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1. INTRODUCCION

El cerebro es un drgano delicado y muy complejo, al cual, la evolucion se ha encargado de
proveerlo de mecanismos muy eficientes para protegerlo. Pues este proceso se encofa en
preservar las caracteristicas que representan una ventaja para una especie, como lo es la
existencia de una barrera que protege al cerebro de las fluctuaciones sanguineas, metabolitos
toxicos, infecciones, etc. Desafortunadamente, los mismos mecanismos que lo protegen pueden
frustrar alguna intervencion terapéutica. Hoy en dia, aproximadamente el 100% de farmacos de
elevado peso molecular (PM) son impermeables a la barrera hematoencefalica (BHE),
incluyendo péptidos, proteinas recombinantes, anticuerpos monoclonales, oligonucledtidos
antisentido, etc.y mas del 98% de farmacos de PM bajo presentan la misma complicacion
(Bondi et al., 2012; Meng et al., 2010). Hoy en dia, son pocas las enfermedades que pueden ser
tratadas con estas moléculas de bajo PM; Entre ellas se encuentran: la depresion, desordenes
afectivos, dolor crénico y epilepsia. Mientras que las enfermedades que no responden a este
tipo de moléculas incluyen: Alzheimer, lesiones de cerebro y medula espinal, cancer cerebral,
infeccion de VIH en cerebro, accidentes cerebro-vasculares, esclerosis lateral amiotrofica,
Parkinson, Huntington, esclerosis mdltiple, asi como alteraciones genéticas que afectan el

correcto funcionamiento del cerebro (Pascual et al., 2004).

Considerando lo anterior se han creado lineas de investigacion con la finalidad de acceder al
Sistema Nervioso Central (SNC). Estas lineas consideran varias estrategias, dentro de las cuales
se contemplan: Inyecciones intracerebrales, modificaciobn quimica de las moléculas,
abatimiento de la BHE, etc. (Meng et al., 2010); técnicas que comprometen la seguridad del

paciente y la eficacia de la terapia, por lo tanto no resultan muy convenientes.



Otra solucién se ha encontrado al emplear los farmacos con eficacia terapéutica comprobada,
enfocandose en los problemas individuales de cada particula (biodisponibilidad, tiempo de vida

media, etc.) y aprovechar los conocimientos acerca de la anatomofisiologia del SNC.

La absorcién en los capilares del SNC es diferente que en otros capilares del cuerpo debido a
que las células endoteliales poseen: una alta cantidad de mitocondrias, ausencia de
fenestraciones, minima actividad de pinocitosis, asi como la presencia de uniones densas,
conformadas por las interacciones entre proteinas transmembranales (como la Claudina, la
Ocludina y moléculas de adhesion celulares); estas condiciones junto con una elevada actividad
de sistemas de eflujo (como la glicoproteina P) son los elementos restrictivos de la barrera

hematoencefalica (BHE) (Kaur et al., 2008).

La BHE ademas de mantener las condiciones quimicas se encarga del suministro de nutrientes.
Por lo tanto existe una elevada expresion de diversos receptores (como de Insulina,
Transferrina, LDL, GLUTL, etc.) en las células endoteliales de los capilares cerebrales (Ying et
al., 2010). Aspecto sumamente importante para la vectorizacion de nanoacarreadores (Meng et
al., 2010).El empleo de estos transportadores para acceder al SNC se conoce como transporte

mediado por el receptor (RMT, por sus siglas en inglés, Receptor Mediated Transport).

El empleo de la nanotecnologia en el area farmacéutica para la produccion de reservorios
nanométricos funcionalizados se convierte en la pauta de investigacion actual, con multiples
ventajas y aplicaciones terapéuticas. Estos reservorios deben tener la capacidad de transportar:
farmacos hidrosolubles, liposolubles, proteinas e incluso genes y liberarlos sobre todo con un
control espacial. Estos nanoacarreadores pueden contener multiples elementos de direccion que
permitan incrementar su concentracion en un sitio deseado. De igual manera pueden contener

en su superficie elementos con propiedades dpticas que permiten monitorear en tiempo real y



de manera no invasiva la ruta farmacocinética de una NP, delimitar el area de un tumor,

etcétera (Ying et al., 2012).

En este trabajo se explican las estrategias empleadas en tecnologia farmacéutica, con
dimensiones nanomeétricas, destinadas a establecer un régimen terapéutico accediendo al SNC.
Para ello es importante puntualizar los factores involucrados en que se genere un efecto
bioldgico a partir de la administracion de un xenobiotico (cualquier sustancia ajena al

organismo).

También serd muy importante hacer hincapié en que las propiedades de absorciéon y
distribucion cambian de manera considerable cuando se modifica el tamafio de particula. Y esto
conlleva a un nuevo proceso de redistribucion de efecto considerable. Un ejemplo lo
representan las NP de Ti, Si y Au que ingresan al SNC por mecanismos desconocidos y se
acumulan en hipotalamo, tdlamo, hipocampo y corteza cerebral (Masserini, 2013). A la vez NP
de Cu, Ag, Al, SiO; y MnO; han demostrado abatir la BHE, incrementar la concentracion de
aminoacidos excitadores (Aspartato y Glutamato) y disminuir la de aminoacidos depresores
(Glicina y GABA) en corteza cerebral, hipocampo y cerebelo. Resultando un mayor dafio de
los tejidos con las NP de Ag e inversamente proporcional al tamafio, es decir, las NP mas
pequefias generaron un mayor dafio (Sharma, H.S., 2013). De igual manera se modifican las
caracteristicas toxicas, como sucede en el caso de las NP de Plata en cultivos de macréfagos,
donde se presentan efectos citotoxicos y estrés oxidativo (Luther et al., 2011). Asi como
recordar las propiedades toxicoldgicas de los polimeros, surfactantes y disolventes empleados

en la produccién de las nanoparticulas.

Los alcances de esta tecnologia farmaceéutica son impactantes y de gran diversidad. Uno puede

fabricar nanoparticulas de quitosan (tiene propiedades mucoadhesivas, con un tamafio de



particula adecuado) que habilitan la via intranasal, lo cual permite una buena absorcion al
cerebro (Haque et al., 2011, Patel et al., 2011), o también podemos emplear nanoparticulas con
propiedades magnéticas que permitan una acumulacion via efecto de un campo magnético
externo y con la posibilidad de monitorearlas via resonancia magneéticaen tiempo real (Ying et
al.,2012). Inclusive se han desarrollado nanoparticulas lipidicas solidas (NPLS) cationicas que
se pueden emplear como vectores de transfeccion no-virales en tarapias génicas (Bondi et al.,
2007). O emplear estos acarreadores para comprobar el efecto de sustancias con efectos
sospechados pero con una muy pobre absorcion o un tiempo de vida media muy corto. Dentro
de este grupo de experimentos encontramos los relacionados con la baicalina, flavonoide
encontrado en la raiz de la Scutellaria spp.con poderosos efectos anti-inflamatorios y anti-
oxidantes que ha demostrado ser eficaz en casos de isquemia, dafio célular originado por la
proteina B-amiloide, estrés oxidativo y excitotoxicidad (Tsai et al., 2012). También existen
diversos estudios que emplean a la curcumina (polifenol extraido de Curcuma longa con
considerables efectos anti-inflamatorios, anti-oxidantes y anti-cancerigenos), formulada en
acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC), esto la convierte en un potencial agente

antineoplasico y neuroprotector (Bondi et al., 2012).

La posibilidad de emplear distintos tipos de nanoparticulas, de tamafio variable, con distintas
caracteristicas superficiales y empleando diferentes elementos de direccion y, que éstas
caracteristicas modifiquen la farmacocinética y otras propiedades de la NP, nos indica la
importancia que tiene la relacion entre la etiopatogénesis de determinada enfermedad con la

produccién de un acarreador con las caracteristicas adecuadas.



2. OBJETIVO

e A través de una revision biblio-hemerogréfica, recopilar informacién relacionada
con nanoparticulas destinadas a atravesar la BHE; clasificarlas, describir sus
aplicaciones y denotar su impacto en el area clinica.
2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Denotar cuales son las diferencias entre las formulaciones convencionales y las
formulaciones nanoparticuladas.

e Resaltar el impacto que tiene el empleo de esta tecnologia farmacéutica y la
diversidad de sus aplicaciones.

e Describir los factores que permiten la vectorizacion de las NP.

e Establecer una relacion entre la etiopatogenesis y el disefio racional de
nanoreservorios.

3. GENERALIDADES

Para comprender las bases del empleo de agentes terapéuticos necesitamos entender que existen
factores que pueden modificar el efecto bioldgico. Existen factores concernientes a la sustancia,
otros relacionados con el individuo y también algunos factores del ambiente.Acerca de la
sustancia necesitamos saber que para que una sustancia fluya a través de las distintas
membranas celulares (estdmago, intestino, capilares sanguineos) existen ciertas restricciones de
peso molecular, grado de ionizacion y liposolubilidad (una molécula de bajo peso molecular, no
ionizada y con buena liposolubilidad se absorbera de manera eficiente). Para que una sustancia
Ilegue a su sitio de accién debe atravesar diversas barreras bioldgicas y en el caso de SNC se
encuentra ademas la barrera hematoencefalica (BHE), esta se describird mas adelante. Cuando
el principio activo se encuentra disponible en su sitio de accidn a una concentracion adecuada,

lo que se necesita para qué se genere un efecto bioldgico es la interaccion del principio con su



receptor y que este tenga actividad intrinseca. En el SNC los sitios predominantes de accion de
los medicamentos son los botones sinapticos y es de gran importancia recordar que la densidad
celular y de receptores se ve modificada constantemente por fendmenos de plasticidad y esto es
aln mas importante en sujetos con alguna lesion cerebral (Brailowsky et al,. 2004). Esto Gltimo
podria incluirse en los factores vinculados al individuo. También afectara su constitucion
genética dada la expresion de proteinas (receptores, enzimas, proteinas transportadoras, etc.) y
esto determinard las variaciones de la sensibilidad a cada sustancia, su metabolismo y efecto
entre diferentes individuos de la poblacion. También es importante el reconocimiento de la
influencia que tiene el ciclo circadiano, las hormonas sexuales o los estados tensionales como
el estrés sobre el efecto de diversos medicamentos. Para puntualizar los factores vinculados con
el individuo es importante mencionar la postura psicosocial que mantiene el paciente ante un
tratamiento. Considerando que se debe buscar siempre la resiliencia (actitud positiva y confiada
ante un evento médico o tratamiento). El ejemplo méas claro de la influencia mental sobre la
respuesta bioldgica a una sustancia lo aporta el efecto placebo. Se han encontrado vias de
comunicacion entre el sistema nervioso, el sistema inmunitario y sistema enddcrino; A esto se
le denomina neuroinmunomodulacion y sera cada vez mas importante conforme crezca nuestro
entendimiento de los procesos corporales en la salud y en diversas enfermedades (Hernandez

et al., 2007 y 2008).

También es importante resaltar que existen factores del entorno, que se pueden atribuir a ciertas
condiciones sociales como pueden ser: malnutricion, desnutricion (se considera como factor
del entorno porque existen zonas geograficas con notada desnutricién y zonas geograficas con
dietas hipercaldricas), el aislamiento social también tiene serias repercusiones en una

recuperacion (Brailowsky et al., 2004).



De gran importancia es hoy en dia el conocimiento de las sustancias toxicas a las cuéles
estamos potencialmente expuestos todos los dias, como: aditivos y conservadores en alimentos
procesados, plaguicidas y pesticidas en alimentos frescos, mercurio, plomo, aluminio, fluér y

otras sustancias reconocidas como toxicas (Nava-Ruiz et al.,2011; Ortega et al.,2005).

3.1 Generalidades sobre administracion de medicamentos

Es de gran importancia denotar que muchos procesos sobretodo de farmacocinética se

modifican con el empleo de nanoparticulas.

Existen dos tipos de estudios empleados para conocer las diferentes propiedades de un farmaco;
éstos nos hablan acerca de: el grado en el que un farmaco penetra nuestro cuerpo, qué tan
rapido se alcanza un equilibrio (concentracién maxima; la velocidad de ingreso al plasma es
igual a la de eliminacion), a qué velocidad se excreta del cuerpo y qué cambios bioldgicos
genera en el mismo. Por esta razon se consideran estas propiedades en el trabajo; puesto que la
principal problematica que presenta establecer una terapia segura y eficaz se explica mediante
la farmacocinética (biodisponibilidad, volumen de distribucién, tiempo de vida media) o la

farmacodinamica (ineficacia o toxicidad) del medicamento (Barret et al., 2012).

3.1.1Farmacocinética: ingreso y distribucién de un farmaco en el organismo

En este subcapitulo se trata de manera superficial los procesos de biotransformacion y
eliminacion; Considerandose de mayor importancia, para nuestro estudio, los procesos

farmacocinéticos de absorcion y distribucion.

La farmacocinética consiste en determinar la concentracion del farmaco en los diferentes
tejidos del organismo, asi como los cambios de ésta, en funcion del tiempo, y calcular los

parametros y constantes que describen su comportamiento. Observaremos la farmacocinética de
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la via de administracion oral, ya que es la mas ilustrativa en cuanto a las complicaciones que se

presentan (biodisponibilidad, efecto de primer paso, etc.).

El entendimiento y la correcta aplicacion de los principios farmacocinéticos permitiran
incrementar la probabilidad de una terapia exitosa y disminuir la ocurrencia de Reacciones
Adversas a la Medicacion (RAM). El siguiente esquema ilustra la estrecha relacién que existe

entre los procesos farmacocinéticos y la concentracion en su sitio de accion.

Figura 1. Distribucién de un farmaco en el organismo. Se requiere la liberacion del farmaco a
partir del medicamento para su posterior absorcion estomacal o intestinal. Observamos cinco
destinos a partir del compartimento central (circulacion sanguinea): a) union a receptores en
el sitio de accion, b) depésito en distintos tejidos, ¢) uniéon a un sitio no deseado, d)
biotransformacion del farmaco y €) su excrecion.Recuperado y modificado

de:http://www.fetoc.es/toxicologianet/graphics/t04fig02.gif
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Existen algunas diferencias farmacocinéticas entre las distintas vias de administracion (oral,

intramuscular, intratecal, subdérmica, inhalatoria, sublingual, rectal, etc.) pero el objetivo



principal de todas estas vias es que la sustancia activa se encuentre disponible en su sitio de

accion el tiempo necesario para ejercer un efecto terapéutico (Brunton et al., 2007).

Algunas vias tienen procesos de absorcion (ingreso del farmaco al torrente sanguineo), otras
(como la intravenosa o intra- arterial) disponen al principio directamente al torrente sanguineo,
y posteriormente, todo farmaco administrado es excretado por los diferentes sistemas que posee
nuestro cuerpo (metabolismo hepético, conjugacion, filtracion glomerular, secrecién tubular,
etc.).Por lo tanto, consideraremos solamente la via de administracion oral en esta seccion ya

que se considera la mas ilustrativa para el fin.

La administracion directamente al torrente sanguineo conlleva una suma de complicaciones
(imposibilidad de autoadministracion, formacion de abscesos, posibilidad de infecciones,
imposibilidad de retirar el medicamento en caso de presentarse un efecto no deseado [v.gr. uso
de carbono activado en intoxicaciones estomacales], etc.); también por lo previamente citado el
presente trabajo pretende enfocar los estudios a la via de administracion oral ya que se
considera ser de mayor comodidad para el paciente; lo que implicaria una mayor adhesién

terapéutica.

La absorcion y la distribucion son los procesos mediante los cuales un principio quedara
expuesto a su sitio de acciéon donde ejercera su efecto farmacoldgico que conlleva un beneficio
terapéutico; no debemos olvidar que la distribucion indiscriminada del farmaco genera efectos
adversos (v.gr. farmacos antineoplasicos). La absorcion puede entenderse como el ingreso de
un farmaco al torrente sanguineo; esta absorcion puede ser estomacal o intestinal (dependera de
las propiedades fisicas y quimicas del activo [v.gr. hidrosolubilidad, capacidad de ionizarse a

un pH determinado, peso molecular, etc.]). Mientras tanto, solo se dira que absorcion es el paso



de una sustancia a través de una barrera, mas adelante (Generalidades de BHE) se expondran

los mecanismos por los cules sucede y la influencia del medio sobre este proceso.

Después de una administracion oral, se presenta el efecto llamado de primer paso. Entendido
como la fraccion de dosis oral absorbida y metabolizada en higado instantineamente donde

sufre reacciones de oxidacion, reduccion e hidrélisis denominadas biotransformacién.

Figura 2. Representacion de las diferentes vias de administracion; la relacion entre la via de
administracion, la zona de absorcion y el efecto de primer paso hepatico.Recuperado de:

http://farmacologiauniversidadromulogallegos.blogspot.mx/
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De acuerdo con lo anterior, una fraccion de la dosis administrada via oral sera biotransformada

y eliminada antes de llegar a circulacion sanguinea (Brunton et al., 2007).

El siguiente esquema ilustra los cambios de concentracion en funcion del tiempo para distintas

vias de administracién.

Figura 3. Comparacion entre las concentraciones plasmaticas obtenidas tras la
administracion de un farmaco empleando diferentes vias. Podemos distinguir que la via de
administracion oral posee un area bajo la curva (AUC) relativamente menor y un proceso de
absorcion mas prolongado para obtener una concentracion maxima (Cmax) en un tiempo
mayor.Recuperado y modificado de: http://www.portalesmedicos.com/images/publicaciones

/1007administracion_ farmacos/concentracion _plasmatica.jpg
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Otra complicacion importante puede presentarse si no se considera la estabilidad del principio
en medios acidos, como son las condiciones gastricas. Algunos farmacos presentan problemas
de estabilidad a pH’s acidos 0 por susceptibilidad enzimética (la bencilpenicilina y la insulina,

respectivamente).
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Una solucion empleada fue el recubrimiento de las formas farmacéuticas para proteger al activo
de las condiciones géstricas y que posteriormente al ingresar a intestino se libere el contenido.A
los sistemas que liberan el farmaco dependiendo las condiciones del medio o a una velocidad
determinada se les conoce como sistemas de liberacion controlada, es decir, que posean la

capacidad de liberacion selectiva: espacial o temporal (De la Cruz, 2010).

En este sentido las NP representan el modo ulterior de estos sistemas. Puesto que la

vectorizacion representa una liberacién espacial ain mas especifica.

Figura 4. Gréfica de concentraciones plasmaticas tras la administracion de un farmaco via
oral; Observamos la descripcion grafica de los distintos pardmetros farmacocinéticos, como
Cmax, Tmax, periodo de latencia (PL), tiempo de efecto (TE), Area bajo la curva (AUC),
Concentracion media Téxica (CMT) y Concentracion media efectica (CME), Intervalo de
eficacia terapéutica (IE).Recuperado y modificado de: http://www.medwave.cl

/medios/2007/nayo/CursoFarmaco/Farmaco2Figl.jpg
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En los estudios farmacocinéticos los pardmetros obtenidos son los siguientes: constante de

absorcion, concentracion maxima del farmaco en plasma, tiempo al cual se alcanza la
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concentracion méaxima, constante de eliminacion, tiempo de latencia para inicio del efecto,
concentracion minima efectiva, tiempo de duracién del efecto, volumen de distribucion
aparente, aclaramiento renal,biodisponibilidad (se consideran los niveles sanguineos obtenidos
tras una administracion intravenosa como el 100% y se compara con otras vias de
administracion o también se pueden comparar diferentes formulaciones [pruebas de

bioequivalencia]).

La distribucion comprende desde el ingreso del farmaco a circulacion y su posterior
diseminacion en el liquido intersticial y el liquido intracelular. Este proceso se puede considerar
la suma de multiples factores fisioldgicos y las propiedades fisicoquimicas del farmaco en
cuestion. Inicialmente, los 6rganos con una mayor perfusion (flujo de sangre) alcanzan altas
concentraciones de manera rapida. Otros tejidos como visceras, musculos y piel tardan méas en
llegar a un equilibrio, y puede llegar a tardar varias horas. La distribucion del farmaco en los
tejidos depende principalmente del coeficiente de particion octanol: agua (pardmetro indicativo
de la liposolubilidad del farmaco; valores mayores a 1 indican mayor afinidad por la fase
orgéanica; valores entre 1.5 y 2.5 indican que la sustancia sera bien absorbida). Otro factor muy
importante a considerar cuando se habla de distribucion es la union de farmacos a proteinas
circulantes en la sangre, ya que la fraccion de farmaco no asociado, es la fraccion de farmaco
activa; esta molécula tiene la capacidad de unirse a su receptor y generar un efecto biolégico.
Es muy relevante mencionar que un ligero cambio en la unidn a proteinas plasmaticas, como lo
representaria una interaccion farmacoldgica a nivel distribucion, puede incrementar
significativamente la concentracién de farmaco libre y por lo tanto, la posibilidad de llegar a
concentraciones tdxicas. Las principales proteinas a las que se unen los farmacos en circulacién
sanguinea son: a) Albumina (se unen farmacos acidos) y b) a-1 Glicoproteina 4cida (se unen

farmacos bésicos). Los farmacos, ademas de poderse unir a ciertas proteinas plasmaticas

13
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también pueden unirse a algunos tejidos o inclusive algunos farmacos altamente liposolubles
pueden depositarse en tejido adiposo y otros en hueso (Brunton, et al., 2007). La distribucion
de farmacos al cerebro se dificulta por las maltiples barreras y sistemas de eflujo, que tiene el
cerebro, que impiden el ingreso indiscriminado de sustancias provenientes del torrente
sanguineo. La caracteristica principal de impermeabilidad de las células endoteliales de los
capilares sanguineos (CECSC) la confieren uniones densas entre las células, formadas debido a
la expresion de algunas proteinas transmembranales (claudinas, ocludinas, etc.) y la influencia
de los pies astrocitarios (célula especializada del sistema nervioso, mas adelante se hablara de
su funcion y localizacion) que envuelven los capilares (en el capitulo 3.2 se estudiara la

estructura de las CECSC y las demas barreras entre la sangre y el liquido cefalorraquideo).

Posteriormente a su distribucion, el principio activo sufre reacciones enzimaticas para
convertirse en una especie quimica mas hidrosoluble, la cudl pueda ser excretada
eficientemente mediante: a) filtracion glomerular, b) secrecién tubular, ¢) secrecién hepato-
biliar. Para los fines didacticos del trabajo solo se mencionara lo anterior de farmacocinética.
Pues basta para comprender las diferencias entre la farmacocinética de una formulacion

convencional y una con nanoparticulas.

3.1.1.1 Influencia del pH sobre la absorcion de farmacos

La mayoria de los farmacos son acidos débiles y gran cantidad de ellos son bases débiles, lo
gue nos indica que encontraremos variaciones en la proporcion de especies ionizadas y no
ionizadas a lo largo de la distribucion del farmaco en el cuerpo; desde el estdmago, pasando por
intestino y luego al plasma, encontramos pH’s de 1.4, 8 y 7.4, respetivamente Yy esto influira en

los equilibrios de disociacion de acidos, base y en la concentracion de los diferentes especies
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(como se observa en la figura 5). Recordemos que el farmaco no ionizado es mas liposoluble y

tiene mayores posibilidades de penetrar la bicapa lipidica (Nelson y Cox, 2005).

Figura 5. Influencia del pH sobre la absorcion de un farmaco acido, el equilibrio de
disociacion de un farmaco &cido débil y las consecuencias sobre su buena absorcion géstrica.
A) Equilibrio de disociacién de un acido débil. B) El &cido débil se encuentra principalmente
en su fase no ionizada a pH gastrico, esto favorece su absorciénRecuperado y modificado
de:http://images.slideplayer.es/3/1048230/slides/slide_5.jpg.
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Como se puede contemplar, cuando el pH no favorece la ionizacion del principio, aumenta
considerablemente la absorcion del mismo. De manera analoga sucede con farmacos basicos en
el tracto intestinal; a pH basico predomina la especie no ionizada y, por lo tanto, se puede
absorber (Brunton, et al., 2007). Pero a pH estomacal predomina la especie ionizada y por lo

tanto, las bases presentan una mala o nula absorcion estomacal.
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Figura 6. Influencia del pH sobre la carga de un fArmaco bésico y las consecuencias sobre su
pobre absorcion gastrica. Los farmacos que son bases débiles se encuentran en su fase
ionizada a pH gastrico, esto hace que las bases débiles no se absorban por difusion pasiva en
el estdbmago (s6lo se podria presentar mediante por transporte activo).Recuperado y
modificado de:http://images.slideplayer.es/3/1048230/slides/slide_5.jpg

A  Farmaco base débil

Base A — i K
Base  BH *———— B + H PR, = 0
ionizado no iwomzado

B 10l [1]

BH «<— B+ H"*

Plasma pH= 74

Barrera de kpidos de la mucosa

I
g'l-;.gs?rico pH= 1.4 v
+
BH & B +H"*
[1000] 1]

El punto anterior representa una ventaja para los sistemas nanoparticulados, ya que ofrecen
proteccion contra la degradacion por efecto de pH. Ademas de que elimina la influencia del pH

sobre el proceso de absorcion.

3.1.1.2 Distribucion y Transportadores de membrana

Los transportadores son las proteinas membranales que controlan el ingreso de iones y
nutrientes, y también controlan el flujo de moléculas del metabolismo celular, toxinas,
farmacos y demas sustancias xenobioticas (compuestos ajenos al cuerpo, que generan un
cambio bioquimico). Alrededor del 7 % de los genes humanos codifican para proteinas

transportadoras o relacionadas a los transportadores; esta fraccion representa cerca de 2000
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genes, que tienen implicaciones criticas en la homeostasis (mantenimiento de condiciones

adecuadas para la vida) (Barret et al., 2012).

Para fines farmacoldgicos nos enfocaremos en los transportadores pertenecientes a dos
superfamilias de transportadores: a) los que poseen un dominio de unién al ATP; y b) los
acarreadores de soluto; se les denominara a estas familias ABC y SLC respectivamente, por sus

siglas en inglés (ATP binding cassette y Solute carrier transporters).

La mayoria de las proteinas ABC son transportadores activos primarios, los cuales
fundamentan su accion en la hidrdlisis de ATP para la obtencion de energia. Existen 49 genes
que codifican para proteinas tipo ABC, y éstas se pueden dividir en 7 subfamilias, denotadas
por letras mayusculas (ABCA, ABCB, etc.). Dentro de los transportadores ABC mas conocidos

se encuentra la glicoproteina-P, de la cual se profundizara al hablar de la BHE.

La superfamilia SLC incluye los genes que codifican para transportadores de difusion
facilitada. 48 familias que comprenden alrededor de 315 transportadores. Algunos
transportadores pertenecientes a esta superfamilia son el transportador de serotonina y el de
dopamina (Brunton, et al., 2007). Algunos de estos canales han servido en investigacion para

emplearse como blanco de farmacos o auxiliar en el ingreso a un sitio especifico.
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Figura 7. Relacion entre la expresion de proteinas transportadoras en determinados tejidos y
la distribucion de un farmaco.Recuperado y modificado de:http://1.bp.blogspot.com/-
bXYJElowiqc/T-dQ5lyYdHI/AAAAAAAAAE4S/DuglXD2PMQk/s1600/gp-

P++comparaci%25C3%25B3n.jpg

Metabolismo
Efecto terapéutico ] '
. T E -’

i XCcrecion
Dosis oral : 1
de;E aaco m Farmaco en

Absorcion e
Efecto —@—. "
™ adverso Excrecion

Como observamos en la figura 7, la distribucion del farmaco esta intimamente relacionado con
su interaccién con diferentes proteinas transportadoras. Existen tres tipos de implicaciones de
las proteinas transportadoras sobre la respuesta terapéutica, éstas son: a) farmacocinéticas, b)

farmacodinamicas y c) de resistencia (Nelson y Cox, 2005).

Se puede considerar que tienen una implicacion en la farmacocinética de la terapia debido a que
la expresion de transportadores en determinados tejidos es lo que propicia su ingreso. Como se
menciono estan implicadas en procesos de absorcion, principalmente en células del intestino,
del rifion y BHE. También pueden actuar en conjunto con enzimas, como sucede en el caso de

los hepatocitos (células hepaticas).
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Un transportador también puede servir para limitar el ingreso de sustancias a un tejido, como es
el caso de la glicoproteina- P, expresada en CECSC. En donde las uniones densas entre las
CECSC vy la expresion de la glicoproteina-P impide el ingreso de muchas sustancias presentes
en sangre. Muchos de los transportadores que son relevantes en la respuesta terapéutica estan

implicados tanto en la absorcidn, como en la distribucion y eliminacion de los farmacos.

