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Resumen

El polietilenglicol (PEG) es un polimero sintético versatil, aprobado por la FDA, con
propiedades Unicas como baja toxicidad, flexibilidad y alta solubilidad en agua y otros
disolventes organicos que le permite tener aplicaciones farmacéuticas como solubilizante,
plastificante, aglutinante, y base de ungliento y supositorios.

Algunos de los mayores retos al disefiar moléculas con fines terapéuticos son su baja
solubilidad y por lo tanto su baja biodisponibilidad. Reconocimiento por el sistema inmune
generando efectos adversos, degradacién por enzimas disminuyendo la disponibilidad en
circulacién y su baja especificidad, afectando no solo a las células de interés sino a todas
aquellas que se encuentran en su paso.

Por este motivo, se han empleado acarreadores de fdrmacos para mejorar la eficacia y
seguridad del farmaco mientras se controla el tiempo y lugar de liberacién, estos sistemas
también tienen como ventaja una mayor aceptacién de parte de los pacientes al reducir la
frecuencia de dosis ya que extiende la duracién de la accidn. Sin embargo, estos sistemas
también pueden presentar desventajas como la posible toxicidad de los materiales
utilizados, tener una baja circulacién en sangre, interaccién no especifica, degradacién, baja
solubilidad, un rdpido aclaramiento renal y ser propensos a ser neutralizados por
anticuerpos.

Para resolver estos inconvenientes se han empleado técnicas como la pegilacién de farmacos
y acarreadores farmacéuticos, que consiste en unir moléculas de polietilenglicol, ya sea de
manera covalente o no, a moléculas orgdnicas pequeiias y macromoléculas como proteinas
y oligonucledtidos, asi como a acarreadores y vesiculas mediante procesos quimicos o fisicos,
con el fin de mejorar sus propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas.

La pegilacion es una técnica prometedora que confiere sigilosidad al minimizar los efectos
adversos inmunolégicos, disminuyendo la interaccidén con fagocitos, ademas de incrementar
la hidrofilicidad, y prolongar su tiempo de residencia en érganos.

Debido a los beneficios que ha demostrado conferir a las moléculas terapéuticas,
actualmente se encuentran en el mercado productos elaborados con esta tecnologia, de los
cuales las proteinas constituyen un mayor porcentaje, sin embargo, el estudio y desarrollo
de esta estrategia podra dar lugar a terapias innovadoras que incluyan diversas modalidades
terapéuticas.
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Justificacion

El potencial de las moléculas terapéuticas se ve obstaculizado por aspectos como su baja
solubilidad, rdpida degradacién o reconocimiento por el sistema inmune y por lo tanto un
corto tiempo de vida media, disminuyendo asi su efecto sobre las células de interés. Una
manera de contrarrestar este tipo de problemas es el aumento de dosificacién, sin embargo,
esto disminuiria su aplicabilidad clinica, principalmente para el tratamiento de
enfermedades crénicas.

A raiz de estos problemas, y con el objetivo de desarrollar formulaciones que favorezcan los
efectos terapéuticos mejorando las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas en
conjunto con su aceptacidon por parte de los pacientes, se han implementado nuevas
tecnologias que permitan mejorar el perfil de los medicamentos. Entre estas tecnologias se
encuentra la pegilacién, un método innovador que consiste en unir covalentemente
moléculas de polietilenglicol a una o0 mds moléculas con propdsitos terapéuticos.

La pegilacion puede mejorar el tiempo de mantenimiento de farmacos similares a las
proteinas, liposomas y nanoparticulas mediante un efecto protector. Esta habilidad es usada
para obtener una vida media mayor y otras propiedades farmacéuticas. El polietilenglicol es
un polimero inofensivo, no inmunogénico, no antigénico, extremadamente soluble en agua
y aprobado por la FDA que ha demostrado un rol significativo en la liberacion de farmacos.

Desde principios de los 90’s se encuentran mdas de 10 productos elaborados con esta
tecnologia y nuevos agentes pegilados se encuentran en ensayos clinicos, actualmente la
pegilacion es la tecnologia mejor establecida para la extensién del tiempo de vida media que
ha sido probada en humanos y se considera segura. La pegilacién ha tenido progresos
importantes desde su aparicidn, yendo desde la pegilacidn aleatoria a la sitio especifica, del
uso de PEG lineal hasta PEG ramificado o con diferentes formas y funcionalizaciones
(Swierczewska et al., 2015; Yadav & Dewangan, 2020).

Por las mejoras e impacto que ha llegado a tener esta tecnologia es conveniente una
actualizacion acerca de los avances que ha tenido para el continuo desarrollo y la obtencidn
de resultados éptimos, un area a considerar es la pegilacién de acarreadores farmacéuticos,
ya que sus estudios han dado lugar a formulaciones con mejoras en su perfil, sin embargo, a
diferencia de proteinas terapéuticas, estos abarcan un bajo porcentaje del total de
productos pegilados comercializados, sin embargo, presentan ventajas interesantes con
posibilidad de ser ampliadas.
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Objetivo
Objetivo general

Realizar una investigacion detallada acerca de la tecnologia de pegilacién de farmacos vy
acarreadores farmacéuticos, su historia, ventajas, metodologias, productos comercializados
y estudios posteriores.

Objetivos particulares

- Realizar una revision documental referente a las caracteristicas fisicas y quimicas del
polimero polietilenglicol y sus aplicaciones en la industria farmacéutica.

- Conocer los antecedentes de la pegilacidon de fdrmacos y acarreadores farmacéuticos
y sus avances a través del tiempo.

- Describir y analizar los diferentes métodos de pegilacion de farmacos y las ventajas
gue representa en su aplicacién terapéutica.

- Describir y analizar los diferentes métodos de pegilacion de acarreadores de
farmacos y su ventaja en su aplicacion terapéutica.

- Recopilar informacién acerca de los productos pegilados comercializados y los que
estan en desarrollo clinico.
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Metodologia

La metodologia empleada para realizar el presente trabajo se encuentra descrita a
continuacion:

Seleccidon del tema
Estructuracion del trabajo monografico
Planteamiento de la justificacidn y objetivos

P wnNe

Busqueda de la informacién:

Se realizé una revisidon de articulos seleccionados de la base de datos Scopus, las
palabras clave que se emplearon para la busqueda fueron pegylation, carrier
pegylation, ionizing radiation polymers, PEG reagents, radiation induced pegylation,
COVID-19 vaccine.

5. Analisis y redaccién del trabajo monografico

6. Autocorreccion
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1. Polietilenglicol

Los polimeros tienen un papel importante en el drea farmacéutica para la formulacién de
sistemas de liberacion de farmacos. Sus funciones van desde solubilizante, estabilizador,
modificadores de liberacion, mejoradores de la biodisponibilidad, acarreadores o como
soportes mecdnicos. Un gran numero de polimeros naturales y sintéticos tales como el
almiddn, derivados de celulosa, poliésteres, polianhidros, etc., son utilizados actualmente en
sistemas de liberacién de farmacos, sin embargo, el polietilenglicol (PEG) es el polimero de
eleccidn.

El polietilenglicol es un polimero linear, anfifilico compuesto de subunidades repetitivas de
oxido de etileno, cuyo niumero esta representado por n en su estructura quimica (Figura 1).
Cada residuo de 6xido de etileno tiene un peso molecular de 44 Daltons (Da) y, por lo tanto,
n x 44 Da representa el peso molecular total de la cadena de polietilenglicol.

H 0
‘({}/\)’ ™H

i
Figura 1. Estructura quimica del polietilenglicol

Los polietilenglicoles son inertes, no toxicos y contienen dos grupos hidroxilo terminales que
pueden ser quimicamente activados, ademas es biocompatible, barato, versatil y con
muchas aplicaciones aprobadas por la FDA, es facil de obtener en grandes cantidades y ha
sido utilizado en la industria con numerosas aplicaciones desde 1950 como apoyo en
separaciones y purificaciones, como formador de matrices, agente precipitante de proteinas,
agente inductor para fusion celular, anticongelante, lubricante para dispositivos médicos,
excipiente en formulaciones farmacéuticas y cosmetoldgicas y como aditivo en alimentos
debido a sus propiedades no toxicas. Ha sido rebautizado como un estabilizador estérico
cldsico que es capaz de escapar del sistema inmune del hospedero (D’souza & Shegokar
2016; Poovi & Damodharan 2018; Bailon & Berthold 1998).

1.1. Propiedades fisicas y quimicas

El PEG puede ser sintetizado mediante la polimerizacion anidnica del éxido de etileno y
cualquier iniciador hidroxilo. También pueden ser derivados de epoxietanos por la
polimerizaciéon de la cadena abierta.

Su estado fisico depende de su peso molecular, los PEG de 100 a 700 Da se encuentran en
estado liquido, los PEG de 1000 a 2000 Da son sélidos blandos y los PEG con peso molecular
mayor a 2000 Da son sélidos cristalinos con punto de fusiéon de alrededor de 63 °C. Su
degradacion térmica es acelerada a 195 °C, comunmente observada en PEGs mayores a 20
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kDa y tienen una alta termosensibilidad con bajo potencial redox. La mezcla o
copolimerizacidn con PEG de diferentes pesos moleculares pueden cambiar la temperatura
de transicion vitrea y el punto de fusion. Este efecto plastificante es la base de sus
propiedades mecanicas.

La temperatura de transicidn vitrea para PEGs de 4000, 6000 y 20,000 Da es de -34.6 °C, -
22.7 °Cy -22.37 °C con punto de fusién de 67.7 °C, 58.7 °Cy 51.6 °C, respectivamente. Los
puntos de fusién de PEG son cruciales en mezclas preparadas mediante extrusién por fusién
en caliente. Ademads, exhiben una baja estabilidad quimica y radioquimica lo cual permite
una ingenieria funcional variada.

La alta polaridad de PEG incrementa su hidrofilicidad y por lo tanto mejora su solubilidad en
agua. La alta solubilidad del PEG también es observada en muchos solventes organicos e
inorganicos y forma una capa en la interfase de agua-aire. Son eléctricamente neutros a
cualquier pH y también son inertes en los ambientes bioldgicos con una baja adsorcion de
proteinas, baja activacion de células y adhesidn, bajo consumo celular y un grado
despreciable de inflamacidn (D’souza & Shegokar 2016).

1.2. Tipos

Las estructuras quimicas de los derivados de PEG se muestran en la tabla 1 (D’souza &
Shegokar 2016).

Tabla 1. Estructura quimica del polietilenglicol y sus derivados.

(C2H40) H20 H{ D/\/}GEH HaC/O{\/\O}/\R
rn n

Férmula quimica Estructura quimica Metoxi PEG (mPEG)

Derivados de PEG

0]
. M’CU)\ t% HOL/\.O‘C\/'O\T(O\”.‘/N\\N 0
. oV \ | [
HO’E\/ A o~ ° \ HO.{ V\)L
mm 0 \/ \ o H
n

o
—=

PEG-NHS éster PEG-Carbonato de
benzotriazol PEG-Hidrazida




Tabla 1. Estructura quimica del polietilenglicol y sus derivados (Continuacién).

Derivados de PEG

PEG bifuncional

(0]
Ho*/\o'k\/o\"/o N L A o)
n l HO.{ ; N ?\/LL
0 > . 90 PN 0)
NO; ot s \ HO"/\/ : NHNH,
0 n
PEG-p-nitrofenilcarbonato PEG-maleimida PEG-hidrazida
; HO (o] .
HO NH ot "y | HO N3
{\/\O}/\/ 2 n V\O}/\/
n n
PEG-amina PEG-alquino PEG-azida
HOL s N(')' 2
07 S HO 2 SH
? n ” \ Ho*/\o?/\\)I\NH/\/O\NH V\ON
(0] CH, ‘ " : n
PEG-vinil sulfona PEG-aminoxi PEG-tiol
o ™47 T*v/\ ~of R
: O n R R\-":O\"--’I.’\*(L l,‘, .\__/,.O}A‘J__R

PEG tetrafuncional

*n indica el numero de grupos de oxietileno

Los PEGs comuUnmente disponibles con varias formas y agentes de funcionalizacidon se

encuentran resumidos en la Tabla 2.

Tabla 2. PEGs con varias formas y agentes de funcionalizacion (Poovi y Damodharan 2018).

PEGs con varias formas y agentes de funcionalizacion

e PEG lineal
activado

de PEG
monofuncional activado

Los derivados de PEG

e Derivados

extremo se

monofuncional

monofuncional activado tienen
un grupo reactivo al final de la
cadena de PEG. En el otro
encuentra
grupo metoxi o un azucar.

lineal

lineal

un

HOMO}/\/O 0
200N

PEG p-nitrofenil carbonato
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Tabla 2. PEGs con varias formas y agentes de funcionalizacién (Continuacién) (Pooviy
Damodharan 2018).

PEGs con varias formas y agentes de funcionalizacidn
PEG multi brazos activado

e PEG bifuncional
X-(OCH2CH3),-0-X

e PEG de 4 brazos funcional

X-(OH,CH,C)-0 O-(CH2CH,0),-X

0-(CH,CH;0),-X

X-(OH2CH,C)-0

e PEG de 8 brazos funcional X-{OCHCH,)o-0-CH,

HC-0-{CH;CH;0),-X

CH;

CH;
HC-0-{CH,CH;0).-X
£,

b—‘

CH;
HC-0-{CH,CH,0)-X

HaC-0-(CH2CH20),-X

Derivados de PEG ramificados para pegilacion
Los derivados de PEG ramificados, también conocidos como derivados de PEG “en forma de
Y”, contienen dos cadenas lineares de metoxi PEG unidas a un nucleo central. La estructura

estéricamente voluminosa de estos derivados facilita la uniéon de un solo punto de las
moléculas modificadas.

e PEG de dos ramificaciones :
O-Grupo funcional

O(CH2CH,0)n-CHs
O(CH2CH,0)n-CHs

e PEG bifurcado activado CH;0-(CH;CH;0),-CH; N / CH;0-CH;CH;0-X

CH3O-(CH1CH,0),-CHy ~~ "N CH10-CH:CH;0-X

X: Molécula bioactiva
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Tabla 2. PEGs con varias formas y agentes de funcionalizacién (Continuacién) (Pooviy
Damodharan 2018).

PEGs con varias formas y agentes de funcionalizacion

e PEG heterofuncional

Los PEGs activados de tipo hetero se X'{OCH2CH2)'Y

pueden conjugar con diferentes

moléculas. También son utiles para

la modificacion de superficies.

