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7.1. Introduccion

La deteccion temprana y/o el diagndstico precoz son, y han sido, las metas primordiales en
el adecuado tratamiento de las enfermedades, para lo cual, la medicina y la tecnologia
farmacéutica se han valido de un sinnimero de herramientas con la necesidad, cada vez mas
creciente, de encontrar medicamentos mas precisos, efectivos, rapidos, pero sobre todo
menos toxicos. Por otro lado, la humanidad estd pasando por un momento histérico en el
desarrollo de la ciencia. En los ultimos afos, se ha producido un enorme crecimiento de la
nanotecnologia y recientemente comienza su aplicacion en las ciencias de la salud.

Desde que Feynman' en diciembre de 1959, en el Instituto Tecnoldgico de California
(CalTech), impartiera su visionaria conferencia “There’s Plenty of Room at the Bottom”
(“Hay bastante espacio abajo”), introduciendo la posibilidad de una ingenieria a nivel
atdmico, hasta el dia de hoy, se han recorrido diversos aspectos que nos hacen pensar que la
nanotecnologia, en este siglo XXI, estd viviendo su mejor momento, cumpliendo las
predicciones de Feynman de un control total de la nanoescala en diferentes ambitos de
nuestra vida diaria. Sin embargo, no fue sino hasta 1974 que Norio Taniguchi® de la
Universidad de Tokio acunara el término “Nanotecnologia” para poder distinguir las
investigaciones llevadas a cabo a nivel micro con la creciente escala nano que estaba
desarrollandose, al crear objetos y/o dispositivos con una precision de 1nm.

En 1981 Gerd Binning y Heinrinch Rohrer® disefiaron el Scanning Tunnel Microscope
(STM) el cual permite ver la imagen de los atomos, convirtiéndose en un hecho
trascendental que influyé en el desarrollo de los fullerenos®, cuyas formas estables de
carbono permiten crear nanotubos y nanoesferas, elementos fundamentales para la creacion
de estructuras mas complejas. Este descubrimiento fue reconocido cuando Harry Kroto,
Richard Samlley y Robert Curl recibieron el Premio Nobel de Quimica en 1996.

La aproximacion top-down (de arriba hacia abajo, de lo grande a lo pequeo), fue esta-
blecida por Taniguchi, desarrollada sobre los conceptos de Feynman, donde se parte de
grandes sistemas y, mediante técnicas de corte, pulido, entre otras, se llegan a obtener
sistemas en escala nanométrica. No obstante, cuando en 1986 Eric Drexler, un alumno del
MIT, propone construir objetos mas grandes a partir de sus componentes atdomicos y
moleculares, revoluciona la nanotecnologia introduciendo el termino botfom-up (de abajo
hacia arriba), para desarrollar los objetos a partir de un proceso de auto-ensamblado,
afianzando asi el termino de Nanotecnologia Molecular’. Aunque ambas concepciones
coexisten, existe una mayor tendencia hacia la filosofia de ensamblar dispositivos a partir de
sus componentes. El proceso top-down rige la fisica del estado solido, donde estructuras
semiconductoras se hacen mas y mas pequenas. En tanto que, la formacion de estructuras
mayores, a partir de los atomos y las moléculas (botom-up), es la tecnologia empleada por
los quimicos y bidlogos moleculares. Las estructuras biologicas, y sus mecanismos de
funcionamiento, son ejemplos a seguir en el disefio de la tecnologia bottom-up.

La nanomedicina® ensambla materiales nanométricos para el transporte y liberacion contro-
lada de farmacos en el tratamiento de diversas enfermedades. Requiere de los conocimientos
de la fisica en estado solido, quimica y ciencia de los materiales, biologia molecular,
bioquimica e ingenieria y formulacion entre otros, lo que la convierte en una de las
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tecnologias mas prometedoras para un crecimiento sostenible. La administracion de
farmacos a través de la ingenieria a nanoescala precisa, permitira el disefio y fabricacion de
productos que pueden ser entregados a nivel molecular alrededor o incluso dentro de una
célula enferma. Sin embargo, la disminucion del tamafio molecular, aumenta la superficie de
contacto, y por tanto su reactividad, pudiendo generar dafos o efectos colaterales que
incluso no existian a escala normal’.

Luego de la década de los afnos 80 se han desarrollado nuevas estrategias y sistemas, que
tienen por finalidad optimizar la liberacion del principio activo, por medio de lo que se
conoce como liberacion controlada de medicamentos; posteriormente, ha aumentado la
administracion de farmacos a través de nuevas vias como la nasal, colonica, transdérmica,
entre otros, y que actualmente sigue siendo objeto de estudio y perfeccionamiento.

Para hacer frente a este reto, la Tecnologia Farmacéutica ha incursionado en el desarrollo de
sistemas nanométricos, que contienen el principio activo incluido en un vehiculo que lo
transporta. Estos sistemas nanométricos permiten que el farmaco que llevan asociados pueda
pasar a través de las diferentes barreras biologicas del organismo, lo cual no se podria
realizar con los convencionales sistemas de liberacion, ya que en éstos son, fundamental-
mente, las propiedades fisicoquimicas las que condicionan su absorcion y biodistribucion®.

Siendo el objetivo de la Farmacia Galénica la resolucién de un problema terapéutico,
aplicando los conocimientos de la Biofarmacia, la Farmacocinética y la Tecnologia Farma-
céutica, es indudable que la Nanomedicina plantea una nueva orientacion hacia los sistemas
que se disefian.