Conforme se ha adquirido una mayor comprension de la etiopatogénesis (razon especifica de
una enfermedad) de muchas enfermedades, se ha investigado sobre la funcion de algunos
recaptadores, cuya accion se ve alterada en alguna enfermedad (v.gr. para el tratamiento de la
depresion, desordenes afectivo, Alzheimer, Parkinson). Los transportadores no neuronales
también de importancia clinica, como el de glucosa para el tratamiento de diabéticos,

transportadores de colesterol en problemas cardiacos, etcétera.

Entonces, los transportadores de ingreso y de egreso determinan los niveles tisulares y de
plasma de compuestos enddgenos y de xenobidticos y por lo tanto pueden influenciar en la

toxicidad sistémica o especifica de un farmaco.

Se desea solamente indicar que como cualquier proceso que implica una macromolécula, se

presenta un proceso saturable.
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Figura 8. Expresion de las dos superfamilias de transportadores en algunos

organos.Recuperado y modificado de: http://www.fmed.uba.ar/depto/toxicol/glico_p.pdf
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Como se puede observar en la figura 8, en el cerebro se expresan transportadores de ambas
familias, ABC y SLC; pero los transportadores ABC tienen un flujo unidireccional, en cambio
los transportadores de la familia SLC median un transporte bidireccional generalmente

impulsado por un gradiente electroquimico.

Aparte de mencionar la localizacion de los transportadores que tienen una implicacion directa o
indirecta con la eficacia de una terapia farmacoldgica, es importante considerar los
transportadores implicados en la recaptacion de neurotransmisores. Estos transportadores
pertenecen a las supefamilias de transportadores SLC1 y SLC6. Los transportadores dentro de
estas familias toman papeles cruciales en la recaptacion de &cidoy-amino butirico (GABA),
glutamato, norepinefrina, serotonina y dopamina. Los miembros de la familia SLC6 incluyen
los transportadores de norepinefrina (SLC6A2), el transportador de dopamina (SLC6A3), el de
serotonina (SLC6A4) y algunos transportadores recaptadores de GABA (GAT1, GAT2 y

GAT3).
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Estos transportadores han sido estudiados para ser empleados como posibles blancos en el

tratamiento de algunas enfermedades (Barret et al. 2012).

3.1.2 Farmacodinamia

Farmacodinamia comprende el estudio del efecto bioquimico y fisiologico tras la
administracién de un farmaco, asi como su mecanismo de accion. Un claro entendimiento de
los procesos farmacodindmicos puede ayudar a establecer un régimen terapéutico seguro y
racional; la mayoria de los efectos toxicos o efectos adversos pueden ser prevenidos o
explicados considerando la farmacodinamia de las moléculas. Para entender la innovacion que
representa el empleo de nanoparticulas en formas farmacéuticas, estudiaremos los términos de

eficacia, potenciay seguridad terapéutica.

La eficacia terapéutica se refiere a medir una respuesta bioldgica en funcion de la dosis; como
el efecto es producido por la ocupacion de un receptor, la saturacion de los receptores conlleva
al efecto maximo. Aunque distintas sustancias producen efectos de intensidad diferente (como

se muestra en la figura 9) y a diferentes dosis (como se muestra en la figura 10).
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Figura 9. Curva Dosis-Respuesta. En este esquema podemos denotar el porcentaje de efecto
de tres fArmacos distintos. Donde el fArmaco A tiene una mayor eficacia al mostrar un efecto

farmacolégico cercano al 100%. Recuperado y modificado de: https://noesme.wordpress.com/

Efecto

Mavor elicRi

log (dosis)

La potencia de un medicamento hace referencia a la cantidad minima de dosis que se requiere
para generar un efecto terapéutico; por lo tanto, un farmaco mas potente es aquél que genera un

efecto bioldgico a una menor dosis, como se muestra en la figura 10.

Figura 10. Curva Dosis-Respuesta. Potencia de un farmaco. En este esquema denotamos que
el farmaco més potente es el farmaco A; debido a que a una menor concentracion se ejerce un

efecto farmacoldgico.Recuperado y modificado de: https://noesme.wordpress.com/

Farmaco A Farmaco B Farmaco (

vOr potegcia
'

Efecto

log (dosis)
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Se desea resaltar que para generar un cambio bioldgico se requiere la union del farmaco a su
receptor y aparte que éste posea actividad intrinseca (farmacos agonistas; los farmacos que
tienen afinidad por un receptor pero no tienen actividad intrinseca se denominan farmacos

antagonistas).

Figura 11. Relacion entre la estructura quimica y la actividad bioldgica. Podemos observar
que tanto el ligando enddgeno, asi como los farmacos agonistas y antagonistas pueden unirse
al mismo sitio en un receptor, compitiendo por éste (debido a que comparten caracteristicas
estructurales). Pero solamente aquellos con actividad intrinseca originan una respuesta
bioldgica. Recuperado y modificado de: http://static3.demedicina.com/wp-

content/uploads/agonists.gif
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Cuando uno se refiere a seguridad terapéutica, es con la intencién de observar que el indice de
seguridad (DTso/DEso) es un problema a tratar para algunos farmacos que presentan una alta
union a proteinas plasmaticas y la concentracion minima toxica se encuentra cercana a la dosis
eficaz (éste dato es de considerable importancia cuando se hable de la degradacion de
nanoreservorios y la rapida liberacion del principio genere concentraciones elevadas en
determinados tejidos sobretodo para principios que tengan un valor del indice de seguridad

cercanoal).

Figura 12. Tipos de receptores en el organismo. Recuperado y modificado de: http://pt-

br.aial317.wikia.com/wiki/Como_agem_os_f%C3%Alrmacos_- Receptores_tipo_Il,_Ill_e IV
1. Canales Idnicos 2. Receptores acoplados a proteina a 3. Receptores 4. Receptores
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El concepto de relacién estructura quimica- actividad bioldgica explica como lda conformacién

tridimensional determina la interaccion electroquimica con receptores proteinicos; denotando
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la influencia de los grupos con carga, la longitud de las cadenas hidrocarbonadas, saturacién de
aminas, etc. Empleando estos conocimientos y con la ayuda de avanzados programas de
quimica computacional se han disefiado nuevas entidades quimicas que pretenden desplazar a
sus precursores; lamentablemente este tipo de investigacion tiene como principal limitacion el
tiempo de investigacion (pueden pasar mas de 10 afios hasta la comercializacion de una nueva
entidad quimica) y a pesar de este tiempo la molécula prototipo puede presentar una pobre
absorcion en BHE, lo que terminaria con su posible aplicacion. Esta es una razon por la que se
propone el empleo de nanoparticulas, con farmacos ostensiblemente eficaces y seguros, para
generar sistemas de entreguen eficientemente al farmaco s6lo en el sitio donde se desee que

ejerza su efecto.

3.2 GENERALIDADES SOBRE BARRERA HEMATOENCEFALICA

Conociendo la importancia de que exista una concentracion adecuada del agente terapéutico en
el sitio de accién deseado el siguiente concepto que debemos entender es que, a excepcion de la
via intranasal (se abordara mas adelante), para acceder al parénquima cerebral y al liquido
cefalorraquideo de manera no invasiva debemos enfocarnos en los capilares cerebrales. Por ello
debemos conocer las caracteristicas de las células endoteliales de los capilares sanguineos
(CECSC). Por cuestiones pragmaticas hablaremos de la BHE como si fuese la Unica barrera

sangre-cerebro, aunque se explicara mas adelante a detalle.

El desarrollo evolutivo de una estructura bioldgica se realiza en funcion de las caracteristicas
que le confieren ventajas de supervivencia al organismo, y no a partir de una situacion de
desventaja, como supondria la vulnerabilidad del tejido nervioso frente a cualquier agente

potencialmente toxico en sangre (Loch-Neckel y Koepp, 2010).
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El cerebro es un 6rgano altamente vascularizado, recibe sangre antes que cualquier otra region.
Y lo hace a través de cuatro arterias: dos arterias carétidas comudnes o primitivas y dos arterias

vertebrales, un par para cada hemisferio cerebral.

Figura 13. Ramificaion y suministro de sangre al cerebro a partir de la arteria aorta.

Recuperado de: http://4.bp.blogspot.com/-

FBPmMeC3yyul/TqgkmBH_etsI/AAAAAAAAAGA/ZizICg4qjPc/s1600/figd_arthead_sp.jpg
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Figura 14. Sistema vascular cerebral. La ramificacion de los vasos es avida. Recuperado y

modificado de: http://investigacionesvasculares.proyectiva.com.ar/imagenes/faq_08.gif

(esquema en la siguiente pagina).
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1 Anastomosis cerebromeningea

2 Boveda craneal

(exterior ¢ intenor)

3 Cerebro (superficie extenor)
4 Artenia callosomarginal

5 Arteria pencallosa

6 Cuerpo calloso

7 Arteria anterior cerebral

8 Arteria supratroclear
12 Arteria lagnimal
13 Foramen etmoidal anterior
14 Artena etmoidal anterior
15 Foramen etmoidal postenor
16 Arteria etmoidal postenor
17 Artenia oftalmica
18 Fisura orbital supenior

19 Arteria meningea media,

rama anastomotica

20 Arteria meningea media,
rama frontal
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27 Artetia angular

28 Arteria facial
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34 Artera cerebral media,
parte insular
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40 Arteria occipital, rama mastoidea
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42 Arteria meningea posterior

43 Union de las arterias vertebrales
44 Foramen yugular

45 Artena temporal superficial

46 Arteria faringea ascendente

47 Artena cardtida externa

48 Artenia carotida intena

49 Artena carotida comin
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Como se muestra en la figura 13 el cerebro recibe abastecimiento de nutrientes y de oxigeno
antes que cualquier otro érgano y esta irrigado por las dos arterias carétidas comnes y por

lasdos arterias vertebrales; derecha como se muestra en la figura 14.

Existen algunas regiones de los capilares sanguineos cerebrales donde existe una mayor
filtracion de liquidos y de nutrientes. En estas zonas se produce el LCR, se conoces como
plexo coroideo a la red de capilares con células epiteliales (en vez de células endoteliales) y
después viaja a dentro de los ventriculos cerebrales y recubre todo el parénquima cerebral.
Hasta su posterior absorcion en las vellosidades o granulaciones aracnoideas, como se muestra

en la figura 15.
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Figura 15. Diagrama de filtracion de la sangre en los plexos coroides; formacion de liquido

cefalorraquideo y su recirculacion.
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Figura 16. Esquema de la vascularizacion cerebral; formacion y distribucion de LCR.

Ubicacion de distintas barreras

sangre-LCR.

Recuperado y modificado de:

https://carlosteopata.files.wordpress.com/2013/04/rrp1070743.jpg
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3.2.1 Estructura de la Barrera Hematoencefalica

Se ha mencionado que la caracteristica de permeabilidad de la BHE es conferida por las

CECSC vy la interaccion con las células vecinas, pero es importante resaltar la existencia de

otras barreras presentes en el sistema nervioso central (Barret et al., 2012). Todas desempefian

un papel importante en el mantenimiento de un ambiente constante, propicio para las

actividades cerebrales; algunas son macroscopicas como las barreras meninges (duramadre,

aracnoides y piamadre) otras son visibles solamente con técnicas de microscopia electronica;

estas barreras del sistema nervioso son:

Barrera Sangre-Liquido Cefalorraquideo (BSLCR): Alrededor del 60% del LCR se
forma por transporte activo a través de la membrana de los vasos sanguineos del plexo
coroideo. Aqui son células epiteliales con uniones densas (méas adelante se explicara a
detalle) las responsables de la funcion de permeacion selectiva.

Barrera Vascular-Endotelial: Esta es la zona de mayor area superficial,caracterizada
por ausencia de fenestraciones y con uniones densas, donde se realiza el intercambio
gaseo0so Y se obtiene azlcar y nutrientes. Mas adelante se profundizara en el tema.
BarreraAracnoides: Los vasos sanguineos durales son mucho mas permeables qué los
capilares de las demas barreras gracias a que poseen fenestraciones en algunas zonas.
Pero las células superficiales de la aracnoides forman una barrera que impide la
filtracion al LCR en el espacio subaracnoidal. Estas células también presentan uniones
densas y comparten caracteristicas similares con las demas barreras.

Revestimiento ependimario: Los ventriculos cerebrales se encuentran revestidos por
células ependimarias. Estas células no presentan uniones densas, por lo cual son
incapaces de impedir el movimiento de moléculas entre los ventriculos y el tejido

cerebral.
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e Barrera Sangre- Nervio: Este tipo de barrera se presenta en neuronas con axones que
se prolongan grandes distancias. EI mecanismo de proteccion es similar al de la barrera

aracnoides, donde la barrera superficial es permeable, pero la mas profunda no.

En los capilares cerebrales existen zonas donde no hay BHE y se les conoce como 6rganos
circunventriculares (debido a que se encuentran en las paredes de los ventriculos tercero y
cuarto.). Los 6rganos cincunventriculares (OCV) abarcan al area postrema, la glandula pineal,
eminencia media, lamina terminalis, neurohipdfisis, érgano subfornical y 6rgano subcomisural
(Misra et al., 2003). Estas regiones coordinan las actividades homeostéaticas de los sistemas

endocrino y nervioso, asi como la presion arterial, el equilibrio hidrico, el hambre y la sed.

Los capilares que corresponden a la denominada BHE abarcan cerca del 95% del total de los
capilares. Estos tienen una longitud de 650 km y tienen una superficie de 12m?. Se calcula que
la resistencia eléctrica transendotelial in vivo se encuentre entre 1,500 y 2,000 Q/cm? En el
plexo coroideo la resistencia eléxctrica transendotelial es de 200 Q/cm?. Este valor nos indica
cuanta resistancia opone la membrana al movimiento de particulas, concretamente nos habla
acerca de la difusién pasiva paracelular de moléculas hidrofilicas. El valor promedio en otros

tejidos es de 3- 33 Q/cm?.
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Figura 17. Estructura de las meninges craneales: Duramadre, Aracnoides y Piamadre..
Recuperado y modificado de:
http://image.slidesharecdn.com/distensibilidadvascularyfuncionesdelossistemasarterial-

110727222021-phpapp02/95/distensibilidad-vascular-y-funciones-de-los-sistemas-arterial-44-

728.jpg?ch=1311805636
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Se puede considerar que la BHE cumple una funcion selectiva al impedir el ingreso y la
acumulacion de sustancias tdxicas en el cerebro, ya que posee sistemas de transporte
especializados en la membrana de las células endoteliales de los capilares sanguineos (CECSC)

que permiten el ingreso controlado de sustancias.
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La principal condicion de barrera, es propiedad de las caracteristicas arquitectdnicas de las
células endoteliales de los capilares sanguineos cerebrales (éstas muestran condiciones
diferentes a todas las demas células endoteliales). Se ha demostrado la dependencia entre la
expresion de proteinas como la ocludina y el recubrimiento del capilar por pies astrocitarios. Al
parecer los pericitos y pies astrocitarios tienen una funcion paracrina, al estimular la expresion

de ciertas proteinas en células vecinas (Brewer et al, 2007).

A pesar de que son las CECSC cerebrales las que poseen la capacidad de formar una barrera
restrictiva, este efecto es inducido harmoénicamente por las células asociadas circundantes
(astrocitos y pericitos). Por lo tanto las CECSC poseen un potencial intrinseco de formar una
barrera, pero depende de estimulos externos precisos para su completo desarrollo anatémico y

funcional, como se ilustra en la figural9.
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Figura 18. Representacion de las CECSC, su ubicacién y asociacion con pericitos y astrocitos.
En el fondo observamos un astrocito con forma de estrella, cuyas prolongaciones (pies
astrocitarios) envuelven capilares sanguineos y neuronas. También observamos la presencia
de las uniones densas que diferencian estos capilares de otros periféricos. Existen
transportadores en la membrana luminal de las CECSC como GLUT1 y LAT1. Asi como
sistemas asociados a la resistencia a farmacos y eflujo de sustancias (MRP y P-gp).

Recuperado y modificado de: Omidi y Barar, 2012
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En la figural8 no es posible apreciar todos los mecanismos que complementan la funcion de
barrera. Todos estos mecanismos son importantes y contribuyen a la homeostasis del

organismo.
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Las caracteristicas de estos vasos son:

e Presentan Uniones Densas entre las células (claudina-3 y 5,ocludina, ZO-1y JAM-A)
e Pinocitosis reducida

e Ausencia de fenestraciones

e La presencia de sistemas de eflujo (transporte al exterior), como la glicoproteina P.

e Una elevada expresion de enzimas metabolicas

e Una mayor proporcion de mitocondrias en el citoplasma

La BHE est4 compuesta por cuatro tipos de células: a) las células endoteliales, b) los astrocitos,
c) las células de la microglia y d) los pericitos. Estas células se encuentran estrechamente
relacionadas y su accién conjunta genera las condiciones de transporte a través de la BHE,
controlando la permeabilidad de manera fisica via las uniones densas y via fisioldgica a través

de los transportadores y enzimas en superficie (Omidi y Barar, 2012).

Con respecto a las estructuras de las uniones densas pueden ser de tres tipos funcionales: a) las
uniones densas, b) uniones tipo ancla (adherentes) y c) uniones tipo gap (de comunicacion). De
las anteriores, las uniones densas se encargan de sellar el espacio intercelular; las uniones
adherentes se emplean para mantener a las células unidas una a otra 0 a la matriz extraceluar.
Las uniones tipo gap median el paso de sefiales quimicas o electricas de una célula hacia la
célula contigua. Las uniones densas generan un limite en la velocidad y en el tamafio de las

particulas que pueden atravesar por difusion paracelular.

Estas uniones densas formadas entre CECSC son muy similares a las uniones densas formadas
entre células epiteliales. Sin embargo las uniones densas formadas por las CECSC son
altamente sensibles a factores ambientales, lo que resulta en una disrupcién de las uniones

densas con un incremento de difusién paracelular; como lo demuestra el experimento de
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Balbuena et al. (2011); en donde se lograba la disrupcion de la BHE e incluso una expresion
disminuida de las proteinas con dicha funcion después de la exposicion a agentes neurotdxicos

en células de la microvasculatura cerebral de ratones.

Existe una membrana basal que recubre las CECSC y los pericitos compuesta por colageno tipo
IV, laminina, fibronectina y sulfato de heparina, la cual también es importante para un pleno

desarrollo anatomico y fisiologico.

Células Endoteliales. Las CECSC se disponen de una manera muy estrecha, esto debido a la
morfologia Unica que presentan las uniones densas. Las Células endoteliales selladas por estas
uniones densas impiden la difusion paracelular de iones, péptidos y células inmunes

provenientes de la circulacion sanguinea.

Las uniones densas constan fundamentalmente de tres proteinas transmembranales: ocludina,
claudina y moléculas de adhesion intercelular (MAI). La ocludina es una proteina de 60 a 65
kDa que contiene cuatro dominios transmembranales vinculados a dos porciones extracelulares
ricas en tirosina en el dominio citoplasmatico amino y carboxilo-terminal. Se ha demostrado
que el dominio citoplasmatico de la ocludina esta altamente fosforilado y que esta asociado a
una resistencia elevada altamente y contribuye a una baja permeabilidad celular (Pardridge,
2010). La familia de las claudinas (20-24 kDa) comparten con las ocludinas unas posiciones
muy similares en la membrana, pero no contienen ninguna secuencia homologa. Estas
proteinas tienen cuatro dominios transmembranales, dos porciones extracelulares altamente
cargadas con cadenas laterales de aminoacidos y una cola citoplasmatica con un importante
papel en la transduccion de sefiales. Forman dimeros y se adhieren a otras moléculas de
claudina en las celulas endoteliales adyacentes, formando la conexion principal de la zona de

oclusién/unién estrecha, y parece que determinan la funcion de la barrera. La familia zénula

37



occludens (ZO), al citoesqueleto de actina. ZO-1, ZO-2, y Z0O-3 pertenecen a la familia de
guanilato cinasas asociadas a la membrana, conectan las membranas de las células adyacentes a
través de interacciones homofilicas de una Unica cadena transmembranal con un gran dominio
extracelular. Las proteinas de ZO estan involucradas en la union y el mantenimiento de las
uniones estrechas, y son muy importantes en los cambios funcionales de las uniones, como en
el aumento de la resistencia eléctrica transendotelial que se traduce como las disminuciones de

la permeabilidad paracelular.

La fosforilacion de las proteinas desempefia un paso fundamental para poder establecer y
regular las uniones densas en la BHE en los residuos de serina, treonina y tirosina. La proteina
cinasa C (PKC), es fundamental para establecer las uniones densas y para regular la migracion
de ZO1 a la membrana plasmatica. (Omidi y Barar, 2012). Las uniones densas se localizan
generalmente en zonas ricas en colesterol también Ilamadas balsas lipidicas. Los transductores
intracelulares también son importantes para la formacion de uniones estrechas y muchas
proteinas intracelulares contribuyen a dicha composicion. La ZO-1 conecta las proteinas
transmembranales de la unién con el citoesqueleto de actina y esta asociada a un aumento de la

permeabilidad de la barrera. (Loch-Neckel y Koepp, 2010).
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Figura 19. Representacion de las uniones intercelulares entre las CECSC. Recuperado y

modificado de: Kim et al., 2006.
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Las cadherinas son glicoproteinas de adhesiébn muy importantes en los procesos de
diferenciacion y maduracion de tejidos, aunque también se expresan en tejidos adultos. Existen
diferentes tipos de cadherinas y se nombran dependiendo en el tejido donde se expresen;
existen cadherinas en corazon, cerebro, embrién, etcétera. Estas proteinas son responsables de

la adhesidn celular junto con las cateninas.

Astrocitos. Recientemente se ha descubierto que los astrocitos tienen funciones de tipo
neurogénicas y sinaptogénicas, es decir, inducen la formacion de neuronas y de sinapsis,
respectivamente. El avance en la comprension del papel que desempefian los astrocitos en la
homeostasis del SNC, nos facilita la comprension de los procesos patoldgicos y nos indica el

camino terapéutico mas adecuado.
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Los astrocitos tienen prolongaciones que envuelven a las CECSC vy a los pericitos y ademas
estos interconectan las células endoteliales circundantes con las neuronas. Las CECSC pueden
crecer en una monocapa asemejando la barrera biolégica, pero es la influencia de los astrocitos
lo que confiere las caracteristicas funcionales de barrera hematoencefalica. (Loch-Neckel y

Koepp, 2010).

Pericitos y Microglia. Los pericitos migran hacia la capa neuroendoepitelial durante la
angiogénesis en el desarrollo del SNC. La relacion entre los pericitos y las células endoteliales
no se encuentra bien documentada. Pero se sabe que los pericitos influencian las CECSC
mediante la endotelina-1. Entonces los pericitos regulan la contraccion y dilatacién de los vasos

sanguineos y de esta manera regulan el flujo sanguineo cerebral.

Las células de la microglia se consideran células inmunitarias propias de esta zona. Aunque se
le atribuyen algunas funciones como: la fagocitosis de materiales extrafios y dirigir por
quimiotaxis a los monocitos. Aun se investigan mas de sus funciones en el SNC. (Tortora y

Derrickson, 2006).

Los capilares sanguineos se encuentran estrechamente relacionados a la actividad neuronal.
Pues la activacion de un circuito neuronal, incrementa el flujo sanguineo local. Esto se
considera como acoplamiento metabdlico funcional, segun Pascual et al.(2004). En el sistema
nervioso central adulto las neuronas no estan en contacto directo con los vasos sanguineos, los
astrocitos interconectan estas estructuras. Y es mediante canales de K qde inducen la

vasodilatacion localizada temporal para un acoplamiento metabdlico funcional.
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3.2.2 Influencia de las células glia sobre la integridad de la BHE

Hasta el desarrollo postnatal es posible apreciar la aparicion de astrocitos, por lo tanto, se
considera que son las CECSC las que promueven la diferenciacion a células especializadas del

BHE. (Tortora y Derrickson, 2006).

Actualmente, se sabe que los astrocitos son responsables de la induccion de expresion de
proteinas capaces de realizar las uniones densas en las CECSC (Omidi y Barar, 2012).
También regulan la expresion de transportadores (como el de glucosa, GLUT1 y como la
glicoproteina-P), asi como la expresion de algunas enzimas relacionadas con el carécter de
BHE. Estas funciones se realizan mediante la interaccion con los pies astrocitarios y la
induccién mediante el factore derivado de los astrocitos (ADF). Como se puede observar en la

figura 20 la influencia del astrocito mediante liberacion de distintos mensajeros celulares.
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Figura 20. Representacion de la interaccion entre las células endoteliales y los pies
astrocitarios. Observamos una diversidad de mensajeros celulares y la expresion de diversos

transportadores. Revisar abreviaturas.Recuperado y modificado de: Omidi y Barar, 2012.
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Los pies astrocitarios, al ser observados mediante microscopia electronica empleando una
técnica de criofractura, denotan una extensa zona de alta densidad con particulas en un arreglo
ortogonal. Estas particulas corresponden a los canales de agua y de potasio presentes en los pies
astrocitarios; de gran importancia para la funcion astrocitaria. Como se menciond los astrocitos
secretan mdltiples factores al medio; entre ellos la Angiopoyetina 1 (A-1), a la cual se ha
encontrado como responsable de la migracion de células al endotelio vascular y para contribuir
a la permeabilidad de la zona. Tie-2 es el receptor en las células endoteliales de la

angiopoyetina-1.
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Se ha encontrado diversidad de factores derivados de los astrocitos que estan directa o

indirectamente relacionados con las propiedades de BHE; encontramos citocinas y otras

proteinas de funcion diversa.

En la figura 20 podemos observar algunos de estos mensajeros celulares. Los factores

derivados de los astrocitos (ADF) son:

Angiopoyetina-1 (ang-1): Se ha sugerido que la angiopoyetina 1 actla mediante los
receptores endoteliales transmembranales tirosina-cinasa 1 y 2 (Tie 1 y Tie 2),
estimulando la produccién de factores de crecimiento que a su vez estimulan la
diferenciacion de las células mesenquimales vecinas que rodean al vaso en formacion.
Trombospondina-1 (TSP-1): Proteina multifuncional encontrada en diversos procesos
bioldgicos incluyendo: apoptosis, activacion de TGF-Betay regulacion del sistema
inmune. TSP1 presenta actividad antiangiogénica, inhibiendo la proliferacion y
migracion de células endoteliales por interaccion con el receptor CD36 expresado en la
superficie de estas células. Produciéndose, secuencialmente, apoptosis célular.
Interleucina-6 (IL-6): glicoproteina secretada por macrdfagos, células T, células
endoteliales y fibroblastos. Interviene en la produccién de inmunoglobulinas, en la
diferenciacion de linfocitos B, activa a los linfocitos T citotdxicos, modula
la hematopoyesisy es la responsable, junto con la IL-1, de la sintesis en
especial fibrindgeno.

Factor Transformante de Crecimiento- B-1(TGF-bl): Se ha considerado que tiene
actividad angiogénica y también se considera importante para la migracion celular.
Factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF): es un factor de crecimiento que

aumenta el indice de mitosis y de sintesis de ADN, facilitando la proliferacion de
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varias células precursoras, que forman el tejido fibroso, de union y soporte del cuerpo.
Este factor también ha sido relacionado con la angiogénesis tumoral en procesos
oncogénicos.

e Factor neurotrofico derivado de las células gliales (GDNF): La familia de ligandos de
factores neurotroficos derivados de las células gliales han demostrado influir en
diversos procesos bioldgicos, como: la supervivencia de neuronas, migracion y
diferenciacion celular. En lo particular, GNDF promueve la resistencia de neuronas

dopaminérgicas.

A la interaccidn entre los astrocitos, los pericitos, las CECS y las neuronas se les conoce como

la unidad neurovascular funcional. (Loch-Neckel y Koepp, 2010).

Para mayor informacidon acerca de la formacién e integridad de la BHE y del mantenimiento de

la homeostasis neuronal consultar referencias citadas.