Derivados de PEG homobifuncionales
e Copolimeros en forma de peine

Cuando estos polimeros son utilizados para la modificacidn de enzimas, se requiere menor

afinidad de unién para introducir mas cadenas de PEG a la superficie de la enzima en

comparacion con un solo PEG.

1.3.  Aplicaciones

El PEG tiene muchas propiedades quimicas que lo hacen especialmente util en escenarios
bioldgicos, quimicos y farmacéuticos por ejemplo, como polimero biodegradable en matrices
de sistemas de liberacién controlada, en bases de unglientos, base de supositorios, agente
de suspensién, estabilizante de emulsiones, plastificante en capsulas de gelatina blanda,
mejora la eficacia de aglutinantes en tabletas, confiere plasticidad a granulos, es usado en
granulaciones termoplasticas, mejora la solubilidad en medios acuosos o la disolucion de
compuestos con baja solubilidad, plastificante en productos micro encapsulados, lubricante,
antiadherente y en preparaciones para inhalacion para mejorar la aerosolizaciéon. Debido a
sus propiedades no tdxicas y no inmunogénicas puede ser agregado a medios, unirse a
superficies o conjugarse con moléculas sin interferir en las funciones celulares o en la
inmunogenicidad (Poovi & Damodharan, 2018).

La capacidad de unir una variedad de grupos funcionales a los sitios terminales de los PEG
ha ampliado considerablemente sus beneficios. Los derivados hetero y homobifuncionales
de PEG son especialmente adecuados como agentes de reticulacion o como espaciadores
entre dos entidades quimicas, por otro lado los PEGs monofuncionales previenen las
reacciones en puente que pueden afectar la pegilacién de ciertos compuestos con PEGs
bifuncionales (Hutanu, 2014). Para tener aplicaciones farmacéuticas uno de los
prerrequisitos es tener un indice de polidispersidad (PDI) bajo, este indice indica la calidad
respecto al tamafo de distribucion. Un valor de PDI debajo de 1.1 proporciona un polimero
con una homogeneidad aceptable para garantizar la reproducibilidad en términos de tiempo
de residencia corporal e inmunogenicidad del sistema portador.
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Esta demanda la cumple por completo el PEG, ya que los polimeros bien definidos con un
PDI alrededor de 1.01 son facilmente accesibles por la polimerizacion anidnica de 6xido de
etileno. Se debe tomar en cuenta que no todos los polimeros hidrofilicos no idnicos pueden
proveer un comportamiento sigiloso ya que numerosos parametros estructurales influyen
en los efectos bioldgicos y estabilizantes.

La masa molar al igual que la polidispersidad del polimero han demostrado ser importantes
para la biocompatibilidad y el comportamiento sigiloso. La masa molar de PEG usado en
aplicaciones farmacéuticas y medicas es de un rango de 400 Da a 50 kDa.

Los PEG con una masa molar de 20 kDa a 50 kDa son usados para la conjugacién de farmacos
de bajo peso molecular como moléculas pequefias, oligonucledtidos y siRNA, el resultado de
esto es la abolicién del aclaramiento renal rapido por el incremento del tamafo de los
conjugados sobre el limite de aclaramiento renal.

PEGs con masa molar de 1 kDa a 5 kDa frecuentemente son usados para la conjugacion de
farmacos mads grandes como anticuerpos o sistemas de nanoparticulados, de esta manera la
opsonizacidn y subsecuente eliminacién por el sistema del reticulo endotelial se evade, la
degradacion enzimatica se ve reducida y las cargas catidnicas son escondidas. PEGs de 3 kDa
a 4 kDa se administran oralmente como laxantes (Knop et al., 2010).

Las aplicaciones aprobadas de los PEGs por la FDA en preparaciones farmacéuticas se
presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Lista de preparaciones basado en los diferentes grados de PEG y sus rutas de
administracién (D’souza & Shegokar 2016).

PEG (PM)  Ruta de administracion Limites Forma de dosificacion

Administracion parenteral

PEG 200 Intramuscular 30% Inyeccion

PEG 300 Intravenosa 50 - 65% Inyeccion

PEG 400 Intravenosa 11.25-36% Inyeccion, infusion

PEG 600 Intravenosa 5% Solucidén inyectable

PEG 3350 Intralesional, Mayor a 3% Inyeccion
intramuscular, intrasinovial

PEG 3350 | Subcutanea 2.875% Suspension

PEG 4000 Intramuscular, 3% Inyeccion y suspension
intraarticular, Intralesional,
intrasinovial

Administracion peroral

PEG 200 Oral 20% Solucién

PEG 300 Oral 1-1.15mg Tableta
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Tabla 3. Lista de preparaciones basado en los diferentes grados de PEG y sus rutas de
administraciéon (Continuacion) (D’souza & Shegokar 2016).

PEG (PM) \ Ruta de administracion Limites Forma de dosificacion
PEG 400 Oral Mas de 984.8 mg Cépsula, films, tabletas
PEG 400 Oral 60% Concentrado, solucion
PEG 400 Oral 5% Suspension
PEG 600 Oral Mds de 580.6 mg Capsulas, tabletas
PEG 600 Oral 13% Solucién
PEG 800 Oral 3.48 mg Tableta
PEG 1000 | Oral 10%, 20 %, mas de | Concentrado, solucidn,
1.5197 mg tabletas
PEG 1450 | Oral 17 mg Capsula, tableta
PEG 1450 | Oral 20% Solucién
PEG 1500 | Oral 1.2 mg Tableta
PEG 3000 | Oral 2.302 mg Tableta
PEG 3350 | Oral 288 mg, mas de Capsula, tableta
4.5%
PEG 3500 | Oral 3.048 mg Tableta
PEG 4000 | Oral 380.5mg Capsula, tableta
PEG 4000 | Sublingual 2.5mg Tableta
PEG 4500 | Oral 10 mg Capsula, tableta
PEG 6000 | Oral 450 mg Capsula, tableta
PEG 6000 | Sublingual, bucal 70 mg Tableta
PEG 8000 | Oral 27.8 mg—167.6 mg | Capsula, tableta
PEG 20,000/ Oral 18 mg Capsula, tableta

Aplicacion topica

PEG 200 Topica 39% Ungliento

PEG 300 Topica 29.7-57% Unguento, solucién

PEG 400 Toépica 7.5-69.9% Emulsién, crema, locidn en
gel, solucidén, ungliento

PEG 540 Topica 76.5% Ungliento

PEG 600 Toépica 0.3% Solucién

PEG 900 Toépica 0.95% Solucién

PEG 1000 | Tépica 7.2% Emulsién en crema

PEG 1000 | Transdérmica 0.5% Gel

PEG 1450 | Tépica 40.8% Unguento

PEG 1500 | Tépica 5% Ungliento

PEG 1540 | Tdpica 29.7% Solucién

PEG 1540 | Dental 5% Gel

PEG 3350 | Tdpica 40% Unglento

PEG 4000 | Topica 84% Unglento

PEG 6000 | Topica 1% Ungliento
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Tabla 3. Lista de preparaciones basado en los diferentes grados de PEG y sus rutas de
administraciéon (Continuacion) (D’souza & Shegokar 2016).

PEG (PM) \ Ruta de administracion Limites Forma de dosificacion
PEG 8000 | Tdpica 4-11% Crema. emulsiéon
Otras rutas de administracion

PEG 400 Oftdlmica 4.997% Ungliento

PEG 8000 | Oftalmica 2% Solucién

PEG 1000 | Rectal 1658 mg Supositorio

PEG 3350 | Rectal 1425.96 mg Supositorio

PEG 4000 | Rectal 1269 mg Supositorio

PEG 6000 | Rectal 128 mg Supositorio

PEG 8000 | Rectal 52 mg Supositorio

PEG 400 Nasal 20% Spray dosificado
PEG 1000 | Inhalable 0.0224% Aerosol (dosificado)
PEG 3350 | Nasal 1.5% Spray (dosificado)
PEG 1000 | Vaginal - Supositorio

PEG 1450 | Uretral 9.75 mg Supositorio

PEG 4000 | Vaginal 0.5% Emulsion en crema
PEG 6000 | Vaginal 132.66 mg Tableta

PEG 8000 | Vaginal 3mg Tableta

1.3.1. Solubilizantes

Los farmacos y entidades quimicas nuevas clase 2 y 4 del sistema de clasificacion
biofarmacéutica exhiben una pobre biodisponibilidad debido a su poca solubilidad acuosa.
Para mejorar su solubilidad y permeacidn existen muchas técnicas incluyendo
modificaciones fisicas/quimicas, reduccion del tamafio de particula, formacion de
nanoemulsiones, complejos con ciclodextrinas, sistemas de liberacion de farmacos con auto
emulsificacion y solubilizacion micelar con solubilizantes y surfactantes. De las técnicas
mencionadas anteriormente, la reduccidon de tamano, inclusidon de complejos, y los sistemas
de liberacién de farmacos auto emulsificantes y nanoemulsiones requieren conocimientos
técnicos, concentraciones correctas de materias primas ademas de la alta inversidn. La
solubilizacion mediante la reduccidén de la tensidn superficial usando saponinas, detergentes
y surfactantes es relativamente barato y requiere minimos conocimientos técnicos. Sin
embargo, estas técnicas estan limitadas por su potencial hemolitico mas alld de una
concentracion particular y la estabilidad de estas formulaciones es también un problema.

La alta polaridad del PEG incrementa la hidrofilicidad e interacciones hidrofébicas con
farmacos hidrofébicos, lo cual es una importante propiedad para la solubilizacion.
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Los PEGs liquidos (PEG de 200 a 600 Da) pueden ser usados como solubilizantes miscibles en
agua en orales liquidos y parenterales. Los PEGs de alto peso molecular son usados
generalmente para la microencapsulacidn de sustancias activas y su uso minimiza el uso de
solventes fuertes que se requieren durante la encapsulacion.

Generalmente los PEGs con peso molecular mayor a 1000 Da son utilizados como agentes
de suspension y estabilizadores de emulsiones en combinacidn con otros estabilizadores
(D’souza & Shegokar 2016).

1.3.2. Potenciador de la permeacion

El PEG exhibe una pobre penetracion a través de la piel debido al impedimento estérico
brindado por las moléculas de agua adsorbidas y no irrita la piel. Aunque, la piel con una
barrera comprometida o quemaduras incrementa la penetracién del PEG
independientemente del peso molecular y puede desarrollar acidosis debido a sus
metabolitos. Los surfactantes/emulsificantes de PEG no idnicos y éteres de PEG pueden
influir en la funcién de la barrera. Los PEGs no permeables son la base preferida para parches
transdérmicos ya que pueden ser removidos de la piel facilmente, mientras que los PEGs en
estado solido, debido a las propiedades mencionadas, son utilizados en lociones, unglientos
y bases de supositorios (D’souza & Shegokar 2016).

1.3.3. Efecto de prolongacién en el sistema circulatorio

El sistema fagocitico mononuclear (SFM) rdpidamente reconoce y fagocita cualquier material
hidrofdbico, nanoparticulas, farmacos, proteinas, genes, etc., desde el sistema circulatorio.
Las propiedades fisicoquimicas como la hidrofilicidad, tamafio, la quimica y carga de la
superficie influyen en la adsorcién de proteinas sobre la superficie del material y en su
destino en el cuerpo. Las proteinas sistémicas, especialmente las opsoninas, interactian con
las particulas y las hacen reconocibles para el SFM lo cual facilita su fagocitosis.

Las cadenas ancladas de PEG forman facilmente una capa hidrofilica encapsulando el nucleo
hidrofdbico. La hidrofilicidad se puede determinar mediante el angulo de contacto, los
materiales que son hidrofilicos disminuyen el angulo de contacto del material hidrofébico.
La modificacidon de la superficie de materiales hidrofébicos con PEG ofrece una barrera
estérica hidrofilica hidratada, manteniendo las moléculas de agua. El grado de resistencia
variara de acuerdo con el peso molecular, tamafio de particula y estructura del PEG. En
ambientes acuosos el PEG puede adquirir diferentes conformaciones y formar puentes de
hidrégeno. Se ha determinado que en las cadenas de PEG hay sitios disponibles en los que
se pueden unir moléculas de agua. La mayoria de las moléculas de agua se unen firmemente,
mientras que algunas se retienen libremente provocando una hidratacién completa. Cuando
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se saturan por completo los lugares a los que se unen las moléculas de agua, las moléculas
extra de agua que quedan disponibles ayudan a la hinchazén de la matriz formando un
revestimiento. Estas moléculas de agua que se encuentran retenidas por el PEG, en su
interfaz poseen un momento dipolo generando fuerzas repulsivas entre el PEG y las
proteinas del suero. La coordinacién de moléculas de agua con el PEG (6 a 7 unidades de
mondmero) resulta en un volumen hidrodindmico incrementado del PEG comparado a otra
proteina con un peso molecular similar y este volumen hidrodindmico aumenta conforme al
peso molecular. El PEG de 40,000 Da presenta un volumen hidrodindmico equivalente al de
una proteina de 670,000 Da (D’souza & Shegokar 2016).

1.3.4. Modificador de la liberacion

Los farmacos que se encuentran atrapados en las matrices de PEG son liberadas mediante
difusién, mediante un mecanismo de erosién controlada o una combinacién de ambos. El
agua penetra a través de la matriz hasta llegar al nicleo donde disuelve el farmaco y se libera
por difusion.

La liberacién del farmaco que esta unido al PEG dependera del tipo de uniéon entre el fadrmaco
y el polimero, ya sea permanente o liberable.

La unidn permanente al PEG es una nueva molécula con propiedades mejoradas. Aunque la
pegilacién con PEG de alto peso molecular incrementa la solubilidad en agua y la vida media,
la unidn a PEG de alto peso molecular genera un obstdculo estérico al bloquear la
bioactividad en el sitio de accién.

La union liberable al PEG es similar a los profarmacos, donde la pegilacion de los conjugados
activos mediante enlazadores hidrolizables pueden liberar el activo después de estimulacién
quimica, enzimatica o térmica en el medio bioldgico.

