de Santiago de Compostela.



IV.b. Transportadores sintéticos bioinspirados, constituidos a partir de
materiales naturales

IV.b.1. Liposomas

Los liposomas, descubiertos en el afio 1965 de forma casual por el cientifico britanico
Alec Bangham, son los primeros nanovehiculos propuestos para el transporte y la
liberacion de farmacos. Se caracterizan por estar formados por una doble capa de
fosfolipidos que rodean a un nicleo acuoso, simulando asi la estructura de las células.
Hasta el momento se han disefiado una amplia variedad de liposomas constituidos a
partir de diferentes tipos de fosfolipidos, otros lipidos tales como el colesterol,
enfingomielinas y otros lipidos naturales, asi como proteinas y polisacéridos.

Los liposomas han sido objeto de una gran atencion en el mundo académico,
contando en la actualidad con miles de articulos y patentes. Asimismo, esta actividad
académica ha dado lugar al desarrollo de mas de una docena de formulaciones
comercializadas y numerosas formulaciones en ensayos clinicos. Entre las
aplicaciones de que han sido objeto los liposomas incluyen tratamientos tales como el
cancer, infecciones fangicas, y degeneracion macular asociada a la edad.

IV.b.2. Nanoparticulas y nanocapsulas

El origen de las nanoparticulas elaboradas a partir de proteinas o polimeros
biodegradables se le atribuye al cientifico suizo, Peter Speiser (Kreuter, 2007), quien
es considerado como el padre de la nanotecnologia farmacéutica. Esta idea fue
desarrollada por primera vez por su discipulo Gerd Birrembachn, quien obtuvo
nanoparticulas de poliacrilamida con la intencién de utilizarlas como vehiculos de
vacunas (Birrenbach, 1973; Birrembach y Speiser,1976). Seguidamente, el Prof.
Speiser publicé la obtencion de nanoparticulas de gelatina y albimina haciendo uso
de procedimientos suaves y facilmente escalables (Marti y Oppenheim, 1977; Marti y
col. 1978). Curiosamente, aunque este trabajo tuvo inicialmente muy poca
trascendencia, hemos de considerarlo como el punto de partida de la formulacion de
nanoparticulas de albumina destinada al tratamiento del carcinoma de mama que fue
comercializada (Abraxane®) para el tratamiento del carcinoma de mama en 2.005
(Harries y col, 2005).

A pesar de las cuatro décadas de trayectoria de las nanoparticulas elaboradas a partir
de biopolimeros y proteinas, hasta las Ultimas dos décadas estos nanotransportadores
no llegaron a alcanzar una atencion significativa. En esta linea destacan muy
especialmente las nanoparticulas elaboradas a base de quitosano, desarrolladas por
primera vez en mi grupo de investigacion a finales de los 90 (Calvo et al., 1997;
Garcia-Fuentes M. et al.,, 2012). Las aplicaciones de estas nanoparticulas se



describen en el apartado siguiente. De forma global cabe decir que en la actualidad las
nanoparticulas de quitosano son las que han recibido mayor atencién en la literatura
cientifica, en el contexto de las nanoparticulas poliméricas. En efecto, son miles los
articulos que hacen referencia a las nanoparticulas de quitosano elaboradas mediante
el método de gelificacion iénica, desarrollado por nosotros.

En cuanto a las nanocapsulas elaboradas a partir de materiales bioinspirados,
destacan las constituidas por un nudcleo oleoso, envuelto de un biopolimero como
puede ser el quitosano o el acido hialurénico. Como se recoge en el apartado
siguiente, estas nanocapsulas desarrolladas en nuestro laboratorio, presentan un gran
versatilidad ya que pueden estar constituidas por diferentes tipos de aceite y
recubiertas por una o multiples capas.

V. Aportaciones del grupo de investigacion NANOBIOFARMACOS al disefio de
nanotransportadores sintéticos bioinspirados

Utilizando como fuente de inspiracién la naturaleza, nuestro grupo de investigacion
esta especializado en el disefio racional de nanoestructuras destinadas a resolver
problemas especificos de los farmacos. De este modo, los materiales utilizados son,
en general, materiales bioinspirados por su comportamiento biolégico y la forma en
gue se organizan dichos materiales, es decir su disefio estructural, estd igualmente
bioinspirado en el comportamiento de los micro-organismos y de diversas poblaciones
celulares. Para cumplir este objetivo, las nanoestructuras estan generalmente
constituidas por un nucleo y una o varias cubiertas de biomateriales. La naturaleza del
nucleo viene determinada por el tipo de molécula activa que se pretende incorporar en
la estructura, asi como por el perfil de liberacion que se desea alcanzar en su diana
terapéutica. Por otro lado, el/los material/es que forma/n la cubierta se elige/n tomando
en consideracién la funcién transportadora de la nanoestructura y las caracteristicas
del entorno bioldgico al que se ha de enfrentar. En la Figura 4 se muestran fotografias
de nanoparticulas y nanocapsulas con diferente composicion en su nucleo y cubierta
desarrolladas en nuestro laboratorio. Se puede apreciar cémo la textura superficial y la
estructura interna pueden moldearse en funcion de la finalidad perseguida.