La Tecnologia Farmacéutica clasica poco tiene que ver con los retos que plantea la Nano-
medicina, es por ello que se ha introducido el término de Nanotecnologia Farmacéutica.
Esta, como ciencia y tecnologia de los sistemas nanoparticulares farmacéuticos, tiene una
base cientifica fundamentada en los nuevos aspectos biofarmacéuticos, como son la fusion
con la membrana celular, proteinas transportadoras de membrana, trafico de los sistemas y
moléculas a través del citosol, y el paso a través de la membrana nuclear.

A continuacion, se presentan las formulaciones de sistemas nanodispersos, desde solucio-
nes micelares hasta liposomas, los cuales pretenden vehicular principios activos de una
manera mas eficiente. Se desarrollaran los conceptos de formulacion y algunas aplicaciones
particulares, asi como se mencionaran algunos productos registrados comercialmente. La
figura 7.1 describe como se abordaran los conceptos de las nanoestructuras estudiadas en el
presente capitulo. Se discutiran en orden de complejidad de sus formulaciones.

7.2 Formulaciones de sistemas nanodispersos

La formulacion puede ser definida como el conjunto de conocimientos y operaciones
empleados cuando se mezclan, asocian o condicionan ingredientes de origen natural o
sintético, a menudo incompatibles entre si, para obtener un producto comercial caracteri-
zado por su funcidon de uso y su aptitud para satisfacer las especificaciones pre-estable-
cidas’. El desarrollo de estos conocimientos ha pasado por 3 etapas. Un periodo natural,
donde se mezclaban ingredientes por ensayo y error. Una edad de oro basada en la
quimica de sintesis y un ultimo periodo que comenzo con la crisis petrolera de los afios 70,
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Fig. 7.1: Clasificacion de las nanoestructuras aplicadas en la industria farmacéutica.

el cual se basa en la aplicacion de los conocimientos generados en los ultimos 40 afios,
con férmulas mas elaboradas cientificamente, que atienden a una necesidad.

Actualmente, la formulacion permite obtener ciertos sistemas liquido-liquido, no misci-
bles, estabilizados por un surfactante, los cuales son llamados emulsiones. Generalmente,
este término estd precedido por prefijos tales como macro, micro, mini o nano, de acuerdo
a unos criterios no definidos de tamafios. Por debajo de los 100 nm hablamos de mini o
nanoemulsiones, los cuales son sistemas bifasicos preparados por métodos no conven-
cionales'™", dando sistemas termodindmicamente inestables que se separan en dos fases.
Su estabilidad puede ser ajustada a un largo periodo de tiempo.

El término microemulsion fue utilizado inicialmente por Schulman en 1959', pensando
que se tenian microgotas. Pero resultd ser un sistema monofasico termodindmicamente
estable. En la actualidad, se pueden formular sistemas microemulsionados por el método
HLD (Diferencia Hidrofilica Lipofilica) desarrollado por Salager et al.">"
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Fig. 7.2: Comportamiento de fases de los sistemas surfactantes-agua-aceite segiin Winsor'.
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Basado en la descripcion de Winsor' para el comportamiento de los sistemas surfactante-
agua-aceite, en un sistema con R = 1, el surfactante tiene la misma afinidad por el agua
que por el aceite. Para aplicaciones petroleras a este sistema se le llamo6 formulacion
optima'®. Estos sistemas presentan tensiones interfaciales minimas (107, 10*mN/m) y la
maxima solubilidad entre el agua y el aceite, lo que ademds permite solubilizar principios
activos (ver figura 7.2).

EL HLD es un niimero adimensional que representa la suma algebraica de las diferentes
contribuciones energéticas que aporta cada componente y las variables de formulacion.
Este concepto fue desarrollado para los distintos surfactantes como se indica en las
siguientes expresiones:

HLD =In S —k ACN - f(A) + 0- aTAT, para sistemas anioénicos
HLD =a- EON+b S -k ACN - ¢(A) + cTAT, para sistemas noionicos

donde: EON = nimero de grupos “6xidos de etileno” por molécula de surfactante no i6nico,
S = salinidad del agua en porcentaje masico de NaCl dentro de la fase acuosa,
ACN = nimero de atomos de carbono de la molécula de n-alcano,
AT = diferencia de temperatura respecto a la temperatura de referencia (25°C),
A = porcentaje ponderado de alcohol eventualmente anadido,
6,0 = parametros caracteristicos del surfactante considerado,
a = constante caracteristica del alcohol y del tipo de surfactante
b = constante caracteristica de la sal eventualmente afiadida

El HLD es una expresion numérica que permite realizar calculos y predecir compensaciones
de las diferentes variables que la componen. A partir del concepto de HLD hoy se pueden
formular microemulsiones a la carta.

Las microemulsiones pueden ser utilizadas como método para obtencion de NPs. También,
en ellas se pueden solubilizar principios activos ya sean hidrosolubles o liposolubles. Se
conocen experiencias de preparaciones comerciales para administrar microemulsiones en
aplicaciones parenterales, via pulmonar en sistemas aerosoles, via transdérmica y via
oftalmica.