En este sentido, el PEG ha sido muy utilizado para la formacién de hidrogeles que son un tipo
de acarreadores estimulo sensibles los cuales son liquidos a temperatura ambiente y se
transforman en gel una vez que es expuesto a la temperatura corporal. Los copolimeros
basados en PEG experimentan cambios fisicos reversibles inducidos por estimulos. Estos
cambios ocurren principalmente en entrecruzamiento, arquitectura ordenada micelar,
interacciones hidrofdbicas y electrostaticas, dominios microcristalinos, separacion de fases
y numero de agregacion (D’souza & Shegokar 2016).

1.3.5. Aglutinante y plastificante

En formulaciones sdlidas el uso de PEG de alto peso molecular (mayor a 1000 Da) puede
mejorar la eficacia de los aglutinantes en tabletas y dan plasticidad a los granulos vy si se

22



afiade en concentraciones mayores al 5% p/p en las formulaciones se puede prolongar la
desintegracién de las tabletas. Los PEG de bajo peso molecular que son liquidos a
temperatura ambiente pueden ser usados directamente como plastificantes, los PEGs que
se encuentran en estado sélido también pueden ser utilizados como plastificantes, pero
deben calentarse o encontrarse en un solvente para usarse en estado liquido.

Para films de recubrimiento se utilizan PEGs con peso molecular mayor a 1000 Da en estado
solido los cuales proveen una superficie hidrofilica en combinacién con otros polimeros
formadores de film y tienen un efecto plastificante que evita la ruptura de los films. El uso
de PEGs en films de recubrimiento confieren un 4% del peso total de la tableta.

PEG 6000 derretido es usado en granulaciones termoplasticas para formar una masa tipo
pasta que forma granulos si se agita en enfriamiento. Esta técnica es usada para formas
farmacéuticas que requieren un tiempo de desintegracidon prolongado, también es utilizado
como solvente para granulacion sustituyendo agua y alcohol.

Los PEGs liquidos de 200 a 600 Da son usados como solventes miscibles en agua en capsulas
de gelatina suaves como un plastificante (D’souza & Shegokar 2016).

2. Pegilacion

La pegilacion es el proceso de unir moléculas de polietilenglicol, ya sea de manera covalente
0 no covalente, a moléculas que van desde farmacos a macromoléculas como proteinas,
acarreadores macromoleculares, oligonucleétidos o vesiculas para mejorar las propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas de los farmacos, tales como aumentar el tiempo de
vida media sin alterar la actividad terapéutica, la proteccién de degradacidon enzimatica y
evitar un aclaramiento renal rapido.

Debido a las caracteristicas de las cadenas de PEG como su neutralidad, flexibilidad e
hidrofilicidad, inducen cambios positivos en la interaccién de las moléculas como generar
capas de barreras sobre la superficie minimizando la interaccién entre las opsoninas
presentes en la sangre y los materiales extrafios, de esta manera ayuda a disminuir los
efectos adversos inmunolégicos haciéndolos invisibles para los fagocitos. A este efecto se le
conoce como sigilo de las cadenas de PEG (Abbina & Parambath 2018).

Dos propiedades clave de este polimero son su gran flexibilidad, debido a la ausencia de
sustituyentes voluminosos a lo largo de la cadena, y la alta hidratacion del polimero. El PEG
es unico en su comportamiento con el agua por su gran solubilidad que contrasta con la
hidrofobicidad de otros polimeros similares, ademas también es soluble en muchos
solventes orgdnicos y puede formar finas monocapas en la interfase aire-agua, una
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propiedad tipica de moléculas anfifilicas. Muchas de estas propiedades pueden variar de
acuerdo con su peso molecular y, en menor extensién, con su concentracion.

Bajo circunstancias normales los PEG de bajo peso molecular promueven atraccién
(agregacidon de células/vesiculas) mientras que los PEGs de alto peso molecular inducen
fuerzas de repulsidn (estabilizacion de la dispersidn de células/vesiculas) (Pasut & Veronese
2012).

2.1. Implicaciones quimicas y bioldgicas
Implicaciones quimicas

Para prevenir entrecruzamientos no deseados durante la conjugacion del PEG con las
moléculas se suele cubrir uno de los extremos del polimero con un grupo metoxilo dando
como resultado metoxi polietilenglicol (mPEG). Este polimero sintético es producido
mediante una polimerizacidén anidnica de 6xido de etileno iniciada por un ataque nucleofilico
de un ion metoxilo sobre el anillo de epdéxido (Figura 2), y es también soluble en agua y
solventes organicos.
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Figura 2. Mecanismo de sintesis de mPEG mediante polimerizacién anidnica.

El mPEG ha sido utilizado en productos pegilados aprobados, contiene hasta un 15% de PEG
diol como impureza, el cual debe ser removido para asegurar la sintesis de un derivado de
PEG monofuncional.

El mPEG comercial normalmente tiene una baja polidispersidad, que es una medida de la
heterogeneidad del tamafio de las moléculas de PEG, con un valor en un rango de 1.01 para
PEGs de bajo peso molecular (<5 kDa) a 1.1 para PEGs de alto peso molecular (>50 kDa).

Actualmente muchas moléculas derivadas de PEG que se encuentran disponibles varian en
peso molecular y estructura, como la linear, ramificada, dendrimeros de PEG y los mas
recientes PEGs multibrazos. De esta manera el proceso de pegilacion puede ser extendido a
liposomas, péptidos, carbohidratos, enzimas, fragmentos de anticuerpos, nucledtidos,
moléculas orgdanicas pequefias e incluso diferentes formulaciones de nanoparticulas.

Para los productos que se encuentran en el mercado son utilizados principalmente los PEGs
lineares y ramificados. Los PEGs ramificados contienen dos moléculas de PEG unidas a un
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nucleo central, del cual se extiende una molécula reactiva anclada la cual se unira al farmaco.
La conjugacién con la cadena ramificada de PEG resulta en productos con mayor densidad
de PEG por sitio modificado. Los agentes ramificados o multibrazos son ventajosos si el
objetivo es un producto monopegilado.

Los PEGs monofuncionales son utilizados para la pegilacién de proteinas con un grupo
funcional unido a un extremo del polimero de PEG permitiendo la reaccion con el extremo
N-terminal.

Las técnicas de conjugacion pueden ser clasificadas en dos categorias: i) pegilacion aleatoria
de primera generacidn, y ii) Pegilacidn en sitios especificos de segunda generacién, gracias
al proceso de pegilacidén de segunda generacién se pueden obtener productos con un mejor
perfil en comparacién con los obtenidos mediante una pegilacién no especifica.

El conjugar PEG de manera irreversible puede generar algunos efectos adversos en la
actividad biolégica de muchas moléculas terapéuticas. Por lo tanto, para minimizar la
pérdida de actividad se puede realizar una pegilacion reversible.

Un producto comercial puede consistir en multiples isémeros y cada uno tendra diferentes
efectos farmacolégicos, toxicoldgicos y actividad inmunogénica. Las principales impurezas
en el conjugado final que deben ser minimizadas son la molécula nativa no pegilada y
moléculas conjugadas con un mayor nimero de PEGs de lo deseado.

La literatura general de patentes revela alguna informacion acerca de los métodos de
sintesis, pero el esquema final utilizado en la fabricacién de acuerdo con las Buenas Practicas
de Fabricacidon de reactivos PEG, el cual incluye métodos de purificacion para reducir o
remover impurezas, son especificas para cada medicamento en particular (Mishra, Nayak, &
Dey 2016; Turecek et al. 2016).

Implicaciones bioldgicas

En el caso de los PEGs, el peso molecular cominmente determina su destino y vida media.
La absorcion del PEG a través del tracto gastrointestinal y piel disminuye conforme el peso
molecular incrementa. El aclaramiento renal se ve reducido en PEG 20,000 — PEG 50,000. La
excreciéon biliar se observa para PEG mayores a 50,000 Da atribuido a su incremento de
volumen hidrodindamico.

El PEG es metabolizado mediante la oxidacién de su grupo alcohol para formar acido
carboxilico, didcidos y metabolitos del acido hidroxilico en presencia de la enzima
catalizadora deshidrogenasa. Una excesiva formacién de estos metabolitos acidos puede
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causar acidosis e hipercalcemia. PEGs de peso molecular alto sufre un aclaramiento renal
facil por lo que posee una baja toxicidad y un alto perfil de biotolerabilidad (D’souza &
Shegokar 2016).

En los inicios de la quimica del PEG, a finales de los afios 70, el profesor Frank Davis y sus
colegas demostraron que las propiedades inmunoldgicas, asi como la estabilidad de la
albumina en suero bovino y catalasa del higado bovino pueden ser alterados de manera
satisfactoria mediante el ligamento covalente a metoxipolietilenglicol (mPEG) usando
cloruro ciandrico como una agente activante, este derivado de PEG es mads util para las
modificaciones de polipéptidos (Mishra, Nayak, y Dey 2016).

Toxicologia

La toxicologia del PEG y de los sistemas de liberacion de farmacos ha sido evaluada de
manera intensiva. Para realizar las pruebas de toxicidad se han seleccionado como modelos
animales a conejos y ratas, la mayoria de los estudios toxicoldgicos se han llevado a cabo de
manera oral y han demostrado una toxicidad Unicamente a dosis altas. Después de una sola
dosis administrada, no se encontré toxicidad severa en los animales y, mas importante, no
hay evidencia sélida que demuestre una correlacion entre la toxicidad y el peso molecular
del PEG. Por ejemplo, PEG-200, 300, 400, 600 y 4 kDa tienen una DLsg similar en ratén de ~10
g/kg mientras que especificamente PEG-1000, 6000 y 9000 tienen una DLspentre 3 g/kgy 6
g/kg. En ratas no hubo signos de toxicidad cuando se les administré PEG-200, 400 y 600 y
hubo una ligera toxicidad en ratas después de una administracién inyectada de PEG-300,
4000 y 6000 con una DLsp alrededor de 10 g/kg. En modelos de conejos, la toxicidad aguda
del PEG-750 mostré una DLso de 10 000 mg/kg con hinchazén tubular renal. La toxicidad
crénica del PEG-200, 300, 400, 1000, 1500, 3000 y 7000 en conejos tuvieron un efecto en el
higado con dosis de 350 mg/kg/dia por cinco semanas. Los estudios a corto y largo plazo de
mutagenicidad, test teratogénicos en ratas, y ensayos clinicos en humanos han demostrado
gue la administracién oral y no oral de PEG es segura. De cualquier manera, se reportd que
la ventana de dosificacion en humanos es aproximadamente 600 veces mas alta comparado
con animales, los estudios en estos Ultimos demostraron que la toxicidad raramente existe
en humanos. Especialmente en las pruebas a dosis altas, los resultados patolégicos indicaron
gue no hay déficit funcional y el PEG y los sistemas de liberacion de farmacos pegilados,
como liposomas y polimerosomas han sido visualizados con una funcionalidad activa.

Ademads, no hay evidencia que demuestre que los sistemas de liberacién de farmacos tengan
una alta toxicidad debido a la aplicacién de PEG en ellos. Aunque la seleccion de diferentes
pesos moleculares de PEG pueden influir en la excrecidn y la farmacocinética de los sistemas
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de liberacién de farmacos pegilados, no se ha reportado una relaciéon con su toxicidad (Liu
et al. 2016; D’souza and Shegokar 2016).

2.2. Inconvenientes

A pesar de que el concepto de pegilacidn es simple y efectivo en la mayoria de los casos,
recientemente varios posibles problemas de seguridad surgieron del uso repetido de
productos relacionados con PEG. Varios reportes demostraron que los productos pegilados
pueden causar respuesta inmunoldgica (en administracion oral e intravenosa),
hipersensibilidad, vacuolacién citoplasmdtica, aclaramiento acelerado de la sangre vy
generaciéon de anticuerpos bajo ciertas condiciones. Ademds de esto, el PEG no es
biodegradable y el PEG de alto peso molecular ha mostrado una acumulacién significativa en
tejido. A pesar de que los PEGs de bajo peso molecular son preferidos para usarse en
diferentes aplicaciones biomédicas, los productos de oxidacion de los oligdmeros de menor
peso molecular han mostrado efectos secundarios téxicos. El PEG sufre degradacién bajo
condiciones de estrés exdgenas tales como calor, radiacidn o fuerzas mecdnicas. Esto influye
en las formulaciones de medicamentos y el almacenamiento de PEGs.

Algunos pocos reportes también sugieren que la pegilacion de proteinas reduce su afinidad
de unidn, asi como su actividad bioldgica debido a la naturaleza cerosa de soluciones
concentradas y la polidispersidad inherente de PEG activado y sus derivados que se
encuentran comercialmente disponibles pueden generar complicaciones en el analisis de los
productos (Abbina & Parambath, 2018).

3. Pegilacion de farmacos

Tedricamente, la pegilacién puede ser usada para dirigir cualquier molécula activa, pero es
usualmente aplicado a macromoléculas, tales como péptidos, proteinas, oligonucleétidos y
moléculas orgdnicas pequefias que tienen un fin terapéutico.

Para dar un uso mas efectivo de los farmacos se han adoptado diversos enfoques vy, en
particular, la pegilacion provee muchos beneficios derivado de la unidn del polietilenglicol a
especies bioactivas.

Cuando el PEG es unido a la superficie de una proteina, el incremento de tamafio que resulta
de eso permite reducir el aclaramiento renal e incrementa su estabilidad ya que mejora la
resistencia a protedlisis, lo cual prolonga el tiempo de circulacién.

Este proceso también reduce la inmunogenicidad, antigenicidad y toxicidad del farmaco y
provee beneficios adicionales al minimizar la pérdida de volumen de inyeccion debido a la
adsorcién en los sitios de inyeccion y mejorando la solubilidad. Se ha reportado que un gran
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numero de conjugados de PEG son mas eficientes y estables que las moléculas nativas, por
este motivo muchos conjugados han alcanzado el mercado como productos comerciales.
Adicionalmente, la pegilacién también ofrece ventajas comerciales, porque transforma las
moléculas a su equivalente pegilado, y asi reduce la amenaza que presentan los biosimilares
(Kang, DelLuca, y Lee 2009; Knop et al. 2010).

La mayoria de los profarmacos basados en PEG han sido desarrollados para la liberacion de
agentes anticancerigenos como paclitaxel, metotrexato y cisplatino. Los profarmacos de alto
peso molecular que contienen componentes citotéxicos han sido desarrollados para
disminuir los efectos secundarios y para obtener una administracién mas especifica del
farmaco en los tejidos cancerosos. Al disefiarlos, se espera que un profarmaco
macromolecular antitumoral sea estable en circulacion y que solo se degrade después de
llegar a la célula o tejido blanco. El conjugado de PEG-farmaco puede ser adaptado para que
se active por enzimas extra o intracelulares liberando el farmaco in situ (Figura 3).