3.2.3 Mecanismos de permeacion a través de la Barrera Hematoencefalica

Existen diversos pardmetros que nos ayudan a predecir la capacidad de una determinada
sustancia para atravesar las barreras biologicas del cerebro, entre estos se encuentran: el peso
molecular de la sustancia, su lipofilicidad, pKa, grado de unién a proteinas plasmataticas,

problemas de salud, idiosincrasia (variabilidad genética), etcétera.

El transporte a través de la membrana de las CECSC como es muestra en la figura puede
realizarse por: a) difusion pasiva transcelular para compuestos liposolubles, b) difusion pasiva
migracion paracelular de pequefios compuestos hidrofilicos, c¢) transporte mediado por
acarreadores, d) endocitosis o transcitosis mediada por receptores y e) por endocitosis en fase

fluida (adsorcion).
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Figura 21. Posibles rutas de ingreso de una sustancia al SNC. Recuperado y modificado de:

Omidi y Barar, 2012
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3.2.3.1 Difusion Pasiva

La migracion pasiva a través de la BHE esta limitada a solutos pequefios (menores a 600 Da)

lipofilicos y esta depende directamente de las propiedades fisicoquimicas de la molécula (logP,

solubilidad, carga superficial, etcétera.). La difusion pasiva también se ve influenciada por

solutos con propiedades dependientes del pH.

Las membranas celulares tienen un grosor de aproximadamente 3 nm y su maturaleza lipidica

la convierte impermeable a sustancias de elevado peso molecular hidrofilas. Para traspasar la

bicapa lipidica las moléculas deben eliminar primero sus interacciones con las moléculas de

agua de la capa de hidratacion y difundir unos 30 A através del ambiente lipidico. La energia

necesaria para romper la capa de hidratacion y desplazar el compuesto polar o cargado através
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de la bicapa lipidica es enorme. Esta energia de activacion es tan grande que asegura que la
membrana sea impermeable a sustancias polares y cargadas. Las proteinas transportadores o
canales disminuyen esa energia de activacion mediante interacciones débiles que atendan el

cambio de energia libre positiva por deshidratacion (AGdeshidratacion) facilitando el proceso,

como se muestra en la figura 22. Los transportadores unen a sus sustratos con una alta
estereoespecificidad, median el transporte a velocidades que estan muy por debajo del limite de
la difusion libre y son saturables. Los canales tienen menor estereoespecificidad pero han
mostrado una velocidad cercana al limite de difusion libre y en condiciones fisiologicas no son

saturables.

Figura 22. Cambios energéticos que acompafian la migracion de un soluto hidrofilo en a)

ausencia y b) en presencia de un transportador
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El flujo de cualquier farmaco a traves de una barrera se puede predecir empleando la siguiente

formula:

J=-D*Kp* A (dC/dx) «

Donde:

J: es el flujo del farmaco.

D: es el coeficiente de Difusion a través de una barrera celular.

A: es el area de superficie de absorcion.

Kp: es un coeficiente global de particion (membrana celular/ fluido acuoso).

dC / dx: Corresponde al gradiente de concentracion a través de la membrana de absorcion a un

tiempo determinado.

La difusion pasiva es la via de permeacion de la mayoria de los agentes empleados en el
tratamiento de cancer, aln a pesar de que estos sean sustratos los transportadores de eflujo

celular como P-gp, MRP y BCRP.

3.2.3.2 Transporte activo en la Barrera Hematoencefélica

Los transportadores de membrana ayudan a moléculas relativamente pequefias a migrar a través
de las CECSC. Este tipo de transporte es empleado para facilitar el paso de nutrientes, como
hexosa, nucledsidos, bases puricas y aminoacidos, al cerebro. Se identificaron al menos ocho
sistemas diferentes de portadores de nutrientes y cada uno transporta un grupo de estructuras
idénticas. Este tipo de transporte es selectivo de sustratos, la velocidad de transporte depende
del grado de ocupacion del portador y puede estar influido por inhibidores competitivos y no

competitivos. (Loch-Neckel y Koepp, 2010).
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Existen transportadores tanto para el ingreso de sustancias, como para eflujo.

Transportadores de eflujo. Las bombas de eflujo dependientes de ATP (transportadores tipo
ABC) representan la principal herramienta para bloquear el ingreso de sustancias al sistema
nervioso central. De estas “bombas” la mas estudiada es la glicoproteina P, también conocida
como proteina relacionada con la resistencia a multiples drogas (MRP). Este transportador

posee 12 dominios transmembranales y podemos observar su estructura en la figura 23.

Figura 23. Representacion de la estructura de un transportador del tipo ABC. Este posee 2
dominios transmembranales hidréfobos, que contienen 6 a-hélices (en azul) y dos dominos de
unién a nucleotidos NBD. Recuperado y modificado de:

http://www.monografias.com/trabajos14/absorcion/Image2883.gif
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Hay que destacar la gran cantidad de farmacos que son sustratos de la glicoproteina-P, en otras
palabras, su ingreso al sistema nervioso central se ve limitado por efecto de un transporte
activo de salida constante con hidrdlisis de ATP. Dentro de estos sustratos encontramos a los
siguientes farmacos: acebutolol, actinomicina D, amprenavir, azidopina, cerivastatina,

cefarantina, cloroquina, cimetidina, claritromicina, colchicina, cortisol, ciclosporina,
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daunorrubicina, dexametasona, digitoxina, digoxina, dipiridamol, docetaxel, domperidon,
doxorrubicina, eletriptdn, emetina, epinastina, eritromicina, estradiol glucuronizado, estrona,
etilnilestradiol, etoposido, fexofenadina, grepafloxacino, imatinib, indinavirm irinotecan,
invermectin, lansoprazol, levofloxacino, loperamida, losartan, lovastatina, metilprednisolona,
mitoxantreno, morfina, neostigmina, omeprazol, pantoprazol, prazosin, prednisolona,
puromycin, quinidina 2, ramosetron, ranitidina, reserpina, ritonavir, saquinavir, somatostatina,
ciprofloxacino, talinolol, paclitaxel, terfenadina, trimetoprima, vecuronio, verapamilo,
vinblastina, vincristina y la lista se incrementa afio con afio conforme se patentan nuevos
principios activos. Estos farmacos son sustratos de la glicoproteina-P (MRP), pero existen otras
5 isoformas de este transportador y se expresan en BHE o SNC, las otras isoformas tienen
otros sustratos. Por ejemplo la MRP4 tiene la capacidad de reconocer a los siguientes sustratos:
CAMP, cGMP, dehidroepiandrosterona-3 sulfato, estradiol-17b-D-glucuronizado, folato,

metotrexato, asi como la protaglandina E1 y E2. (Tortora y Derrickson, 2006).

Es importante mencionar la presencia de otros transportadores como la proteina de resistencia

al cancer de pecho BCRP, se ha reportado que tiene actividad similar a la de la glicoproteina-P.

Transportadores de Ingreso. En cuanto a los transportadores, cuya finalidad es el aporte de
los nutrientes necesarios para formar y mantener un ambiente neuronal adecuado, los podemos

clasificar en base a los sustratos requeridos transportados por lo tanto existen:

e El sistema de transporte de energéticos. Dentro de esta clasificacion encontraremos
los transportadores responsables del ingreso de sustratos energéticos, como el
transportador de glucosa y manosa (GLUT1 y GLUT 3, se encuentran en CECSC y

neuronas, respectivamente), el transportador de monocarboxilatos (MCT) para lactato,
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transportador para acidos grasos de cadena corta, para biotina. También encontramos al

transportador de creatina.

Figura 24. Expresion y dsitribucion de los distintos transportadores de glucosa en el SNC.

(Barret, 2012)
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e El sistema de transporte de aminoacidos. Este sistema agrupa un transportador para
aminoacidos neutrales corto y otro para aminoacidos de cadena larga (LAT2 y LAT1
respectivamente). Este tranportador también es importante en el ingreso de L-Dopa
(precursor del neurotransmisor dopamina). Los aminoacidos acidos (Aspartato y
Glutamato) son sustratos del transportador de aminoacidos excitadores (EAAT),
mientras que los basicos, como Arginina y lisina, son sustrato del transportador de
aminoacidos béasicos (BAAT). También encontramos el transportador para taurina y

alanina (TAUT). También se considera el transportador para glicina GLYT1y GLYT2.
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e El sistema de transporte para aniones organicos. Incluye a OATP2 y a OATP 14,
que transportan a la digoxina y aniones organicos. OCTN2 reconoce a la carnitina como
sustrato.

e El sistema de tranporte de nucletsidos. Incluye a los transportadores de oligopéptidos
PepTl y PepT2, asi como el sistema de transporte de polipéptidos como OATS,
OATP14 (para hormonas tiroideas).

e El sistema de transporte de neurotransmisores. En esta seccion encontramos los
transportadores para GABA, para serotonina y para norepinefrina, estos son: GAT1-
GAT4, SERT y NET, respectivamente.

e El sistema de transporte de lipidos. Este tipo de transportadores son de especial
importancia para este 6rgano, puesto que el cerebro es el 6rgano con mayor proporcion
y complejidad de lipidos. La materia gris estd compuesta por 40% lipidos (peso seco),
mientras que la materia blanca es casi un 60% de lipidos en peso seco (Tortora y
Derrickson, 2006). Dada su extensa disfusion, se ha estudiado ampliamente el papel de
los transportadores tipo ABC dependientes de ATP (ABC) en la incorporacion de los
lipidos al SNC. Se ha encontrado principalmente 13 de los 48 transportadores que
componen la supefamilia de ABC relacionados con el equilibrio lipidico. En la
siguiente tabla se enumeran los aspectos relativos a estos transportadores. (Kim et al.,

2007).

Tabla 1. Transportadores relacionados al flujo de lipidos en el SNC. Localizacion del gen,
peso molécular, grado de expresion en las CECSC y sustratos de cada transportador.

Recuperado y modificado de: Kim et al. 2008. (tabla en la siguiente pagina)
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Como se menciond anteriormente estos transportadores pertenecen a la superfamilia de los
transportadores dependientes de ATP (ABC). También se menciond que el transportador mas
estudiado e importante de esta familia es la glicoproteina-P; por lo tanto estos transportadores
comparten ciertas secuencias entre ellos. Debido a lo anterior carece de sentido didactico

esquematizar todos los transportadores sefialados.

Actualmente existen bases de datos que contienen informacion similar a la desplegada
anteriormente, por lo tanto se puede emplear esta base de datos para buscar las caracteristicas
deseadas, como nivel y lugar de expresion, afinidad por diversos sustratos y la ubicacion del

gen responsable de la transduccién de la proteina transmembranal (transportador).

También existen otros receptores en las células endoteliales de gran importancia clinica (sobre
todo cuando hablamos de vectorizacion de NP); estos son: el receptor de: insulina,
lipoproteinas de baja densidad (LDL), factor de crecimiento similar a la insulina (ILGF-1 y 11),
interleucina-1 (IL-1), acido félico (FA) y transferrina (Tf). (Béduneau, Saulnier y Benoit,

2007).

Receptor de Insulina. Es bastante 16gico pensar en la vasta expresion de receptores de insulina
si consideramos la necesidad de mantener un aporte constante de glucosa al SNC. Asi que el
receptor en la barrera hematoencefalica para insulina posee una alta afinidad por la anterior. Se
ha demostrado que el mecanismo por el cual ingresa la insulina es por transcitosis (Pardridge,
2010). El uso de insulina como ligando acarreador podria generar hipoglicemia en el paciente.
Es por esto que se emplea un anticuerpo monoclonal; el cual se observo ser internalizado
rapidamente al cerebro. Estos estudios se realizaron en monos Rhesus empleando anticuerpo

monoclonal dirigido al receptor de insulina humano (HIRMAD).
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Receptor de Transferrina. Aparte de encontrarse una expresion importante del receptor
transferrina en las CECSC, estudios han demostrado la sobreexpresion de este receptor en
tumores. Este hecho resulta sumamente importante en el disefio de acarreadores eficientes en el
tratamiento de tumores cerebrales y extracerebrales. Por desgracia, los niveles de transferrina
enddgena estan muy elevados, lo que resulta en una maxima ocupacion de los receptores.
Aunque este hecho no limita ni la investigacion relacionada ni el hecho de que se ha obtenido
cierto éxito al emplearse este receptor como medio de ingreso al SNC (Jiang et al., 2012). Otras
areas de investigacion que implican el uso de este receptor son el empleo de un anticuerpo
monoclonal para el receptor de Transferrina OX26. Asi como el uso de lactoferrina, la cual
demostro tener indices de absorcidn del doble que el lote formulado con transferrina (Huang et

al., 2008).

Receptor de Lipoproteinas de baja densidad (LDLR). Gracias a experimentos de Meresse
en 1989 se pudo observar la existencia de un sitio de reconocimiento para LDL en las CECSC.
Actualmente para explotar esta caracteristica se han disefiado nanoparticulas con recubrimiento,
las cuales adsorben selectivamente la apolipoproteina E (la cual tiene mas afinidad por los

receptores LDL de las CECSC). (Kasongo et al., 2011)

Proteina relacionada al receptor de LDL (LRP). Este receptor fue reconocido por su
actividad de “secuestrar” (mecanismo endocitico) moléculas de LDL oxidadas o acetiladas.
Este receptor es estudiado e incluso existe un péptido que es reconocido e internalizado por este
receptor. Actualmente se emplea este péptido para facilitar la migracion en BHE. (Angiopep-2;

Shen et al., 2011).
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Receptor de Folato. Se conoce la vasta expresion de este receptor en las células cancerosas,
por lo que se ha considerado para poder dirigir el tratamiento especificamente a un tumor

cerebral. (Gonzalo y Mufioz)

En la figura 25 podemos observar la ubicacion y los componentes de los sistemas de transporte

mas importantes en el cerebro.

Figura 25. Expresion de transportadores sobre la membrana luminal y abluminal de las
CECSC. Observar abreiaturas para descripciéon. Recuperado y modificado de: Omidi y Barar,

2012.
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3.2.3.3 Via Endocitica

La célula emplea distintos mecanismos de endocitosis con la finalidad de abastecer la demanda
cerebral de distintos sutratos. Las caracteristicas fisicoquimicas superficiales del
nanoacarreador y las interacciones con los elementos de la superficie celular endotelial (balsas
lipidicas, caveolas y las zonas revestidas con clatrina) determinardn la posible ruta de
permeacion. Es importante mencionar que el transporte de macromoléculas se realiza
principalmente por endocitosis en fase fluida. La endocitosis mediada por clatrina es el
transporte mas documentado, por lo tanto se ha observado la posibilidad de emplear este
transporte para sortear los mecanismos restrictivos de la barrera hematoencefalica. Asimismo
se ha considerado el empleo de nanoparticulas modificadas en su superficie con la finalidad de

interactuar con estos mecanismos.

La clatrina es una proteina formada por tres cadenas pesadas y tres cadenas ligeras ordenada en
forma de tres pies. Esta estructura se denomina trisquelién (figura geométrica formada por tres
brazos en espiral que convergen al centro, en una especie de triangulo). Las tres cadenas ligeras

interacttian con las cadenas pesadas en el carbono terminal.
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Figura 26. Estructura de la clatrina y su forma de ensamble para formar vesiculas.Recuperada

y modificada de: http://image.slidesharecdn.com/transportemembrana-120512174324-

phpapp02/95/transporte-membrana-22-728.jpg?ch=1336845302
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Su funcién principal es recubrir las vesiculas en el proceso de transporte entre membranas. La

formacion de vesiculas recubiertas de clatrina tiene cuatro estados: la preparacion, el

ensamblaje, la liberacion y el desrevestimiento. El papel que juegan en el transporte de la brana

es, que los trisqueliones unidos a la membrana provocan la invaginacién de esta dando lugar a

vesiculas. Cuando se produce la gemacion de una vesicula, la clatrina se desprende de su union

a la membrana con la ayuda de una proteina llamada dinamina, un tipo de ATP asa. Una vez la

vesicula estd libre de clatrina puede fusionarse la membrana al extremo opuesto de la

membrana o puede unirse a los lisosomas celulares, como se muestra en la figura 27.
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Figura 27. Endocitosis mediada por clatrina. Recuperada y modificada de:

http://images.slideplayer.com/1/85404/slides/slide_36.jpg
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La endocitosis caveolar como su nombre lo indica se realiza por medio de una estructura
membranal denominada caveola a diferencia de la endocitocis mediada por clatrina esta es mas
estable y favorece la transcitosis. Ademas las vesiculas recubiertas por clatrina se acidifican y
esto puede desestabilizar a los nanacarreadores. La endocitosis mediada por clatrina se ve
favorecida con un tamafio de particula menor a 200nm mientras que la caveolar sucede con

tamafios mas grandes (500nm).

Las caevolas son balsas lipidicas especiales ricas en colesterol, B-D-Galactosa, N-
acetilglucosamina, acido palmitoléico, acido esteérico, esfingomielina, glucoesfingolipidos y la
proteina caveolina. Existen 3 isoformas de caveolina, pero sélo cav-1 y cav-2 (21- 24 kDa) se
expresan en el cerebro. Las caveolas estan implicadas en procesos celulares muy diversos y
contiene una gran cantidad de proteinas superficiales, como receptores para: factor de

crecimiento derivado de las plaquetas, LDL y HDL, VEGF, bradicinina B2R, endotelina ETa,
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estrogenos a y B, EGF, TNF, Albumina, transferrina, melanotransferrina, lactoferrina,

ceruloplasmina, transcobalamina, leptina, insulina.

Este tipo de endocitosis es independiente de clatrina; su formacion y mantenimiento se debe
principalmente a la proteina caveolina. La presencia de esta proteina membranal de 21kDa
conduce a cambios morfolégicos en la membrana que generan la invaginacion de
aproximadamente 70nm. Se ha asociado distintas funciones para las caveolas incluyendo la
transcitosis, también en la regulacion de colesterol, etc. Se ha observado que algunos virus y
algunas bacterias (algunas cepas de Escherichia coli) son capaces de emplear el mecanismo

caveolar para su ingreso a la célula.

Figura 28. Transcitosis mediada via caveolar. Recuperado y modificado de:

https://elipticas.files.wordpress.com/2013/07/familiar21.jpg
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Los receptores presentes en las caveolas confieren una oportunidad magnifica para acceder al

cerebro empleando nanoacarreadores con elementos de direccion enfocados en esta conyuntura.

En cuanto al transporte mediado por la adsorcion, debemos conocer que la superficie de la
membrana plasmaética de los capilares del cerebro est4 cargada negativamente a pH fisiolégico
debido a la presencia de proteoglicanos, mucopolisacéridos y glucolipidos que contienen
sulfatos y &cidos sialicos. El transporte por adsorcion se produce como resultado de una
interaccidn electrostatica entre la parte del péptido cargada positivamente y la regién de la
superficie de la membrana plasmatica cargada negativamente. Este tipo de transporte es
saturable y no especifico, y se produce a un nivel muy pequefio, bajo condiciones fisioldgicas.
Debido a estas propiedades, el transporte mediado por adsorcion se ha intentado implementar
como estrategia para mejorar la administracion de péptidos y proteinas dirigidas al cerebro.
Las moléculas que penetran la BHE por adsorcion incluyen varias proteinas cationicas, como
la protamina, la polilisina, la albumina glucosilada, la histona y la avidina. (Loch-Neckel y

Koepp, 2010).

Para cationizar una proteina se puede emplear hexametilendiamina este reactivo convierte los
acidos carboxilicos en grupos amino primario (-NH.). Experimentalmente se ha observado que
el punto isoeléctrico Optimo es entre 8 y 9 para favorecer un transporte dirigido al cerebro por
adsorcion (empleando Albimina de suero bovino cationizada, CBSA, se logré un incremento
de 7.8 veces). Ya que un valor de 10 o mayor decrece drasticamente su tiempo de residencia, el
tiempo de vida media se reduce a 1 min. Estas proteinas cationizadas también presentan
problemas inmunogénicos, y esto sucede mas cuando son proteinas heterdlogas que cuando son
homologas, es decir, cuando la proteina proviene de otra especie. También debemos recordar
que la endocitosis mediada por adsorcion sucede también en rifiones, higado y en menor

cantidad en pulmones y miocardio (Patel et al., 2011).

60



3.2.4  Alteraciones en la permeabilidad de la Barrera Hematoencefalica

Se han descrito cambios en la funcion de la BHE en varios trastornos neuroldgicos, incluidos
inflamacidn, infeccion, traumatismos y tumores cerebrales, no solo como uno de los Ultimos
acontecimientos, si no que se considera su implicacion en las primeras fases de evolucion de
algunas enfermedades. Por lo que se convierte fundamental comprender los procesos
patogénicos que comprometen la integridad de la BHE al intentar establecer una terapia
farmacoldgica adecuada. Entenderemos que existen varios mecanismos por los que se puede
afectar la permeabilidad de la BHE, la tabla 2 enlista las complicaciones que comprometen la

permeabilidad de la BHE clasificAndolas segun el mecanismo de la complicacion.

Tabla 2. Enfermedades que comprometen la integridad de la BHE (Kim et al. 2006)

Mecanismo Afecciones del Sistema Nervioso Central
Neoplasico Cancer primario o metastasico
Vascular Hemorragia, isquemia, hipertension, malformacion vascular.
Edematoso Edema vasogénico o citotoxico
Metabdlico Diabetes o algun téxico
Inflamatorio Esclerosis maltiple, meningitis o encefalitis
Traumatismo Lesiones con origen: térmico, mecanico, quimico, por radiacion.

Tumores Cerebrales. Se observaron cambios estructurales, como la pérdida de expresion de

proteinas, por ejemplo, la claudina-3 y la ocludina, en algunos modelos experimentales de
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glioma en animales, asi como en tumores primarios en seres humanos. (Ying et al, 2010). El
nivel de expresion de la ocludina disminuye proporcionalmente con el aumento de la gravedad
del tumor. Hay un aumento del nimero y el tamafio de las vacuolas pinociticas, y también se ha
notificado un descenso de la expresion de los transportadores en las células endoteliales que
forman la vasculatura del tumor. Se ha postulado que el uso de quimioterapia es limitado
debido al hecho de que la BHE restringe la acumulacion de agentes citotoxicos convencionales
en concentraciones terapéuticas en el tumor y la zona peritumoral. Solo los agentes alquilantes
altamente liposolubles y de bajo peso molecular, como nitrosoureas o temozolamida, son

capaces de penetrar en la BHE para llegar a los tejidos cerebrales afectados.

La acumulacion de farmacos en los tumores cerebrales es limitada, incluso ante la presencia de
la BHE dafiada, debido a la alta presion del liquido intersticial, que reduce la propagacion de
los medicamentos en el tejido tumoral, asi como la difusion hacia el tejido cerebral circundante

externo. (Loch, Neckel y Koepp, 2010).

Inflamacién. La pérdida de la integridad de la BHE y el aumento de la permeabilidad de la
membrana endotelial estan asociados a la presencia de citocinas vasoactivas como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1B (IL-1pB), interferén-y e histamina. Las MAI
pueden sustentar el reclutamiento de leucocitos y promover el movimiento de estas células a
través de las uniones modificando la permeabilidad. Las metaloproteinasas (MMP-2 y MMP-
9), enzimas proteoliticas dependientes de un metal . Ademas de alterar la permeabilidad de la
BHE, los factores proinflamatorios también pueden inducir la generacion de muerte neuronal
y astrocitaria (Omidi y Barar, 2012). Algunas enfermedades inflamatorias estan asociadas a
cambios en la expresion de proteinas como la ZO-1 y la ocludina. En la practica clinica, los
corticoides son los farmacos de eleccion en el tratamiento de las neuroinflamaciones, ya que

disminuyen la apertura de la BHE, desafortunadamente los esteroides producen
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inmundepresion, mientras que los agentes capaces de reducir el paso de inmunocitos a través
de la barrera, como el interferon-1a, el interferon-1p y el acetato de glatiramero, se utilizan en

el tratamiento de la esclerosis maltiple. (Loch-Neckel y Koepp, 2010).

Infecciones. Ante la presencia de la BHE intacta, muchos microorganismos quedan excluidos
del cerebro. S6lo unos pocos patdgenos pueden atravesar la BHE por via transcelular,

paracelular o por fagocitos infectados, y causar asi infecciones en el SNC.

Los estudios en seres humanos y en modelos animales relacionan la magnitud del desarrollo de
bacteriemia con la meningitis y se ha demostrado que la interaccion de microorganismos con el
receptor de células endoteliales de la BHE es un paso importante en la patogenia de la

meningitis.

En la infeccion del SNC con Mycobacterium tuberculosis, se ha observado la implicacién del
receptor de manosa en la internalizacién de la bacteria. (D’Addio et al., 2013).Algunas
micobacterias inducen, mediante la liberacion de lipopolisacéaridos o toxinas, la secreciéon de
citocinas y factores inflamatorios (TNF-a, IL-1B, MMP, factor transformante del crecimiento

B1, caspasas) que aumentan la permeabilidad endotelial. (Loch-Neckel y Koepp, 2010).

También se ha comprobado que el ingreso del virus de la rabia al SNC lo realiza mediante los

receptores nicotinicos (Liu et al., 2009).

Parece que los hongos, como Cryptococcus neoformans, son interiorizados por las células

endoteliales de la microvasculatura cerebral pero no se modifica la permeabilidad de BHE.

Otro hongo comuin en la meningitis, Candida albicans, al parecer, cruza las células

endoteliales mediante transcitosis y tampoco modifica la integridad de la BHE.
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La entrada de algunos virus en SNC se produce a través de los nervios olfativos, la medula
espinal o nervios periféricos, aunque la penetracion del virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) se puede lograr mediante monocitos infectados o mecanismos de endocitosis en
respuesta a la liberacion de citocinas. Los estudios inmunohistologicos post mortem han puesto
de manifiesto que en la encefalitis por VIH habia una disminucion de la expresion de la
claudina-5 y la ocludina en el endotelio cerebral. (Patel et al., 2011). A veces, se utilizan
corticoides para disminuir el dafio inflamatorio en las infecciones, pero pueden restablecer la
integridad de la BHE, disminuyendo asi la concentracion de antibidticos y dificultando la

eliminacion de los patégenos del SNC.

Enfermedades Degenerativas. Estas enfermedades, como la de Alzheimer y Parkinson,
también pueden provocar cambios en la permeabilidad de la BHE. Se cree que los componentes
celulares de la respuesta inflamatoria pueden contribuir mucho al aumento del area de la lesién
secundaria en las enfermedades neurodegenerativas agudas y cronicas. El estrés oxidativo
generado en el cerebro puede provocar cambios en la BHE, potencialmente muerte celular,
gliosis y cambios en la sefializacién, los cuales estan relacionados con el envejecimiento y el
aumento de la expresién de la proteina precursora amiloidea, por la aparicion de un
metabolismo anormal. Parece que los cambios en esta afeccidn se deben a factores vasculares,
degeneracion celular y sefializacion anormal. Por lo tanto, la alteracion de la BHE puede

acelerar los acontecimientos de la enfermedad y dar como resultado un circulo vicioso.

En la enfermedad de Parkinson, hay una apertura transitoria de la BHE asociada a la secrecion
de mediadores inflamatorios, aunque la mayor parte del dafio se produce en la BSLCR. En
cualquier caso, parece que la inflamacion, como un mecanismo patdgeno en la enfermedad de

Parkinson, es causante del aumento de la permeabilidad de la BHE. (Loch-Neckel y Koepp,
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2010). Ademés, el envejecimiento se relaciona con cambios en la anatomia de la BHE y una

disminucién de los mecanismos de extrusion.

Isquemia. La isquemia cerebral conlleva una reduccion de la circulacion sanguinea, y la
disminucion de oxigeno (hipoxia) y nutrientes fundamentales, este hecho se relaciona con un

aumento de la permeabilidad vascular.