Los surfactantes presentan dos propiedades fundamentales, la adsorcion en las interfases y la
asociacion. La asociacion permite el agregado molecular llamado micela (figura 7.3). La
micela es un coloide de agregacion que puede agrupar en solucion acuosa entre unas 50 a
100 moléculas de surfactantes con tamafios entre 20 a 50 A. En aceite estas moléculas
pueden formar las micelas inversas con un nimero menor de moléculas de surfactantes.

T2,
e

Fig. 7.3: Micelas. A la izquierda micela formada en solucion acuosa, a la derecha micela en aceite.



Cap. 7: Nanotecnologia en Aplicaciones Farmacéuticas 189

~a\s
Ziy

Fig. 7.4: Solubilizacion micelar.

La formacion de micelas en fase acuosa, dado que en su centro se agrupan las partes
lipofilicas o colas hidréfobas, crea una zona de exclusion en la que no existe agua. Esta zona
puede albergar sustancias solidas o sustancias organicas. Este fendémeno se le conoce como
solubilizacion micelar (figura 7.4).

Con el desarrollo de surfactantes biocompatibles esta propiedad permite su aplicacion para
solubilizar principios activos con propiedades terapéuticas. Actualmente, se comercializan
aguas micelares para limpieza de cutis. Avene, Caudalie, A-Derma, B+ Cinfa, Lierac, Plante
System, Galenic, Bioderma, Vichy, La Roche Posay, Eucerin, Uriage o Ureadin, son s6lo
algunos de los laboratorios que ya comercializan diferentes aguas micelares para la limpieza
del rostro. De igual forma, se han desarrollado formulas micelares con principios activos
para el tratamiento de enfermedades de la piel. Las soluciones de agua micelares pueden
utilizarse como desmaquillantes, ya que eliminan incluso el maquillaje resistente al agua. De
este modo, no es necesario utilizar ningin otro producto, ya que limpian, desmaquillan,
calman y tonifican. Su uso es muy comodo y sencillo, pues solo es necesario impregnar un
algodon o disco desmaquillante con solucion micelar y aplicar en la piel dando pequetios
toques, sin restregar.

Otras de las particulas de tamafio nanométricos son los liposomas y las nanoemulsiones
(ver figura 7.5).
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Fig. 7.5: Estructuras bicapas. Vesiculas y liposomas
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Los liposomas son vesiculas microscopicas conteniendo una o multiples bicapas fosfo-
lipidicas, los cuales son usados primariamente para proveer humectacion y para
transportar vitaminas liposolubles dentro de la piel, ellos penetran la piel y refuerzan la
barrera del estrato corneo. Por otro lado, las nanoemulsiones son emulsiones con gotas de
tamafios sub-micrométrico, transparentes o traslicidas, con un color blanco-gris. Las gotas
pequefias de gran area superficial permiten el transporte eficiente en la piel ya que también
la cubren y penetran rapidamente la piel.

Los fosfolipidos son los componentes bdsicos de las membranas celulares humanas.
Tienen la propiedad de adoptar espontaneamente la configuracion en bicapas cuando se
encuentran en un medio acuoso. Esta propiedad de los fosfolipidos se debe a que son
moléculas anfifilas, es decir, poseen un extremo polar o hidrofilico que se orienta hacia la
fase acuosa y un extremo no polar o hidrofobico que rechaza la fase acuosa y se orienta
hacia el interior de la bicapa.

Los liposomas fueron descritos por primera vez en 1965 y se utilizaron inicialmente como
modelos en el estudio de las membranas bioldgicas. Fue Alex Bangham'” quien descubrio
como determinadas moléculas susceptibles de formar membranas, como los fosfolipidos,
interaccionan con el agua para formar estructuras aisladas, que hoy en dia llamamos
liposomas'®.

Los liposomas se comenzaron a emplear con fines cosméticos en la década de los 80,
cuando la casa Dior sacod al mercado un producto antienvejecimiento. Posteriormente, a
finales de esta década y comienzo de los 90, la industria farmacéutica comenzo a
comercializar productos a base de liposomas, como el tensioactivo pulmonar sintético
Alveofact®, Epi-Pevaryl®, que contiene Econazol para uso topico y Doxil® inyectable
que contiene doxorubicina para el tratamiento del cancer, entre otros.

7.3. Productos nanotecnologicos aprobados y futuro de los productos farmaco-
terapéuticos

Es el momento de considerar cual es la situacion actual de los sistemas nanométricos
que pueden ser usados en lo que se ha denominado Nanotecnologia Farmacéutica. Si
bien algunos de estos sistemas ya cuentan con una larga trayectoria como vehiculos
portadores de farmacos, ha sido en los ultimos afios cuando se han producido las
innovaciones y aplicaciones mas interesantes’’.

Hoy en dia, existen numerosos sistemas nanotecnoldgicos de entrega de farmacos, desde
los que se encuentran en una etapa de investigacion hasta productos consolidados en el
mercado. Entre los sistemas pioneros pueden mencionarse los liposomas y las micro-
emulsiones, ambos sistemas coloidales, que han dado origen a productos que mejoran la
terapéutica de diversas patologias, como por ejemplo, algunos tipos de cancer, la
Leishmaniasis y la enfermedad degenerativa de la macula. También debe mencionarse el
desarrollo de los virosomas, sistemas que combinan lipidos con proteinas virales con
accion adyuvante, lo cual ha permitido la comercializacion de vacunas para la gripe y la
hepatitis. Otros sistemas promisorios son las nanoparticulas (NPs) a partir de polimeros
naturales, con un especial interés en el quitosano y sus derivados, por sus propiedades
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mucoadhesivas®. También existen numerosos grupos dedicados al estudio de los
dendrimeros y sus aplicaciones en la liberacion de drogas.