Célula

Conjugacion Biotransformacion

Barrera de solubilidad

I

Profarmaco

Figura 3. llustracién esquematica del concepto de profarmaco.

En general, los compuestos de bajo peso molecular se difunden en tejidos normales o
tumoroso a través del endotelio de la capa celular de los capilares. La conjugacion de
farmacos de bajo peso molecular con acarreadores poliméricos de alto peso molecular
resulta en profarmacos de alto peso molecular. Sin embargo, esta conjugacion altera
sustancialmente el mecanismo de internalizacion celular y acumulacién. Los farmacos de
alto peso molecular son internalizados mediante endocitosis, lo cual es un proceso de
internalizacion mas lento que la difusidn simple. Por lo tanto, en el caso de endocitosis se
requiere una mayor concentracion de farmaco fuera de la célula para producir el mismo
efecto celular que el correspondiente a farmacos de bajo peso molecular. Los profarmacos
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de alto peso molecular poseen una actividad especifica baja comparado con la forma libre
de los farmacos. Por ejemplo, profarmacos anticancerigenos poliméricos son generalmente
menos toxicos que cuando se encuentran de forma libre, pero requieren concentraciones
mas altas dentro del tumor para ser citotéxico. Puede compensarse el decremento en la
eficacia del farmaco mediante la orientacién del farmaco polimérico a érganos, tejidos y/o
células especificas.

Siguiendo dos enfoques las maneras generalmente usadas para orientar fdrmacos
anticancerigenos poliméricos a tumores o células cancerosas son la orientacién pasiva y la
orientacion activa (Banerjee et al., 2012).

Orientacion pasiva

La orientacidn pasiva es un efecto del sistema de liberacién en el que el farmaco conjugado
con un polimero que lo libera y es entregado fuera del sitio blanco debido a condiciones
ambientales alteradas. Los tumores y otras muchas areas inflamadas en el cuerpo tienen
vasculatura hiperpermeable y un pobre drenaje linfatico que provee una retencién de
macromoléculas dentro del tumor y areas inflamadas. Este fendmeno es llamado efecto de
mayor permeabilidad y retencion (EPR) que constituye una de las estrategias de
acarreadores de farmacos anticancerigenos. El EPR es un efecto usado primariamente para
la orientacidn pasiva debido a la acumulacién del profarmaco dentro del tumor o drea
inflamada. Los fdrmacos de bajo peso molecular acoplados covalentemente con
acarreadores de alto peso molecular son eliminados de manera ineficiente debido al drenaje
linfatico obstaculizado y por lo tanto se acumula en los tumores. Mientras que el efecto EPR
mejora la habilidad de la orientacién pasiva debido a su alto grado de acumulacion del
farmaco en el tumor y subsecuentemente por su acumulacién, el profarmaco libera
lentamente las moléculas de farmaco lo cual provee una alta biodisponibilidad y una baja
toxicidad sistémica.

La orientacion pasiva aumenta la concentracion del conjugado en el ambiente del tumor y
por lo tanto forza “pasivamente” al farmaco polimérico a entrar a la célula, por medio del
gradiente de concentracidn, entre los espacios intracelulares y extracelulares y por esto no
es muy eficiente. La manera mas eficiente de la orientacidn es mediante la orientacion activa
(Banerjee et al., 2012).
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Figura 4. Mecanismo de liberacién de farmaco mediante orientacion pasiva.

Orientacion activa

La orientacién activa estd basada en la interaccion entre dos pares bioldgicos (por ejemplo,
ligando y receptor, antigeno y anticuerpo, enzima y substrato) (Figura 4). La orientacion
activa se logra mediante la unién de agentes orientadores que se acoplan a receptores
especificos en la superficie de la célula con el profdrmaco mediante una variedad de
conjugaciones quimicas. Las moléculas mds usadas para la orientacion son péptidos ligandos,
residuos de azucar, anticuerpos y aptadmeros especificos para receptores particulares,
selectinas, antigenos y mRNAs expresados en células o érganos blanco. La interaccién de
estas moléculas orientadoras con su molécula blanco resulta en el consumo del farmaco
mediante dos vias: internalizacién del profarmaco completo o internalizacion del farmaco a
las células blanco por varias vias de endocitosis y fagocitosis (Banerjee et al., 2012).
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Figura 5. Mecanismo de liberacién de farmaco mediante orientacién activa.

Internalizacion del profdrmaco

En este sistema, el farmaco se escinde intracelularmente después de la endocitosis. El
profarmaco internalizado exhibe actividad farmacolégica al llegar al citosol o al nucleo, los
cuales son los sitios de accion de farmacos intracelularmente activos. Este proceso puede
ser dividido en varios pasos como se esquematiza en la Figura 6. La interaccion del
profarmaco orientado con su receptor correspondiente inicia una endocitosis mediada por
el receptor mediante la formacién de una vesicula endocitica y vesiculas de transporte
limitados por la membrana de los endosomas con un sistema de liberaciéon polimérico
dentro.

La actividad del farmaco es preservada durante el transporte intracelular mientras que el
endosoma recubierto por membrana previene de degradacion por enzimas al fdrmaco. Si
el conjugado farmaco-polimero es disefiado con la incorporacion de una unién escindible
enzimaticamente entonces el farmaco es liberado del conjugado farmaco-polimero por
enzimas lisosomales y podria salir de un lisosoma por difusién. La ventaja es una alta
concentracion del farmaco localmente con un potencial incremento en su eficacia
(Banerjee et al., 2012).
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Figura 6. Mecanismo de internalizacion de un profarmaco.

Internalizacion del farmaco

En este sistema, el farmaco conjugado es escindido extracelularmente. Se ha reportado
gue el microambiente de los tumores es ligeramente acido en modelos animales y
pacientes humanos y el valor de pH en tejido de tumores es generalmente de 0.5 — 1.0
unidades mas bajo que en tejido normal (Banerjee et al., 2012).

3.1. Historia

El concepto de pegilacidén fue introducido por primera vez a finales de los afios 70, sin
embargo, fue esta los afios 90 en que alcanzé aplicaciones farmacéuticas.

La idea de conjugar PEG a una proteina fue propuesta por primera vez a finales de los anos
60 por el profesor Frank Davis. Su propdsito era hacer que las proteinas recombinantes
fueran menos inmunogénicas en el cuerpo y mejorar el tiempo de circulacion y de
actividad.

El acoplamiento de una proteina al PEG fue reportada por primera vez en 1977 por
Abuchowski en conjunto con su profesor Frank Davis, quienes demostraron en dos estudios
qgue el conjugado de albimina con PEG es no inmundgeno y el conjugado de catalasa de
higado con PEG aumentaba su circulacién en sangre de 12 a 48 horas mientras mantenia
su actividad de enzima. Continuaron publicando articulos acerca de la pegilacidon de
proteinas y en 1981 fundaron la primera compafiia de pegilacion, llamada Enzon, para
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producir y vender proteinas pegiladas a compafiias farmacéuticas. Su primer producto
aprobado fue PEG-adenosina desaminasa, aprobada en 1990. De hecho, su posicidn lider
demuestra que la pegilacién de moléculas es una herramienta bien establecida para el
control de las limitaciones que pueden presentar los farmacos.

En 1992 Milton Harris fundd la segunda compaiiia de pegilacién llamada Shearwater.

Después de que los estudios en animales demostraran que la modificacidon de proteinas
con su unién a PEG extiende su vida media en sangre y controla su inmunogenicidad se
realizaron estudios y mejoras para la union de PEG a otras moléculas, los cuales se
encuentran resumidos en la Tabla 4 (Hoffman, 2016; Poovi & Damodharan, 2018).

Tabla 4. Historia de la pegilacién (Poovi & Damodharan, 2018).

Década PEGs Observaciones generales Aplicaciones

1970-1980 | PEG-clorotriazina . . Estudios de
Material de partida investigacion
PEG-succinimidil inmunogénico o toxico, PEG . 'g L
. - modificacion de
succinato altamente poli disperso, .
. . enzimas por
selectividad baja . (e
biocatalisis

PEG-tresilato

1980-1990 | PEG-aldehido

PEG-succinimidil
carbonato
Conjugacion sitio especifica,
PEG menos poli disperso,
ausencia de dioles

PEG-pNO; fenil
carbonato

Terapia de reemplazo
enzimatico

PEG-AA-NHS

PEG-
carbonilimidazol

1990-2000 | PEG ramificado
Citosinas, hormonas,

PEG-NHS Selectividad mejorada, . )
C e , orientacion de
comercializacidon de farmacos | .,
L . farmacos
PEG-maleimida pegilados . i
anticancerigenos
PEG-OPSS
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Tabla 4. Historia de la pegilacién (Continuacidn) (Poovi & Damodharan, 2018).

 Década____ PEGs _Observaciones generales ___ Aplicaciones
2000 en
adelante Acoplamiento

enzimatico
Caracterizacién quimicay
bioldgica detallada de los
conjugados, combinacion de
ingenieria genéticay
pegilacidn para el diseio de
PEGs bifurcados | nuevos farmacos,
requerimientos regulatorios
PEGs en forma de| mas estrictos

estrella

PEGs mono
dispersos

Pegilacion de farmacos
(no proteinas),
pegilacién de
oligonucleétidos y
pegilacién de células

Acoplamiento de
disulfuro

PEGs liberables

AA = Aminodcidos; NHS = N-hidroxisuccinimida; OPSS = orto-piridildisulfuro.

3.2. Ventajas

El uso de polimeros biodegradables en farmacos puede ser mas benéfico ya que se evitarian
las dificultades para lograr la excrecién completa, aunque tendrian que considerarse otros
problemas como la toxicidad de productos de degradacién y el tiempo de vida limitado.

Algunas ventajas del PEG son su alta solubilidad en solventes organicos y en agua, la
modificacidn de los grupos finales es relativamente facil y una baja toxicidad intrinseca que
hace que el polimero sea ideal para aplicaciones biolégicas. Debe permanecer en mente que
la excrecién del PEG no depende directamente de la masa molar del polimero sino del
volumen hidrodindmico afectado por la conformacién del polimero. Por ejemplo, un
polimero en forma de estrella y dendritico muestran un bajo volumen hidrodindmico en
comparacion a los polimeros lineares con masa molar similar.

Cuando el PEG se une a farmacos o acarreadores hidrofébicos la hidrofilicidad del PEG
incrementa su solubilidad en medios acuosos. Esto provee farmacos con una mejor
estabilidad fisica y térmica, que también reducen o previenen la agregacion de farmacos in
vivo, aumenta el tiempo de almacenamiento como resultado del impedimento estérico y/o
el enmascaramiento de las cargas proporcionadas a través de la formacion de una “nube
conformacional” la cual es generada por la alta flexibilidad de las cadenas del polimero, que
tienen un gran numero de posibles conformaciones. Entre mas alta es la tasa de transicion
de una conformacion a otra, mas alta es la existencia estadistica del polimero como una
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“nube conformacional” lo cual previene interacciones con los componentes de la sangre al
igual que las interacciones con proteinas como degradacién enzimatica u opsonizacion. La
formacién de esta nube también dependerd de la masa molar del PEG, la densidad
superficial, y la manera en la que el PEG se une a la superficie. La disminucién de las
interacciones con el cuerpo resulta en productos pegilados que muestran menos
inmunogenicidad y antigenicidad, estas propiedades favorables del PEG en farmacocinética
son conocidas bajo el nombre de efecto sigiloso (Knop et al., 2010).

En resumen, el PEG provee un volumen hidrodinamico a las moléculas conjugadas que
reducen su excrecion renal y prolongan el tiempo de vida media, protegen las secuencias de
aminodcidos sensibles a degradacidon quimica, enmascara los sitios sensibles a degradacion
metabdlica enzimdtica o que sean reconocibles por anticuerpos, posibilita la solubilizacion
de proteinas en solventes organicos permitiendo nuevas aplicaciones de enzimas como
biocatalisis, permite la solubilizacion de farmacos insolubles en medios fisioldgicos, reduce
la opsonizacién o la adhesion de proteinas a la superficie incrementando la
biocompatibilidad, reduce la agregacién de proteinas, ademds incrementando el peso
molecular tiene numerosas ventajas farmacoldgicas como el reducir la frecuencia de
dosificacién sin disminuir su eficacia, incrementa la estabilidad del farmaco y puede generar
nuevas oportunidades de sistemas de liberacién de farmacos y nuevos regimenes de
dosificacién (Poovi & Damodharan 2018).

3.3. Mecanismos

Generalmente la pegilaciéon de proteinas se logra después de la modificacion de la
polimerizacién de mPEG para prevenir el entrecruzamiento. Los grupos mdas comunes para
el acoplamiento son los grupos amino terminales y los residuos de lisina. Sin embargo,
debido a la prevalencia de lisina, la conjugacién de primera generacidén genera pegilaciones
no controladas resultando en mezclas heterogéneas. Los nuevos métodos de pegilacion se
basan en métodos precisos. En la actualidad, las estrategias de ligacion quimica estan
disponibles para la conjugacidn eficiente y especifica a residuos cisteina, tirosina y arginina.
La tecnologia genética recombinante puede ser empleada para lograr expresiones precisas
de residuos especificos para la pegilacion. También existen otras técnicas que emplean
enzimas e ingenieria genética para el acoplamiento de los polimeros a las proteinas
(Ekladious et al., 2019).

La configuracion del PEG puede ser ajustada para ser una estructura lineal o ramificada con
varios procesos de sintesis. La pegilacion ramificada puede incrementar el tamafio en los
farmacos y aumenta el peso molecular total sin influir en el tamano de la estructura final
evitando ocupar muchos sitios activos y reducir su actividad, ademas puede mejorar el pHy
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la estabilidad térmica. Mientras que los sistemas acoplados con PEG linear pueden evitar la
digestion proteolitica y la union innecesaria de proteinas que facilitan la temprana
degradacion.

Estructuralmente, los PEG aplicados con mayor frecuencia actualmente son los que tienen
grupos hidroxilo terminales (HO-PEG-OH) y monometoxi PEG (mPEG) con un solo grupo
hidroxilo. Aunque la quimica de la pegilacidon provee mas posibilidades de modificar el PEG
con otros grupos activos para que pueda ser utilizado para unirlo a péptidos, proteinas y
sistemas de liberacion de farmacos (Liu et al., 2016).