La isquemia e hipoxia conducen a cambios en la integridad de la BHE después de un
traumatismo y el posterior estado de shock. La integridad de la BHE varia de acuerdo con el
mecanismo, la gravedad y la duraciéon del acontecimiento que causa la isquemia cerebral.
Durante un accidente cerebrovascular (ACV) de tipo isquémico en fase aguda, la BHE sufre un
cambio rapido durante las tres primeras horas. La permeabilidad de la barrera hematoencefalica
aumenta después de la isquemia, alcanzando el punto culminante a las 48 horas, y disminuye al
cuarto dia. La disfuncién endotelial es causante de este aumento de la permeabilidad durante la
isquemia cerebral y provoca la extravasacion de los componentes del plasma y la formacion de
edemas. La activacion de una angiogénesis microvascular es de los primeros acontecimientos
generados durante la isquemia. En cualquier caso, el aumento de la permeabilidad de las células
endoteliales se ve afectado por el estrés oxidativo generado, asociado a la fosforilacion de la
tirosina de proteinas en las uniones estrechas, especialmente la ocludina y la ZO-1. (Loch-
Neckel y Koepp, 2010). Sin embargo, las células astrocitarias protegen la BHE de
enfermedades isquémicas segregando factores neurotroficos y restaurando la funcion de la
barrera de las uniones estrechas. La disfuncion endotelial produce un aumento de la
permeabilidad durante la isquemia cerebral, dando lugar a una fuga de componentes del plasma
y a la formacion de edemas. Los cambios en la permeabilidad de la BHE pueden representar
una oportunidad para la administracion de farmacos al SNC. Sin embargo, la permeabilidad de

la BHE después de una lesién aguda puede seguir un patrén heterogéneo. Ademas, la
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circulacion sanguinea en las zonas isquémicas disminuye, lo que puede dar lugar a una

concentracion limitada del medicamento en la zona deseada.

Diversas enfermedades alteran la composicion y permeabilidad de la BHE en grado variable y
progresivo. Esto también tiene una variacion entre individuos. Pero definitivamente estas

alteraciones pueden modificar posologia (dosis), eficacia y efectos secundarios.

3.3 GENERALIDADES SOBRE NANOTECNOLOGIA EN MEDICINA

La investigacion en nanomedicina esta rapidamente potenciando tecnologias y revolucionando
las estrategias en la practica clinica al ofrecer acceso a nanosistemas innovadores enfocados en
el disefio racional y la integracion precisa de conocimientos del area quimica, bioldgica e

ingenieria.

Las nuevas herramientas en diagnostico nanotecnolégico podran ofrecer informacion crucial
respecto al estado de tejidos y 6rganos enfermos (v.gr. cancerosos) de forma rapida y
econdmica, con minima invasividad, volumen y nimero de muestras. En base a lo anterior, las
nuevas estrategias en nanomedicina preventiva, diagnostica y terapéutica, permitiran a los
médicos emprender acciones efectivas, lo menos agresivas para el paciente y de manera

oportuna. (Brewer et al., 2007).

3.3.1 Nanotecnologia en: imagen, diagndstico, tratamiento, seguimiento

terapéutico y medicina regenerativa

Existen enfermedades complicadas en su tratamiento, no solamente debido a la disponibilidad
del activo en su sitio de accion, sino porgue se dificulta el poder delimitar la zona afectada o
realizar un diagnéstico oportuno. La mayoria de estas complicaciones se presentan cuando

hablamos de un padecimiento del SNC. La funcién de una nanoparticula no se detiene en la
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construccién de un vehiculo farmacéutico que protege al principio del ambiente y controla su
liberacion espacial y/o temporal, hoy en dia se investigan mdultiples aplicaciones para la
nanotecnologia en la medicina que van, desde: técnicas de imagen por resonancia magnética,
construccién de estructuras nanobiomiméticas, moldes para regeneracion de tejido, estructuras

con formas y funciones disefiadas segun se requiera, nanoreservorios de farmacos, etcétera.

La obtencion de imagenes desde el nivel del organismo hasta el nivel celular es importante en
el diagndstico y la planificacion del régimen terapéutico. Los nanoreservorios funcionalizados
pueden contener, transportar y distribuir isotopos radiactivos, radiofarmacos o sustancias con
propiedades Opticas de manera especifica para la obtencion de imagenes. La obtencion de
imagenes in vivo puede realizarse con el uso de técnicas de imagen que ya existen, como la
tomografia computarizada por emision de foton Unico (SPECT), la tomografia por emision de
positrones (PET), la resonancia magnética (RM), el microscopio de fluorescencia, la
tomografia computarizada (TC) y la ecografia. Las NP superparamagnéticas de oéxidos
metalicos de hierro y de cobalto en el diagnostico clinico son prometedoras como medios de
contraste en RM. Otras NP de interés son el oro coloidal y los puntos cuénticos (QD. El oro
coloidal puede utilizarse para mejorar las técnicas de imagen existentes: marcaje de sistemas
bioldgicos in vitro, tecnologia con sondas de barrido y mediciones de transferencia de energia

por resonancia con fluorescencia.

A diversos nanoacarreadores se les puede unir de manera covalente o no covalente elementos

en su superficie con propiedades oOpticas. (Li et al., 2012)

Recientemente, se ha descrito la utilizacion de liposomas marcados con *Tc en la SPECT de
tejidos de cancer de mama humano en los que se mantiene la sobreexpresion de receptores de

péptido intestinal vasoactivo. Con las técnicas de imagen utilizaron liposomas estéricamente
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estabilizados para encapsular la hexametilpropilenamina oxima marcada con **Tc que se
observé que se acumulaba menos en el tejido de mama sano que en el tejido de mama
canceroso, con o sin la presencia de VIP unido de forma covalente. Ademds, cuando los
liposomas eran de un tamafio adecuado, no se producia extravasacion en el tejido de mama
normal. Por tanto, se produjo una acumulacion significativa del contraste en el tejido anormal

en comparacion con el normal. (Brewer et al., 2007).

Los dendrimeros suelen ser complejos poliméricos, muy ramificados, con un nucleo central que
tiene un gran peso molecular, de 1.000 a 800.000 kDa. Debido a la ramificacion, los
dendrimeros pueden estar muy funcionalizados en cada generacion de ramas para poseer el
potencial de acoplamiento con hidratos de carbono, péptidos y silicio. Los sistemas de
transporte dendriticos estan limitados como consecuencia de la toxicidad asociada por cargas
positivas de superficie e inmunogenicidad, especialmente en los dendrimeros de peso molecular

mas alto.

Los sistemas de dendrimeros a escala nanométrica transportadores de Gd como agente de
contraste también se encuentran en fases preclinicas de estudio. Se ha demostrado el desarrollo
de dendrimeros y sistemas de dendrimeros con un peso molecular menor de 60 kDa para
transportar medios de contraste con Gd para RM, con el fin de reducir los tiempos de retencion
y eliminar la toxicidad problemética de sus homologos de mayor PM. Se ha documentado la
excrecion por el sistema renal y las mejores imagenes de estructuras vasculares por un descenso
de la extravasacion, mas rapida que el Gd-DTPA (complejo entre Gadolinio y el &cido

dietilentriaminopentacético) comdnmente utilizado. (Li et al., 2012).

Los puntos cuanticos (QD, por sus siglas en inglés) son nanoparticulas con posible importancia

en el diagnostico y el tratamiento en nanomedicina. Formados por unos pocos centenares de
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atomos de elementos de los grupos I1-VI 6 111-V, éstos cristales semiconductores suelen
encontrarse en el rango de 1 a 10 nm de didmetro. Emiten en la region del espectro entre
ultravioleta (UV) e infrarrojo cercano (NIR) y tienen propiedades que no son frecuentes en los
colorantes organicos y las proteinas fluorescentes. Los QD tienen, calidades fotoluminiscentes
sintonizables. La sintonia es el proceso de seleccionar la longitud de onda de emision,
ajustando el PM y composicion. Por tanto, los QD tienen la posibilidad de marcar sistemas
bioldgicos para la deteccion Optica o eléctrica en la obtencion de imégenes de enzimas,
antigenos y células. Una de las aplicaciones mas prometedoras de los QD es la deteccion y el
diagnostico de canceres in vivo. Se cree que la obtencion de imagenes desde el nivel celular de
Organos y tumores es potencialmente posible con los QD. Los QD del infrarrojo cercano tienen
la ventaja de penetrar mas profundamente en los tejjdos y, por tanto, pueden detectar y obtener
imagenes de objetos que, por lo demés no se detectarian por QD que emiten sélo en el rango
visible. La flexibilidad y adaptabilidad de los QD los hacen viables en multiples aplicaciones de
deteccion, especialmente en la deteccion de biomarcadores del cancer. Los QD pueden unirse
de forma covalente a las inmunoglobulinas para utilizarlos en ensayos fluorescentes para
detectar antigenos y otros biomarcadores, como Her2 en células cancerosas. Siendo mejores
que las moléculas fluorescentes habitualmente utilizadas que tienen poca estabilidad frente al
fotoblanqueamiento, los QD tienen una mejor relacion sefial/ ruido y, por tanto, una mejor

intensidad o sensibilidad de deteccién de sefales.

En cuanto a los nanotdbulos de carbon (NTC) sus aplicaciones estan basadas en sus
propiedades fisicas, como su excelente conductividad eléctrica y térmica, junto con su rigidez.

Las aplicaciones de los NTC méas comunes son para biodeteccion y liberacion de farmacos.

Las plataformas de micromatrices utilizadas habitualmente para las detecciones han mejorado

para detectar limites inferiores y un abanico més amplio de biodianas. La literatura esté llena
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de estudios de nuevos sistemas de deteccion configurados para dirigirse a dianas especificas
extracelulares e intracelulares. Recientemente, las NP se han utilizado para detectar

anticuerpos, acidos nucleicos, agentes proinflamatorios y antioxidantes.

Otro sistema de nanodeteccion es el empleo de un sensor de oxigeno nuevo. El desarrollo de un
sensor, denominado biosensor de especie reactiva de oxigeno (ROS), es una nueva estrategia de
biodeteccion para localizar células que sufren estrés oxidativo. El biosensor se utiliza para

activar y estimular las secuencias de reparacion de ADN en la célula. (Brewer et al., 2007).

Los alcances de la nanomedicina pretenden satisfacer los retos que han surgido durante la
implementacion de una terapia farmacoldgica; haciendo hincapié en la biodisponibilidad,
solubilidad, estabilidad quimica y la posibilidad de disminuir los efectos adversos. (Pascual et

al., 2004)

Terapia Génica. El empleo de nanoparticulas también habilita el acceso al ndcleo para poder
entregar segmentos de ADN con la finalidad de poder reemplazar genes alterados. Dicha
habilidad supone nuevas e interesantes perspectivas para el tratamiento de numerosas
enfermedades neuroldgicas para las cuales no existen mas que en tratamiento sintomatico. En
los Gltimos afios se ha producido un giro espectacular en las estrategias para la transferencia
génica no invasiva en el sistema nervioso central. El desarrollo de nanoacarreadores
funcionalizados permite introducir y expresar material génico en el tejido nervioso tras la

administracion periférica de dichos vectores.

Entonces, la terapia génica puede considerarse como de los proyectos mas importantes para la
humanidad y su futuro, debido a que intenta combatir la enfermedad en sus propias causas de

origen hereditario y genéticas en general. Aungue, si se desea que el futuro de la terapia génica
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sea competir con el tratamiento farmacoldgico clasico, serd necesario disponer de métodos

econodmicos, simples y eficaces de transferencia génica.

Para que se pueda llevar a cabo una transferencia génica exitosa se requiere de un vehiculo con
las caracteristicas adecuadas para poder transferir el gen terapéutico al tejido o tipo de células

requerido. Estos vectores se pueden clasificar en a) virales y b) no virales (Schaefer, 2010).

Si consideramos que un virus requiere del mecanismo biosintético de la célula y conocemos las
estructuras del virus relacionadas con su patogenicidad. Entonces es posible modificarlos para
disminuir el grado de virulencia y emplearlos como vehiculos en una terapia génica. Los
vectores virales empleados comprenden adenovirus, retrovirus, virus del herpes simplex y
lentivirus. Cada vector viral tiene caracteristicas particulares, como son la preferencia para
reconocer y transferir su material genético a un tipo particular de célula. Los vectores virales
empleados para dirigir una terapia genica al cerebro son los lentivirus, herpes simplex y los
virus adenoasociados. Algunos vectores virales inducen una respuesta inmune que disminuye la
eficacia y bioseguridad con una administracion repetida. Una complicacion adicional del uso de
algunos vectores virales es su tendencia a integrarse cerca de promotores (regiones de ADN
que controlan la actividad de genes especificos). Esto conllevaria la aparicion de efectos
adversos, evento no deseado en cualquier tipo de terapia. Por esta razon se ha investigado la
fabricacion de vectores no virales, cuya actividad inmunogénica no sea una complicacion.
Desafortunadamente, los vectores no virales presentan problemas para la expresién prolongada

del gen y también presentan problemas para presentar al gen en el interior de la célula.

Debido a los efectos colaterales que presentan los vectores virales, el objetivo real esta en

conseguir una terapia génica, eficiente, no invasiva y no viral para el cerebro.
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Algunos de los nanoacarreadores empleados como vectores de transferencia génica no viral
son: liposomas, nanoparticulas poliméricas, dendrimeros, fullerenos (favorece terapia

mitocondrial).

La nanotecnologia puede resolver el problema de selectividad en la terapia génica, es decir, que

el transgén llegue sélo a las células que lo necesitan.

Medicina regenerativa. La regeneracion e ingenieria tisular se esta haciendo realidad con los
recientes avances en el campo de la ingenieria de materiales nanoestructurados. Esta area
interdisciplinaria de investigacion se centra en el crecimiento y la sustitucion de una célula,

tejido u organo.

La ingenieria biomimética muestra cierta esperanza en la creacién de implantes bioldgicos,
como sustitucion de vasos sanguineos con malformaciones artroplastias (reconstruccion
quirargica de una articulacion), y en hacer posible la fabricacion de matrices o soportes
extracelulares artificiales que son necesarios para apoyar y mantener el crecimiento y la

regeneracion celular durante la reparacion tisular.

El uso de soportes para hacer crecer células madre en tejidos y 6rganos requiere un aporte de
células prototipo sanas que puedan sufrir una morfogénesis, especializarse y convertirse en un
tejido especifico. Las células madre, por su inclinacion a diferenciarse en casi todos los tipos de
células, son candidatas ideales a ocupar los soportes y acabar convirtiéndose en tejido nuevo

(Schaefer, 2010).

Las células madre embrionarias (células internas de un embrion de 4 a 5 dias de edad que
pueden dividirse y diferenciarse a cualquier tipo de tejido, también se les llama células madre

totipotenciales) pueden diferenciarse para formar células de cerebro, piel o corazon.
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El crecimiento de tejido duro y blando, incluyendo 6rganos, es un suefio médico que, poco a
poco, se estd haciendo realidad gracias a la incursion de la nanotecnologia en la medicina. En el
futuro, los trasplantes de érganos podrian realizarse sin un periodo de espera largo, dado que
podrian conservarse organos de repuesto, de forma muy parecida a las piezas de repuesto de los

automoviles.

3.3.2 Nuevas entidades quimicas 6 Nanoacarreadores funcionalizados para

acceder al SNC.

El principal camino de la investigacion farmacéutica actual comprende la formacion de nuevas
entidades quimicas a partir de los medicamentos empleados en diversas afecciones o a partir de
la estructura quimica de las sustancias enddgenas afectadas por determinada enfermedad (v.gr.
Parkinson). Lamentablemente sélo cerca del 5% de moléculas investigadas sale al mercado. Y
posteriormente en la etapa de farmacovigilancia se dan a conocer la mayoria de las reacciones
adversas a la medicacion (RAM). Por ende el empleo de nanoacarreadores debiese considerar
moléculas que ya se conozca bien sus efectos terapéuticos y sus efectos adversos. EI empleo de
NP disminuye las RAM pero también podria ocultarlas siendo mas peligroso lo desconocido,
enfocandonos en el SNC, se han desarrollado otro tipo de estrategias que no implican el uso de

nanoparticulas para su desarrollo. El siguiente esquema ilustra las distintas técnicas empleadas.
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Figura 29. Diagrama que ilustra las distintas estrategias empleadas para acceder al SNC.

(Loch-Neckel y Koepp, 2010)
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/’/ ™

[ Técnicas invasivas ] [ Técnicas no invasivas ]

T

N,

Meétodos biolégicos .

" Administr. /
intranasal /
[Inm unosegmentacic’:n]/ genéticas
Administracién
intraventricular MNanoparticulas

(Aheramon BHE) ,/,Inyecmondlrecta\

i del farmaco

-
Moléculas vaso-
activas u osmoticas

(M étodos quimicos
RS
e

Modificacion
quimica
del farmaco

Administracion

/ intracerebral

Abatimiento de la BHE. Con este fin se han empleado soluciones hiperosmoticas y la
coadministraciéon de sustancias que incrementen la permeabilidad (leucotrieno C4, bradicina,
serotonina e histamina). También se ha investigado el empleo de resonancia magnética sola
(Chertok, 2011 y Cole, 2011) y en conjunto con ultrasonido focalizado (Omidi y Barar, 2012);
lo que conlleva a una disrupcion temporal y reversible de la barrera hematoencefalica. Méas

adelante se profundizara en las técnicas acotadas anteriormente.

La solucidn hiperosm@tica, desarrollada por Neuwelt et al (Loch y Koepp, 2010), fue una de las
primeras soluciones que se utilizaron en seres humanos. Su fundamento consiste en que la
deshidratacion osmoética de las células genera una disminucion en su tamafio y por ende una
mayor permeabilidad paracelular. Esta técnica todavia se usa en la practica clinica diaria para la
liberacion de quimioterapia en pacientes con tumores cerebrales, pero este método provoca mas

efectos secundarios y la liberacion no intencionada de antineoplasicos en el tejido cerebral
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normal, incrementa permeabilidad en algunos tipos de tumores cerebrales, se ha observado que

en el proceso de angiogénesis tumoral no existen uniones densas.

Sin embargo, la apertura de la barrera no es un méetodo especifico para liberar medicamentos,
ya que conduce a un aumento de las moléculas potencialmente toxicas y hace que el cerebro

sea vulnerable a las infecciones y las toxinas incluso durante periodos breves.

Estudios donde se empled una solucion hiperosmética de manitol via la arteria carétida
evidencio el dafio a estructuras debido a la filtracion de proteinas, también se observo alteracion
del metabolismo de glucosa, activacion de las proteinas de choque térmico, microembolias y

funcionamiento neuronal anormal.

Inyeccion Directa. A pesar los grandes riesgos que conlleva ésta técnica se han realizado
maultiples intervenciones de este tipo en diferentes enfermedades, pero con resultados muy
pobres o ineficaces. El principal obstaculo de este método es el coeficiente de difusion limitada
asociado al movimiento lento de los componentes en el cerebro. La difusion del farmaco en el
cerebro depende de la concentracion en el lugar de liberacion del medicamento, el peso
molecular, la liposolubilidad, presencia de y la afinidad a los tejidos. Para las moléculas
grandes, como los anticuerpos monoclonales, la velocidad de difusion tras la inyeccion suele

ser menor que la velocidad de eliminacion local.

La inyeccion se puede realizar en el parénquima cerebral asi como directamente a los
ventriculos cerebrales. Algunos investigadores consideraron que la administracion
intraventricular solucionaria el aspecto de distribucion de farmaco en el tejido, pero el liquido

cefalorraquideo (LCR) se renueva completamente en 5-6 horas (Pascual et al., 2004).

En la practica, este método seria eficaz para medicamentos en los que el lugar de accion esta

cerca de la superficie del parénquima o los ventriculos; pero si consideramos en el panorama la
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necesidad de una intervencién quirdrgica disminuye considerablemente la practicidad de esta
técnica y aumentan enormemente los riesgos. A pesar de lo prometedora que parece la
estrategia la difusion en el parénquima es muy pobre y todas las técnicas que implican el
bombeo del farmaco directamente al cerebro o a un ventriculo generalmente tienen resultados

desalentadores.

En cuanto a las técnicas empleadas para acceder al SNC no invasivas podemos encontrar gran
cantidad de estudios implicados con mejorar determinadas caracteristicas de un farmaco
(tamafo, capacidad de ionizarse, lipofilicidad, disminuir afinidad por sistemas de eflujo,
aumentar su afinidad a transportadores, etcétera) mediante su modificacion quimica (Desino,

2008).

Otras técnicas no invasivas son el uso de anticuerpos también conocido como
imnunosegmentacion(el anticuerpo monoclonal OX26 reconoce especificamente al receptor de
Transferrina; Béduneu et al., 2008), la administracion via intranasal (Haque et al., 2012), el
empleo de proteinas (como las nanoparticulas virales; Liuet al. 2009) y , la razén de este
trabajo, el empleo de nanoparticulas para construir vehiculos multifuncionalizados que penetren

eficazmente al cerebro y que se acumulen selectivamente en el sitio deseado.

Modificacién Quimica. La modificacién quimica se suele disefiar para sustituir una deficiencia
en las propiedades fisicoquimicas, como el aumento de la lipofilicidad, o minimizar el potencial
de union al hidrogeno. De este modo, la esterificacién o amidacién de los medicamentos que
contienen grupos hidroxilos o aminoacidos podrian aumentar la solubilidad y, por tanto,
facilitar su entrada al cerebro. Se puede emplear el parametro de log P para predecir la
permeacion de los farmacos a través de la BH; un valor de log P de 2 se considera 6ptimo para

su migracion por difusion pasiva, aunque algunos autores aceptan el intervalo de 1.5- 2.5.
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Aungue un incremento en el log P no solo se traduce como un aumento de la constante de
absorcion via difusion pasiva, también resultard en una mayor distribucion en tejidos
periféricos (incremento de volumen de distribucion) lo que resulta en una disminucion de la

concentracion de farmaco libre en sangre (Omidi y Barar, 2012).

Cannon et al (2012), descubrieron que la actividad de la glicoproteina-P se ve reducida cuando
el mensajero esfingosina 1- Fosfato (S1P, por sus siglas en inglés) actuan sobre el receptor 1 de
Esfingosina 1 Fosfato 1 (S1PR1); sin modificar la expresion de proteinas responsables de las
uniones estrechas o enzimas. Emplearon analogos de la esfingosina fosforilada FTY720P y
FTY729P, para inactivar la glicoproteina-P y después administraron farmacos (marcados con
un isotopo radiactivo) que se sabe son sustratos de la glicoproteina-P. El resultado ocurrié
segun lo esperado al obtenerse concentraciones mayores al grupo control; siendo la
concentracion de paclitaxel y loperamida 5 veces mayor al control y de verapamilo 3 veces

mayor.

La sefializacion de TNF-a activa la produccion de Esfingosina-1 Fosfato a través de la enzima

Esfingosina Cinasa (SK).

La S1P es la responsable total de la inhibicion de la glicoproteina P, ya que se experimento
colocando un inhibidor de la SK y/o un antagonista del receptor SIPR1; Para demostrar que a
pesar de la influencia de el TNF-a se necesitaba estimular la produccion de esfingosina 1
fosfato, y que la actividad intrinseca de ésta en el receptor S1IPR1 inactiva la glicoproteina P de

manera reversible, pero con un efecto que puede ser prolongado.

Por lo tanto, al estimular el SIPR1 con los anadlogos de esfingosina se puede abatir rapida y

reversiblemente la actividad de transporte de la glicoproteina P con la finalidad de incrementar

77



la entrada de pequefias moléculas (farmacos de bajo peso molecular que migran por difusion

pasiva transcelular) con un fin terapéutico (Cannon et al., 2012).

Existe una propuesta de Meng et al. (2010), donde se conjugan 3 partes importantes mediante
uniones covalentes. Esta estrategia involucra el farmaco o marcador, la polietilenimina (cuya
carga positiva facilita la unién no selectiva a moléculas con carga negativa, como el &cido
sidlico de la membrana y el ADN) y el acido miristico para vectorizar al cerebro. Porque el
acido miristico puede ser sustrato del transportador ABCD 1 (ALDP) 6 ABCD 2 (ALDRP)

como se muestra en la tabla 1.

Figura 30. Fabricacion de un “caballo troyano” que emplea al dcido miristico unido
covalentemente como ligando de direccion para incrementar su absorcion a nivel BHE.

(Meng, 2010)
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A este tipo de conjugado se le ha denominado caballo troyano molecular, en donde el principio
activo se une covalentemente a una molécula endogena o algun anticuerpo con la finalidad de
que conserve sus propiedades farmacéuticas pero sea reconocido por los sistemas de transporte
biolégicos dada su fraccién endogena. Estos caballos troyanos moleculares pueden emplear

anticuerpos dirigidos al receptor de insulina, a del LDLR, de folato, etcétera.

Los caballos troyanos moleculares deben presentar las siguientes caracteristicas para que se

puedan considerar vehiculos de farmacos eficaces (Pardridge, 2010):

1. El sistema debe estar dirigido a un receptor en la BHE, que tenga la capacidad de
efectuar transcitosis y no de endocitosis, ya que esto representaria su egreso inmediato
mediado por la glicoproteina-P.

2. El ligando debe tener una alta afinidad por el receptor en las CECSC.

3. Esta afinidad debe de mantenerse después de unirse a la molécula de interés
terapéutico.

4. El efecto del agente terapéutico debe de ser considerable después de la union al ligando.

5. El complejo debe mostrar una permeacién considerable (> 2% de la dosis)

6. Posterior a su administracion in vivo se debe desencadenar una respuesta biologica en el

organismo.

Administracion Intranasal. Se ha considerado esta via para evitar la discriminacion por parte
de la BHE y evadir el efecto de primer paso. Ademas de su administracion no invasiva
conlleva menos riesgos. Es importante resaltar la diferencia entre la via inhalatoria y la via
intranasal, donde el sitio de absorcion son los pulmones y los capilares nasales
(respectivamente). Existen diferentes tipos de células que revisten la cavidad respiratoria, de los

cuales destacaremos que solo dos tienen cierta permeabilidad como se observa en la figura 31;
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la region respiratoria y la region olfatoria. En la region respiratoria se encuentran
microvellosidades y es una region muy vascularizada. Mientras que la region olfatoria
encontramos células olfatorias especializadas con cilios; esta zona tiene acceso directamente al

liquido cefalorraquideo.

Figura 31. Administracion via intranasal e integracion de estimulos olfativos. Via de
absorcion intranasal. Recuperado y modificado de:
http://image.slidesharecdn.com/sentidodelolfatofisiologiaii-130826090430-

phpapp02/95/sentido -del-olfato-fisiologia- ii-3-638.jpg?ch=1377507907
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Como podemos observar, la via intranasal evita el efecto del primer paso. En esta zona la

permeacion se realiza por dos vias. La paracelular (difusion pasiva de iones y moléculas

hidréfilas a través de las uniones oclusivas) y la transcelular (difusion pasiva o transporte activo

de compuestos lipofilicos como el propanolol, la progesterona o el fentanilo. Moléculas de

hasta 1000 Da pueden migrar via paracelular. Esta mucosa es mas permeable que la mucosa

bucal, rectal y vaginal. De hecho los compuestos lipofilicos de un tamafio adecuado tienen una

biodisponibilidad cercana al 100%, mientras que los compuestos hidrofilicos presentan una

biodisponibilidad cercana al 10% y los péptidos de 1%.

La administracion intranasal presenta las siguientes ventajas:

10.

11.

12.

Superficie relativamente grande (células epiteliales cubiertas con microvellosidades).
Alta permeabilidad (si PM menor que 1000 Da) debido a que posee una membrana
endotelial porosa y la capa epitelial estd altamente vascularizada (alto flujo sanguineo
por centimetro cubico).

Posibilidad de evitar la barrera hematoencefélica.

Facilmente accesible.

No hay efecto de primer paso hepaético.

No existen variaciones de pH.

Actividad enzimatica menor a la del tracto gastrointestinal.

No invasiva

Rapido inicio de accion.

Posibilidad de logar una liberacion controlada hasta por 8 horas.

Efecto local (asma, alergias, congestion) y sistémico.

Técnicas de administracion simples, es decir, no requieren especializacién (posibilidad)

y economicas. (continua en la siguiente pégina)
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13. Perfiles plasmaticos proximos a la via intravenosa.

Al considerar todas las ventajas que presenta esta via de administracién es imperativa la
implementacion de esta via lo mas posible en la practica clinica. Existen diversas
investigaciones para generar vehiculos para administracion intranasal dirigidos al SNC. Haque
et al. (2011) desarrollaron nanoparticulas de quitosan cargadas con venlafaxina disefiadas para
su administracién intranasal. En el estudio demostraron la posibilidad de emplear vehiculos de
quitosan para esta via, dado que este polimero ha demostrado poseer buenas cualidades

bioadhesivas (requerido para que permanezcan en la zona de absorcion el tiempo adecuado).