7.3.1 Aplicaciones de los liposomas.

El empleo de los liposomas, como vehiculos para contener fArmacos antineoplasicos, ha
sido ampliamente estudiado, tanto para farmacos de bajo peso molecular como para
péptidos y proteinas, asi como citoquinas y otros inmunomoduladores con objeto de
activar macrofagos y convertirlos en tumoricidas. De igual manera, el material genético
como ADN, oligonucledtidos y ribosomas han sido incluidos en liposomas, tal como se
recoge en la tabla 7.1.

Tabla 7.1: Principios activos incluidos en liposomas aprobados para utilizacion clinica o en fase
de investigacion.

Principio Activo Indicacién
Daunorubicina Sarkoma de Kaposi
Doxorubicina Terapia combinatoria en cancer de mama

Doxorubicina en Liposomas pegilados Sarcoma de Kaposi refractario; cancer de ovario; cancer
de mama refractario

Citarabina Meningitis linfomatosa

Vincristina Linfoma no Hodgkin

Lurlotecan Cancer de ovario

acidotrans-retinoico Leucemia promielocitica aguda; Linfoma no Hodgkin;
Sarcoma de Kaposi; carcinoma de células renales

Derivados de platino Diversos tumores

Annamicina Tumores resistentes a doxorubicina

Plasmido ADN codificando HLA-B7  Melanoma metastasico
Alovectina 7 y -2 micro-hemoglobina

Elagen Diversos tumores

Como se puede ver, una diversidad de fArmacos son administrados en forma de liposomas,
aunque en algunos casos se ha encontrado un incremento de la toxicidad pero en otros ésta
se ha visto disminuida.

Los liposomas se han usado ampliamente en sistemas de liberacion de fArmacos para tratar
procesos infecciosos producidos por bacterias, hongos, virus y parasitos. El proceso de
fagocitosis de microorganismos y su desarrollo en las células huésped supone una dificultad
en el tratamiento con fArmacos anti-infecciosos, debido a su baja penetracion. Esta misma
actividad fagocitaria puede ser utilizada para la captacion de liposomas y que éstos liberen el
principio activo en el interior de las células. Estudios realizados inicialmente con liposomas
conteniendo derivados de antimonio para el tratamiento de la Leishmaniasis mostraron un
incremento del indice terapéutico como consecuencia del aumento de la actividad y
reduccion de los efectos toxicos. Recientemente, se han observado efectos similares en una
amplia variedad de infecciones producidas por bacterias hongos y virus®'.

Actualmente se llevan a cabo investigaciones con Amikacina vehiculizada en liposomas,
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que tienen por finalidad conseguir una mayor concentracion intracelular y una menor
toxicidad en el tratamiento de la tuberculosis multi-resistente y la endocarditis.

Muchas de las preparaciones de antigenos necesitan el complemento de adyuvantes para
reforzar la respuesta inmune frente a antigenos especificos. En este sentido, la tecnologia
virosomal representa un importante avance ya que mejora la presentacion de antigenos
especificos a las células inmunes.

Los virosomas estin formados por liposomas que contienen proteinas virales en su
membrana. Estas proteinas permiten a las membranas de los virosomas unirse con las
células del sistema inmune y asi liberar su contenido en las células diana especificas. Un
aspecto interesante para la aplicacion de los virosomas es su utilizacion como vehiculos de
liberacion de genes en vacunas de ADN y RNA. Las vacunas basadas en genes presentan
ventajas potenciales puesto que el antigeno es obtenido de las células del huésped, pudiendo
inducir tanto la respuesta inmune humoral como la mediada por células.

La tecnologia de los virosomas se aplicd enseguida a una nueva generacion de vacunas de la
influenza basados en el hecho que los ancianos, las personas enfermas y los nifios pequenios
se encuentran en un mayor riesgo de complicaciones asociadas con la influenza.
Laboratorios Berna demostré que la vacuna virosémica de la influenza es mas segura, mas
inmunogénica y mejor tolerada que las existentes en el mercado.

Actualmente, se cuenta con vacunas incluidas en virosomas, para la fiebre amarilla, la
Pseudomona aeruginosa, con antigenos como toxoide tetdnico, toxoide diftérico, Hepatitis
B y polivacunas que combinan estos antigenos, ademas de la Hepatitis A.

La utilizacion de liposomas como vehiculos para radioisotopos (escintigrafia) y agentes de
contraste (TAC y RMN) ha recibido particular atencion. El empleo de estos nanosistemas
tiene como fundamento que las células tumorales poseen una actividad fagocitaria menor
que los tejidos normales por lo que hay una acumulacion del contraste en éstos. Por otra
parte, en areas que pueden sufrir procesos de inflamacion, por ejemplo en artritis, dan
también sefal positiva que puede ser incrementada con el empleo del contraste incluido en
liposomas.

Los liposomas tienden a ser captados por el sistema reticulo-endotelial, por lo que también
pueden ser empleados en la deteccion de tumores hepato-esplénicos y metastasis mediante
TAC o RMN.