3.3.1. Sintesis organica

De manera general, la conjugaciéon de PEG a otras moléculas se lleva a cabo mediante la
funcionalizacién de uno o ambos grupos terminales del PEG y posteriormente su unién a la
molécula de interés.

Los métodos mas comunes para la activacidon de los hidroxilos terminales del PEG son: el
método con cloruro ciandrico y sus variantes y el método con succinimidil succinato PEG, el
succinimidil activa ésteres y fenilcarbonatos. La idea principal es sustituir el grupo hidroxilo
del PEG por un grupo funcional electrofilico para que sea mas afin a grupos especificos como
aminas, grupos sulfhidrilo y otros nucledfilos.

Estas técnicas utilizadas para la modificacién de PEG son simples y directas y mayormente
dependiente de grupos activos como anhidridos, cloruros y carbonatos. Aunque también hay
un inconveniente detrds de este procedimiento y es que es dificil producir PEG modificado
con mono extremo y alto peso molecular (F. Liu et al., 2016).

Las estrategias utilizadas cominmente para la conjugacidn incluyen el uso de dos agentes
de acoplamiento como diciclohexil carbodiimida (DCC) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida o uso de ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS). La conjugacién quimica de
farmacos u otras biomoléculas a polimeros y sus variables pueden formar enlaces estables.,
lo cual es esencial para prevenir la liberacién del farmaco durante su transporte hasta que
llegue al sitio blanco.

Los enlaces covalentes son enlaces comparativamente estables y pueden llevar el farmaco
al sitio blanco. De cualquier manera, en algunas instancias los enlaces podrian no facilitar la
liberacion de farmacos y péptidos bajo la influencia de cambios aceptables en el ambiente.

En el pasado, los sistemas pegilados habian sido disefiados principalmente para liberacion
de agentes anticancerigenos debido a sus implicaciones globales en el tratamiento. Debe de
sobresaltarse que se espera que los conjugados PEG-farmaco anti-tumor sean estables
durante la circulacién y que se degraden/hidrolicen Gnicamente al llegar al sitio blanco. Estos
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conjugados también pueden ser adaptados para liberar el farmaco in situ con una activacién
de enzimas extra o intracelulares o con cambios de pH.

Se debe tomar que cuenta que el PEG tiene limitaciones para ser conjugado debido a que
solo posee uno (o en el caso del PEG modificado, dos) grupos terminales funcionales al final
de la cadena del polimero. Para sobrellevar esta limitacion del PEG, se ha propuesto
acoplarlo con aminodcidos como aminodcidos dicarboxilicos y acido aspdartico. Esta
derivatizacién incrementa el nUmero de grupos activos a diferencia del PEG original. Usando
el mismo método con repetitiva derivatizacion se han logrado estructuras dendriméricas a
cada extremo del PEG. Los polimeros de PEG con terminales hidroxilo pueden ser facilmente
modificados por moléculas con cadenas alifaticas o aminodacidos pequefos (Banerjee et al.,
2012).

Los derivados de PEG son comuUnmente usados para acoplarlos a grupos funcionales de
agentes activos biolégicamente. Basado en los sitios reactivos de las entidades
biolégicamente activas, la pegilacion requiere diferentes funcionalidades de los reactivos de
PEG de acuerdo con la Tabla 5. La cuidadosa seleccién de la quimica de pegilacion y las
condiciones de reaccién dan como resultado productos pegilados con diferentes
propiedades terapéuticas. En general, para maximizar los beneficios farmacoldgicos de la
pegilacién, se debe formar una unién estable entre el polimero de PEG y el fdrmaco. En
conjunto el polimero de PEG primero es activado para que reaccione con la molécula a la
cual se unira. Hay gran variedad de modificaciones quimicas usadas para preparar un
derivado de PEG activo con grupos funcionales tales como carbonato, éster activo, aldehido
o tresilato que son adecuados para acoplarse a una molécula diana determinada. El derivado
de PEG activado es unido covalentemente al grupo reactivo del farmaco o molécula diana.

Tabla 5. Guia general para la seleccién de reactivos para pegilacion (Poovi & Damodharan,
2018).

Reactivos de PEG \ Pegilacion

Pegilacion de amina y pegilacion N-terminal: Los reactivos de PEG reaccionan con aminas
presentes en macromoléculas biolégicas

PEG-NHS El éster activado de N-hidroxisuccinimida (NHS) del acido carboxilico
del PEG puede reaccionar con el grupo amino de la lisina.
El acoplamiento requiere condiciones leves como pH de 7-9, baja
temperatura de 5 a 25 °C por un periodo de tiempo corto. El enlace de
amida formado es fisioldgicamente estable
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Tabla 5. Guia general para la seleccién de reactivos para pegilacion (Continuacion) (Poovi &
Damodharan, 2018).

Reactivos de PEG Pegilacion

PEG-aldehido Aminacion reductiva con aminas primarias para producir aminas
secundarias, en la presencia de agentes reductores como borohidruro
de sodio y ciano borohidruro de sodio. El pH es un parametro
importante durante la aminacion reductiva

PEG-isocianato Reaccién con una amina para producir un enlace de uretano estable

PEG epodxido Adicién nucleofilica

PEG-isotiocianato Reacciona con una amina para producir un enlace de tiourea estable

PEG-COOH Usualmente, el 4cido debe activarse, como el éster NHS.

PEG-NPC La amina reacciona con NPC funcionalizado bajo las condiciones
apropiadas

PEG-acrilato Adicion de Michael de amina y acrilato de éster

Pegilacion de carboxilo: Los reactivos de PEG reaccionan con el acido carboxilico en
presencia de agentes acoplantes como DCC (N,N’-diciclohexil carbodiimida) y EDIC (N-(3-
dimetilaminopropilo)-N’-etilcarbodiimida, clorhidrato)

PEG-amina Formacién de amida bajo condiciones de acoplamiento con DCC o EDIC
PEG-hidrazida Después de su activacion por EDIC a pH levemente acido, el grupo
carboxilo de las proteinas reaccionan facilmente con el PEG-hidrazida,
mientras que los grupos amino presentes en todos los reactivos
permanecen inactivos en estas condiciones particulares

Pegilacion de tiol: La pegilacion de tiol es para tioles libres de moléculas bioldgicas como
cisteina
PEG-Maleimida Adicion de Michael, el tiol reacciona con el enlace C=C en el anillo

maleico para formar una union fisiolégicamente estable.

La condicion ideal de reaccién es a pH 8

PEG-OPSS La formacion de enlace disulfuro S-S, el cual puede ser invertida
mediante agentes reductores como boro hidrato de sodio y
tioetanolamina

PEG-vinil sulfona Adicion de Michael, los tioles reaccionan con los enlaces C=C para
formar un enlace fisiolégicamente estable

PEG-tiol Formacidn oxidativa de enlaces disulfuro S-S

Pegilacién de hidroxilo

PEG-isocianato Los grupos hidroxilo reaccionan con PEG-NCO, pero algunas
consideraciones especiales son requeridas

PEG-NPC Los grupos hidroxilo reaccionan con NPC para formar un enlace de
carbonato

PEG-epdxido El PEG-epoxido reacciona mejor con hidroxilos a un pH 8.5-9.5

Los farmacos de bajo peso molecular, generalmente sintetizados mediante reacciones
guimicas organicas, a menudo presentan problemas cuando son utilizadas de manera
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terapéutica, tales como baja solubilidad, vida media corta, alta toxicidad o biodistribucién
no dirigida. La pegilacidn se aplica a estas moléculas para sobrellevar estos obstaculos, ya
gue mejora la baja solubilidad en agua lo cual lleva a obtener una mejor farmacocinética y
biodisponibilidad. Sin embargo, el potencial de la pegilacion para el acarreamiento de
moléculas organicas pequeias se ha visto limitada por la baja capacidad de carga de
farmacos; el PEG linear convencional tiene solo dos sitios finales reactivos. Para solucionar
este problema, se han utilizado los PEGs multifuncionales bifurcados, multibrazos o
dendriticos con grupos multifuncionales. Estos PEGs con sitios multi-reactivos pueden
combinarse con un principio activo y un agente de direccionamiento por una focalizacién
activa.

En la reaccidon de pegilacidon, las moléculas de PEG se unen mediante enlaces reversibles e
irreversibles. Los enlaces irreversibles generalmente requieren el uso de PEG con peso
molecular debajo de 1000 Da ya que moléculas de PEG mads grandes podrian disminuir
significativamente la actividad de los farmacos pequefios por impedimento estérico en las
células blanco. La pegilacién reversible es efectiva en enfoque de profarmaco, por lo cual la
molécula de farmaco es liberada del conjugado con PEG mediante reacciones enzimaticas en
el cuerpo. Este tipo de pegilacién permite el uso de PEGs de alto peso molecular
(mayormente de 20 a 60 kDa) para incrementar el tiempo de circulacion y mejorar la
solubilidad en agua (Park et al. 2019).

3.3.1.1. PEG N-hidroxisuccinimida (NHS) ésteres y métodos de acoplamiento

Los PEG-NHS ésteres se encuentran disponibles facilmente los cuales son reactivos con
nucledfilos para liberar el grupo saliente NHS y formar productos acetilados (Figura 7). NHS
es una eleccién para el acoplamiento de aminas, por su alta reactividad a pH fisiolégico en la
sintesis de bioconjugacidén. En particular, los grupos carboxilo activados con NHS ésteres son
altamente reactivos con aminas nucledfilas y son entidades muy comunes en péptidos y
proteinas. Los polimeros que contienen grupos hidroxilo reactivos (por ejemplo, PEG)
pueden ser modificados para obtener compuestos anhidridos. Por otro lado, mPEG puede
ser acetilado con anhidridos para formar una terminacién éster a grupos carboxilados libres.

Los PEG reactivos y sus derivados con succinimidil succinato y succinimidil glutamato son
usados para la conjugacién con farmacos o proteinas. Son usuales dos tipos de reacciones
acoplantes que involucran grupos amino: (a) acilacion y (b) alquilaciéon. Estas reacciones son
comparativamente eficientes para formar un enlace amina estable. Adicionalmente, las
reacciones de acoplamiento de carbodiimida o reticuladores de longitud cero son usadas
comunmente para acoplamiento o reacciones de condensacién. La mayoria de las
metodologias de acoplamiento implican el uso de agentes heterobifuncionales para acoplar
a través de residuos de lisina modificados en una proteina a grupos sulfhidrilo en la segunda
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proteina, mientras que la modificaciéon de residuos de lisina involucra el uso de un agente
heterobifuncional que comprende un grupo funcional NHS, juntos con maleimida o grupos
sulfhidrilo protegidos. La unidn formada puede ser un puente disulfuro o un enlace tioéter,
dependiendo de si el grupo introducido es un sulfhidrilo o maleimida, respectivamente. El
grupo tiol en la segunda proteina puede ser un sulfhidrilo endégeno libre, o quimicamente
introducido por modificacién de residuos de lisina (Banerjee et al., 2012).

s .
o= \o 1

I
N
R NH N
R—NH2 + OI —_— \ﬂ/ R + OQO///O
/K o
R 0O
Componente amino Derivado de NHS éster Enlace amida Grupo NHS saliente

Figura 7. Los compuestos de NHS éster reaccionan con nucleéfilos para liberar al grupo
saliente NHS y formar un producto acetilado (Banerjee et al., 2012).

3.3.2. Radiacién ionizante

Actualmente, los procesos industriales para la mejora de los materiales poliméricos,
basados en la radiacién quimica incluyen: polimerizacién, injerto bajo irradiacién o post-
irradiacion, reticulacién, degradacion, ciclacion, resistencia a la radiacion y preparacion de
materiales compuestos.

Las radiaciones ionizantes estan compuestas de fotones (gamma o rayos X, radiacién de
frenado o bremsstrahlung), particulas aceleradas (electrones, iones ligeros, iones pesados),
y particulas expulsadas de emisores radiactivos (particulas a o 7). Estos depositan energia
en el material a través de varios procesos de interacciéon, dependiendo del tipo de radiacion
y su energia.

La energia depositada mediante radiacion ionizante son varias drdenes de magnitud mas
altas que cualquier unién quimica. Por lo tanto, cualquier molécula presente en el material
gue recibe radiacidn ionizante puede absorber la energia. Como una consecuencia de esto,
y en contraste con las radiaciones ultravioleta, no hay grupos especificos o insensibles a
este método.

Los fotones de alta energia interactdan con el polimero a través de:

(i) Efectos fotoeléctricos a baja energia (~ 1 — 10% keV)
(ii) Efecto Compton (102— 10* keV)
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(iii) Producciéon de pares electron-positron para energia mayor a 1.02 MeV y para
materiales que contienen atomos pesados.

Basandose en la energia de los fotones usados para el procesamiento o estudio de
polimeros, el efecto Compton es preponderante. Como consecuencia, se produce una gran
cantidad de electrones secundarios energéticos, lo que induce una mayor deposicidon
durante su interaccién con los electrones objetivo.

Independientemente del tipo de radiacidn ionizante, entre la alta energia de fotones o
electrones, las transformaciones quimicas o dafios en los materiales irradiados se llevan a
cabo por los electrones secundarios y su interaccidn con los electrones de las moléculas.

Las interacciones entre los fotones o electrones de alta energia y la materia se llevan a cabo
a los 10'> segundos, induciendo la formacién de intermediarios transitorios: iones,
moléculas con electrones excitados y radicales libres. La interaccion de la radiacidon
ionizante con la materia no es un proceso continuo sino una seria de eventos: los
intermediarios se crean, estos pueden estar aislados o traslapados, dependiendo de la
energia de los electrones. Basado en la estructura de la deposicion de energia, los
intermediarios transitorios pasan por una reparticion no homogénea a través del material,
la cual es determinada por la energia y el tipo de radiacién o particula y esta relacionada
con la potencia de frenado. La potencia de frenado cuantifica la pérdida de energia por
unidad de longitud y también es conocida como transferencia de energia lineal en el
dominio de la energia donde la interaccién electrénica es preponderante y la pérdida de
energia por la particula es igual a la energia ganada por el medio. Debido a que esto es
aplicable en los dominios de energia usados en el procesamiento de polimeros, la potencia
de frenado puede ser usada de manera alternativa. La transferencia de energia lineal puede
ser expresada en varias unidades: eV A, eV nm’, keV pm™, MeV mm™.