100 nm

Figura 4. Imagenes de nanoparticulas (centro y derecha) y nanocapsulas (izquierda)
elaboradas a partir del quitosano, observadas en el microscopio electrénico
de transmision.

En nuestro afdn por simular la naturaleza, recientemente hemos procedido al
desarrollo de nanocapsulas flexibles y compartimentadas, es decir que poseen
diferentes compartimentos en los que podemos alojar distintos ingredientes activos.
Esta compartimentacion se ha logrado gracias a la formacion de mdultiples capas, asi
como a la integracion de cristales liquidos en el seno de un ndcleo oleoso. En la
Figura 5 se muestran ilustraciones de nanoestructuras, en las que se pueden
encapsular diferentes moléculas activas y funcionales tanto en el ndcleo como en las
mdultiples cubiertas. Asi por ejemplo, en el nicleo se pueden alojar uno o mas
farmacos, antigenos o moléculas inmunomoduladoras (de interés en inmunoterapias y
vacunacion), mientras que en las cubiertas se pueden asociar farmacos adicionales y
también moléculas funcionales responsables de la estabilizacion, del control de la
liberacion del farmacos o de la orientacion selectiva de las nanoestructuras. Gracias a
este tipo de estructura multicompartimental, es posible modular en tipo de exposicién
de los componentes activos (oculto en el nlcleo o expuesto en la superficie), asi como
su liberacion.
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Figura 5. llustracion de las nanocapsulas formadas por un ntcleo oleoso y una o
varias cubiertas poliméricas

V.a. Las nanocapsulas y nanoparticulas de quitosano como sistemas de
transporte a través de mucosas

El biopolimero quitosano atrajo mi atencién a principios de la década de los 90 por sus
propiedades bioadhesivas y permeabilizantes, pero también por su facilidad para
gelificar. Haciendo uso de ese comportamiento procedimos al disefio de
nanoestructuras con diferente composicion y configuracion estructural vy,
seguidamente, procedimos al estudio de su comportamiento biol6gico tras su
administracion por diferentes vias.

V.a.l. Administracién por via ocular

Tras la administracion de nanoparticulas fluorescentes por via tépica a conejos
procedimos a la evaluacion de su adhesividad y capacidad de penetracion corneal
mediante microscopia confocal de fluorescencia y a través de su cuantificacion por
fluorimetria. Ambos estudios pusieron de manifiesto una importante interaccion de
dichas particulas con el epitelio corneal y conjuntival, quedando fundamentalmente
retenidas en la primera capa de dicho epitelio.

Las citadas nanoparticulas fueron utlizadas para facilitar la retencion de la
ciclosporina A, farmaco de interés en el tratamiento del ojo seco y de procesos
inflamatorios a nivel de la superficie ocular. Las cantidades de ciclosporina adherida a
la superficie corneal y conjuntival alcanzaron valores 5 veces superiores a los
conseguidos tras la administracion de la ciclosporina libre, dejando asi evidencia del
interés potencial de dicha formulacion para tratar las patologias indicadas.



Afos mas tarde, procedimos al disefio de nanoparticulas constituidas de quitosano y
acido hialurénico con la finalidad de utilizarlas como transportadores de material
genético. Para evaluar esta capacidad utilizamos como molécula modelo el plasmido
ADN codificador de la proteina fluorescente verde. Tras la instilacion tépica de dichas
nanoparticulas pudimos observar, en el microcopio confocal, una intensa fluorescencia
verde asociada a la expresion de la citada proteina (Figura 6). Fue interesante también
comprobar que dicha fluorescencia se mantenia durante al menos 5 dias.

En conjunto, los resultados obtenidos no dejaron lugar a dudas sobre la capacidad de
las nanoparticulas de quitosano para superar la membrana celular del epitelio corneal
y conjuntival. Ademas dichas nanoestructuras mostraron una toxicidad muy baja tras
la administracion de dosis repetidas.