Los liposomas de larga semivida plasmatica presentan gran interés como vehiculos de
contrastes vasculares para detectar lesiones aterosclerdticas, shunts intravasculares, entre
otros. De igual manera, los llamados inmuno-liposomas especificos para el citoesqueleto
conteniendo anticuerpos anti-miosina son de interés experimental de estudios en infarto de
miocardio”. Estos inmuno-liposomas se fusionan con las células dafiadas y constituyen un
excelente vehiculo para la liberacion de farmacos o ADN a células hipoxicas.

Es de destacar, las buenas perspectivas que ofrecen los resultados de fijar en liposomas
cadenas de ADN con copias sanas del gen CFTR (Cystic Fibrosis Trans-membrane con-
ductance Regulator) y realizar su administracion en forma de aerosol nasal en el tratamiento
de la fibrosis quistica pulmonar. Aunque los resultados obtenidos proceden de ensayos
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clinicos cortos, resultan esperanzadores ya que son tan buenos como los obtenidos con
vectores virales.

7.3.2. Aplicaciones de las micelas poliméricas.

Las micelas poliméricas pueden ser utilizados para la solubilizacion, estabilizacion y
liberacion de numerosos farmacos de mayor o menor complejidad estructural. Sus propie-
dades funcionales formadas a partir de bloques de copolimeros anfifilicos las convierten en
sistemas ideales para la encapsulacion y liberacion de farmacos de caracter hidrofobo.

Existe un gran interés en el uso de las micelas poliméricas como portadoras de farmacos
como lo demuestran Adams™ y Duncan® en sus excelentes revisiones en las que sefialan los
tres grandes grupos de copolimeros que forman el ndcleo hidrofobico: polimeros de
polioxietileno con poli L-aminoacidos, con poliésteres o con polioxipropileno. Las micelas
poliméricas basadas en bloques poliméricos de polioxido de etileno y poli-L-aminodcidos
son bastante versatiles porque permiten realizar modificaciones quimicas en el polimero que
forma el ntcleo y con ello facilitar la carga del farmaco, bien por un procedimiento fisico o
uno quimico. Dentro de éste tipo de polimeros, han sido ampliamente utilizados aquellos
que contienen poli-L-aspartico ya que, a través del grupo carboxilo, es posible realizar una
conjugacion con el farmaco el cual queda en forma de profarmaco, que va siendo liberado
por hidrélisis inespecifica o enzimatica. Este procedimiento ha sido utilizado para la
liberacion de farmacos citostaticos de elevada toxicidad como doxo-rubicina®,
metotrexato’® y camptotecina27.

7.3.3. Aplicaciones de las NPs

El 60% de las drogas que provienen de las sintesis son pobremente solubles en agua. Se
requieren entonces iniciativas de formulaciones innovadoras para que alcancen una bio-
disponibilidad oral aceptable o para formular inyectables endovenosos. Para tal fin, se han
desarrollado los nanocristales, NPs compuestas de un 100% de droga, sin material extra
alguno, y cuyo tamafio medio de particulas oscila entre 200 y 500 nm.

A través de distintos procedimientos, estas NPs se formulan en otras formas farmacéuticas
de mayor aceptacion como comprimidos, granulados o capsulas, y también se pueden
preparar para administracion endovenosa. Esta ultima via de administracion, se ha visto
beneficiada con la utilizacion de NPs debido a que se pueden suministrar mayores dosis en
un volumen menor, y sin la necesidad de recurrir a solventes organicos o a pH extremos.

A partir del 2000, varios productos alcanzaron el mercado bajo la modalidad de Nano-
crystal®, ya sea como primera formulacién disponible comercialmente o como una
reformulacion de una existente. Dentro de los ejemplos, se pueden mencionar al
inmunosupresor Sirolimus y al principio activo utilizado en la terapia antiemética asociada a
la administracion de quimioterapia, llamado Aprepitant. También estd disponible, en esta
forma, una nueva presentacion comercial del Megestrol, un agente terapéutico usado en la
anorexia en pacientes neoplasicos y con SIDA. Es liquida, al igual que su precursora, pero
en este tipo de formulacion la dosis esta contenida en un volumen cuatro veces menor y su
viscosidad disminuyd 16 veces. Existe otra diversidad dad de productos nanoparticulados
comercializados actualmente, algunos aprobados hace mas de una década (ver tabla 7.2).
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Tabla 7.2: Medicamentos y productos farmacéuticos nanotecnologicos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA).

PRODUCTO/FABRICANTE Aiio de aprobacion PROPOSITO

NPs que contienen placlitaxel, que aumenta la
2005 cantidad medicamento anticancerosa disponible,
para matar células cancerigenas en la mama.

Albraxane
American BioScience, Inc.

Sistemas de suministro de NPs basado en lipomas
recubiertos con polimeros, conocido como

Daxil " " . ; .

Ortho Biotech Products 1999 Steqlth (el furtivo). Daxil es el primer producto
que incorpora esta tecnologia para el tratamiento
de cancer de ovarios.

Version nanoparticulada del medicamento

Emend 2003 Aprepitant, un antiemético, utilizado para prevé-

Merck —tecnologia bajo licencia de Elan nir la nausea en los pacientes de cancer que reci-
ben quimioterapia
Formulacion nanoparticulada de Sirolimus

Rapamune

2000 (Rapamune) para prevenir el rechazo en pacien-

Wyeth —tecnologia bajo licencia de Elan tes que reciben trasplantes de érganos.