Una parte de los intermediarios reaccionay el resto se encuentra disponible para reaccionar
con el material. La transferencia de energia lineal influye principalmente en la reparticién
inicial de los intermediarios y sus reacciones.

Los iones acelerados pueden depositar su energia a través de colisiones elasticas con el
nucleo o no elasticas con los electrones blanco.

Para los procesos de polimeros, los iones depositardn su energia a través de interacciones
electroénicas (Ferry et al., 2016).

Dependiendo de la dosis, presencia de oxigeno, y la presencia de antioxidantes los radicales
libres experimentan varias reacciones. En presencia de oxigeno, la irradiacion con altas dosis
de rayos X favorece el entrecruzamiento mientras que la irradiacion con dosis bajas de Co®°
promueve reacciones de degradacion.
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La radiacidn ionizante se ha convertido en un método efectivo de modificar polimeros
sintéticos y naturales a través del entrecruzamiento, degradacion e injerto. Durante décadas,
las radiaciones de baja transferencia de energia lineal (LET) como rayos X y rayos gamma,
han sido la herramienta primaria para la produccién con reacciones de polimerizacién.

La ventaja de los procesos con radiacidn en comparacién con procesos tradicionales son la
ausencia de residuos quimicos (ya que no se requieren aditivos quimicos para iniciar la
reaccion), puede realizarse a cualquier temperatura y puede ser limitado a la superficie. En
algunos casos se puede combinar la sintesis y modificacién de materiales con la
esterilizacion.

La dosis absorbida se define como la cantidad de energia absorbida por unidad de masa del
producto irradiado. El sistema internacional de unidades (SlI) usa el gray (Gy) para medir la
radiacion, pero la dosis absorbida de radiacion también es comunmente usada. Un gray es
igual a una dosis absorbida de 1 J/kg o0 100 rad (Ashfaq et al., 2020; Darwis et al., 2015).

Tipos y fuentes de radiacion ionizante

La radiacion es una forma de energia emitida por una fuente que viaja a través del material
en forma de particulas u ondas. Hay dos tipos de radiacién ionizante, radiacién
electromagnética y particulas cargadas de alta energia. La radiacién ionizante se puede
obtener de dos diferentes fuentes, radioisétopos y maquinas de descarga eléctrica. Los
radioisétopos que se usan comunmente son cobalto 60 (Co®°) y cesio 137 (Cs'3’) que emiten
rayos gamma, tienen un tiempo de vida media de 5.26 y 30 afos respectivamente.

Los rayos X de alta energia son generados por una maquina hecha por el hombre. Las
particulas cargadas de lata energia son generados por aceleradores de electrones. Sus
aplicaciones dependen de la energia. Los electrones de baja energia son usados para tintas
de impresoras, recubrimiento de superficies de madera, produccidn de antiestaticos,
antiempafantes y adhesivos mientras que electrones de energia media son usados para
modificar la reologia de los polimeros y esterilizar objetos delgados. Los electrones de alta
energia son usados para la esterilizacién de dispositivos médicos, tratamiento de aguas y
modificacion de polimeros (Darwis et al., 2015).

Dosis absorbida

Las modificaciones inducidas por radiacién en ciertos materiales dependeran de la dosis
absorbida, la cual corresponde a la energia depositada mediante radiacién por unidad de
masa de material. Su unidad es el gray, Gy, y 1 Gy corresponde a 1 Joule de energia
depositada en 1 kg de material.

42



Muchas de las aplicaciones en la industria de la radiacion convencional requieren la dosis
absorbida para que se distribuya uniformemente en todo el material. Los perfiles de dosis
pueden existir en un material debido a varias causas, entre estas se encuentra la limitacion
del rango de penetracién comparado con el grosor de la muestra, la carga de las particulas,
o la variacién en el equilibrio electrénico entre la superficie y la masa, para rayos gamma. La
presencia de sustancias con composiciones quimicas o densidades muy diferentes pueden
provocar que haya una heterogeneidad en la dosis. Por lo tanto, se recomienda usar el
método de Monte Carlo para calcular la dosis depositada por fuentes de radiacidon. Los
codigos mds comunes son:

i) PENELOPE que realiza una simulacién del transporte de electrones-fotones
acoplados,
ii) MCNP que tiene un propodsito general del codigo de Monte Carlo para N-particula, el

cual puede ser usado para el transporte de neutrones, fotones, electrones, o
neutrones/fotones/electrones acoplados en una configuracién arbitraria tridimensional de
materiales,

iii) Geant4 es una herramienta para la simulaciéon de como pasan las particulas a través
de la materia.

Las moléculas excitadas generadas por la irradiacion crean radicales libres, estos pueden
guedar atrapados en el polimero y el tiempo que queden dentro estara dependera de la
estabilidad del radical y de la composicion del material (Ferry et al., 2016).

La radiacion ionizante ha permitido la elaboracion de diferentes formulaciones con
polimeros como nanocompositos e hidrogeles. Estos ejemplos han llevado a grupos de
estudio a realizar el método de pegilacidn mediante radiacién, siendo una herramienta
conveniente ya que no requiere de reactivos ni condiciones especiales para llevarla a cabo.

La pegilacion mediante radiacidon ionizante se realizd por primera vez con un
anticancerigeno, se utilizé el método debido a que, generalmente la pegilacidon de farmacos
pequefios se ha visto limitada al uso de mPEG u otros derivados del polietilenglicol, lo cual
implica inconvenientes como la presencia de PEG diol, entrecruzamiento y agregados
inactivos. Para evitar estos inconvenientes se propuso la pegilacién directa usando Co®. El
mecanismo de pegilacién propuesto se encuentra en la Figura 8. El método se llevd a cabo
en agua bidestilada, la cual al irradiar con fotones gamma se ioniza produciendo electrones
secundarios con energia suficiente para ionizar otras moléculas y formar cimulos de iones.
Los radicales idnicos de agua se disociaron y las moléculas de agua excitadas disiparon su
exceso de energia para producir radicales hidroxilo y iones de hidrégeno que generaron
peroxido de hidrogeno, el cudl reacciond con el cisplatino al ser expuesto a radiacién gamma.
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Los resultados y analisis permitieron concluir el éxito del método, siendo una alternativa al
uso de derivados de PEG, este nuevo conjugado parece tener el mismo potencial terapéutico
que el cisplatino sin pegilar, sin embargo, hace falta realizar estudios clinicos, aunque este
nuevo método es prometedor para el futuro de la pegilacidon (Gonzdlez Torres et al., 2018).
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Figura 8. Mecanismo propuesto de la pegilacion inducida con radiacion gamma de
cisplatino (Gonzalez Torres et al., 2018).
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Ruta alternativa
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Figura 8. Mecanismo propuesto de la pegilacion inducida con radiacion gamma de
cisplatino (Continuacidn) (Gonzalez Torres et al., 2018).

Posteriormente, el método se usd para la sintesis isoniazida pegilada con irradiacién gamma,
se sometid a radiacién con Co®la isoniazida y las disoluciones de PEG con agua bidestilada.
El mecanismo de la pegilacién propuesto se encuentra en la Figura 9 (Gonzalez Torres et al.,
2019).
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Figura 9. Mecanismo propuesto de la pegilacion de isoniazida inducida con radiacién
gamma (Gonzalez Torres et al., 2019).
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3.4. Ejemplos

Desde la aparicién de los primeros productos enzimaticos pegilados (PEG-adenosina
desaminasa; Adagen® y PEG-L-asparaginasa; Oncaspar®) los cuales se lanzaron al mercado a
principios de los 90s, cerca de otros 18 productos pegilados han sido aprobados vy
comercializados los cuales se muestran en la Tabla 6. Los productos pegilados aprobados
incluyen varias clases de moléculas de farmacos, tales como enzimas (adenosina
desaminasa, asparaginasa, uricasa y fenilalanina amoniaco liasa), interferones (interferén a-
2a, interferon a-2b e interferén B-1a), factores estimulantes de colonias de granulocitos,
hormonas (epoetina-B), fragmentos de anticuerpos (anti-TNF Fab), factores de coagulacion,
aptameros de oligonucledtidos, péptidos sintéticos y moléculas organicas pequeiias
(naloxon).

Tabla 6. Farmacos pegilados aprobados por la FDA (Park et al. 2019).

Nombre Compaiiia Farmaco PEG unido | Enfermedad Ano de
comercial aprobacion

Adagen Enzon Adenosina Multiple 5 Enfermedad por | 1990
desaminasa kDa inmunodeficienci
a combinada
grave
Oncaspar | Enzon Asparaginasa | Mdultiple 5 Leucemia 1994
kDa linfoblastica
aguda
Pegintron | Schering- | Interferén a- | 12 kDa Hepatitis C 2001
Plough 2b
Pegasys Roche Interferén a- | Ramificado | Hepatitis C 2001
2a de 40 kDa
Neulasta Amgen Filgrastim 20 kDa Neutropenia 2002
Somavert | Pfizer Antagonista | 4-6 x5 kDa | Acromegalia 2003

del receptor
de la hormona

de
crecimiento

Macugen | Pfizer Aptdmero Ramificado | Degeneracion 2004
anti-VEGF de 40 kDa macular

Mircera Roche Epoetina-p 30 kDa Anemia asociada | 2007

a enfermedad
crénica de rifidn
Cimzia ucB Anti-TNF Fab | Ramificado | Artritis 2008
de 40 kDa reumatoide y
enfermedad de
Crohn
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Tabla 6. Farmacos pegilados aprobados por la FDA (Continuacidn) (Park et al. 2019).

Nombre Compaiia Farmaco PEG unido | Enfermedad Ao de
comercial aprobacion
Krystexxa Savient Uricasa 9-11 x 10 kDa| Gota crénica 2010
Sylatron Merck Interferén  a-| 12 kDa Melanoma 2011
2b
Omontys Affymax/ | Eritropoyetina| Ramificado | Anemia asociada| 2012 (retirado)
(peginesatid | Takeda mimética de 40 kDa a enfermedad
e) Péptido cronica de rifdn
homodimérico
Movantik AstraZene| Naloxona Heptaetilglic | Constipacién 2014
ca/Nektar ol inducida por
opioides
Plegridy Biogen Interferén  B-| 20 kDa Esclerosis 2014
Idec la multiple
Adynovate | Shire Factor de| 20 kDa Hemofilia A 2015
coagulacion
VIII
Rebinyn Novo Factor de| 40 kDa Hemofilia B 2017
Nordisk | coagulacion IX
Jivi Bayer Factor de| 60 kDa Hemofilia A 2018
coagulacién
VIII
Palynziq BioMarin | Fenilalanina | 20 kDa Fenilcetonuria 2018
(Pegvaliase) amoniacal
liasa

De los medicamentos pegilados aprobados desde 1990, 15 productos son biofarmacéuticos

a base de proteinas y se estima que estos son parte de un mercado multibillonario.

Representativamente, pegfilgrastim (Neulasta®, Amgen y Kyowa Hakko Kirin) es el producto

pegilado mas vendido con ventas anuales globales de mas de 4 billones de ddlares y sus

versiones biosimilares, como pegfilgrastim-jmdb (Fulphila®, Mylan Pharmaceuticals) y

pegfilgrastim-cbqv (Udenyca®, Coherus BioSciences) fueron recientemente aprobados por la
FDA (Park et al. 2019).

El éxito que ha tenido la pegilacién para contrarrestar los problemas de moléculas

terapéuticas ha traido avances importantes y actualmente hay muchos otros productos
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pegilados en estudios clinicos esperando a ser aprobados, estos productos se encuentran

descritos en la Tabla 7.

Tabla 7. Moléculas conjugadas con PEG en desarrollo clinico (Ekladious et al., 2019).

Nombre (compaiiia)

‘ Farmaco

Indicacion

(Shire)

linfoblastica aguda vy
linfoma linfoblastico

Turoctocog alfa pegol| Factor VIII Hemofilia A Pre-registro
(Novo Nordisk)
Calaspargasa pegol| Asparaginasa Leucemia Pre-registro

Elapegademasa
(Leadiant Biosciences)

Adenosin desaminasa

Inmunodeficiencia
severa combinada de
adenosin desaminasa

Pre-registro

Corporation)

complemento C5

macular neovascular,
senil

Pegvorhialuronidasa alfa| Hialuronidasa Cancer pancredtico | Fase lll
(Halyzome Therapeutics)

TransCon Hormona dell Hormona del| Deficiencia de la| Fase lll
crecimiento (Ascendis| crecimiento humana | hormona del
Pharma) crecimiento

Pegilodecakin (ARMO] IL-10 Céncer pancredtico | Fase lll
BioSciences)

Pegargiminasa  (Polaris| Arginina deiminasa | Mesotelioma Fase II/11I
Pharmaceuticals)

BCT-100 (Bio-Cancer| Arginasa 1 Leucemia mieloide| Fase
Treatment International) aguda

Pegsiticase (Selecta| Uricasa Gota crénica Fase I
BioSciences)

Sanguinate (Prolong| Carboxihemoglobina | Drepanocitosis Fase Il
Pharmaceuticals)

Pegzilarginasa  (Aeglea| Arginasa 1 Deficiencia de| Fase ll
BioTherapuetics) arginasa 1

BMS-986036 (Bristol-| Factor de crecimiento| Esteatosis hepatica| Fase Il
Myers Squibb) de fibroblastos 21 no alcohdlica

Dapirolizumab pegol| Anti-CD40L Fab Lupus eritematoso| Fase |l
(UCB Pharma) sistémico

Zimura (Ophthotech| Inhibidor del| Degeneracion Fase Il
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Tabla 7. Moléculas conjugadas con PEG en desarrollo clinico (Continuacién) (Ekladious et al.,
2019).