Actualmente se investiga y existen en el mercado lineas de tratamiento disefiadas para su

administracion intranasal, estas se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Algunos farmacos formulados para su administracion intranasal. (Haque et al. 2011)

Tipos de Principio activo, medicamento y farmacéutica

farmacos

Antimigrafiosos Sumatriptan (Imigran ® GlaxoSmithKline), zolmitriptan (AstraZeneca),

ergotamina (Novartis), buthorphanol (BristolMyersSquibb)

Péptidos Calcitonina (Novartis), desmopresina (Ferring), buserelina (Aventis),

nafarelina (Searle)

Vacunas Influenza
Hormonales Estradiol (Servier), insulina
Analgésicos Morfina, hidromorfina, ketamina, fentanilo
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Otros Apomorfina (disfuncién eréctil), leuproide, interferon, midazolam

Esta via representa notorias ventajas respecto al ingreso de sustancias relativamente grandes
(hasta 1000 Da) al SNC y también para generar con cierta celeridad su efecto terapéutico.
Pero, para maximizar su efecto se requiere que el acarreador se adhiera el tiempo suficiente a
la mucosa donde se absorbe y que supere las complicaciones mecénicas que representa la
formacion y flujo del muco. Empleando esta via es factible sortear la BHE, por lo cual el
desarrollo de un vehiculo 6ptimo para transportar sustancias hidréfobas e hidrofilicas, y con el

empleo de nanoparticulas es imperativo e incluso la administracion de material genético.

Tecnologias Genéticas. Varias enfermedades cerebrales intratables mediante los métodos
terapéuticos convencionales representan oportunidades para la aplicacion de tratamiento
genico. Se han conseguido avances mediante el uso de péptidos enddgenos, proteinas
modificadas o anticuerpos monoclonales vinculados a los transportadores enddgenos de la
BHE, conocidos también como péptidos quiméricos (Loch-Neckel y Koepp, 2010). Como estas
moléculas son solubles en agua y demasiado grandes para cruzar la BHE, se utilizan los

denominados caballos de Troya (como se menciond previamente).

Nanoparticulas. El empleo de nanoparticulas para sortear la BHE es considerado como un
método incomparable que permite la entrega de farmacos (con cualquier tipo de caracteristicas:
liposoluble, elevado PM, etc.), péptidos e incluso genes de manera especifica al tejido donde se
requiere y pudiendo hacerlo durante periodos prolongados. Dichas ventajas nos invitan a

enfocar nuestros esfuerzos para innovar el concepto de medicamento.
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En el siguiente capitulo ampliaremos la definicion de nanoparticula, explicaremos el tipo de
nanoparticulas que se emplean en el desarrollo de nanoacarreadores dirigidos al SNC y

proporcionaremos ejemplos de las técnicas empleadas para conseguir la vectorizacion.

4 SISTEMAS NANOPARTICULADOS DIRIGIDOS AL SISTEMA NERVIOSO

CENTRAL

En los ultimos veinte afios hemos asistido al inicio de una revolucion cientifica basada en la
capacidad de medir, manipular y organizar la materia en la escala del nanémetro (10°m). La
nanotecnologia se define como el conjunto de conocimientos y técnicas dirigidas a estudiar,
fabricar y caracterizar estructuras funcionales con dimensiones por debajo del micrometro. El
diametro de un atomo de carbono es de 134 picometros (1pm =10"m). La anchura del ADN es
aproximadamente 2,5 nmy las moléculas proteinicas miden 1-20 nm; los procesos fisiol6gicos

y patologicos a nivel celular ocurren a una escala similar.

Uno de los principales objetivos de un formulador farmacéutico es el disefio de nuevos sistemas
o dispositivos de liberacion que permitan una liberacion controlada, de manera temporal y

espacial.

La idea de especificidad terapéutica fue descrita por Paul Ehrlich en 1906, al describir su
descubrimiento (salvarsan, medicamento contra silifis) como “una bala magica”, ya que de esa
manera atribuia que se generaba el efecto farmacoldgico; las particulas viajaban a través del
cuerpo hasta llegar a la célula infectada donde, por medio de un sistema de reconocimiento de

“llave y cerradura” se dirigia solo a estas células.

A mas de cien afios este concepto no puede ser mas palpable. En este momento existe una gran

diversidad de estructuras y sistemas nanomeétricos disefiados bajo esta propuesta. En el presente
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trabajo se recopilan las principales formas farmacéuticas elaboradas con la finalidad de

ingresar al SNC vy las estrategias empleadas en esta nueva etapa del desarrollo farmacéutico.

Cuando nos refiramos a sistemas nanoacarreadores de farmacos destinados a ingresar al SNC
estaremos hablando de: a) liposomas, b) nanoparticulas poliméricas, c) nanoparticulas lipidicas

solidas, d) dendrimeros y €) micelas poliméricas.

El sistema nanoacarreador de farmacos ideal deberd cumplir con las siguientes caracteristicas:

e Que posea estabilidad en sangre y sea de facil administracion.

e El tamafo de la particula debe ser en el orden de los 100nm, para evitar la captacion del
SMF y también evitar su eliminacion por filtracién glomerular.

e Debe tener un tiempo adecuado de circulacion, para esto debe ser esférico con cierta
deformabilidad y caracteristicas superficiales adecuadas.

e Estabilidad para esterilizacién (cuando se requiera administrar via parenteral).

e Debe de transportar a la sustancia al sitio de accion deseado y liberarla a una velocidad
adecuada menor que su velocidad de absorcion, de esa manera se evita alcanzar niveles
toxicos.

e El acarreador debe ser no téxico, biodegradable y biocompatible.

e Deben ser capaces de marcarse superficialmente para poder ser vectorizados.

e Capaz de almacenar moléculas, de diferente PM e hidrosolubilidad.

e El método de produccion debe ser escalable y a un costo efectivo.

4.1 DENDRIMEROS

Los dendrimeros han recibido gran atencion en los ltimos afios debido a su posible utilizacion

en aplicaciones tan variadas como catalisis a nanoescala, sensores quimicos, imitaciéon de la
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funcién de las enzimas, encapsulacion de moléculas, reconocimiento molecular, agentes de

diagndstico y también como vehiculos para el transporte de genes y farmacos.

Estas moléculas multifuncionalizadas presentan la ventaja de ser modificadas para presentar un
grupo funcional deseado de forma multivalente, de forma que incremente sinérgicamente su

accion.

En quimica orgénica sintética, las estructuras dendriticas se consideran actualmente como la
cuarta generacion o clase de la arquitectura macromolecular que ha ido desarrollandose desde

los primeros polimeros, en la década de los afios treinta, hasta la actualidad.

La estructura dendrimérica esta caracterizada por “capas” entre cada punto focal 1lamadas
“generaciones”. La definicion exacta del término “generacion” ha sido objeto de controversia,
aceptandose generalmente el nimero de puntos focales que aparecen desde el nucleo central
hasta la superficie. Un dendrimero de quinta generacién presenta por tanto cinco puntos
focales entre el nucleo y la superficie. El nicleo es denominado a veces “generacion cero”
(G0), ya que no presenta ningun punto focal. Actualmente se han desarrollado dendrimeros
formados con poliamidoaminas (PAMAM, principalmente), polipropilenimina (PPI),

porfirinicos y de carbosilano también.
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Figura 32. Estructura bésica de un dendrimero (izqueirda). Unidad dendrimérica (derecha).
Recuperado de: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/e/e8/Graphs.jpg
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Para poder utilizar un dendrimero en biomedicina, éste debe cumplir varias condiciones de

importancia crucial:

* No ser toxicos.
» No inmunogénicos (excepto para vacunas).

 Atravesar barreras biologicas: barrera hematoenceféalica, membranas celulares, intestino,
etcétera.

» Ser estables y permanecer en circulacion el tiempo necesario para tener el efecto clinico
buscado.

* Ser capaz de dirigirse a dianas especificas.

A pesar de su atractiva propiedad como acarreador multifuncional, los dendrimeros amino-

terminados suelen ser citotoxicos (Gonzalo y Mufioz). La citotoxicidad de los dendrimeros
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catidnicos puede ser debida a las interacciones entre la superficie cationica del dendrimero y la

superficie cargada negativamente de las membranas celulares, permitiendo a dichos

dendrimeros adherirse a la superficie celular y dafarla, causando la lisis celular.

Aunqgue también se ha observado que la carga positiva le confiere potencial para emplearse en

terapias génicas. Lo crucial es encontrar el punto medio.

Estudios recientes han demostrado que los PAMAM con terminaciones amino, con una
estructura de mayor tamafio (por ejemplo grupos alquilo) presentan mayor toxicidad que los
PAMAM con los grupos amino libres. Sin embargo, los dendrimeros PAMAM con grupos
carboxilato en su superficie (anionicos) presentan una menor toxicidad que los dendrimeros
cationicos amino-terminales. La toxicidad de los dendrimeros no esta determinada solamente
por la naturaleza de los grupos de superficie, sino también por la naturaleza quimica del
esqueleto dendrimérico. Dendrimeros con esqueleto aromatico poliéter con grupos carboxilato
anionicos en superficie han demostrado ser hemoliticos en ratas tras 24 horas de incubacion.
Pudiera ser que el interior aromatico del dendrimero causara hemolisis debido a contactos

hidrofébicos con la membrana.

Se ha demostrado recientemente que los dendrimeros carbosilano con grupos aniénicos en la
superficie (sulfonato o carboxilato) presentan una menor toxicidad que los mismos carbosilano

con grupos funcionales catiénicos.
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Figura 33. Estructura de un dendrimero de poliamidoamina (PAMAM). Recuperado:
http://patentados.com/img/2011/12-descripcion/dendrimeros-basados-pamam-derivatizado-

grupos-alquil-sulfonilo.2.png
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Figura34. Estructura de un dendrimero de carbosilano. Recuperado de:
http://patentados.com/img/2012/02-descripcion/dendrimeros-carbosilanos-y-su-uso-como-

antivirales.13.png
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Figura 35. Estructura de un dendrimero  porfirinico.  Recuperado  de:

http://www.scielo.br/img/fbpe/qn/v21n4/3194f10.gif

A pesar de estas caracteristicas desfavorables, se ha observado que in vivo no existen efectos
inmunogénicos considerables cuando se utilizan dendrimeros de hasta una quinta generacion,
independientemente de la carga de la superficie. Por lo tanto se ha investigado el uso de
dendrimeros de cuarta y quinta generacion principalmente, ya que permiten una maxima

multifuncionalidad. (Gonzaléz y Mufioz).

Se le han dado varias aplicaciones a los dendrimeros en la practica clinica, algunas como: a)
vehiculos para farmacos, b) vectores de transferencia genica, c) vehiculo para intoforésis
(aplicacion de un gradiente electroquimico para favorecer la entrada de farmacos, péptidos y
hasta ADN a través de la piel sin el empleo de agujas), d) para vectorizar farmacos
(funcionalizando las ramificaciones se puede obtener una liberacion espacial especifica), €)

como promotor de la permeabilidad para administracion transdérmica , f) antivirales (el disefio
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terminal con residuos aniénicos de sulfonato [R-SO37 , acido sidlico y naftil-sulfonato como lo
muestra la figura 35 es reconocido por algunos virus y su unién impide la infeccion viral al
virus, lo que resulta en una proteccion contra la infeccion), g) antibacterianos (dendrimeros
con cargas positivas en la superficie se unen y dafian la membrana bacteriana, generando la lisis
de distintas bacterias tanto gram positivo, como negativo), h) desnaturalizar proteinas
(disminuyen interacciones hidrofobas, generando un cambio conformacional y la pérdida de la
actividad bioldgica) e i) como plataformas con diversos antigenos que sirven para una

inmunizacién multiple. (Gonzalez y Mufioz).

Figura 36. Mecanismo de accion antiviral propuesto para los dendrimeros. Recuperado de:

https://www.analesranf.com/index.php/mono/article/viewFile/992/1026
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Li et al. (2012) reportaron la fabricacion de dendrimeros de poliamido amina (PAMAM) de
cuarta generacién conjugados con polietilenglicol, y funcionalizados con lactoferrina (para
vectorizar a células cancerosas mediante su receptor) y Tamoxifeno (farmaco que ha
demostrado inhibir la actividad de los sistemas de transporte de eflujo). En este estudio se
aprovecho la sobreexpresion de los receptores de Lactoferrina tanto en las CECSC como en las

células tumorales. Tamoxifeno inactiva el transporte mediado por los sistemas de eflujo
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(glicopretina-P y la proteina asociada a la resistencia a cancer de pecho; BCRP) para

incrementar de manera sinérgica la concentracion en el parénquima cerebral.

Este equipo de investigacion descubrid la relacion entre el tipo de enlace mediante el cuél se
unen los ligandos y cémo influencia en el efecto. Por ejemplo, algunos enlaces sensibles a
estimulos, como el grupo cis-aconitato es sensible a pH &cidos, asi como la acil hidrazona,
grupos ester y enlaces disulfuro. Por ejemplo al formular un dendrimero que contenia N-Acetil
cisteina, en una ramificaion, unida covalentemente mediante un enlace disulfuro demostro tener
una mayor actividad antioxidante que el farmaco libre, hasta 16 veces mas. (Li et al., 2012). En
este trabajo la doxorrubicina en la periferia se encuentra unida mediante un enlace sensible a
pH é&cido, como es el enlace acil hidrazona. Con la finalidad de controlar la liberacién del
activo. Mientras que los sustituyentes de transferrina y polietilenglicol (PEG) incrementan el
tiempo de circulacién y disminuyen la captacion por el SMF y auxilian en la migracion a través

de la barrera hematoencefalica mediante transcitosis mediada por el receptor.

Estos dendrimeros de cuarta generaciéon implicados en el tratamiento de gliomas demostraron
ser sistemas de transporte eficientes y representan una herramienta muy til para el tratamiento

de tumores localizados en el cerebro.

Otra aplicacion sugerida para los dendrimeros constituye su aplicacion para la terapia génica.
Huang et al. (2008) detallan la preparacion de un vector no viral para su uso en tranferencia
génica. Como nanoacarreador se empled un sistema de poliamidoamina (PAMAM) en forma
arborescente (dendrimero) empleando PEG en las terminales para poder funcionalizar el
polimero (unir ligandos enddgenos, anticuerpos, antigenos, etcétera). Se comprueba la
formacion del complejo poliamidoamina-polietilenglicol-lactoferrina  (PAMAM-PEG-LY)

mediante resonancia magnética nuclear (RMN). Se observd que el PEG inhibia las
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interacciones idénicas entre el nicleo cargado positivamente y la carga de la membrana,

disminuyendo los efectos toxicos generados.

El ligando lactoferrina representa la seccion de la molécula encargada de la vectorizacion.

El comportamiento de los vectores en el organismo se monitoreo empleando un marcador
fluorescente, BODIPY (complejo de dipirrometeno con un atomo de boro disustituido,
generalmente con atomos de Fluor). Con ayuda de una técnica denominada criofractura es
posible observar en qué estructuras del cerebro y en qué grado se expresaron los genes
exogenos. Los resultados demuestran la expresion de los genes en neuronas de diversas

estructuras, como de: hipocampo, nucleo caudado y putamen.

Existen dos propuestas para explicar la razén por la cual al emplear como ligando de direccion
a la Lactoferrina se tengan resultados que duplican su actividad, cuando son proteinas de la
misma familia, con la misma actividad. Esto se puede deber: a) La union de lactoferrina y su
receptor no es afectada por la lactoferrina enddgena; ya que a condiciones fisioldgicas existen
bajas concentraciones de Lactoferrina y los receptores tienen una baja ocupacién como
consecuencia, b) La Lactoferrina posee carga positiva, generandose una atraccién electrostatica
entre la Lf y la membrana plasmética, c) El transporte de Lf en las CECS se realiza de manera
unidireccional (no es sustrato de los sistemas de eflujo dependientes de ATP) esto genera una

mayor acumulacion, en comparacion con su contraparte conjugada con Transferrina.
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Figura 37. Graficas de porcentaje de: A) dosis captado por el cerebro a partir de distintos
dendrimeros y B) Distribucion en diferentes tejidos Evidenciando una mayor captacion por

organos referentes al metabolismo y excrecion. Recuperado y modificado de: Huang et al.
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Los resultados de este estudio demuestran la potencial aplicacion de la Lactoferrina como un
ligando de direccion efectivo para el disefio de nanoacarreadores que pretendan dirigir la
terapia al SNC. Aunque la fraccion de dosis que llega a cerebro es mayor que los otros

sistemas, aln es una fraccion muy pequefa (~ 0.16%).

En la siguiente tabla se muestran los sistemas arborescentes, su aplicacion y fase de desarrollo,

asi como la organizacion implicada en su desarrollo.
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Tabla 4. Dendrimeros desarrollados en la actualidad y su fase de investigacion.(Huang et al.,

2008)
Fase de Producto Aplicacion Mecanismo de Organizacion
investi- Accion
gacion
Clinica | Dendrimeros Prevencién VIH y Antiviral Starpharma Pty,
herpes genital topico vaginal Ltd
Preclinica Complejo Diagndstico por RMN Universisdad de
Dendrimero- de cancer hepatobiliar Kyoto y National
Gadolinio Cancer Institute
Preclinica Dendrimeros Farmacos oncoliticos College
Universitain de
Saint-Boniface y
Ohio State
University
Preclinica Terapia génica Terapia Kyoto Prefectural
cancer de University of
prostat Medicine
Diagndstico Dendrimeros Diabetes tipo | Agentes
biolégico neurotroficos
Preclinica Dendrimeros Tratamiento de ictusy | Activadores Enkam
deso6rdenes cognitivos FGFR1
Preclinica Dendrimeros Féarmacos oncoliticos Ohio State
radiosensibilizantes University
Preclinica Complejo Agentes para RMN Mitsubishi
Dendrimero- Tanabe Pharma
Gadolinio
Diagnostico Dendrimeros Tratamiento de Genzyme
biolégico trastornos renales e

hiperparatiroidismo

4.2 LIPOSOMAS

Los liposomas han sido empleados como modelos de membrana y vehiculos de una gran

diversidad de moléculas, con propdsitos bioguimicos, nanobiotecnoldgicos y biomédicos.Si

consideramos la semejanza estructural que tienen los liposomas con las células de estas

vesiculas, es logico que resulten tan atractivas para el disefio de vehiculos de proteinas, ADN,

farmacos, etcétera.

95




Los liposomas son vesiculas preparadas artificialmente, de talla nanométrica y forma
aproximadamente esférica con una fase acuosa interna rodeada por una o0 mas bicapas lipidicas.
Alec D. Bangham descubrid, en 1961, que los fosfolipidos en agua forman inmediatamente
esferas cuyas paredes se encuentran organizadas en bicapas debido a fuerzas electroestaticas de

asociacion y repulsion entre las zonas hidrofilas y las lipofilas.

El uso de los liposomas como nanoacarreadoresde fArmacos se ha dirigido a reducir los efectos
toxicos colaterales de las drogas en 6rganos sensibles, tales como corazén y rifiones. Y también
para lograr una vectorizacion a tejidos especificos tales como los tumorales. Aunque para esto
se requiera la funcionalizacion del liposoma lo cuél se abordara mas adelante. Por otra parte, la
inclusion de lipidos cationicos (como 1,2-dioleil-3-trimetilamoniopropano) en la composicion
liposomal ha potenciado su capacidad para mediar la transduccién en la terapia génica. Su
amplio estudio en procesos inmunitarios se debe a que se puede liberar el contenido de la

vesicula en células especificas del sistema inmune.

Los liposomas estan constituidos por moléculas anfipaticas derivadas o basadas en la estructura
de los lipidos de las membranas bioldgicas. Estos lipidos se forman, generalmente, a partir del
enlace tipo éster de dos acidos grasos con una molécula de glicerol (glicerolipidos), o también
pueden estar constituidos por la unidad hidrofoba ceramida (esfingolipidos). Esta region
hidrofoba esta unida a una cabeza polar hidrofilica que puede contener grupo fosfato
(fosfolipidos) o algunas unidades azlcares (glicolipidos). Las cabezas polares de los lipidos
bioldgicamente relevantes pueden ser zwitterionicas (que contengan tanto iones positivos como
negativos) como: fosfatidil colina (PC), fosfatidil etanolamina (PE), esfingomielina (SM); o
con carga negativa, como: acido fosfatidico (PA), fosfatidil glicerol (PG), fosfatidil serina (PS),
fosfatidil inositol (PI), cardiolipina (CL) y glicolipidos cargados negativamente o no. Las

cadenas hidrocarbonadas saturadas con frecuencia varian en longitud entre 10 y 18 carbonos;
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las de longitud mayor de 18 carbonos son usualmente insaturadas con uno, dos o tres dobles
enlaces en configuracion cis. Los lipidos cargados positivamente son moléculas sintéticas, las
cudles son disefiadas para propiciar la condensacion con el ADN e interactuar con las

membranas bioldgicas con carga neta negativa.

Los lipidos anfipaticos (que contienen una region hidréfoba y una hidrofila) son muy poco
solubles en agua como monOmeros, pero con una concentracion micelar critica baja (CMC),
oscilando entre 10° —107 M (Gregoriadis, 2007), magnitud que depende de la longitud de las
cadenas hidrocarbonadas presentes en sus estructuras. Las moléculas anfipaticas con una sola
cadena hidrocarbonada (cadenas de 4&cidos grados insaturadas, detergentes, etc.)
espontaneamente forman agregados en estructuras micelares. Sin embargo, la mayoria de los
lipidos derivados de las membranas bioldgicas tienden a formar bicapas flexibles en forma de

vesicula en fase acuosa.

Los liposomas pueden clasificarse en base a su tamafio, el nimero de vesiculas, tipo de
vesiculas y por las moléculas que forman las vesiculas. Atendiendo a las caracteristicas
estructurales, en particular al nimero de bicapas y al tamafio, los liposomas se pueden clasificar
en vesiculas multilamelares (MLV, 0.1-10 um) o unilamelares, estas tltimas pueden ser de
diametro pequefio (SUV, <100 nm), de didmetro grande (LUV, 100-500 nm) o multivesicular).
Ciertas mezclas lipidicas o lipidos aislados tienden a formar agregados que estructuralmente
difieren de la bicapa (morfologia de no-bicapa), ejemplo de ellos son las fases hexagonales o

cubicas.

En base a su composicion se pueden clasificar en liposomas convencionales (fosfolipidos), tipo

stealth (cubiertos con PEG), niosomas (fosfolipidos sintéticos), catiénicos (como se meniond se
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emplean en terapias génicas) y los target o vectorizados (que contienen en su superficie

marcadores que permiten que el liposoma “llegue” a una diana en el organismo).

Figura 38. Estructura y clasificacion de liposomas de acuerdo a su tamafio y composicion.
Recuperado de: https://ddd.uab.cat/pub/trerecpro/2011/hdl_ 2072_169540/PFC_

FcoJavierMunozGarcia.pdf
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Todo lo relacionado con su produccién y evaluacion lo podemos encontrar en la excelente

revision realizada por Gregoriadis (2007).

Existen diversos trabajos que involucran el desarrollo de liposomas con la finalidad de
establecer una terapia eficaz dirigida al SNC. Pero como vamos a entender la mayoria de los
trabajos realizados son experimentos consecutivos para arreglar o continuar con las mejoras
propuestas previamente. Bajo este esquema mencionaremos que la principal desventaja que los
liposomas convencionales es que presentan un tiempo de circulacion muy corto; debido a dos
causas principalmente: a) el intercambio de é&cidos grasos entre las lipoproteinas
(principalmente HDL) y los liposomas conlleva a una inestabilidad fisica y una pronta
liberacion del contenido vesicular, y b) son rapidamente opsonizados y fagocitados por células

del sistema mononuclear fagocitario (SMF). Estas complicaciones son la razon principal de la
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aparicion de los liposomas tipo stealth (con cubiertas de Polietilenglicol); este tipo de
liposomas tienen un tiempo de circulacion de 8 a 12 horas; y gracias a la capacidad de marcar
la superficie de los liposomas, se amplié el uso de los liposomas hacia una posible
vectorizacion de farmacos. Otra complicacion que presentan los liposomas es que las moléculas
de fosfolipidos no se encuentran confinadas a la estructura, si no se encuentran en equilibrio
con el medio, asi cualquier cambio drastico en la membrana vesicular conlleva a una
inestabilidad fisica y una ruptura de la vesicula. Para solucionar esta complicacion se generaron
liposomas estéricamente estabilizados y esto también se logra mediante la unién o adsorcion de

PEG en la superficie, mas adelante se explicara a detalle como se vectoriza una NP.

A continuacion detallaremos los avances cientificos motivados con la idea de emplear a los
liposomas como nanoacarreadores de sustancias terapéuticas (farmacos, péptidos y genes)

dirigidos al SNC.

Antes de emplear técnicas de vectorizacion activas (marcar la superficie del acarreador) existia
lo que se conoce como vectorizacion pasiva; esto se produce de la siguiente manera. Las
células tumorales poseen una alta vascularizacion, asi como propiedades angiogénicas. Los
nuevos vasos que rodean al tumor poseen fenestraciones de un tamafio de poro de 100 a
1200nm y carecen de sistema linfatico. Por lo tanto, farmacos que puedan migrar a través de los
capilares tumorales mostraran un efecto de permeacién y retencion habilitada (EPR) (Fujita et

al., 2007; denotan que se requiere un peso de 45 kDa para evadir filtracion glomerular).

En cuanto a las técnicas activas para vectorizar podemos describir los liposomas formulados
por Ying et al. (2010); este equipo disefio liposomas funcionalizados con dos elementos de

direccion para su empleo en formulaciones que pretendan dirigirse al SNC.
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En concreto este sistema cargado con daunorrubicina fue disefiado para tratar células
cancerosas en el cerebro; particularmente, células C6 de glioma humano injertadas en ratas para

comprobar la eficacia de los sistemas in vivo.

Estos liposomas generados por Ying et al. (2010) poseen dos marcadores en la membrana, que
se menciond, tienen la funcién de dirigir el sistema a través de la barrera hematoencefélica y a
células cancerosas emplando de manera adjunta RMT via el receptor de transferrina y CMT
mediante el transportador de analogos de glucosa GLUTL. Estos liposomas estaban conjugados

con p-aminofenil-D-a. manopiranosido (MAN) y con transferrina (Tf).

Figura 39. Funcionalizacion de un liposoma con PEG y manosa. (Ying et al. 2010)

+—COOH-PEG2000-DSPE  P-amenofenil -¢-D-

manao -piranosido

. +—NH,-PEG2000-DSPE (©)

Transferrina ( p)
Membrana de bicapa lipidica
Daunorrubicina
Liposomas con Daunorrubicina Liposomas funcionalizados con
daunorrubicina

Como ya se habia mencionado existen receptores para Transferrina en la membrana luminal
de los capilares sanguineos cerebrales, asi como también se encuentra sobreexpresado en las
células del tumor primario. En cuanto al segundo ligando, observamos que se trata de un
derivado de manosa. Como podemos observar en la figura que representa la localizacién de los
transportadores de glucosa en el SNC (figura26), la isoforma del transportador que se expresa
en la membrana luminal de las CECSC vy de las céelulas ependimares en el plexo coroideo. Y
como este transportador reconoce anadlogos estructurales de la glucosa, es capaz de reconocer y

transportar a la 2-desoxiglucosa, la galactosa, manosa entre otros andlogos de la glucosa.
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Debido a que este transportador reconoce eficazmente varias moléculas hidrocarbonadas, se

considera su potencial explotacion como mecanismo para internalizar sustancias al SNC.

Este modelo fue evaluado en modelos de BHE in vitro, con cultivos del glioma C6 in vitro y en

modelos animales de rata con injerto de glioma C6 humano in vivo.

Los liposomas funcionalizados con Tf y con manosa mejoraron en un 24.9% la permeacion a
través del modelo de BHE, en contraste con el lote de daunorrubicina libre. En cuanto a su
efecto sobre las células tumorales; el grupo de ratas tratadas con los liposomas modificados
tuvo un promedio de vida de 22 dias, mientras que el lote tratado con daunorrubicina libre tuvo
un promedio de supervivencia de 17 dias. 5 dias representa mas del 25% de tiempo; esto

representa un gran avance para el tratamiento no solo de tumores cerebrales.