Figura 6. Imagen del epitelio corneal extraido del conejo (derecha) que fue tratado por
via topica ocular con nanoparticulas cargadas del pldsmido DNA codificador
de la proteina fluorescente verde (izquierda). La imagen, obtenida en el
microscopio confocal muestra la eficiencia de transfeccion lograda con las
nanoparticulas.

V.a.2. Administracion por via nasal

Siendo conscientes de los problemas asociados a la administracién parenteral de
farmacos peptidicos y, de forma particular, de la insulina, nos propusimos explorar el
potencial de las nanoparticulas de quitosano para conseguir la absorcion sistémica de
dicho farmaco. Los resultados relativos a los valores de glucemia obtenidos en
conejos tras la administracién nasal de la insulina asociada a nanoparticulas de
quitosano, pusieron claramente de relieve la capacidad promotora de la absorcion de
dichas nanoparticulas. En efecto, tras la administracion de la insulina libre no se
observd una respuesta apreciable, sin embargo, cuando la insulina se administra



asociada a las nanoparticulas de quitosano, se aprecié un pico rapido de descenso de
glucosa.

Aflos mas tarde, valoramos igualmente la respuesta conseguida con un nuevo
prototipo de nanoparticulas de quitosano, que contenian ademds ciclodextrinas
atrapadas en su estructura. Una vez mas los niveles de glucemia en conejos
experimentaron un descenso significativo tras la administracion de dicho prototipo,
ilustrando de este modo el efecto cooperativo del quitosano y de las ciclodextrinas a la
hora de incrementar la permeabilidad del epitelio de la mucosa nasal (Teijeiro et al.,
2009).

Ademéas de macromoléculas de caracter terapéutico, como es la insulina, nuestra
atencion se centr6 en la asociacion de proteinas de naturaleza antigénica a
nanoparticulas de quitosano. Para ello, y contando con el apoyo de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), nos propusimos estudiar el comportamiento de la vacuna
antitetanica administrada por via nasal. Los resultados obtenidos mostraron la
posibilidad de generar una respuesta inmune tras la administracion de las
nanoparticulas por via nasal; respuesta que fue muy superior a la conseguida tras la
administracion del antigeno libre (Vila et al., 2004). Igualmente, y a través de una
colaboracién con la Fundacién Bill y Melinda Gates, pudimos poner de manifiesto la
eficacia de esta estrategia para la administracion de la vacuna de la hepatitis por via
nasal (Prego et al, 2010; Vicente et al, 2013) (Figura 7). En dicho proyecto
trabajamos de forma consorciada con varios grupos americanos y también con la Dra.
Africa Gonzalez de la Universidad de Vigo. Finalmente, y una vez validado el valor de
las nanoparticulas de quitosano para la administracion nasal de antigenos, nuestro
objetivo mas reciente se ha centrado en el desarrollo de una vacuna nasal frente al
sida. Para cumplir con este propdsito hemos establecido una colaboracién con
diversos grupos americanos y canadienses. Los resultados obtenidos hasta el
momento como consecuencia de nuestra actividad en un consorcio canadiense son
muy prometedores en cuanto que hemos podido detectar una importante respuesta de
la vacuna asociada a nanoparticulas, tras su administracion en monos, por via nasal.
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Figura 7.- Niveles de 1gGs obtenidos tras la instilacion por via nasal de nanocépsulas
de quitosano cargadas del antigeno de la hepatitis y tras la administracion
por via intramuscular del mismo antigeno asociado al adyuvante fosfato de

aluminio (formulacién comercializada)

V.a.2. Administracién por via oral

A la luz de los resultados obtenidos tras la administracibn de nanoparticulas de
quitosano por via nasal, nuestro interés se centr6 en un objetivo si cabe mas
ambicioso que es la adaptacién de la tecnologia a la administracién oral de péptidos.
En esta linea el primer objetivo a cumplir residia en mantener la estabilidad de las
nanoparticulas en fluidos intestinales. Al dia de hoy han sido varios los prototipos con
los que hemos logrado este objetivo, mas concretamente las nanoparticulas hibridas
de quitosano y glucomanano, asi como también los complejos fosfolipido-quitosano y
las nanocapsulas lipidicas de quitosano (Prego et al., 2005; 2006). De los resultados
presentados en la Figura 8, se puede concluir la capacidad de las nanoparticulas de
quitosano para mejorar la absorcion de la insulina tras su administracion por via oral
en ratas.
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Figura 8. Niveles de glucosa obtenidos tras la administracién oral en ratas de
nanoparticulas de quitosano-glucomanano (CS-GM) cargadas de insulina