Nombre (compaiiia) Farmaco Indicacién Etapa

NKTR-214 (Nektar| IL-2 Tumores solidos Fase I/l

Therapeutics)

Olaptesed pegoll Aptamero anti CXCL12 | Cancer colorrectal y| Fase /Il

(NOXXON Pharma) pancreatico

Fovista (Ophthotech| Aptamero anti PDGFB | Sindrome von| Fase I/l

Corporation) Hippel-Lindau

BMS-986171 (Bristol| Factor de crecimiento| Esteatosis hepatica| Fase |

Myers Squibb) de fibroblastos 21 no alcohdlica

NKTR-358 (Nektar{ 1L-2 Lupus eritematoso| Fase |

therapeutics) sistémico

99mTc-3PRGD2 (Beijing| Tecnecio [99mTc]| Cancer de pulmén| Fase lll

Pharbers Genesis| Hidrazinonicotinamida | metastasico

Pharmaceutical Péptido RGD biciclico

Technology) pegilado

PegiHepTM (Cadilal Interferén a-2b COVID-19 Fase Il

Healthcare Limited)

Interferén lambda (Eiger| Interferén lambda CovID-19 Fase Il

BioPharmaceuticals)

Norditropin (Xiamen| Somatropina pegilada| Deficiencia de la| Fase lll

Amoytop Biotech) con PEG en forma de Y | hormona del
crecimiento

PEG-adrenomedullin Adrenomedulina Sindrome de distrés| Fase Il

(Bayer) respiratorio agudo

De los productos que hasta el momento se encuentran en el mercado, el componente PEG
varia principalmente en su tamafio, estructura de ramificacion y el tipo de unién. Adagen®,
Krystexxa®, Neulasta®, Oncaspar®, PEG-Intron®, Somavert® y Plegridy® estan pegilados con
moléculas de PEG que tienen un peso molecular de 5 a 20 kDa. Cimzia®, Macugen®,
Mircera®, Omontys® y Pegasys® estdn pegilados con moléculas de PEG de 30 o 40 kDa.

Adagen®y Oncaspar®

La tecnologia de pegilacion utilizada en los primeros dos productos pegilados se realizé con
PEG de 5 kDa, lo cual resulté en una uniéon amida estable.
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La enzima adenosina desaminasa estd envuelta en un metabolismo de las purinas. Para la
deficiencia de esta enzima se consideré en primer lugar usar adenosina desaminasa bovina
de 41 kDa, sin embargo, al administrarla era rdpidamente eliminada del plasma humano. La
modificacion de la misma enzima con 11 a 17 moléculas de PEG de 5 kDa con activacion
disulfuro (mPEG-SS) extendié su tiempo de vida media en circulacién y disminuyd su
inmunogenicidad. La molécula pegilada resultante fue comercializada como pegademasa
(Adagen®) para el tratamiento de inmunodeficiencia combinada severa.

La L-asparaginasa pegilada conocida como pergaspargasa (Oncaspar®) es usada para
tratamiento de leucemia linfoblastica en pacientes que tienen hipersensibilidad a la enzima
nativa. La pegilacion de la enzima obtenida de E. coli demostré una disminucién de
anticuerpos en animales comparado con la enzima nativa. Un ensayo preclinico usando PEG
activado con cloruro cianurico demostrd una baja actividad especifica pero la retencién de
la actividad pudo mejorarse usando mPEG-SS de 5 kDa (Figura 8).
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Figura 10. Conjugacion de PEG con una proteina mediante una unién disulfuro.
Krystexxa®

La uricasa es una enzima utilizada para el tratamiento de gota, esta enzima se obtiene de
mamiferos. La pegilacion de la uricasa obtenida de mamiferos puede reducir parte de su
inmunogenicidad, pero no la elimina por completo.

Esta proteina es un tetrdmero de cuatro subunidades con un peso de 34 kDa cada una, y
cada subunidad se encuentra unida a aproximadamente 9 moléculas de PEG de 10 kDa con
un tamafio del conjugado final de 500 kDa (Figura 9).
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Figura 11. Estructura del conjugado de pegloticasa.
PEG-Intron®

Este producto es INF-a2b monopegilado, el cual es sintetizado usando metoxiPEG
succinimidil carbonato (mPEG SC) de 12 kDa. El producto comercial consiste en 14 isémeros
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posicionales. La distribucién posicional de los isémeros y la actividad de los conjugados
resultantes es dependiente del pH de la reaccion de pegilacién (Figura 12).
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Figura 12. Mecanismo de pegilacién usado para la sintesis de PEG-Intron®.
Pegasys®

Producto aprobado para el tratamiento de hepatitis C o B crénica, la proteina se encuentra
monopegilada con PEG ramificado de 40 kDa y consiste en 4 isdmeros posicionales
principalmente (Figura 13).
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Figura 13. PEG ramificado utilizado para la pegilacién de Pegasys®.
Somavert®

El producto consiste en el analogo de la hormona de crecimiento recombinante pegilado con
multiples PEGs de 5 kDa. La adicidn de PEG aumentaba el peso molecular total a mas de 40
kDa extendiendo su vida media a mas de 70 horas, pero el conjugado de PEG vy lisina
interferia con la unidn al receptor. La adicién de un total de 8 aminodcidos al sitio de unién
1 hicieron que aumentara la afinidad por el receptor. El acoplamiento de los aminoacidos
afadidos con un promedio de 4 a 6 PEGs de 5 kDa estables resulto en el farmaco
comercializado.

Mircera®

Mircera es un agente estimulante de la eritropoyesis con vida media extendida
monopegilado usando MPEG succinimidil butanoato de 30 kDa, aprobado en 2007 para
tratamiento de anemia asociada a falla renal crdnica via intravenosa y subcutdnea (Figura
14).
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Figura 14. Reaccidn de pegilacidon usada para la sintesis de Mircera® con mPEG succinimidil
butanoato unido a lisina 52 y 56.

Omontys®

Un péptido estimulante de la eritropoyesis pegilado. Consiste en dos cadenas idénticas de
21 aminodcidos covalentemente unidos a PEG ramificado de 40 kDa para un tamaiio total
de 45 kDa. El producto llego a Estados Unidos en abril del 2012, sin embargo, tuvo efectos
adversos inesperados que provocaron su retiro del mercado en febrero del 2013 (Figura 15).
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Figura 15. Estructura de Omontys®, un péptido pegilado. Un enlazador ramificado conecta
los dos péptidos a PEG ramificado de 40 kDa.

Macugen®

Es un aptdmero de 28 nucleétidos pegilado para el tratamiento intravitreo de degeneracién
macular relacionado a la edad. Generalmente los aptameros tienen una vida media corta ya
que sufre escisién por nucleasas. Por esta razén, requieren modificaciones para que
funcionen como producto farmacéutico.

Neulasta®

Es la forma del factor estimulante de colonias de granulocitos pegilada aprobada para el
tratamiento de neutropenia. La pegilacion se llevd a cabo con PEG de 20 kDa vy la aplicacion
de quimica de aldehidos al factor estimulante usando una conjugacion selectiva a pH bajo.

El acoplamiento usando agentes PEG alquilantes genera enlaces estables a la proteina sin
reducir su carga. Estos agentes alquilantes como PEG aldehidos se usan para la pegilacidn
selectiva en amino terminales.
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Plegridy®

Es la forma pegilada del interferén beta-1a (INF B-1a), aprobado para el tratamiento de
esclerosis multiple recurrente remitente. El INF 3-1a no pegilado también es comercializado
bajo el nombre de Avonex® para el mismo tratamiento, se recomienda que éste sea
administrado una vez a la semana via intramuscular mientras que el farmaco pegilado se
administra cada 14 dias via subcutdnea. Al INF B-1a se le unié covalentemente una molécula
linear de mPEG-0O-2-metilpropionaldehido (Figura 16).

H

mFPFEG -

8] O
CH4

Figura 16. Estructura del PEG linear para modificar INF B-1a.
Cimzia®

Es un fragmento de un anticuerpo monoclonal especifico del factor de necrosis tumoral (anti-
TNF) pegilado, aprobado para el tratamiento de artritis reumatoide crénica de moderada a
severa, enfermedad de Crohn y espondiolartritis axial. El fragmento del anticuerpo es
producido mediante E. coli y unido a PEG de 40 kDa.

Movantik®

El producto Movantik® es producido por el laboratorio AstraZeneca, el cual consiste en
naloxona pegilada, la naloxona es una molécula pequefia con un peso molecular de 651.79
g/mol al cual se le unié al grupo 6-a-hidroxilo del a-naloxol mediante una unidn éter (Figura
17). Este medicamento fue aprobado en 2014 por la European Medicines Agency como
tratamiento de constipacién inducida por opioides en pacientes adultos que tienen una
respuesta inadecuada a los laxantes administrando una tableta diaria, y también fue
aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) como tratamiento para constipacién
inducida por opioides en pacientes adultos con dolor crénico (Park et al., 2019; Turecek et
al., 2016).
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Figura 17. Naloxona con PEG unido al grupo 6-a-hidroxilo.

3.4.1. Caracterizacidn de conjugados con PEG

El PEG no es detectable por si mismo ya que no posee color ni fluorescencia, ademas no
libera productos faciles de cuantificar después de la hidrdlisis. Para detectar los conjugados
con PEG se puede realizar una reaccidn colorimétrica de PEG con yodo para su evaluacion
directa, aunque este método posee una baja sensibilidad.

La caracterizacién mediante espectroscopia IR a menudo resulta en la identificacion de los
grupos funcionales y la manera en la que se encuentra unido al polimero, y en algunos casos
el espectro de absorcidn constituye una huella molecular. El grado de sustitucidon del
polimero puede ser evaluada por los diferentes tiempos de retenciéon al eluir en
cromatografia de permeacion en gel, donde se muestran los conjugados modificados de
diferente manera. Los métodos colorimétricos y fluorimétricos son utilizados para calcular
el nimero de cadenas unidas de PEG desde la disminucidon de grupos amino sin reaccionar
con respecto a los totales antes de que se lleve a cabo la reaccién.

La espectroscopia de masas MALDI (desorcidon/ionizacién mediante laser asistida por matriz)
y la espectroscopia de masas tipo electrospray fue propuesta para la evaluacién de las
proteinas conjugadas con PEG. Para evaluar la distribucidn de los conjugados formados y la
cinética de las reacciones de pegilacidn, se usa la cromatografia de exclusién por tamafo en
combinacidn con dispersion de luz con multiples angulos. Subsecuentemente, la
cromatografia de intercambio de iones se realizd para cuantificar las diferentes isoformas de
lisozimas monopegiladas. La electroforesis capilar también ha sido utilizada para la
caracterizacion de proteinas conjugadas con PEG. Este método permite una gran separacion
de los isdbmeros de PEG-proteina que no se pueden detectar mediante HPLC o cromatografia
de intercambio idnico. Finalmente, la electroforesis SDS-PAGE es utilizada rutinariamente
para monitorear la reaccion de pegilacion, sin embargo, este método estd limitado a
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péptidos o proteinas de bajo peso molecular pegilados ya que el obstaculo de los conjugados
interfiere con la penetracion en el gel.

El marcaje fluorescente de las moléculas da informacidn cualitativa, es una herramienta
versatil, especifica, altamente sensible y simple de realizar, esta herramienta también
permite conocer la distribucion de las moléculas pegiladas en érganos y células.

Algunos métodos para determinar el peso molecular de polimeros se encuentran resumidos
en la Tabla 8.

El marcaje radioactivo es un método sensible y seguro para el rastreo de moléculas, los
analitos pueden ser marcados al reemplazar 4tomos en la estructura molecular con su
radioisétopo o ser quimicamente modificado con radionuclidos. Debido a que el marcaje no
altera la estructura de la molécula se puede hacer un seguimiento del comportamiento
farmacocinético para determinar la absorcidn, distribucién, metabolismo y excrecidn in vivo
(Poovi & Damodharan, 2018; Z. Zhang et al., 2020).

Tabla 8. Métodos para determinar el peso molecular de un polimero (Poovi & Damodharan,
2018)

Método Parametro medido

Ensayo del grupo final Numero de grupos finales en una cantidad conocida de
polimero

Crioscopia Punto de congelacién de una solucién diluida de polimero

Ebullometria Punto de ebullicién de una solucién diluida de polimero

Osmometria de presion de| Diferencia de temperatura entre gotas de solucidn de

vapor polimero y disolvente en vapor de disolvente saturado

Osmometria de membrana | Presién osmética de un solvente polimérico

Ultracentrifugacion Concentracion de polimero después de una centrifugacién
controlada

Dispersion de luz Intensidad de la luz dispersa por una solucién diluida de
polimero

Cromatografia de exclusién| Volumen de una solucidn de polimero eluido a través de una
molecular columna de cromatografia de exclusién molecular empacada
con microparticulas porosas

Cromatografia de exclusién| Volumen de una solucién de polimero eluido a través de una
molecular y dispersion de luz| columna de cromatografia de exclusién molecular empacada
con microparticulas porosas e intensidad de la luz dispersa

por una solucidn diluida de polimero
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Tabla 8. Métodos para determinar el peso molecular de un polimero (Continuacion).

Método Parametro medido
Viscosimetria Tiempo de flujo de una solucién de polimero a través de
un capilar

3.5. Perspectivas

La modificacidon de proteinas, péptidos y otras moléculas terapéuticas con su conjugacion
con polietilenglicol es un método bien conocido para mejorar las propiedades
farmacoldgicas y farmacocinéticas. Aunque esta tecnologia ha permitido el desarrollo y
aprobacion para la comercializacién de diversos medicamentos, aun existe una situacién
compleja de propiedad intelectual que abarca la pegilacidn de sitios especificos y agentes
PEG ramificados, lo que dificulta el uso mas amplio de tecnologias modernas para nuevos
productos. La expiracion de estas patentes daria lugar a la libertad de operar la tecnologia
de pegilacién en un futuro cercano y podria resultar en la expansidn de la produccién de
nuevas terapias.

Se sabe que los medicamentos requieren una mejora en sus propiedades farmacoldgicas y
farmacodinamicas, y la pegilacién ha demostrado ser una herramienta valiosa para la
modificacion de moléculas de uso terapéutico (Poovi & Damodharan, 2018; Turecek et al.,
2016).

Durante las ultimas dos décadas este es un método que ha madurado y evolucionado
rapidamente, por lo que podemos anticipar que es una herramienta robusta que permitira
no solo la modificacién de moléculas terapéuticas como moléculas pequefias y proteinas
sino que también tendrd un desarrollo importante en otras modalidades terapéuticas que
integraran la orientacion molecular, la terapia y diagnostico en un solo acarreador (Ekladious
et al,, 2019).