Silcryst Nucryst Pharmaceuticals/ Comercialmente disponible des- Plata nanocristalina incorporada en los recubri-

producto distribuido por Smith & Nephew de 1998 (aprobado por FDA sin mientos de las heridas por sus propiedades anti-

como Asticoat prescripcion en 2001) microbianas.

Silva Gard Catéter recubierto con NPs antimicrobianas de
2005 .

AcryMed, Inc. plata para el uso interno en el cuerpo.

Tri Cor 2004 Formulacién nanoparticulada del 7riCor (una

Abbott Laboratories droga para tratar el colesterol alto).

Plataforma in vitro para probar muestras
Verigene 2006 desangre o saliva en la deteccion de acidos
Nanosphere, Inc. nucleicos y proteinas que tengan

concentraciones extremadamente bajas.

Fuente: ETC GOUP?.

7.3.4. Aplicaciones de dendrimeros

Los polimeros dendriticos componen una nueva generacion de nanosistemas que han
despertado un gran interés en los ultimos afios entre otras cosas, por su alto potencial
como agentes formadores de vehiculos de farmacos. Desde un punto de vista quimico, los
dendrimeros son macromoléculas poliméricas sintéticas que pueden ser de distinta
naturaleza (peptidicos, lipidicos, polisacaridicos, entre otros). Un dendrimero tipico esta
formado por una molécula central de la que salen varias “ramas”, que a su vez se
ramifican, originando asi una estructura tridimensional globular de capas concéntricas. La
presencia de grupos funcionales (tipo amino, carboxilo, hidroxilo, entre otros), en la
superficie de los dendrimeros, confiere a estos agentes gran parte de su utilidad en
terapéutica®. Los grupos funcionales conceden a los dendrimeros una carga determinada a
pH fisiologico (anidnico o catidnico). En concreto, los dendrimeros catidnicos resultan
especialmente interesantes para su aplicacion en la via topica ocular, ya que presentan una
alta interaccion con las mucinas del epitelio de la cornea que se encuentran cargadas
negativamente en condiciones fisioldgicas por la presencia de grupos sialicos. Esta
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interaccion electrostatica convierte a estos dendrimeros en compuestos mucoadhesivos
capaces de generar un aumento en el tiempo de contacto de la forma farmacéutica (y del
principio activo que contenga) sobre la superficie del ojo. Ademas, su naturaleza cationica
también induce interaccion electrostatica con las proteinas de las uniones intercelulares
epiteliales, generando asi, una reorganizacion temporal de dichas estructuras y un aumento
de la permeabilidad paracelular*™*'. Estas propiedades resultan atractivas para su empleo
como agentes promotores de la penetracion de sustancias activas a través de la cornea. En
el caso de la via oftdlmica aparecen publicados contados trabajos, sin embargo, los
resultados obtenidos resultan altamente prometedores, como el caso de la co-administra-
cion topica de Pilocarpina y Tropicarpina con dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM),
estudio en el que se observo un efecto farmacolégico sostenido y duradero en animales de
experimentacion, en contraposicion al tratamiento convencional (principio activo en
solucion).

En lo concerniente a la encapsulacion del farmaco, las moléculas activas hidrofobicas
pueden encapsularse en el interior del dendrimero, aumentando asi su hidrosolubilidad®.
Por el contrario, las moléculas hidrofilicas se pueden unir a la superficie del dendrimero
gracias a sus caracteristicas superficiales, ya sea por uniones covalentes, enlaces de
hidrégeno, interacciones electrostaticas, entre otros. En este sentido, los dendrimeros
catidnicos presentan la enorme ventaja de poder encapsular oligonucleétidos, que son de
naturaleza polianionica, lo que los convierte ademas en excepcionales candidatos para el
desarrollo de formulaciones en terapia génica™. Otros autores han comenzado también a
explorar el uso de dendrimeros para terapia génica en oftalmologia. Los primeros estudios
han ido encaminados a combatir la neovascularizacion en pacientes con retinopatia
diabética o con degeneracion macular asociada a la edad. En este caso, la administracion
intraocular de dendrimeros lipidicos asociados a un oligonucleédtido capaz de reducir la
transcripcion del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), uno de los principales
factores angiogénicos asociados a la neovascularizacion, demostrd una proteccion contra la

o . . . , ., 34
neovascularizacion en animales de experimentacion de mas de un mes de duracion™.

Otra aplicacion es la administracion de dendrimeros como farmacos antivirales, que se
caracteriza porque poseen restos anidonicos en su superficie como grupos sulfonato o de
acido sidlico, siendo capaces de competir en el proceso de fijacion de los virus a la
superficie celular. Estudios realizados con dendrimeros de polilisina modificada con restos
naftil o con grupos sulfonato en la superficie, han demostrado su utilidad como inhibidores
in vitro del virus herpes simplex al inhibir la entrada del virus en la célula y su posterior
replicacién. Dendrimeros PAMAM (de poliamidas) con grupos naftil-sulfonato en su
superficie han revelado actividad frente al virus VIH compitiendo, en una primera etapa,
con la fijacion del virus a la superficie celular y, posteriormente, impidiendo su replicacion

. : - 25,36
a través de la transcriptasa reversa y/o integrasa™".