En definitiva, a lo largo de 15 afos de trabajo con este biomaterial, podemos decir que
el quitosano ofrece oportunidades interesantes en el desarrollo de nanomedicamentos.
Destaca, sin embargo, el hecho de que en la actualidad no exista ningin medicamento
gue contenga este biomaterial. Ello se justifica por los importantes requisitos
regulatorios que se han de cumplir para la introduccion en el mercado de un nuevo
biomaterial que ha de ser asimilado por el organismo. De hecho, el quitosano se viene
consumiendo desde hace décadas como producto para reducir la absorcion de grasas,
tras su administracion por via oral. También se ha utilizado por via topica en cosmética
y en la forma de peliculas o fibras que favorecen la cicatrizacién de heridas y detienen
hemorragias. En su uso como medicamento destacan luna decena de formulaciones
en fase de investigacién clinica, entre las que se encuentra una formulacién de
lagrimas artificiales, una formulacion nasal de morfina y una formulacion de una
vacuna.

V.b. Las nanocdpsulas y nanoparticulas de protamina como sistemas de
transporte de antigenos

Movidos por los resultados obtenidos para las nanocapsulas de quitosano,
recientemente mi grupo de investigacion se ha dirigido a la busqueda de biomateriales
alternativos dotados, al igual que el quitosano, de una carga positiva. Inicialmente
nuestro esfuerzo se centrd en la poliarginina y, seguidamente, en la protamina, por ser
un biomaterial de origen natural que contiene un 70% de arginina. La presencia de
arginina en la protamina confiere a este material propiedades promotoras de la
penetracion, asi como una alta capacidad para la adhesion y asociacion de material
genético, segun se indico en el apartado lll.b.4.



Hasta el momento, hemos desarrollado diferentes prototipos de nanocapsulas y
nanoparticulas de protamina que han ido dirigidas a la asociacién de antigenos y a su
uso como vehiculos para la inmunizacion (Gonzalez Aramundiz, 2013). Mas
recientemente, hemos explorado igualmente, en colaboracion con el Dr. Merayo
(Universidad de Oviedo, Clinica Fernandez-Vega), el interés de estas nanocapsulas
en el tratamiento de Ulceras corneales. Aungque nuestros resultados en esta linea son
aun preliminares, el perfil de estas nanocapsulas resulta muy prometedor para un
amplio espectro de aplicaciones y, de forma particular como vehiculos para promover
el transporte de farmacos a través de barreras mucosas.

V.c. Las nanocapsulas de acido hialurénico como sistemas de transporte de
farmacos antitumorales

Por su origen natural y sus propiedades bioadhesivas, el &cido hialurénico ha
suscitado una gran atencion como biomaterial. Mi interés por el mismo vino
inicialmente motivado por su atractivo para la via oftalmica. Este interés se tradujo en
el desarrollo de una formulacion de nanoparticulas de quitosano-acido hialurénico para
la terapia génica ocular referida en el apartado V.a.. Sin embargo, mas recientemente,
nos propusimos el desarrollo de nanocépsulas de &cido hialurénico dirigidas al
transporte de farmacos antitumorales (Oyarzun-Ampuero et al.,, 2013). El disefio
racional de estas nanoestructuras estuvo motivado por el hecho de que las células
tumorales, en general, sobre-expresan el receptor CD44 por el que presenta una gran
afinidad el acido hialurénico. Estudios actualmente en curso nos permitirdn valorar el
potencial de esta estrategia.

VI. Conclusiones y perspectivas futuras

En definitiva, el conocimiento acumulado hasta el momento en el ambito de la
nanotecnologia farmacéutica, nos permite concluir que la naturaleza se presenta como
una fuente inagotable de inspiracion en el disefio de nanomedicamentos. Nos inspira
en el proceso de identificacion de nuevos biomateriales en base a sus funciones
biologicas, a la vez que nos inspira en el proceso de disefio de nanoestructuras
capaces de transportar fArmacos en nuestro organismo. Sin duda, la mayor limitacién
hacia el progreso en este ambito reside en el todavia limitado conocimiento de la
naturaleza y de forma particular de nuestra biologia. El progreso en estos ambitos y el
ejercicio de una investigacion transdisciplinar marcaran la evolucion en el desarrollo de
nuevos nanomedicamentos. Por tanto, cabe pensar que es en la interseccion del
conocimiento biolégico y en el desarrollo de nuevos materiales y nanotecnologias



donde se encontrara la clave para futuros hallazgos que marcaran la innovacion en el
mundo del nanomedicamento.
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