Figura 40. Gréfica que denota el efecto farmacologico en porcentaje de inhibicién de
crecimiento tumoral entre liposomas funcionalizados y el farmaco libre. Lograndose un mayor
efecto farmacoldgico en el sistema liposomal que contiene los dos marcadores. (Ying et al.

2010)
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Otros investigadores (Thole et al, 2002) plantean el uso de proteinas ligadas a la superficie
como albumina y alblimina catiénizada. Los liposomas cargados con carboxy-fluoresceina y
con dipalmitoilfosfatidiletanolamina marcada con rodamina- 123, para poder dar un
seguimiento a las moléculas. Su eficacia para atravesar la BHE se evalué en un modelo

monocapa de células endoteliales de capilares sanguineos porcinos.

Los resultados muestran que en los liposomas ligados a la albdmina no se generaban
interacciones entre estos y las células endoteliales porcinas; mientras que en los liposomas con
albimina cationizada se observaba una acumulacion intracelular elevada dependiente del
tiempo. Agregando otras sustancias reconocidas por su mecanismo de endocitosis (cémo
fenilarsenoxido o nocodazoleque son sustratos de la via caveolar o dansilcadaverina por via

clatrina), se puede deducir que el mecanismo de endocitosis es via caveolar.

La limitacion préctica de esta técnica consiste en la entrada de los liposomas solo a las CECSC,
mientras que es necesario el ingreso al LCR, para el tratamiento de la mayoria de las
enfermedades de interés. En 2013 se generaron liposomas conjugados con lactoferrina,;
obteniendo buenos resultados. En el estudio se emple6 la linea celular del endotelio cerebral de
raton bEnd.3, para evaluar la permeacion a través de la BHE. Los liposomas conjugados con
Lactoferrina demostraron una captacion del triple in vitro y doble in vivo 2 al comparar con
liposomas con cubierta de PEG (tipo stealth). Aparte en el experimento demostraron el
potencial del vehiculo para encapsular al agente marcado con un isotopo radiactivo **Tc para

emplearse en tomografia por emision de un fotén Gnico (SPECT).

Adicionalmente a las técnicas pasivas (empleo de glicolipidos y polietilenglicol) y activas
(empleo de anticuerpos, vitaminas, factores de crecimiento, lipoproteina y otras glicoproteinas)

de vectorizacion existen mecanismos de liberacién de tipo gatillo, que mejoran la captacion de
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los agentes por las células afectadas. Estos mecanismos comprenden el empleo de sustancias
sensibles a determinadas condiciones, que conduce a una inestabilidad del liposoma y conlleva

a la liberacion del activo.

Se han formulado liposomas termo-sensibles (incluyen dipalmitoilfosfatidilcolina y dipalmitoil
fosfatidil glicerol cuya temperatura de transicion de fases se encuentra unos grados centigrados
por encima de la temperatura corporal), liposomas acoplados a proteinas virales fusogénicas (se
denominan de esta manera dada su funcién en el acceso viral a la célula; Diversas proteinas
tienen esta funcion, pero se ha reconocido un dominio hidrofébico implicado, que se intercala
en la bicapa lipidica. Se han estudiado las proteinas fusogénicas para la practica clinica de virus
de familias como: Orthomyxoviridae, Togaviridae, Rhabdoviridae, Paramyxoviridae,
Retroviridae y Coronaviridae. También se han logrado formular liposomas sensibles al pH,
estas formulaciones contienen tensoactivos acidos que se protonan al disminuir un poco el pH
corporal (como sucede en el citosol de células cancerosas), lo que resulta en la liberacion del
principio. Asimismo se han formulado liposomas sensibles a la luz y que se desestabilizan al

unirse a un blanco.

Un ejemplo préctico lo proveén, Aoki et al. en 2004, formulan liposomas termosensibles que se
pretenden emplear en el tratamiento de gliomas, utilizando un modelo en rata. Estos liposomas
estan disefiados para liberar su contenido por encima de los 40°C. El estudio demostrd la

capacidad de estos sistemas de liberar el contenido selectivamente en las zonas con hipertermia.

Liposomas Catidnicos. Los liposomas que contienen lipidos cargados positivamente se han
desarrollado primeramente para emplearse como vehiculos no virales para terapia génica. Los

lipidos mas empleados son el 1,2-dioleil-3-trimetilamoniopropano en combinacion con el
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dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE). El colesterol ayuda a incrementar la transferencia génica

y también reduce la desestabilizacion del liposomas en circulacion sanguinea.

La interaccion entre los lipidos catidnicos y los &cidos nucleicos conlleva la formacion de
estructuras denominadas lipoplexos. Los lipoplexos son elaborados tipicamente mezclando
soluciones de liposomas cationicos y de ADN. Los liposomas con carga positiva y los fosfatos

del ADN interactdan. Los lipoplexos tienen dimensiones entre 200nm hasta 2000nm.

A diferencia de los liposomas stealth, los liposomas cationicos ingresan al SNC por endocitosis
mediada por adsorcion (AME). Si el pH disminuye a 5 0 6, DOPE se funde y se desestabiliza la

membrana, liberando el contenido al citosol.
4.3 MICELAS POLIMERICAS

Al igual que los liposomas, las micelas poliméricas son estructuras de autoasociacion,
generadas espontdneamente en medio acuoso. EIl proceso de autoensamble tiene un valor de
CMC entre 10° y 107 M. Esta caracteristica es importante ya que asegura la estabilidad de la
micela ain después de ser administrada y se diluya drasticamente. La forma de la micela
depende del copolimero hidréfobo. Estos se pueden clasificar dependiendo su naturaleza

quimica en:

e Poliesteres (poli-(acido lactico) y poli-(e-caprolactona)).

e Poli (L-aminoéacidos), como el poli—(&cido aspartico) y el poli-(acido glutamico)

La mayoria de los polimeros son biodegradables y biocompatibles, aunque es necesario estar
seguro de su inocuidad. Ya que se ha descritoque algunos polimeros de PACA se degradan
mediante esterasas presentes en el cerebro y esto produce metabolitos toxicos. Los bloques

hidrofilicos que son empleados con mayor frecuencia son poliéteres como el poli (6xido de
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propileno) y PEG. Otros copolimeros hidrofilicos empleados son la poli (acriloil morfolina) y
la polivinilpirrolidona (PVP). Los acarreadores poliméricos deben tener un PM mayor a 45-50
kDa para prevenir que sean eliminados via filtracion glomerular (Béduneau et al., 2007). Se ha
observado que micelas poliméricas fabricadas con copolimeros de PEG y poli (acido lactico)
tienen tiempos de vida media de circulacién sanguinea de 18 horas. Hecho resaltable para el

presente trabajo.

Su dimension nanomeétrica (10- 100nm), la capacidad de permanecer un tiempo prolongado en
circulacién (debido al bloque hidrofilico que se presenta en la superficie de la nanoparticula),
su capacidad de encapsulacion de farmacos hidrofobicos (gracias al nucleo de polimero
hidréfobo) y finalmente la posibilidad de manipular quimicamente tanto el nucleo, como la
superficie del nanoacarreador, han convertido a las micelas poliméricas en uno de los tipos de

NP mas investigados para la vectorizacion de principios dirigidos.

Hoy en dia se ha modificado la estructura de los nanoacarreadores en funcién de las
necesidades; reportandose tres generaciones de micelas poliméricas. La primera generacion
consiste en el uso de polimeros no inmunogénicos, la seguda generacién se reconoce como el
empleo de marcadores en la superficie que permitan direccionar el nanoacarreador. Y la tercera
generacion de micelas poliméricas estd comprendida por los nanoacarreadores
multifuncionalizados. Estos marcadores empleados han demostrado gran especificidad hacia

los tejidos enfermos.

El nucleo hidrofébico esta disefiado para brindar estabilidad a la micela y proveer un vehiculo
para incluir alguna sustancia hidrofdbica en el interior. La estructura superficial esta disefiada

para conseguir en efecto de permeabilidad y retencion habilitada.
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Figura 41. Observamos la estructura de micelas polimérica. Conformadas por dos bloques de
polimeros; uno hidrofilico y el otro hidréfobo. La estructura se autoensambla en medio acuoso
por fuerzas electroestaticas para lograr una forma de mayor estabilidad. En la figura

observamos que los polimeros se encuentran unidos al farmaco. (Fujita, 2007)
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Las micelas poliméricas constan de dos blogues unidos covalentemente. Un bloque formado
por un polimero hidrofilico y el otro bloque formado por un polimero hidrofobico. El PEG es el
polimero hidrofilico méas estudiado y con mas aplicaciones biomédicas; dadas sus
caracteristicas no inmunogénicas y no tdxicas. Interesantemente el PEG no es biodegradabe,
pero puede ser excretado sin complicaciones en metabolitos no toxicos. Este polimero esta

aprobado por la FDA para su empleo en forma farmacéutica y dermatolégica.

Por el otro lado el copolimero hidr6fobo mas empleado en la practica es el acido polilactico

(PLA), una de las razones es que es biodegradable, y esta propiedad se transfiere al copolimero.

En las Gltimas décadas se ha prestado especial atencion a los polimeros que responden a
estimulos externos, tales como la temperatura, fuerza idnica del medio, pH y la presencia de un

campo magnético con la intencion de vectorizacion de las NP.
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Una caracteristica muy importante de estos sistemas es la flexibilidad quimica para emplear
diferentes bloques. Lo que permite la manipulacion de: a) la estructura, dependiendo las
propiedades fisicoquimicas de la sustancia que se pretenda incorporar, b) la velocidad de
liberacion, c¢) la sensibilidad a estimulos externo y d) su especificidad hacia marcadores

celulares.

4.4 NANOESTRUCTURAS DE CARBON

Existen diversos estudios en los cuales se emplean novedosas nanoesctructuras de carbon con la
finalidad de acceder al sistema nervioso central. La capacidad de poder manipular su tamafio,
su estructura, y las caracteristicas de su superficie han permitido el desarrollo de mdltiples
estructuras de carbon con diversas aplicaciones terapéuticas que van desde la imagen célular o
tisular, la administracién de principios en vehiculos de liberacién controlada e incluso para

terapia génica.

Se han fabricado diversas estructuras de carbono, como: los nanotubos, las nanofibras, las

esferas de carbdn, los fulerenos, las hélices de carbén, etcétera.

Las nanoestructuras de carbdn presentan ciertas propiedades caracteristicas descritas por

Coville et al., 2011; como:

1. EIl carbdn es un elemento de bajo peso molecular, por lo tanto las estructuras
conformadas por el mismo tienden a tener un PM bajo (el PM del carbon es
aproximadamente 6 veces mas ligero que el hierro).

2. Las estructuras tubulares de carbon han demostrado ser las estructuras sintéticas mas
rigidas hoy en dia.

3. Dependiendo las caracteristicas estructurales y el estado de hibridacion del carbono; las

estructuras pueden ser conductoras, semi-conductoras o aislantes.
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4. El carbon en su estructura cristalina de diamante es el material mas fuerte conocido.
5. Estudios dpticos sobre nanotubos de carbon de capa simple reportan absorbancias
cercanas a la unidad. Por lo que se hace referencia a un cuerpo negro perfecto.
6. La conductividad térmica de las nanoestructuras de carbdn varia dependiendo la
estructura.
7. La superficie de las nanoestructuras de carbono pueden ser modificables quimicamente

(funcionalizadas). Caracteristica fundamental de un buen nanoacarreador de farmacos.

Las nanoestructuras de carbono méas empleadas para la liberacién controlada de farmacos
grupos de carbono, como C60 (conocidos como “buckyballs”o fullerenos). Estos ultimos se
estan investigando por sus caracteristicas antioxidantes para tratar la enfermedad de Parkinson,
la esclerosis multiple y otras enfermedades que tengan como componente estrés oxidativo y

dafo celular.

Los fullerenos son pequefas esferas de pocos nandmetros de tamarfio (nanoesferas), constituidas
por &tomos de carbono, ubicados de tal manera que forman estructuras nanométricas
hexagonales y pentagonales. El fullereno méas conocido es el carbono 60 (C-60), constituido por

60 atomos de carbono que forman una estructura similar a la de un bal6n de fatbol.
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Figura 42. Representacion esquematica de algunos fullerenos o bucky balls. Recuperado de:

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/41/C60a.png
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Recientemente se ha descrito un fulereno soluble en agua, derivado del C-60, capaz de cruzar la
membrana citoplasmética, y que se localiza preferentemente en la mitocondria. Esto abre
grandes perspectivas para pretender realizar terapia génica mitocondrial. Las nanoesferas de
carbono derivadas de glucosa son una clase emergente de vectores intracelulares. Las
superficies de estas esferas estdn altamente funcionalizadas y no necesitan ninguna otra
modificacion. Ademaés, la propiedad fluorescente intrinseca de las nanosferas de carbono
representa una ventaja a la hora de seguir su localizaciéon celular, sin necesidad de afiadir
marcas fluorescentes adicionales. Estas esferas pueden dirigirse al ndcleo de las células
humanas, sin causar toxicidad. Los experimentos in vivo han demostrado que estas nanoesferas
pueden atravesar la BHE y localizarse en el cerebro, asi como en el higado y bazo. Hay

evidencia también de su continua remocion de estos tejidos durante el tiempo.
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4.5 NANOPARTICULAS LIPIDICAS

El empleo de nanoparticulas lipidicas representa ciertas ventajas sobre otro tipo de
nanoparticulas, como son una produccion relativamente barata, el empleo minimo de
disolventes organicos, su potencial escalamiento (que las condiciones de trabajo sean las
mismas independientemente de la carga de trabajo) y el hecho de poder esterilizarse para su
administracion intravenosa. Las nanoparticulas lipidicas han mostrado perfiles de liberacion
sostenida, cierta eficacia para marcar su superficie y una baja toxicidad (comparada con las

nanoparticulas poliméricas)(Tsai et al., 2012).

Estas caracteristicas convierten a las nanoparticulas lipidicas en un vehiculo muy atractivo para

la administracion y vectorizacion de farmacos.

Cuando nos referimos a nanoparticulas lipidicas, nos podemos referir a: nanoparticulas
lipidicas s6lidas (SLN), nanocapsulas lipidicas (LNC); y mas recientemente a acarreadores
lipidicos nanoestructurados (NLC) y a conjugados lipido-farmaco (LDC). (Béduneau et al.,

2007).

Las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) estan conformadas por una matriz lipidica solida
estabilizada mediante el empleo de surfactantes. Los lipidos méas empleados para su fabricacion
comprenden triglicéridos, mezclas de glicéridos y ceras (caracteristicos por mantener su estado

de agregacion a temperatura ambiente y a temperatura corporal).

Por desgracia las nanoparticulas lipidicas solidas presentan una baja capacidad de carga debido
a la baja solubilidad de los principios en el nucleo lipofilo, asi también presentan un tiempo de
latencia para la liberacion del contenido, mientras existe un reacomodo en las cadenas lipidicas

(Tsai, 2012). Con la finalidad de mejorar la capacidad de carga y la eficiencia para entregar
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principios se disefian los acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC) y asi como los

conjugados lipido-farmaco. (Béduneau et al., 2007).

En cuanto a las nanocapsulas lipidicas (LNC); estas estan compuestas por nucleo liquido oleoso
(triglicéridos de cadena corta) rodeados por surfactantes hidrofilos (hidroxiestereato de
polietilenglicol). Estas nanocapsulas son preparadas a partir de una emulsion aceite en agua, y
posterior a tres ciclos de calentamiento y enfriamiento, en un intervalo que contenga a la
temperatura de inversion de fases (PIT), se genera una emulsion agua en aceite de dimensiones

submicrénicas.

Las nanoparticulas lipidicas solidas y los NLC son producidos mediante cuatro técnicas:
microemulsion aceite en agua (implica grandes cantidades de surfactantes y cosurfactantes),
nanoprecipitacion y la homogeneizacion a altas presiones en frio y en caliente. Para detalles
sobre fabricacién de nanoparticulas lipidicas sélidas consultar: Kaur et al., 2008 y Bondi et al.,

2012.

Los lipidos que han sido mas investigados para la preparacion de SLN y NLC incluyen al
tripalmitato de glicerilo, al behenato de glicerina (comercializado como Compritol), diestereato
de glicerilo (Precirol) y el cetil palmitato. El gerucilo corresponde a distintos acidos grasos
conjugados con PEG. Lo cual aporta interesantes caracteristicas de emulsificacion, asi como

también modifican la solubilidad y el tiempo de permanencia en plasma. (Bondi et al., 2012).

Las moléculas de PEG pueden ser unidas covalentemente para generar nanoparticulas tipo
stealth, es decir, que su captacion por el sistema monocitario fogocitico se vea disminuido y por
ende su tiempo de vida media incrementa. Estas nanoparticulas mostrardn un efecto de
permeacién y retencion habilitada (EPR). Si el tamafio de particula es adecuada como se

muestra en la figura.
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Con la finalidad de incrementar la acumulacién del nanoreservorio en una zona especifica se
pueden emplear moléculas de reconocimiento (técnica activa para vectorizar el vehiculo)
incorporadas a la superficie. Estas moléculas de reconocimiento pueden tener afinidad por
algun receptor celular determinado, el cual, gracias a los avances en medicina molecular, se
conoce su expresion o sobreexpresion en algun tejido en particular (v.gr. la sobreexpresion del

receptor de Transferrina en células cancerosas) y pueden atravesar la BHE.

Figura 43. Farmacocinética de distintas formulaciones de nanoparticulas lipidicas sélidas.
Podemos observar un grupo de SLN convencional (a la izquierda), un grupo de SLN con
recubriemiento hidrofilico, como de PEG (en medio) y SLN funcionalizadas, con una cubierta
hidrofilica y con moléculas de reconocimiento, estas pueden ser anticuerpos monoclonales,
glucosa, etc. (derecha). Podemos diferenciar la proporcion de particulas que son capaces de
alcanzar el cerebro. Algunas SLN escapan a los drganos del sistema reticulo endotelial
(higado y bazo) debido a su tamafio, pero cuando presentan una cubierta hidréfila se observa
la dificultad para opsonizarla (marcarla por el sistema inmunitario para su posterior
fagocitosis). Cuando se cuenta con un marcador de superficie observamos una mayor
acumulacion en el cerebro gracias al transporte mediado por los receptores. Recuperado y

modificado de: Kaur et al. 2008 (esquema en la siguiente pagina).
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El uso de nanoparticulas lipidicas sélidas ha demostrado aventajar al uso de otro tipo de

nanoacarreadores. Kaur et al 2008, enlistan las ventajas de las SLN:

1. Las nanoparticulas lipidicas que presenten un tamafio entre 120 — 200nm tendran una
captacion menor por parte del sistema reticulo endotelial 6 SMF.

2. Se puede lograr un efecto de liberacion controlada, hasta por semanas y con el
recubrimiento hidrofilo se permite mejorar la liberacion en una zona especifica.

3. Se han podido fabricar SLN estables hasta por tres afios. Gran ventaja sobre otros

nanoacarreadores.
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4. Excelente reproducibilidad y escalamiento industrial de la técnica, empleando la
homogeneizacion a altas presiones.

5. Alta capacidad de carga (comparada con los liposomas)

6. La posibilidad de emplear farmacos hidréfilos e hidrofobos.

7. Laseguridad de emplear sustancias biodegradables.

8. Se evita el empleo de disolventes organicos.

9. Facultad de someter a esterilizacion en autoclave.

Tabla 5. En la siguiente tabla se agrupan las nanoparticulas lipidicas fabricadas, lipidos
empleados para la matriz, farmaco que contienen, el método empleado en su preparacion, el o
la mezcla de surfactantes empleados y su tamafio de particula con el indice de polidispersion
(que nos indica el grado de homogeneidad en el tamafio de las nanoparticulas). (Kaur et al.,

2008). Tabla en la siguiente pagina.
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Matriz Lipidica Firmaco Método de Tamario de particulas (nm) Surfactante
preparacion [indice de polidispersion]
AcdaaN12 Diazepam Microemulsificacion 70.0 [0.1§) Epikuron 200: Taurodesoxicolato [1:25)
Solidificacion
B-CD21C6 . Naroprecipitacion 35910 Etanol
Palmitatode cetilo  Apolipoprotein B Homopeinizaciénen 274 [0.091] Polisorbato
clente
Drnasan 114 . Homogeinizacion en Nach=186 [0.219) Nach, (fosfatidilcolina de sodio) (0.5%)
caliente Poloximeso= 245 [0.212) Poloximero 0.5%)
Drnasan 114 Clozapina Homogeneizacion Poloximero: 150.2 Poloximero 188, Epikuron 200
[Trimiristina] en caliente Epikuson 200: 224.8 i &
o Nach [0.5%]
Drnasan 116 . Homogeneizacion en Nach= 260 [0.167]
[Tapalmatiog] caliente
Drnasan 116 Clozapina Homogeneizacion en Polozimero= 163.3, Polozimero 188, Epikuton 200
Trpaimiting) caliente Epikuon 200= 233.3
Behenato de ghicerol Diazepam Microemulsificacion 86.0 0.13) Epikuron 200: Taucodesoxicolato [1:25]
Solidificacion
Monoesteatato de Mifepnistona Homogeneizacion de 106 Trweea 80, Glicerol
glcecol alta cizalladuea
modificada y uitrasordo
Behenato de ghicerol Vitamina A Homogeizacioa 2 alta 300-500 0.25-0.3) Hidropropi] dialmidon
presion Goma xantanz
. , o Carbomero 940
Monoesteanina Propianato de Difusion disolvente 1433 [0.22] Alcotol de poliviralo
clobetasol mveccionde disolveate  125-200 0.2 Fosfolipon 906, Polisorbato 80,
Poloxamero 188
Softisan 100, 142, 134 . Inveccion de disolvente  125-200 0.2) Fosfolzpon 906, Polisorbarto 80
poloximero 188
Acido estedtico Diazepam Microemulsificacion 785 [0.16) Epikuron 200: Taucodesoxicolato [1:25)
Solidificacion
Acido estedrico - Homogeneizacion en 285 [0.228) Polisorbato 80
caliente
Acido estedrico Diminazeno Homogeneizacionen 364 [0.244) Polisorbato 80
caliente
Acido estedtico Dozorrubicina Microemulsificacion 10 "stealth"= §0 {018] Epikutoa 200 [fosfamhlcohm de sora 95° -']
Solidificacidn "sealts"= 902m019] ¢ Tyuodesosicolato '
Toesteanna Clozapina Homogeaeizacion en Poloximero= 96.7 Polozimero, Epikuron 200
caliente Eptkuson 200= 266.3
Trcaprina Ascorbilo de dcido Homogeneizacion por 233-487 [0.184-208]  Tween 80 [0-100%]
1etingico, fundicion
Witepsol E 85 todo trans Homogeneizacionaalta 288 [0.177) Tegocare 430
peesion
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Como podemos observar en la tabla, existen diversos farmacos formulados en SLN. Debido a
las ventajas sobre otro tipo de nano-formulaciones se pretende emplearlos como NP prototipo

para vectorizar a distintos 6rganos cargados con diversas moléculas terapéuticas.

Bondi et al. (2012) recopilan informacion acerca de la elaboracion de distintas nanoparticulas
lipidicas solidas cargadas, dirigidas especificamente al cerebro. En este trabajo se describe la
fabricacion de SLN mediante la técnica de microemulsion, empleando Compritol 888 ATO
para generar la matriz lipidica y Epikuron 200 como surfactante para estabilizar el sistema.
Obteniéndose SLN caracterizadas con 88nm de diametro y un indice de polidispersion de 0.24.
Y mediante una curva de calibracion y el uso de cromatografia liquida de alta resolucién, se

determina que el porcentaje de farmaco en peso es de 14.5% (p/p).

Bondi et al. (2012) compararon el efecto neuroprotector del rulizol en solucion y formulado en
SLN, sobre un modelo de ratas con esclerosis multiple (inducida mediante encefalitis alérgica
experimental). Tras ser administradas por la misma via, a la misma dosis y después de 14 dias 6
ratas del lote control desarrollaron consistentemente la enfermedad, mientras que 4 ratas de ese
mismo lote no sobrevivieron. En contraste con el lote tratado con SLN cargadas con rulizol, en
el cudl se presentd ningun deceso. Este estudio demostr6é no solo la acumulacion de rulizol en
el cerebro, sino que también denot6 una menor distribucion a otros tejido, lo que conlleva

menos efectos adversos.

De manera analoga, se fabricaron SLN cargadas con acido feralico (actividad antioxidante y
antiinflamatoria; se ha observado que éste desestabiliza las placas amiloides caracteristicas de
la enfermedad de Alzheimer) mediante la técnica de microemulsion, empleando Compritol 888
ATO para la matriz, Epikuron 200 como surfactante y taurocolato de sodio como cosurfactante.

Se ha observado que la proteina B-amiloide es participe en la formacion de especies reactivas
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de oxigeno y estas a su vez dafian a las células induciendo la activacion de la caspasa-9 (que
conlleva a la destruccion celular o apoptosis). En este estudio se observo que el tratamiento con
acido ferulico protegio a un 100% de las ratas de los efectos dafiinos de las especies reactivas

de oxigeno.

Este equipo de investigacion denotd la conveniencia de formular algunos farmacos con
nanoparticulas lipidicas sélidas, demostrando mayor eficacia cuando administraron SLN

cargados con atazanavir, camptotecina, curcuminay el diminazeno.

Kasongo et al. (2011) estudiaron la influencia de los surfactantes empleados y la adsorcion
selectiva de apolipoproteinas en su superficie. La matriz polimérica se sintetiz6 empleando una
mezcla de Precirol® ATO 5 (Diestereato de glicerol) y de Transcutol® HP (Eter monoetilico
de dietilenglicol altamente purificado), empleando Solutol® HS 15 (Acido 12-hidroxiestearico
polioxietilado) como surfactante y una mezcla ternaria de Solutol ® HS 15, Tween® 80
(Polisorbato 80) y Lutrol® F68 (bloque polioxietileno-polioxipropileno copolimero de férmula
general). Se ha observado la absorcion preferencial de la apolipoproteina E en
nanoacarreadores recubiertos con polisorbato 80 (Tween® 80). Al realizar el estudio se
comprob6 que solamente las nanoparticulas estabilizadas con Solutol y con la mezcla ternaria
demostraban una adsorcién considerable de la apolipoproteina E (Tween® 80 ya lo ha
demostrado, Sun et al. en 2004). Lo que facilitaba su migracion a través de la BHE, ya que se
aprovecha la afinidad que tiene la apolipoproteina E por el receptor de lipoproteinas de baja

densidad (LDLR) presente en el cerebro. (Kasongo et al., 2011)

Tsai et al. (2012) desarrollaron acarreadores lipidicos nanoestructurados con dimensiones
alrededor de los 100nm compuestas de tripalmitato de glicerol, geluciros (diversos esteres de

glicerol), vitamina E, fosfolipidos y poloxamero 188. Estos NLC se cargaron con baicalina, un
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flavonoide obtenido de la raiz de la Scutellaria baicalensis, dadas sus propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes se pretende que la formulacion se emplee como
neuroprotector en ACV hemorragicos o isquemicos. En este estudio se demostro que el empleo
de la vitamina E (a-tocoferol) y otros tocoles auxilian a la estabilidad de la formacién. Los
tocoles resultan excelentes solventes para los farmacos insolubles en agua, aparte estos son
compatibles con los surfactantes, lipidos y los cosurfactantes empleados. Otra ventaja del
empleo de los tocoles en la formulacion de nanoparticulas lipidicas son sus propiedades
biodegradables, su prolongada estabilidad fisica y su relativamente facil produccién a gran
escala. Los resultados indican una clara mejoria en comparacion con la solucion de farmaco

libre, tanto en los parametros farmacocinéticos, como en su distribucion especifica.