La firma australiana Starpharma’’ ha desarrollado un gel (VivaGel) cuyo componente
activo es un dendrimero de polilisina (SPL7013) que se fija a proteinas de glucosil-
fosfatidil-inositol (gpl 20) del virus lo que impide su fijacion a los receptores CD4
(cumulo de diferenciacion 4 o cluster of cuadruple diferenciacion). A mediados del afio
2004 este producto, de aplicacion vaginal o anal, fue aprobado por la FDA para iniciar el
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ensayo clinico Fase I, constituyendo el primer dendrimero aplicado a humanos. El mismo,
ha demostrado actividad frente al virus herpes simplex, de la hepatitis B, Chlamydia, entre
otros. La misma firma estd desarrollando otros dendrimeros activos por via inhalatoria
frente al virus sincitial respiratorio y patdogenos emergentes como el coronavirus que
produce el sindrome respiratorio severo agudo (SARS).

7.4. Caracterizacion de las NPs

En los ultimos afos, se ha desarrollado un inmenso mimero de disefios experimentales
dirigido a la sintesis de NPs magnéticas de tamafio controlado y poca distribucion de tamafio
de particula, con la finalidad de obtener nuevas propiedades de los nanomateriales. La
forma, el tamafio y las propiedades superficiales de las NPs supeditan el comportamiento
magnético y se cree que definen el comportamiento, asi como las propiedades magnéticas de
la misma.

En el disefo racional de una formulacion es primordial el entendimiento de todos los
aspectos fisicoquimicos de la misma, asi como una buena interpretacion de los resultados.
La caracterizacién morfoldgica y estructural de las particulas, su tamafo, caracteristicas
superficiales, y la forma de liberacion del farmaco, son todos aspectos relevantes que
deben ser considerados en dicho proceso. Este acelerado avance ha obligado al desarrollo
de nuevas técnicas de caracterizacion adecuadas, surgiendo asi la nanometrologia, ciencia
que se encarga de la medida de materiales en nanoescala (< 100 nm), incluyendo técnicas,
herramientas y teorias para la cuantificacién en esta dimension®°. Al trabajar en escala
nanométrica, se emplean técnicas especiales, tales como la microscopia de fuerza atémica
(AFM), la microscopia electronica de barrido (SEM) y la microscopia electronica de
transmision (TEM), la dispersiéon dinamica de luz (DLS), la espectroscopia de foto-
electrones con rayos X (XPS), entre otras. La técnica de dispersion de luz ha sido muy
utilizada para caracterizar forma, tamafio y dindmica de NPs de naturaleza quimica muy
diversa. La microscopia SEM permite el estudio de la morfologia y composicion de
materiales fisicos y bioldgicos, mientras que la de transmision (TEM) permite determinar
la estructura interna de los materiales, incluyendo los bioldgicos, produciendo imagenes
precisas de nanomateriales, nanotubos y NPs. Sin embargo, estas técnicas siguen
complementdndose con técnicas convencionales de caracterizacion como la espec-
troscopia ultravioleta-visible (UV-VIS), infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 1D y 2D. En el caso de estructuras cristalinas y
polvos amorfos, se usa la dispersion por rayos X (DRX) en polvo y calorimetria de barrido
diferencial*™*'.

7.4.1. Tamano de las NPs

Un parametro importante de cualquier nanoparticula es su tamafio; el mismo gobierna la
interacciéon de la nanoparticula con los sistemas bioldgicos, incluyendo la absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion. En este sentido, la Resonancia Magnética Nuclear se
ha convertido en una herramienta util para determinar este pardmetro, a través de la medida
del radio hidrodindmico de NPs metalicas. La RMN usa técnicas de gradientes de pulso
(PFG) para determinar el coeficiente de difusion de particulas dispersas en solucion y que
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difunden mediante movimiento Browniano. Bajos estas condiciones, el radio hidrodinamico
se calcula reordenando la ecuacion de Stokes-Einstein.

kT
 67nR,

donde D es el coeficiente de difusion, kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura,
n es la viscosidad del solvente y Ry es el radio hidrodindmico de las especie en difusion.

Utilizando como ntcleo el proton, DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy) es un expe-
rimento bidimensional que permite discriminar las sefiales de RMN de acuerdo a su
coeficiente de difusion. El trabajo de Terrill er al.*?, en 1995, fue pionero en su campo,
siendo uno de los primeros en reportar el uso del experimento 'H-DOSY para medir el radio
hidrodindmico de particulas coloidales de Au, e incluso el método recién propuesto de
"RMN quimiosensores" para la identificacion y cuantificacion de analitos en mezclas
complejas, basado en el uso de los receptores basados en NPs**.

Igualmente, el didmetro medio puede ser estimado por medio de métodos altamente sensi-
bles como lo es la difractometria laser. Existen otras técnicas que, ademas de entregar infor-
macion con respecto al didmetro medio, aportan datos relacionados con la forma de las
particulas, dentro de ellas se encuentra la microscopia electronica de transmision (TEM), de
barrido (SEM) y la microscopia de fuerza atomica (AFM). En ciertas ocasiones, particulas
mayores de 100 nm pueden ser analizadas con un contador Coulter o por difraccion de rayos
laser.

El tamafio de particula ejerce un importante papel en la velocidad de disolucion de los
farmacos. La reduccion del tamafo de particula puede aumentar la velocidad de disolucion y

con ello generar una mayor biodisponibilidad del farmaco*>*.