Es importante denotar que el empleo de los tocoles y de geluciros en la formacion de la matriz
lipidica ha resultado ser efectivo para incrementar la permeacién a nivel barrera
hematoencefalica. También es importante resaltar que Béduneau et al (2008) denotd la
habilidad del Solutol HS15 para inhibir la actividad de glicoproteina-P. Esto lo demostraron
empleado al solutol como estabililzante en la formulacion de nanocapsulas lipidicas. Es de
considerable importancia experimentar con el empleo de antioxidantes como la vitaminaE y C
para la prevencién de dafio celular por origen oxidativo. Aunque es necesario investigar mas
acerca de una posible atribucién que se ha reportado entre vitamina E y que ésta facilite el

sangrado en casos de traumatismo (Brailowsky et al, 2004).

4.6 NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Las nanoparticulas con propiedades magnéticas de 6xidos metalicos han Ilamado la atencién de
los investigadores ya que a diferencia de otras nanoparticulas, estas pueden ser influenciadas

externamente mediante la aplicacion de un campo magnético.
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Las nanoparticulas magnéticas (MNP) consisten generalmente en un nacleo de
aproximadamente 50 nm con propiedades magnéticas. A pesar de que el uso de nucleos méas
voluminosos mejoraria las propiedades magnéticas, las particulas con un diametro
hidrodinamico mas grande han demostrado tener menores tiempos de vida media y por lo tanto,
tienen menores probabilidades de acceder al sitio de accion. Otra posible estrategia para
modificar el tamafio sin alterar las propiedades magnéticas de manera considerable es la

reduccion en el grosor de la cubierta.

Figura 44. Representacion de una nanoparticula magnética multifuncionalizada. EI nucleo
estd formado por un Oxido metélico y se encuentra recubierto por un materia biocompatible
(polisacaridos, lipidos, proteinas, ligandos de silano, etc.) Recuperado y modificado de: Liu et

al. 2010

Nudeo magnético
Revestimiento

Ligando de direccidn

Agente de internalizacion célular

Ligando con propiedades Spticas

Actualmente la mayoria de la investigacion realizada con nanoparticulas magnéticas se enfoca
en el tratamiento de tumores. Se ha explorado la capacidad de emplear a las nanoparticulas

magnéticas como nanoacarreadores de farmacos. Otra linea de investigacion actual implica la
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combinacion de la resonancia magnética y el ultrasonido focalizado, pero esta técnica se

describirda mas adelante.

Figura 45. Influencia del campo magnético sobre las MNP. Observamos una alineacion del
momento magnético de cada particula con el gradiente magnético originado por el campo.

Recuperado y modificado de: Liu et al. 2010

Nanoparticulas Superparamagnéticas

Didametro <~30nm

4.7 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Cuando nos referimos a nanoparticulas poliméricas nos referimos indistintamente a nanoesferas
(matrices sélidas heterogéneas con el farmaco embebido o adsorbido) y nanocapsulas (ntcleos
liquidos delimitados por una membrana polimérica) las cuales se producen a partir de

polimeros naturales o sintéticos cuyas dimensiones oscilan entre los 10 nm y 1000 nm.
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Figura 46. Representacion de los dos tipos generales de nanoparticulas poliméricas.

Recuperado y modificado de: http://www.scielo.br/img/revistas/qn/v26n5/17209f1.gif

Matriz polimérica  Membrana polimérnica
l cavidad
e %/ e ~ {acuosa u oleosa)
< " .
e -
Farmaco
Nanoesféras Nanocapsulas

Para su fabricacion se han empleado algunos polimeros biodegradables, como el &cido
polilactico(PLA), el &cido poliglicélico (PGA), quitosan, polimero polialquilcianoacrilato
(PACA), poli(lisina), poli(Aspartato). Estas NP pueden prepararse a partir de polimeros

preformados o mediante la polimerizacién de monémeros in situ.

Figura 47. Algunos polimeros y copolimeros empleados para elaborar NP poliméricas.

(Olivier, J.C. 2005)

Poli(alquilcianoacrilato)
HD‘{ CHa— —]?H
c“‘D [

= _
= = metil, etil, iso-butil, iso- hexil

mPEG-PL.A
=

mMPEG-PLGA
Hxa

e T
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Un gran ndmero de nanoparticulas emplean al PLA y al PGA combinados en diferentes

proporciones (Shen et al, 2011) dado que son polimeros biodegradables y biocompatibles, es
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decir, el cuerpo puede procesarlos y los productos de degradacion se acoplan en algun ciclo
metabdlico del cuerpo (Béduneau et al., 2007). Aungue es necesario una extensa revision dados
los problemas de toxicidad que ha demostrado algunos polimeros como PACA. Para una
detallada explicacion acerca de los métodos de produccion de nanoparticulas dirigirse a la tesis

de De la Cruz M., Maricela (2010).

En este tipo de nanoacarreadores se pueden incorporar tanto farmacos hidréfilos, como
farmacos hidrofobos, dependiendo la naturaleza de los polimeros empleados para construir la

matriz polimérica.

Con la finalidad de crear nanoparticulas con una menor captacion fagocitaria, se disefiaron
nanoparticulas cubiertas con PEG (esto también disminuye su toxicidad). Esta cubierta se
incorpora mediante enlaces covalentes. Con esta estrategia se mejoraron dréasticamente los
tiempos de vida media de las nanoparticulas. Otra estrategia empleada para mejorar esta
condicion fue el empleo de polimeros hidrofilos como fue el empleo de quitosan, la
maltodextrina, el alginato y la gelatina. EI quitosan parece una propuesta bastante aceptable,
dadas sus propiedades biodegradables y no toxicas, para la formulacion de nanoparticulas

poliméricas.

Los polimeros mas empleados son los mondémeros de alquilcianoacrilatos. EI método de
polimerizacion in situ, la capacidad de cargar farmacos de diferente naturaleza quimica y su
tamafio adecuado (50- 300 nm) los convierte en un vehiculo considerablemente util para
acarrear farmacos hacia el cerebro. Lamentablemente este panorama se empafia por tener

problemas de toxicidad (LDsoen raton de PBCA es 230mg/kg; Olivier, J.C., 2005).

Shamenkov, Petrov y Alyautdin (2006) reportan la produccion de nanoesferas de

polibutilcianoacrilato (PBCA) cargadas con dalargin (analgésico) y las diferencias
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farmacocinéticas consecuentes al recubrimiento de las particulas. Concordando con otros
experimentos (Kasongo et al., 2011; Sun et al., 2011) las nanoparticulas recubiertas con

polisorbato 80 y supercubiertas con apoliproteina E atraviesan considerablemente la BHE.

5 ESTRATEGIAS EMPLEADAS PARA DIRIGIR UN NANOACARREADOR AL

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Existen estrategias pasivas y activas para incrementar la concentracion de una sustancia
particular en el cerebro. Alguna estrategia pasiva seria el recubrimiento que permita la
adsorcion de macromoléculas. Las estrategias activas implican la union de algin ligando que

permita el reconocimiento de un sistema biologico de transporte como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Diferentes formulaciones en investigacion, dirigidas para tratar tumores en el cerebro

(Beduneau et al. 2007).

Nanotranzportadoe Ziztema de Ligands Féemaco /gen Tipode Rerultados relevantes
focalizanidn estudio
Liposoma con FEG TR Tf 5-FU In pive Arumulancn en CECE
Liposoma con FEG FR FA Dozorrsbinna In witro Incremento de la sbsormidn
en laz célulaz de glicma C6
Lipozoma con PEG TR OX26 MAb Daunomicina Iwsre  Dlavorentrega de
daunecmicina en tejido
cerebral
MNanopartioula PEG-FLA sifios CEZA pDIA D eiee  Localizacion en laz células
amicucos del ratdn 7 la Liberacidn de
pDNA en lo= mideos
}:mDPa_fh}_‘u]_a TfR_ O326 MAD - I wiipo CE.PtEL‘I.lfPﬂ. cerebral
FEG-quitozin mejorada
SN Teansportader Tiamina - Defe  Ascdadénconla BHE 7
de tiamina mejora de la permeabilidad
cerebral
LNC TR OX26 MAb 7 - In oivo Captacion cerebral
Fab™ fragmento de mejorada
OX26 MAb
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5.1 TRANSPORTE MEDIADO POR EL ACARREADOR (CMT)

Los sistemas de transporte mediados por un acarreador se encuentran de manera ubicua en los
capilares cerebrales. Estos median el ingreso de nutrientes fundamentales para el
mantenimiento de la homeostasis cerebral. Considerando lo anterior, la manipulacion de estos
transportadores podria resultar en una estrategia eficaz para establecer una terapia
farmacoldgica dirigida al cerebro. Bajo este concepto se desarrollaron las nanoparticulas que
contienen algdn ligando conjugado o adsorbido en la superficie de la nanoparticula. Ya que
contribuye a su distribucion especifica en algunos organos del cuerpo, como el cerebro en

nuestro caso particular.

Existe una demanda considerable de éste drgano de oxigeno y de glucosa. El oxigeno puede
migrar por difusion pasiva debido a su bajo PM y ausencia de carga, como la mayoria de las
moléculas hidrofilas de bajo PM difunde pasivamente por la via paracelular. Mientras que la
glucosa depende de un sistema de transportadores como se describi6 en el capitulo sobre BHE.
En las CECSC vy en las células epiteliales del plexo coroideo se expresa principalmente la
isoforma del tranportador de glucosa GLUT1. Pudiendo transportar moléculas analogas que
presenten patrones estructurales similares como la 2- deoxiglucosa, la galactosa, la manosa y
analogos de la glucosa. Se ha observado la sobreexpresion de GLUT1 (Stoss y Henkel, 2004)
en algunos tipos de cancer cerebral como los hemangioblastomas (tumores del SNC que se
originan en algun sistema vascular), mientras que este receptor se encuentra subexpresado en
pacientes con glioblastoma multiforme. La isoforma GLUT3 es la que se expresa en neuronas
saludables y en gliomas desarrollados. Por lo tanto, se consideraria mas util un ligando que
tenga mas afinidad por el GLUT1. Como lo hizo Ying et al. (2010), formulando liposomas con

un derivado de manosa en su superficie.
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Qin et al. (2010) prepararon liposomas modificados, donde el hidroxilo del colesterol se
empleaba como via de unién para algunos derivados de glucosa y con glucosa; demostrandose
la potencial aplicacion de este liposoma funcionalizado mediante la union de glucosa al

colesterol.

Otro transportador de interés bioldgico es el de colina. Estd constituido por un dominio
anionico que interactta con la amina cuaternaria de la colina, aunque también puede interactuar
con cargas positivas de grupos amonio y otros cationes. Este transportador es fundamental para
proveer este precursor del neurotransmisor acetilcolina y también al precursor de la membrana
en la fosfatidilcolina. También puede interactuar con otras aminas cuaternarias como la
carnitina y la tiamina. En condiciones fisiolgicas no se observa saturacion del receptor de
colina. Por lo tanto este puede ser un potencial sitio para transporte. Omidi y Barar (2012)
indican que al recubrir diversas nanoparticulas con dipalmitoil fosfatidilcolina y con tiamina se
obtienen concentraciones hasta 4 veces comparadas con el control, pero sin modificar la

permeabilidad paracelular; esto denota la existencia de un transportador de colina.

Empleando el transporte mediado por el acarreador implicaria una interaccion del
nanoacarreador con el entorno bioldgico, asi como se considera que existe una competencia del

acarreador, en el transportador, con los ligandos enddgenos.

5.2 TRANSPORTE MEDIADO POR EL RECEPTOR (RMT)

Mientras que, en el transporte mediado por el acarreador, el receptor tiene afinidad por varios
ligandos enddgenos, andlogos o por un grupo funcional especifico (como es el caso del receptor
de colina), en el sistema de RMT existe una mayor especificidad y se transportan moléculas de

mayor tamafio. Este se produce mediante la formacién de una vesicula endocitica.
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]
Béduneau, 2007, considera que existen cuatro rutas posibles para el acarreador a nivel

intracelular:

e Los receptores descubren la vesicula y se reciclan (retornan a la superficie celular); la
vesicula se fusiona con e lisosoma y se produce la liberacién intracelular del farmaco.

e Existe la fusion y degradacién tanto de las vesiculas como de los receptores.

e Tanto receptor como ligando pueden ser reciclados (retroendocitosis).

e La vesicula unida al receptor migra hasta otro dominio celular (transcitosis).

El sistema de RMT empleado para acarrear farmacos hasta su sitio de accion depende de la
funcionalizacién de las nanoparticulas con dos tipos de ligandos: a) los ligandos endogenos
(transferrina, insulina, &cido fdlico, etcétera) y b) las inmunoglobulinas que reconozcan la
secuencia especifica de un determinado receptor (anticuerpos monoclonales dirigidos a un

receptor).

Las vesiculas estabilizadas por clatrina son mas inestables y éstas se acidifican lo que puede
liberar el contenido de los nanoacarreadores y producir concentraciones toxicas. Las vesiculas
relacionadas a la clatrina tienen una nube densa de electrones y median endocitosis y la fusion

con el lisosoma.

En cambio los caveosomas o vesiculas estabilizadas via caveolar median transcitosis pues estan
totalmente equipadas con proteinas como dinamina, instectina-2, SNAP 23 y 25, anexinas Il y
IV y v-SNARE. Todas ellas implicadas en la invaginacion y fisién de la membrana para formar
una vesicula, en la interaccion de la vesicula con el citoesqueleto de actina, su desplazamiento
transcelular y la fusion con la membrana abluminal que permite la transcitosis. Recordemos
que exiten los denominados receptores de "vida" como el receptor de LDL, HDL, EGF, TNF,

Albumina, Tf, melanotransferrina, lactoferrina, ceruloplasmina, transcobalamina, leptina,
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insulina, PDGF, VEGF, bradicinina (B2R), endotelina (ETA) y de estrégenos (ER a y B). Y
también de "muerte” relacionados con la muerte célular programada como el p75 y el receptor a
IL-1. Todos ellos relacionados con transcitosis, que es lo mas importante para nuestro tema.
Esto nos indica lo importante que es la eleccion de un ligando o recubrimiento adecuado para

vectorizar una nanoparticula.

5.2.1 Empleo de Ligandos

Durante muchos afios se empled insulina, transferrina y &cido folico como ligandos para dirigir
especificamente al cerebro un sistema nanoacarreador terapéutico. La principal ventaja en
emplear ligandos enddgenos constituye su gran afinidad tanto en cerebro, como en células

tumorales. Aparte, estos ligandos son biocompatibles y no inmunogénicos.

Se ha mencionado antes acerca de la alta expresion de receptores de insulina en los capilares
cerebrales. Ahora mencionaremos que también se encuentran altamente expresados en tejidos
cancerosos. Por lo que su potencial aplicacion como ligando en acarreadores terapéuticos se
hace evidente, sobre todo en el tratamiento de tumores cerebrales (terapia tan complicada y
con un pronostico tan desfavorable hoy en dia: glioblastoma multiforme y astrocitoma tienen
un tiempo de supervivencia de 1 afio). También se ha intentado acoplar la insulina a liposomas.
Pero el uso de insulina como una molécula de transporte conlleva varias complicaciones
inherentes a su actividad biolégica (hipoglucemiante) y a sus propiedades fisico-quimicas. Aun
asi muchos grupos de investigadores contintan la investigacion dirigida a los receptores de
insulina, debido a su elevada expresion en las CECSC. Pero enfocandose en explotar la
presencia de los transportadores y no empleandola como ligando, dadas sus desventajas.. Para

ello se ha empleado anticuerpos monoclonales dirigidos contra el receptor humano de insulina
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(HIRMAD). El receptor de insulina tiene un kD< 1nm por el ligando y no se encuentra saturado

a nivel fisioldgico.

También se han desarrollado nanoparticulas marcadas con factor de crecimiento similar a la
insulina, ya que se ha reportado (Omidi y Barar, 2012) que IGF-1 y Il son endocitados en
células endoteliales de capilares cerebrales in vitro. Lamentablemente existe una alta
interaccion entre las IGF de las nanoparticulas y las proteinas plasmaticas que se unen a IGF.

Esto altera significativamente su eficacia para dirigir el tratamiento a una zona especifica.

La transferrina es una glicoproteina de cadena simple, con un peso molecular de
aproximadamente 95 KDa, que transporta especificamente hasta dos atomos de hierro. El
receptor de tranferrina se encuentra altamente expresado en las CECS y en células cancerosas;
mientras que su nivel de expresion en tejidos normales es relativamente bajo.
Desafortunadamente los receptores de transferrina se encuentran saturados bajo condiciones

fisiologicas, debido a la concentacion de transferrina enddgena.

Existen diversas formulaciones de nanoparticulas que emplean a la transferrina como ligando
de direccidn especifica. Por ejemplo, su acoplamiento a liposomas tipo stealth (con PEG).
Omidi y Barar (2012) enuncian la dificultad que presentan liposomas con PEG de tamafio entre
140nm y 180nm. Relacionandolo con el mecanismo de endocitosis auxiliado por la clatrina.
Entonces resulta facil de comprender la limitacion espacial de la endocitosis. Un analisis
farmacocinético denoté un incremento considerable en captacién de liposomas de 80nm de
didmetro funcionalizados con Tf, en comparacion con los liposomas sin Tf. En este mismo
estudio se observa el efecto estérico (debido a la conformacion espacial) que tiene la union del
PEG a la superficie sobre la union de los ligandos a su receptor. Este efecto resulta en una

disminucion de la ocupacion de receptores, por lo tanto una captacion insuficiente del principio.
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Ying et al. (2010) reportan la produccion de liposomas funcionalizados para emplearse en
quimioterapia. Estos liposomas marcados con un derivado de manosa y transferrina resultaron
notablemente eficaces para el tratamiento de glioma C6 humano implantado en ratas, donde su
uso significo un tiempo de vida mayor, de aproximadamente 25% ( 22 dias de tiempo media de

supervivencia con los liposomas, comparado con 17 dias del tratamiento en solucion acuosa).

Huang et al. (2013) propusieron emplear como ligando de direccion a la lactoferrina (proteina
globular de 80 kDa perteneciente a la familia de las transferrinas, aprovechando su expresion y
disponibilidad). Los estudios muestran una concentracion hasta 3 veces mas grande en el

cerebro de ratdn comparada con la concentracion en cerebro de los liposomas tipo stealth.

Para conocer la diferencia entre emplear transferrina y lactoferrina como ligandos emplearemos
los estudios realizados por Huang et al. (2008), donde reportan indices de poco mas del doble
de captacion cerebral y de expresion génica al emplear dendrimeros funcionalizados tanto con

Tfy con Lf.

Mediante tecnicas de inmunohistoquimica y empleando reacciones en cadena de la polimerasa
de transcriptasa inversa (RT-PCR) detectd la presencia del receptor de lactoferrina en el
cerebro. Este grupo de investigadores caracterizaron al receptor de lactoferrina, encontrando
que existen dos sitios de union. Determinaron la afinidad de la lactoferrina por cada sitio de
unién y encontraron que a la concentracion fisiologica de lactoferrina (5nM), no hay saturacion
de receptores. Esto convierte a la lactoferrina en un ligando muy util para la vectorizacion de

nanoacarreadores.

Otro ligando de gran importancia para la vectorizacién cerebral de nanoacarreadores es el

folato y su anélogo el 5-metiltetrahidrofolato. Estos nutrientes son transportados a través de tres
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mecanismos: a) el acarreador de folato reducido, b) el receptor de folato (FR) y ¢) por la bomba

de eflujo de folato.

También conocida como vitamina B9, el acido félico es
una vitamina hidrosoluble del complejo de vitaminas B necesaria para la formacion
de proteinas estructurales y hemoglobina. Se requiereen la sintesis de purinas (compuestos que
forman parte de los nucleétidos, sustancias presentes en el ADN y el ARN), necesarias para la
sintesis y divisidn celular. Razon por la cual encontramos una sobreexpresion del receptor de
folato en células cancerosas. Se ha reportado este acontecimiento en tumores de ovario y de

cerebro.

El receptor de folato se expresa en pocos tejidos de manera normal, como es en la glandula

tiroides, en el rifion, en el plexo coroideo y en la BHE. (Béduneau et al., 2007).

Estudios realizados por Pardridge (2010) denotan que el receptor de folato presente en la
barrera hematoencefalica media la transcitosis del acido folico y del MTFA. Otros estudios
demuestran una accion especifica en tumores cerebrales al emplear liposomas funcionalizados

con folato. Obteniéndose mejores resultados al marcar la superficie de la molécula.

Se han desarrollado diversos sistemas terapéuticos que incluyen al folato en su superficie como
elemento de vectorizacion. Entre éstos encontramos liposomas, nanoparticulas poliméricas,
micelas poliméricas, dendrimeros y también nanoparticulas lipidicas sélidas. (Béduneau et al.

2007).

Considerando todos los hechos anteriores, podemos decir con veracidad que la conjugacion de
nanoacarreadores con biomoléculas endogenas como insulina, glucosa, folato, Lf, es una de las
herramientas mas Utiles cuando deseamos dirigir una terapia especificamente al cerebro. Aun

asi no debemos olvidar que estas moléculas cuentan con una actividad biolégica y, por
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consecuencia, tienen la capacidad de unirse a su receptor y generar determinados cambios

bioldgicos.

También se han empleado péptidos que poseen secuencias semejantes o iguales a
macromoléculas. El péptido COG13 es APOEmimético (LRVRLASHLRKLRKRLL), tmb
existen péptidos con los residuos 141-150 en forma de monomero y dimero que son

transportados mediante el receptor de LDL que produce transcitosis.

Existen estudios que evidencian la posibilidad de emplear ligando derivados o relacionados a
virus como es: la glicoproteina del virus de rabia 29 (RVG29), los péptidos TAT que son
derivados del VIH, el péptido gH625 (obtenido a partir de Herpes simplex). Y de origenes
diversos como el péptido penetratin obtenido de la mosca Drosophila, el péptido synB (16

aminoacidos) y pegelin de 18 aminoacidos.

5.2.2 Uso de Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son inmunoglobulinas (proteinas con la capacidad de reconocer
a una molécula especifica que sea ajena al cuerpo; denominada antigeno) generadas en bazo y
linfocitos B tras la exposicion a un antigeno. Estas células se inmortalizan con células
tumurosas, generando hibridomas. Estos hibridomas tienen la capacidad de reproducirse igual
que las células neoplésicas, pero también tienen la capacidad de sintetizar anticuerpos. Se

definen como monoclonales porque provienen de una sola célula.

Los anticuerpos monoclonales, en general, se unen a un dominio extracelular del receptor
diferente al lugar de unién del ligando enddgeno; por lo tanto, no hay interferencia, es decir, no
compiten por unirse al receptor. El anticuerpo monoclonal OX26 (IgG2a) esta dirigido contra el
receptor de transferrina de murino. Estudios han demostrado la capacidad de atravesar la BHE

cuando se emplea OX26 como marcador de superficie de direccion.
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Béduneau et al (2008), desarrollaron nanocapsulas lipidicas dirigidas al cerebro mediante el
empleo del anticuerpo monoclonal OX26. También se compard la actividad cuando solamente
se unia la fraccion Fab del anticuerpo; esto con la finalidad de disminuir la captacion por parte
de las células del sistema monocitico fagocitario. En este estudio, las nanocapsulas lipidicas
que contenian al anticuerpo en la superficie demostraron una distribucion adecuada (nos

referimos a que se encontrd una mayor concentracion en el tejido deseado).

Zhang et al. (2002) desarrollaron inmunoliposomas que contienen dos marcadores de direccion.
Ambos anticuerpos monoclonales; el anticuerpo monoclonal 8D3 de rata dirigido al receptor de
transferrina de raton y el anticuerpo monoclonal dirigido para el receptor humano de insulina.
Estos anticuerpos se conjugaron a liposomas con PEG que reportaron dimensiones menores a

100nm.

El anticuerpo monoclonal 8D3 permite cruzar la BHE mediante transcitosis, mientras que el
anticuerpo 83-14 dirigido hacia el receptor humano de insulina, permite la endocitosis en
células tumorales. Estos inmunoliposomas se cargaron con ARMmensajero antisentido que
codifica para el receptor del factor de crecimiento epidermal. Se administraron via intravenosa

en modelos animales de ratones con tumores cerebrales U87 implantados.

En los resultados se observéd un incremento en el tiempo de supervivencia; considerablemente

mayor comparado con el grupo tratado con solucién salina de ARMm.

Al considerar las ventajas que implican el uso de anticuerpos monoclonales sobre los liposomas
para dirigir efectivamente una terapia se desarrollaron otros sistemas nanoparticulados que los
empleen, como son: las micelas poliméricas, nanoparticulas poliméricas y nanoparticulas

lipidicas solidas.
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Las micelas poliméricas modificadas con acidos grasos conjugados con la fraccion Fab de los
anticuerpos dirigidos a células gliales, produjeron un incremento en la actividad del farmaco
encapsulado (relacionado con una mayor concentracion del farmaco en su sitio de accion).
Estos vectores micelares han sido empleados para la entrega de farmacos especificamente al

cerebro, se han formulado para farmacos neurolépticos y antineoplasicos principalmente.
5.3 ENDOCITOSIS MEDIADA POR ADSORCION (AME)

Este tipo de procesos se encuentran regidos por interacciones electrostaticas entre una sustancia
gue contenga una carga neta positiva circundante en sangre y la carga negativa de la superficie

de la membrana conferida por la presencia de acido sialico.

La cationizacion de proteinas mediante la modificacion quimica con hexametilendiamina
transforma los grupos carboxilo de una proteina a grupos amino primarios (-NH2). Generando
que a pH fisioldgico existan un mayor numero de nitrégenos protonados (Béduneau et al.,
2007). Esta estrategia incrementa la acumulacion en los tejidos cerebrales, pero disminuye el
tiempo de circulacion significativamente. Su grado de depuracion obedece una cinética de
primer orden (la velocidad depende de la concentracion y el grado de cationizacion). Un valor
de referencia para considerar el grado de aclaramiento, es el punto isoeléctrico de la sustancia.
Si este es igual o mayor a 10 entonces se considera que se eliminara rapidamente de la
circulacién sanguinea, con un tiempo aproximado de vida media de 1 minuto. La endocitosis
mediada por adsorcion de albimina cationizada, no fue especifica en el cerebro, sino que

también se realizo en el rifion, higado y en menor grado en los pulmones y el corazén.

Inicialmente se emplearon las proteinas cationizadas como caballos troyanos, es decir, unidos a

la sustancia que se desea transportar. Pardridge (2010) describe el empleo de albumina
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cationizada unida a la B-endorfina (un péptido impermeable a la BHE), resultando en la

captacion cerebral del péptido.

La aplicacion de este concepto se considera al formular liposomas conjugados con alblimina y
albimina cationizada (Thdle et al., 2002). Este grupo comparé el grado y la velocidad de
captacion intracelular de la albumina y de su andlogo cationizado. Descubriendo que,
solamente la albumina cationizada se unia a las células endoteliales de capilares sanguineos (en
un modelo in vitro) y esta union generaba un incremento considerable de la captacion
intracelular de los liposomas, cargados con marcadores flurescentes, dependiente del tiempo.
Afadieron distintos sustratos para comprobar la via caveolar de endocitosis, de la siguiente
manera: Si el transporte de los liposomas es inhibido cuando se afiaden grandes
concentraciones de albumina cationizada, de fenilarsenéxido, nocodazole y filipina (sustratos
conocidos de la endocitosis caveolar), mientras que al afiadir dansilcadaverina no se inhibe el

tansporte. Por esta razon se deduce la via caveolar.

Considerando lo anterior se conjugaron marcadores radiactivos a anticuerpos dirigidos contra la

caveolina. Denotando una gran expresion de esta a través de los capilares sanguineos.
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Figura 48. En este esquema se pueden apreciar los capilares sanguineos obtenidos mediante
microscopia confocal laser de barrido. Los capilares aislados en un co-cultivo con anticuerpos
monoclonales de conejo dirigidos contra la caveolina humana. En rojo observamos el nucleo
de las células y en verde observamos a la caveolina.Recuperado y modificado de:
http://www.nature.com/scitable/content/ne0000/ne0000/ne0000/ne0000/14458130/f4_parton_n

rm2122-f1.jpg

5.4 RECUBRIMIENTO DE NANOACARREADORES

El revestimiento de nanoacarreadores empleando surfactantes hidrofilicos ha demostrado ser
una herramienta muy util no solo para disminuir la captacion por el sistema monocitico
fagocitario, sino también facilita la unién de ligandos en el grupo funcional hidroxilo al final de
cada cadena de PEG como se muestra en la figura 49. En general, los nanoacarreadores con
superficie hidréfoba propiciardn la adsorcion de macromoléculas endogenas y; los
nanoacarreadores que contengan cargas negativas en su supercicie propiciaran la activacion del
sistema del complemento (complejo proteinico involucrado en la apoptosis celular) asi como de

algunos factores de coagulacion. Por ende cualquier recubrimiento con particulas hidréfilicas
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tendera a estabilizar estéricamente, esto es, generar un espacio entre la superficie del
nanoacarreador y las proteinas circundantes. Resultando en un mayor tiempo de circulacion

sanguinea.

Figura 49. Estructura del Polietilenglicol (PEG).

o)
HO ~" “OH

El polimero hidrofilico mas empleado es el polietilenglicol (PEG). EI PEG denota una alta
hidrofilicidad (obtenida gracias a loa multiples atomos de oxigeno presentes en su estructura),
flexibilidad en su cadena (ya que solo cuenta con enlaces sencillos), es eléctricamente neutro y
el Unico grupo funcional susceptible a reacciones quimicas es el hidroxilo terminal. Se ha
sugerido el empleo de PEG para recubrimiento con un peso molecular entre 2000 y 5000; para
evitar la adsorcién de proteinas plasmaticas. También se observd que mientras mas gruesa es la
capa de PEG (mayor peso molecular) mas lento se vuelve su aclaramiento (parametro

farmacocinético que evalua el grado en que la sangre se “limpia” de la sustancia) (Kaur et al.,

2008).

Cuando se incrementa el tamafio del acarreador por accion del recubrimiento con PEG también
se disminuye la filtracion glomerular que se lleva a cabo en rifion. Esto permite una mayor
acumulacién en el cerebro y en otros tejidos via el efecto pasivo de acumulacién y retencién
habilitada (EPR). También disminuye el reconocimiento de epitopos (secuencia especifica a la

que se unen los anticuerpos, receptores de las células B o de las células T.

Se han empleado otras moléculas hidrofilicas como el Brij 68, Brij78 y el Poloxamero F68,

pero han demostrado ser ineficientes comparados con los polisorbatos.
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También se ha demostrado que los surfactantes empleados influyen sobre la adsorcion de
moléculas enddgenas (Kasongo et al., 2011). Asi como también en la regulacion de los

sistemas de eflujo cerebrales (Solutol HS 15 inhibe glicoproteina-P; Sun et al., 2004).

Solo los polisorbatos 20, 40, 60 y 80 tienen la capacidad de interactuar con las CECSC, a
diferencia de los polisorbatos 81 y 85, los poloxameros 184, 188, 388, 407 y la poloxamina

908.

Existen diversas explicaciones de este fendmeno entre los surfactantes, una de ellas se origina
al considerar la adsorcién de algunas proteinas plasmaticas en la superficie, entre ellas la
apolipoproteina E; lipoproteina implicada en el transporte de lipidos al cerebro mediante el
receptor de LDL. Los receptores LDL se expresan en las CECSC y también se expresan de
manera considerable en células cancerosas; por lo que resulta muy util el recubrimiento con

polisorbatos en nanoacarreadores dirigidos a tumores cerebrales.

Se han formulado diversos farmacos en nanoacarreadores recubiertos con polisorbato, entre
ellos se encuentran: la dalargina (Shamenkov et al., 2006), didanosina (Kasongo et al., 2011),

loperamida y doxorrubicina (Bédunau et al., 2007).

Recientemente se han descrito la elaboracién de liposomas que contienen un derivado de APO

E conjugadas con dipalmitoil glicerol (Kaur et al., 2008).

En general, las caracteristicas superficiales del nanoacarreador indicaran las consecuencias
inmediatas una vez que esta se encuentre en plasma sanguineo (v.gr. superficies hidréfobas
promueven la adsorcion de macromoléculas enddgenas y genera el efecto llamado "corona™;
esta adsorcion de macromoléculas regira el nuevo patron de cinética en las nanoparticuas.
Superficies con carga negativa promueven la activacion del sistema del complemento. Cargas

positivas superficiales promueven la interaccion con las membranas y con el ADN. Todas éstas
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caracteristicas son de especial importancia para el disefio racional de nanoreservorios. Se debe

considerar desde el tamafio, la composicion, recubrimiento, ligandos de direccidn, etc.

5.5 UNION A LIGANDOS

El empleo de ligandos o elementos de direccion en la superficie de los nanoacarreadores que
permita la union especifica a algin epitopo superficial, o a algun receptor en los sitios blanco,
se vuelve especialmente Gtil cuando se conoce la regulacién de receptores y marcadores

celulares; como en el caso del cancer. (Kaur et al., 2008)

Los anticuerpos se han empleado como elementos de direccidn especificos y como “caballos

troyanos”, permitiendo el ingreso al parénquima cerebral.

5.5.1 Uniones Covalentes

Para que un nanoacarreador logre atravesar la BHE debe contener ciertos elementos
superficiales que incrementen el tiempo de circulacion y también los niveles principio en un
organo deseado. Para esto se requiere la presencia de ligandos con alta afinidad a determinados
receptores en los extremos de hasta el 2% de las moléculas de PEG2o00. Se pueden fabricar
nanoacarreadores que contengan varios elementos superficiales. Esto ha mostrado incrementar
de manera sinérgica la concentracion y permite tmb la incorporacién de moléculas con

propiedades opticas.

Existen porciones de las cadenas de PEG que no son reactivas, como los copolimeros de
metilPEG- PLA; el grupo metilo limita la union de los ligandos a la cadena de PEG. También
se emplea el 1,2-Diesterealoil fosfatidiletanolamina (DSPE) para unir los ligandos y su region

hidrocarbonada se incorpa en el cuerpo de los liposomas mediante la técnica de post-insercion.
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La unién covalente de ligandos proteinicos a nanoparticulas recubiertas con PEG requiere la
presencia de grupos quimicos reactivos en los extremos de las cadenas de PEG. Recientemente
se ha descrito la fabricacion de varios copolimeros reactivos, que permiten la conjugacion
quimica de las proteinas, sin generar una desnaturalizacion de la misma (pérdida de la funcion

y estructura bioldgica).

Se han desarrollado copolimeros funcionalizados para reaccionar con residuos de los

aminoacidos; con grupos amino y con residuos tiol (Olivier J.C., 2005).

Figura 50. Algunos copolimeros empleados para la funcionalizacion de nanopérticulas.

Observamos la presencia de grupos reactivos en ambos extremos. (Olivier, 2005).
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La sintesis de los nanoacarreadores funcionalizados comienza con la apertura del anillo,
generalmente, de la estructura de PEG bifuncionalizada. En la figura50 podemos observar

distintos copolimeros destinados a reaccionar con avidina, grupos amino y tiol.
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Figura 51. Unidén covalente de nanoacarreadores con ligandos funcionales. (Béduneau et al.,

2007)
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Las moléculas o copolimeros amino-reactivos necesitan la presencia de un grupo carbonilo
(aldehido, &cido o éster) el cual se comporta como electréfilo y el nitrogeno del grupo amino
como nucleofilo, obteniéndose una amida perdiendo una molécula de agua (en este caso se

requiere emplear un copolimero con carbonilo terminal. En el caso del grupo reactivo a tiol,
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observamos que el grupo tiol (-SH) interacciona con el doble enlace del heterociclo con

nitrégeno.

Las cadenas de PEG amino-reactivas se emplean para conjugar con residuos aminicos laterales
de los aminoacidos lisina, arginina y glutamina. Mientras que el PEG tiol-reactivo se emplea
para conjugar con proteinas que contengan cisteina. Debido al relativamente bajo contenido de
cisteina se puede emplear el reactivo de Traut (2-iminotiolano) el cuél se emplea para incluir
grupos tiol, como se muestra en la figura 52 esta estrategia ha demostrado no interferir en el

direccionamiento del nanoacarreador (Olivier J. C., 2005).

Figura 52. Reactivo Traut e incorporacion de grupos tioles tras la reaccion con aminas
primarias
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Los anticuerpos se pueden unir quimicamente mediante la reaccion de Schiff. Esta reaccion
explica la formacién de iminas o de hidrazonas (depende si el nitrégeno se encuentra unido a
grupos arilo, alquilo o amino). Comprende la reaccion entre un grupo carbonilo no terminal y

una amina primaria.
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Figura 53. Reaccion de Schiff. En donde a partir de una amina primario y una cetona se

obtiene una imina mediante deshidratacion.
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Esta técnica precedida a la reduccion de la amina (empleado NaBH3CN) se emplea para la

conjugacion de anticuerpos mediante la fraccion Fc.

Se han desarrollado otras estrategias para conjugar biomoléculas como elementos de direccion
a la superficie de los nanoacarreadores. Por ejemplo las nanoparticulas de
polialquilcianoacrilato-PEG se conjugaron covalentemente con &cido folico haciendo

reaccionar el acido carboxilico terminal mediante una reaccion de amidacion.
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Figura 54. Unidn covalente de &cido félico a liposomas y nanoparticulas polimericas. En a) la
amidacion de DSPE-PEG-NH; con el acido félico se afiade a liposomas mediante la técnica de
postinsercion. Mientras que en b) observamos que el copolimero PBCA-PEG-NH; reacciona
con el &cido carboxilico terminal de la molécula de acido folico.Una previa exposicion del
acido fdlico con N-hidroxisuccinimida incrementa la velocidad de la formacion de la amida

(Olivier, 2005).
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5.5.2 Uniones No Covalentes

También existen técnicas para unir no covalentemente los ligandos de direccion a los
nanoacarreadores. En una técnica se considera el empleo de la proteina A (proteina superficial
de Staphylococcus aureus); dicha proteina tiene la capacidad de unirse a la fraccién Fc de los
anticuerpos tipo 1gG. Sin embargo esta técnica solamente se puede emplear para unir

anticuerpos como ligando.
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Figura 55. Esquema de un anticuerpo de clase IgG. Podemos observar la fraccion constante y
la fraccién variable (Fc y Fab, respectivamente). Los grupos funcionales terminales; amino
terminal en Fab y carboxilo terminal en Fc. También observamos la presencia de paratopos:
sitios de union a antigenos (secuencia de reconocimiento complementaria a los epitopos).
Recuperado de:
http://www.elsevier.es/ficheros/publicaciones/02134853/0000002600000005/v1l 20130515110

7/50213485310002914/v1_201305151107/es/main.assets/grl.jpeg
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La unidn de la proteina A a la fraccién constante de 1gG representa un mecanismo de defensa
de Staphyloccus aureus. Pero acoplando esta técnica en nanoacarreadores se convierte en una

buena estrategia para dirigir especificamente a un tejido el acarreador.

Otra estrategia empleada consiste en el uso de avidina-biotina. La unién no covalente entre la
avidina y biotina esta caracterizada por una alta afinidad (Kd= 107%°M, constante de
disociacion, un valor bajo representa una alta afinidad y con tiempo medio de union de 89

dias). La avidina contiene cuatro sitios de unién y se puede emplear también su analogo sin
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carga streptavidina, caracterizado por un mayor tiempo de circulacion plasmatica. La avidina es
una proteina que tiene un punto isoeléctrico elevado de 10.5 y pudiese alterar los tiempos de

circulacion del nanoacarreador.

Se ha empleado este conocimiento sobre la avidina (macromolécula tetramérica de 66-69 kDa)
y la biotina de dos maneras. La primera implica la insercion de la avidina o la streptavidina en
la estructura. Para esto se requiere activar a la avidina y la streptavidina mediante el empleo del
reactivo quimico N-Maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida y posteriormente se hace
reaccionar con grupos sulfhidrilos previamente introducidos, empleando el reactivo de Traut

(2-imidotiolano). Esto produce la formacion de enlaces tioeter.

La segunda técnica comprende el uso de DSPE-PEG-biotina para ser introducidos en liposomas
mediante técnica postinsercion. También se han desarrollado nanoparticulas poliméricas de
quitosan y de PLA-PEG con biotina en su superficie(Béduneau et al. 2007). El acoplamiento de

la proteina al nanoacarreador se realiza por fuerzas electrostaticas.

Parecen muy similares las dos estrategias para introducir anticuerpos mediante el empleo de
avidina-biotina. Solamente habria que destacar que el conjugado anticuerpo biotina se realiza
mediante el grupo carboxilo de la biotina. Mientras que al realizar un conjugado anticuerpo-
avidina éste se realizard principalmente en una terminacion amino como de arginina, lisina o

glutamina, dado qu esta proteina tiene un punto isoeléctrico muy elevado (10,5).
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Figura 56. La union no covalente entre la biotina y la avidina de alta afinidad se explota para
funcionalizar nanoacarreadores. Podemos observar que la unién al ligando se produce por la
afinidad de la biotina a la avidina y el ligando se puede anexar ya sea en una segunda biotina

0 en la avidina funcionalizada. (Béduneau et al., 2007)

anticuerno %
=X avidina x
PLA-PEGI-X s, : ’ Z—% Conjugado avidina-
biotina =~ anticuerpo
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Se incuban los nanoacarreadores con biotina junto con la avidina o streptavidina conjugada a

los elementos de direccion. De esta manera se fabrican nanoacarredores funcionalizados

empleando la técnica de unidn no covalente avidina-biotina.

5.6 MODIFICACION DEL MEDIO

5.6.1 Influencia del Campo Magnético y del Ultrasonido

Recientemente se ha descrito la combinacién de estas técnicas para incrementar la
permeabilidad de la BHE de manera temporal, focalizada y reversible. Generando hipertermia
focalizada y una dirsupcion temporal reversible de la BHE para facilitar el acceso de

nanoacarreadores al SNC.

Cole, Yang y David (2011), demostraron la capacidad de las nanoparticulas magnéeticas de
oxidos metalicos para ser dirigidas a determinado 6rgano del cuerpo, inclusive al cerebro, bajo
la influencia de un campo magnetico; pudiéndose controlar el flujo sanguineo y la integridad de

la barrera hematoencefélica.

146



A diferencia de otros nanoacarreadores, cuando se emplean nanoparticulas magnéticas uno

puede explotar su capacidad de responder a estimulos extracorporales de un campo magnético.

Las nanoparticulas magnéticas son retenidas en los tumores cuando la fuerza magnética es
suficiente para sobreponerse a las fuerzas de arrastre hidrodindmico generadas por el

flujosanguineo (Cole et al., 2011).

Figura 57. Representacion de los efectos de un campo magnético sobre la distribucion de
nanoparticulas magnéticas. a) Efecto EPR (como se mencioné anteriormente la
neovascularizacion tumoral carece de BHE y posee fenestraciones); si el tamafio de particulas
es adecuado las MNP entran en contacto con las células tumorales y gracias a que carecen de
sistema linfatico no hay drenaje y se acumulan, b)vectorizacion molécular (la presencia de
ligandos facilita la unién especifica al tumor) y c)la vectorizacion magnética, la fuerza
magnética producida por el gradiente magético atrae MNP al sitio del tumor y ayuda a su

subsecuente interaccion (Omidi y Barar, 2012).
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La vectorizacion asociada solamente a la aplicacion de un campo magnético resulta en un
incremento de apenas 1.8 veces comparado con la ausencia del campo magnético. (Chertok et

al., 2011)

Mientras que, cuando se emplean ambas técnicas consecutivamente (primero se abate la BHE
empleando el ultrasonido focalizado (FUS)) y posteriormente se aplica la resonancia magnética

para incrementar la permanencia de los acarreadores en la zona deseada. (Liu et al., 2011).

Figura 58. Abatimiento de la BHE mediante el uso de FUS y un campo magnético.(Liu et al.,

2012)

BHE intacta Abatimiento BHE Abatimiento de BHE por FUS
por FUS orientacién magnética
Este estudio demuestra la capacidad de las nanoparticulas magnéticas para emplearse como
nanoacarreadores de farmacos dirigidos especificamente. EI uso concomitante de la resonancia
magnética dirigida y del ultrasonido focalizado inclusive permite la entrega de células madre a

determinadas regiones del cerebro (Omidi y Barar, 2012).

De esta manera podemos obtener acarreadores multifuncionales dirigidos a cualquier regién

organo o tejido del organismo.

148



La combinacion de estas técnicas provee de herramientas muy practicas para la entrega
especifica de sustancias, pero sobre todo, el empleo de MNP puede ser monitoreado mediante
imagenes de resonancia magnéetica; lo que permite una evaluacion in vivo en tiempo real de la
distribucion de los nanoacarreadores en el organismo. Y por afiadidura entregar un farmaco en
el sitio desado. A este tipo de acarreadores multifuncionalizados con propiedades de

diagnostico y terapéuticos se les ha denominado terandsticos.

6 ANALISIS

Como se ha podido denotar el establecimiento de un régimen terapéutico en el SNC es un
asunto multifactorial, con condiciones especificas para cada individuo y en un ambiente
constantemente cambiante, sobretodo en pacientes con alguna lesion o enfermedad. La
permeabilidad y la integridad de la BHE también se alteran dependiendo si se trata de un
evento agudo, croénico, degenerativo, inflamatorio, traumatico, hemorragico, etc. Esto de
manera variable entre individuo y enfermedad y de manera progresiva. Lo que invariablemente
se traducra como una modificacion de las absorcion del medicamento, de sus efectos y sus

posibles efectos secundarios.

Sin lugar a dudas el panorama de investigacion para acceder al SNC es muy amplio y para
nuestros fines consideraremos solamente técnicas no-invasivas, concretamente al empleo de
nanoparticulas. El uso de nanoacarreadores funcionalizados ha eliminado los conflictos que se
consideraban antes limitantes en el empleo de diversas sustancias, como son: tamafio de
particula, carga, liposolubilidad, tiempo de vida media muy corto y un efecto de primer paso
considerable.Esto se logra al liberar el principio activo en el sitio deseado y a una velocidad
adecuada, con lo cual se incrementa la eficacia de los tratamientos: disminuyendo las

dosificaciones y el nimero de las mismas por dia,ya que el farmaco se encuentra
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principalmente en su sitio de accion y en una concentracion adecuada. Esto también conlleva

una disminucion resaltable de los efectos adversos.

La diversidad de NP existentes y sus aplicaciones, son cuantiosas; como su empleo en
obtencion de iméagenes con alta resolucion y en tiempo real, la produccion de
nanobiomateriales para la produccion de tejidos artificiales, nanofibras con VEGF que
promueven angiogenesis, nanocatalizadores que producen hidrogeno a partir de metanol
(Gonzalez, 2016), nanosensores que detectan en tiempo real fluctuaciones de glucosa y otros

parametros en sangre, etc.

De manera sorprendente las aplicaciones de la nanotecnologia se encuentran en todos lados.
Desde la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica, etc. Las posibilidades de aplicaciones
estdn limitadas por nuestro propio ingenio. Existiendo incluso paneles solares
nanoestructurados que mejoran el rendimiento de la operacion. Desgraciadamente la elevacion
en los costos relacionados la implementacién de la nanotecnologia en las diferentes areas
genera que este tipo de innovaciones se encuentren actualmente inasequibles para el grueso de

la poblacion.

En el &rea Farmacéutica esperamos avidos la época en la cual la administracion de sustancias

no se encuentre restringida a moléculas pequefias, con una buena liposolubilidad y neutras.

El empleo de NP abre la pauta para la investigacion en terapia genica. Esta herramienta
terapéutica representaria, al fin, la cura de muchas enfermedades. Lo que representa un triunfo

para la investigacion clinica, para la salud en general y la economia de los pacientes

En cuanto a la migracion a través de BHE las estrategias empleadas son muy diversas. Sin
considerar la modificacion de la molécula (esta manipulacion quimica implica la formacién de

una nueva entidad quimica y nuevas propiedades farmacoldgicas y toxicoldgicas) y el
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abatimiento de la BHE (al ser inespecifica altera la composicion del LCR) por las consecuentes
desventajas que tienen. La via mas comoda para el paciente serd siempre la via oral y también

sera la via por la que se logra un mejor control terapéutico personal.

En general, el empleo de NP ha ostensiblemente mejorado la absorcion a nivel BHE (tanto en
modelos in vitro como in vivo), también inrementa la permanencia y la acumulacion de manera
inespecifica o especificaen el parénquima cerebral. Existen algunas observaciones muy valiosas

al emplear NP como sistemas acarreadores de farmacos:

e Si el tamafio de particula es menor a 200 nm se evitara una alta captacion por las células
del sistema monocitico fagocitario. Para mejorar el tiempo de circulacion es necesario
también una carga superficial neutra, cierta esfericidad y una deformabilidad adecuada
(Bondi et al, 2012).

e Si el peso del nanoacarreador es menor a los 40kDa este se filtrard através de los
glomerulos renales.

e Existen algunos receptores que favorecen la endocitosis como el de IGF y otros que
favorecen la transcitosis como el receptor de Transferrina y el de Insulina.

e Formulaciones con carga superficial positiva pueden ser adsorbidas en la superficie de
las CECSC cerebrales y migrar por endocitosis mediada por adsorcion (AME); también
pueden formar complejos con el ADN, fundamental en terapias génicas (los
dendrimeros de PAMAM han demostrado ser muy eficaces para la transferencia de
genes, cuando tienen una carga superficial positiva adecuada).

e Cuando se emplean NP menores a 200 nm se favorece la endocitosis via clatrina,
mientras que a particulas mayores se les favorece la via caveolar (la via caveolar es

principalmente de transcitosis y son mas estables). Pero si a las particulas se les coloca
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carga superficial positiva se favorece la endocitosis por adsorcion; Aunque, si la NP
contiene algun elemento para vectorizar, entonces se favorece el transporte mediado por
el receptor.

e Se ha aprovechado la expresion de ciertos receptores en las CECSC cerebrales para
acceder al SNC, como son: el receptor de Transferrina (este favorece transcitosis), el
receptor de Lactoferrina (este se encuentra menos saturado en condiciones fisiologicas
y ha demostrado ser un camino de experimentacion més viable, Huang et al.), el
receptor de Insulina, el receptor de LDL, LRP también se han empleado ligando virales
(péptido TAT, gH625), no-virales (pegelin, penetratin, synB, COG13, etc.) endégenos

(manosa, glucosa, aminoécidos) y anticuerpos monoclonales.

Cuando decimos que las propiedades de un material se modifican en funcién del tamafio de
particula, tenemos que entender que esto no solamente tiene consecuencias benéficas, sino
también existe la posibilidad de generar dafios biolégicos y ambientales no intencionados

(Schaefer, 2010).

En el area clinica se ha observado la presencia de efectos citotoxicos y estrés oxidativo en
cultivos de astrocitos con nanoparticulas de Ag. También se ha observado que NP de Ti, Si y
Au ingresan al SNC por mecanismos desconocidos y se acumulan en hipotalamo, talamo,
hipocampo y corteza cerebral (Masserini, 2013). Las NP de PBCA han demostrado abatir la
BHE, y generar metabolitos toxicos mediante esterasas presentes en el cerebro. Se ha calculado
que la dosis letal 50 en ratones para PBCA es de 230 mg/Kg. Otra sustancia que debemos

observar sus usos Yy toxicologia es el Polisorbato 80.

También debemos recordar que distintas NP (Cu, Ag, Al, MnO3, SiO2) han mostrado alterar la

permeabilidad de la BHE y alterar el balance de aminoécidos en regiones de la corteza, el
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hipocampo y en cerebelo aumentando Glutamato (2-3 veces) y Aspartato (5-7 veces) y
disminuyendo GABA (2-3 veces) y Glicina (4-6) veces favoreciendo la formacion de efectos
excitotoxicos. Asimismo, estas NP mostraron exacerbar los dafios producidos por estrés
térmico y por lesion medular. También es importante mencionar que los dafios de las
nanoparticulas fueron mayores en ratas diabéticas, hipertensas y estresadas. Por lo tanto efectos
desconocidos de nanoneurotoxicidad podrian enmascarar o nulificar os efectos benéficos de
una terapia. Tal es la importancia de garantizar una inocuidad de los excipientes y polimeros

empleados. (Sharma et al.2013).

Existe otra posibilidad para el empleo de nanoparticulas con la intencion de establecer terapias
dirigidas al SNC. Con sustancias endogenas como: factores troficos, factores de crecimiento,
factores neurotroficos, vitaminas, hormonas, neurotransmisores, lectinas 0 con
fitomedicamentosy extractos de herbolaria ostensiblemente eficaces y seguros. Existen muchos
estudios acerca de potencial empleo de estas sustancias en distintas enfermedades, como: el
empleo de baicalina para prevenir efectos oxidativos consecuentes a la isquemia y traumatismo
craneoencefalico, empleo de curcumina y acido fertlico como poderosos anti-inflamatorios y

anti-oxidantes, etc.

Otro aspecto revolucionario de esta tecnologia se explica considerando que al disminuir el
tamafo de la particula incrementa el area superficial y por lo tanto el area activa. Esto es de
trascendental importancia en temas de biorremediacién sobretodo hoy en dia que las practicas
consumistas deterioran tanto y tan rapido los ecosistemas de nuestro planeta. Con este
enfoque,y aunque carece de sentido para nuestro tema, quisiera mencionar los esfuerzos
intelectuales y fisicos de Camacho (2010) en la produccion de un polimero de caracteristicas
plasticas biodegradable hecho a partir de maiz y de Morikawa (2014) al emplear nanoburbujas

para descontaminar un humedal. Pues si los cientificos no reconocen su compromiso
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inalienable con el bienestar y el progreso de la humanidad, el desarrollo tecnoldgico tendra un

costo demasiado caro.

7 CONCLUSION

Se recopilé satisfactoriamente informacion relaccionada con el empleo de nanoacarreadores
destinados a acceder al SNC con fuentes desde 2002 hasta la fecha actual. Proporcionando la

clasificacion y caracteristicas de cada tipo de nanoporticula empleada para ingresar al SNC.

El desarrollo de la nanotecnologia tiene aplicaciones en areas muy diversas, pero en particular,
en el &rea farmacéutica se modifica la concepcion de medicacién oral por la posibilidad de
administrar cualquier tipo de nanoacarreador con propiedades multiples; y de una manera no-

invasiva poder acceder al cerebro y hasta al ADN de una célula mutante.

Se logro evidenciar las diferencias entre una formulacion convencional y una formulacion con
nanoparticulas, enfatizando en cémo se alteran los procesos farmacocinéticos normales para
una determinada sustancia. Removiendo de esta manera las limitaciones que se tenian en
cuestion de solubilidad, sensibilidad al pH gastrico, absorcion limitada, efecto de primer paso

considerable, etc. Esto, ademas, confiere la capacidad de vectorizacion.

Existen diferentes maneras para vectorizar el nanoacarreador.El empleo de los receptores
expresados en las CECSC cerebrales ha resultado muy prometedor y una vez mas la limitacion

se convierte en nuestro conocimiento del cuerpo humano.

Al observar la diversidad de materiales, caracteristicas de superficie y moléculas de direccién
que se pueden fabricar como NP es evidente que la fabricacién de los nanoacarreadores estara

en funcion de las caracteristicas de cada patologia especifica. Entonces, es correcto pensar que
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para el tratamiento de VIH se requiera una alta captacién de las NP por parte del sistema

monocitico fagocitario y esto se favorece al tener un tamafio de particula mayor a 200nm.

Otro ejemplo lo confiere la infeccién de tuberculosis en donde el patgeno es internalizado via
el receptor de manosa presente en células fagocitarias, una solucién se ha encontrado al recubrir
las NP con lipoarabinomanano y esta tiene afinidad por el receptor de manosa. De esta manera
se busca que la NP y el patdgeno cohabiten las células infectadas y sea mas eficiente el

tratamiento.

Es evidente el papel crucial que tiene el ingenio de los investigadores para poder arovechar los
conocimientos de la anatomofisiologia del SNC en busca de caracteristicas explotables para el

uso de nanoacarreadores eficientes y seguros.

Debido al atraso temporal y al incremento en costos que conllevaria el patentar distintos
medicamentos con formulaciones de NP se propone el producir NP con compuestos enddgenos
o0 principios herbolarios que no son patentables. Esto con la finalidad de que las ventajas del
empleo de NP puedan llegar a la mayoria de la poblacion como un beneficio y no como

unaexposicién no controlada a aditivos en alimentos de consecuencias aun desconocidas.
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