7.4.2. Morfologia:

El método de preparacion o sintesis influye en la morfologia de las NPs y, por ende, en las
propiedades estructurales y magnéticas de las mismas, e incluso su toxicidad; por ejemplo,
se ha comprobado que las NPs de plata de forma triangular truncada, son mas toxicas que
las esféricas y alargadas ya que su mayor niimero de caras las hace mas reactivas, siendo las
esféricas las que presentan menor toxicidad*’. Es por ello que la caracterizacién estructural y
morfoldgica de las mismas es de gran importancia para interpretar sus propiedades, tanto
fisicas como quimicas, asi como para explorar las diferentes aplicaciones que se puedan
proponer. La dispersion dindamica de luz (DLS, Dynamic Light Scattering), es una técnica
fisicoquimica empleada en la determinacion de la distribucion de tamafios de particulas en
solucién® o el caso de macromoléculas tipo proteinas o polimeros en solucion. A finales del
siglo pasado, la DLS se convirtié ademas en una técnica ideal para optimizar el conocimien-
to sobre el crecimiento cristalino y la agregacion de macromoléculas, asi como para

. 7 o
determinar la formacion de agregados en solucion®~’.

Un ejemplo importante es la formacion de micelas, Utiles en liberacion de farmacos y

L, . 1.52 ore . . , . .
cosméticos %, y en donde la DLS se utiliza como herramienta de diagnostico para analizar
la forma de cristalizacion del solvente en la misma.
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7.4.3. Estructuras

La disposicion de los componentes en la nanoparticula, puede determinar su comporta-
miento y estabilidad. Diversas técnicas de microscopia se emplean en la determinacion
semicuantitativa de la estructura de materiales nanoestructurados, como la microscopia
electronica de barrido y la microscopia electronica de transmision. En el caso de estructuras
cristalinas y polvos amorfos, se usa la difraccion por rayos X (DRX) para determinar
cuantitativamente las propiedades estructurales de los sélidos. En algunos casos, para poder
establecer la orientacion de las moléculas, se requiere métodos de dispersion de alta energia,
tales como la dispersion por rayos X y dispersion de neutrones. Si la nanoparticula posee
componentes fluidos o se requiere medir el nivel de droga libre, la RMN es una buena
técnica ya que la magnitud de la respuesta instrumental depende del movimiento molecular.
En este caso, las medidas de difusion por RMN 2D con gradientes es, también, una técnica
de eleccion”.

7.4.4. Propiedades de las superficies:

El potencial zeta aporta informacion sobre la carga superficial de las NPs, lo cual condiciona
las interacciones entre las mismas, asi como entre estos sistemas y la membrana celular.
También, ayuda a describir la estabilidad de las dispersiones coloidales". El potencial zeta
también se puede utilizar para determinar si un material cargado es encapsulado en el centro
de la nanoparticula o en la superficie™. Para su cuantificacion, se emplean técnicas electro-
foréticas.

7.5. Forma de liberacion del farmaco

La nanotecnologia ha permitido disefiar sistemas de liberacion de farmacos, que pueden
transportar las drogas de manera mas efectiva y dirigir, con mayor selectividad, la liberacion
del farmaco en la diana deseada®*™. El sistema selectivo de suministro de farmacos, a través
de nanoestructuras, permite mejorar la penetracion celular y la distribucion, aumentar la
absorcion del farmaco al facilitar su absorcion a través de la capa epitelial, modificar la
farmacocinética y, en particular, proteger al principio activo de una posible degradacion
antes de ejercer su accion, por ende, tendremos tratamientos mas efectivos, menos costosos
y con menores efectos colaterales. Los mismos pueden desarrollarse a partir de nano-
estructuras muy diversas tales como, nanoestructuras unimoleculares tipo dendrimeros,
nanotubos de carbono y polimeros, o nanoestructuras multiples como sistemas lipidicos tipo
emulsiones y liposomas, NPs poliméricas solidas, micelas y nanocépsulas. Estas multiples
capas se ensamblan entre si a través de interacciones débiles tipo fuerzas de van der Waals,
interacciones hidrofobicas, interacciones n—m, e incluso enlaces de hidrogeno. Para que estos
nanofarmacos, puedan ejercer su accion con éxito, es indispensable que las nanoestructuras
que constituyen el sistema, estén ensambladas de manera homogénea, en términos de
tamafio de particula, organizacion supramolecular y morfologia. Ademas, es necesario
ejercer un eficiente control de calidad, teniendo en cuenta que la mayoria de sus propiedades
fisicas, quimicas y biologicas, son diferentes de sus similares de mayor escala. Es por ello
que, es muy importante establecer los parametros de los nanomateriales que podrian afectar
el comportamiento de los productos nanotecnologicos alcanzados. En este sentido,
podriamos citar: proceso de fabricacion (seguridad del proceso y posible impacto
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ambiental), tamafio de particula y su distribucion, area superficial, caracteristicas quimica de
esa superficie y el tipo de recubrimiento que posee, densidad de carga superficial, hidro-
filicidad, pureza, esterilidad, estabilidad y ademas debe comprobarse que su comportamien-
to in vivo, es concordante con la actividad demostrada in vitro. En el producto terminado es
indispensable pruebas de liberacion del farmaco y consideraciones sobre su bioequiva-
lencia. La cantidad de farmaco encapsulado puede ser establecido mediante diversas
metodologias analiticas como HPLC, HPTLC o espectrofotometria UV-VIS.
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