4. Pegilacion de acarreadores farmacéuticos

El nucleo de la investigacidn convencional en farmacos es el disefio de moléculas pequenas
basadas en un acto de balance de acuerdo con el principio de Paracelso “la dosis hace al
veneno”; la molécula de farmaco dentro del cuerpo se difunde, una cantidad intacta
suficiente llega al lugar deseado, para tener el efecto deseado sin un nivel de toxicidad
inaceptable debido a la actividad fuera del blanco. Esencialmente, un farmaco es una
molécula que es posible sintetizar, realiza una funcién especifica en un tejido especifico,
tiene un perfil de solubilidad que permite ser llevado a la locacidn en la que efectla su accidn
y, a su dosis eficaz, tiene un nivel de toxicidad, conocida coloquialmente como efecto
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secundario, el cual es aceptable. Muchas moléculas de farmacos, que pueden ser
extremadamente efectivas, una vez que llegan al blanco hay una falla en el balance y el
farmaco también es muy téxico (Bunker, Magarkar, & Viitala 2016).

Los sistemas de liberacién de farmacos (DDS) son sistemas definidos que permiten la
liberacion de farmacos o agentes terapéuticos de forma controlada para mejorar su eficacia.
Han sido muy estudiados durante las ultimas décadas y se ha encontrado que sufren de una
baja circulacidn en sangre, interacciones no especificas, degradacién, baja solubilidad, un
aclaramiento rdpido por rifidn y son muy propensos a generar anticuerpos neutralizantes.
Adicional a esto, hay dificultades como el control en el perfil farmacocinético,
biodistribucion, ajuste en el tiempo de circulacidn, evitar la predominante agregacién de
proteinas y la rapida biodegradacién prohiben mas aplicaciones de las ya designadas.

Sobre todos los inconvenientes, la toxicidad y estabilidad se han convertido en los principales
tépicos hablando de modificacién en sistemas de liberacidn de farmacos.

En las ultimas décadas, se han probado diferentes métodos para eludir estos problemas
mejorando el sigilo de los sistemas de liberacidn. Estas estrategias que incluyen el control de
tamafio, funcionalizacién especifica como pH y temperatura, la capacidad de respuesta
redox y enzimatica resulta ser la eleccion prioritaria hablando de sistemas de liberacion de
farmacos. De cualquier manera, todos estos métodos requieren un gran esfuerzo en disefio
molecular, inversién financiera y de tiempo, asi como experimentos adecuados in vitro e in
vivo antes de las aplicaciones reales.

La funcionalizacion de la superficie de los sistemas de liberacién de farmacos con moléculas
hidrofilicas y neutras es uno de los enfoques destacados ya que la interaccion entre los
materiales externos al cuerpo y las opsoninas se rigen principalmente por fuerzas
hidrofébicas, Van der Waals, idnicas y electrostaticas. En este sentido, los polimeros juegan
un papel importante. Los acarreadores poliméricos, los cuales fisicamente atrapan a
moléculas de interés juegan un papel importante en la tecnologia farmacéutica moderna y
los sistemas de liberacidn basado en estos y que se encuentran en el mercado actualmente
contienen productos funcionalizados con PEG y ningun otro polimero sintético ha alcanzado
este estatus.

La pegilacidn, como un método simple para unir el polimero hidrofilico polietilenglicol a una
molécula terapéutica o acarreadores de farmacos, ha sido utilizada principalmente para la
liberacion de moléculas pequefiias, proteinas y péptidos. La conjugacién simple de las
cadenas de PEG de varios pesos moleculares permite la posibilidad de regular las
propiedades deseadas en un sistema de liberacidén de farmaco y conduce a una importante
contribucién en la orientacién de farmacos, ademas mejora la estabilidad en sistemas de
liberacion de fdrmacos y ha mejorado el tiempo de circulacidn in vivo. Se ha reportado que
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la utilizacion del PEG en sistemas de liberacion de farmacos se ve una mejora en la eficiencia
de liberacién y ha prolongado el tiempo de circulacién (Abbina & Parambath, 2018; Knop et
al., 2010; F. Liu et al., 2016).

Los avances en nanotecnologia tienen el potencial de tener un dramatico impacto en el
mundo de sistemas de liberacion de farmacos. Los sistemas de liberacion de farmacos
coloidales (CDDS) son principalmente desarrollados como una forma de liberar fdrmacos
altamente lipofilicos, y farmacos que no son estables en ambientes biolégicos. Comunmente
los CDDS incluye sistemas como nanoparticulas sélidas, nanoparticulas poliméricas,
liposomas, micelas y dendrimeros.

En la Figura 18 se encuentran algunos ejemplos de sistemas de liberacién de farmacos
coloidales.

Liposoma/ Dendrimsro
Niosoma

Figura 18. Ejemplos de sistemas de liberacion de farmacos coloidales. Las pequefias esferas
solidas representan la cabeza hidrofilica y la cadena larga representa la seccién lipofilica
(Howard et al., 2008).

Pegilacidn de liposomas

Los liposomas estan hechos de una o mas bicapas lipidicas que consisten en diferentes o un
solo lipido anfifilico ya sean cargados o neutros. Pueden contener moléculas terapéuticas
como farmacos, vacunas, enzimas, proteinas, oligonucledtidos, material genético y otras
biomoléculas, y han sido investigados como sistemas de liberacion de farmacos para mejorar
la seguridad y efectividad de farmacos. Aunque los liposomas son una manera segura y
efectiva de introducir agentes terapéuticos, suelen pasar por el proceso de opsonizacion, lo
cual remueve a los liposomas que circulan en sangre y causa una degradacion de estos.

Las propiedades fisicas y la eficacia in vivo de los liposomas pueden ser alteradas facilmente
mediante la modificacién de algunas caracteristicas de los lipidos como la longitud de la
cadena, insaturacidon, composicién, tamafio y potencial zeta. Un método utilizado es la
modificacion de la superficie de los liposomas o el camuflaje de liposomas con PEG, conocido
como pegilacién de liposomas, en comparacion con los liposomas clasicos, los liposomas
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pegilados han mostrado una mejora en la capacidad de circulaciéon en sangre, una alta
biodisponibilidad del farmaco evitando en tracto digestivo, una minima toxicidad, hay una
mejora en la estabilidad de liposomas, disminucién en la unién de proteinas y una mejora en
la orientacién pasiva. Un numero considerable de productos basados en este método se
encuentran disponibles en el mercado y otros mds se encuentran en avanzadas pruebas
clinicas. En particular Doxil®, AmBisome® y Visudyne® han sido muy utilizados en
aplicaciones clinicas en diferentes paises (Abbina & Parambath, 2018; F. Liu et al., 2016).

Pegilacidon de polimerosomas

Comparado con los liposomas tradicionales, los polimerosomas pegilados han empoderado
muchas oportunidades en la orientacién de los sistemas de liberacién debido a su estabilidad
excepcional y sus funcionalidades especificas. Las estrategias de pegilaciéon de
polimerosomas son completamente diferentes. Dado que el contenido de hidrofobicidad del
copolimero de bloque juega un papel importante en el montaje de polimerosomas, la
pegilacién se vuelve un proceso dificil después de la formacion de los polimerosomas que
podria causar cambios en la hidrofobicidad y eventualmente dominara los cambios de
estructura interna a micelas. En estos casos, los polimerosomas pegilados son normalmente
sintetizados con bloques anfifilicos de copolimeros auto ensamblables a base de PEG. En
contraste con los liposomas, los polimerosomas pegilados tienen una cadena hidrofilica de
PEG mas larga que puede estabilizar la estructura, y aun mas importante, la unién covalente
con el PEG asegura la estructura ensamblada desde un nivel molecular y proporciona una
mejor formaciéon de estructura interna. Algunos otros polimerosomas pegilados
funcionalizados también han sido desarrollados, tales como aquellos con respuesta a pH,
temperatura, polimerosomas biodegradables y todos ellos son altamente interesantes para
la liberacion de farmacos (F. Liu et al., 2016).

Pegilacion de micelas

Diferente a la estructura interna de los liposomas y polimerosomas, las micelas también
tienen sus aplicaciones biomédicas debido a la estructura hidrofébica-hidrofilica. Ademas,
debido a las propiedades hidrofilicas del PEG, las coronas fuera de los nucleos hidrofilicos
son los Unicos sitios para la pegilacidn. Tedricamente, la pegilacion de las micelas se puede
lograr antes y después del proceso de autoensamblaje. Su estructura de nucleo-carcaza es
favorecida entalpicamente para minimizar la energia de interfase hidrofilico e hidrofébico y
por lo tanto muestra una mejor estabilidad comparado con los polimerosomas. Y mas
importante, el gran espacio localizado en las coronas de hidrofilidad permite la pegilacion
con varios pesos moleculares y resulta en diferentes tamafios hidrodindmicos. Ademas, el
disefio de la pegilacién puede no solo resultar en ajustes en la funcionalizacidn, tales como
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respuesta a pH o temperatura, sino que también le permite al sistema ser controlado de
manera precisa en vias de circulacion y excrecién (F. Liu et al., 2016).

Pegilacion de nanoparticulas

Para muchos farmacos las nanoestructuras traen muchas ventajas en comparacion con otros
sistemas de liberacién convencionales. En primera, debido a que poseen un tamaio
pequefio y capacidad de ser dirigido, pueden proveer una liberacidn sitio-especifica,
incrementando la concentracion local y disminuyendo la toxicidad sistémica (Howard et al.,
2008).

Hay algunas razones importantes para hacer acarreadores de fadrmacos de larga circulacion.
La circulacién prolongada puede ayudar a mantener el nivel adecuado del agente
farmacéutico en la sangre por intervalos extendidos de tiempo y para lograr un mejor
direccionamiento para acarreadores de farmacos direccionados para proveer un mayor
tiempo de interaccidn con el sitio blanco. En sistemas de liberacién nano, las nanoparticulas
de larga circulacién cargadas con fdrmaco pueden acumularse lentamente en sitios
patoldgicos con vasculatura afectada y facilita la liberacion de farmaco en esas areas.
También se ha reconocido que la masa de PEG unido es importante para determinar el
tiempo de permanencia en sangre. La masa requerida puede alcanzarse mediante la adicion
de pequefias cadenas de PEG a la proteina, o de manera alternativa una cadena de PEG de
mayor masa.

Las nanoparticulas en un rango de 50 a 100 nm se recubren con PEG de longitudes pequeiias
(3400 a 10,000) porque mayores aumentos en el radio hidrodindmico podrian disminuir el
tiempo de vida media (Poovi & Damodharan, 2018).

4.1. Historia

La aplicacién de los materiales poliméricos con fines médicos ha crecido rapidamente. Su
aplicaciéon va desde sistemas de liberacion de farmacos, desarrollo de andamios en ingenieria
de tejidos, implantacion de dispositivos médicos y organos artificiales, protesis,
oftalmologia, odontologia, reparacion de huesos y en otros campos médicos. En
formulaciones los polimeros tienen el papel de controlar la velocidad de liberacién de los
farmacos. Las diversas aplicaciones que tienen los polimeros se deben a las propiedades
Unicas de estos que no se han conseguido con otros materiales. Una consideracién apropiada
de las propiedades de la superficie y volumen puede ayudar en el disefio de polimeros para
su aplicacidn en la liberacion de farmacos (Gandhi, Deshmane, y Biyani 2012).

El efecto de la cobertura de las superficies con PEG en la farmacocinética de microesferas de
poli (acido lactico-co-glicélico), fue reportada en 1994 por Gref y sus colaboradores, los
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autores demostraron que el 66% de las particulas sin recubrimiento fueron eliminadas por
el higado unicamente 5 minutos después de su administracion, mientras que menos del 30%
de nano esferas recubiertas con PEG de 20 kDa fueron capturadas por el higado 2 horas
después de su administracidn. Este estudio introdujo la base del uso de PEG en tecnologias
de microesferas, cuya historia habia comenzado en los afios 50.

Los liposomas han sido conocidos desde los inicios de los afios 60 como un sistema de
liberacion de farmaco versatil. Un mayor desarrollo ocurrié en 1990 cuando diferentes
grupos de investigacién reportaron que la combinacién de la tecnologia de liposomas vy
pegilacién mediante la unién de una capa de PEG con conformacién de peine a acarreadores
liposomales cambian drasticamente los tiempos de circulaciéon en sangre. Por ejemplo,
Kilbanov con su equipo de investigacién pudo demostrar que los liposomas convencionales
fueron totalmente eliminados de la sangre después de 5 horas, mientras que el 49% de los
liposomas pegilados estéricamente estabilizados aun seguian circulando en la sangre a las 5
horas.

El uso de polimeros anfifilicos como formadores de micelas como vehiculos de sistemas de
liberacion de farmacos fue propuesto por Ringsdorf en los afios 70. Finalmente, se impulsé
el desarrollo de micelas de copolimeros de blogues que contienen PEG para acarreadores de
farmacos. Este progreso llevo al desarrollo de estructuras anfifilicas dendriticas y en forma
de estrella, los cuales exhiben un mejor control sobre la arquitectura, tamafno, forma y
funcionalidad de la superficie de las micelas a un costo de una mayor complejidad
comparados con un bloque de copolimeros linear.

El enorme progreso logrado durante las ultimas dos décadas en terapia génica estimulo el
desarrollo de vectores eficientes para transfeccién génica, pero esto requeria que el
polimero tuviera propiedades especiales debido a la carga natural del ADN. La carga
catidnica de los vectores no virales la cual es necesaria para la interaccion electrostatica con
el ADN negativamente cargado es responsable de la toxicidad y una baja vida media de los
acarreadores en el cuerpo. La pegilacidn de acarreadores de genes resulto en un decremento
en la disposicién en el higado al igual que una baja toxicidad inicial comparada con complejos
no modificados. Esta influencia positiva esta relacionada con una interaccion con los
componentes de la sangre disminuida, una baja tendencia de los complejos a agregarse vy,
por lo tanto, una baja taza de filtracién mediante capilares pulmonares. Los acarreadores
pegilados también estdn caracterizados por una lenta captacidon por parte de dérganos
(higado y bazo) del sistema fagocitico mononuclear.
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Los farmacos, liposomas, y nano acarreadores pegilados estan caracterizados por una
filtracidn renal reducida, un decremento en la recepcién por el sistema reticuloendotelial y
una disminucién en la degradacién enzimatica (Knop et al., 2010).

4.2. Ventajas

El polietilenglicol ha sido usado de manera extensa para mejorar el desempefio de moléculas
terapéuticas y/o microacarreadores y nanoacarreadores. La incorporacion de PEG a sistemas
de liberacion de farmacos ha sido utilizada como una estrategia para mejorar el perfil
farmacocinético de formulaciones particulares. Muchos otros beneficios que se han
observado después de la pegilacién de moléculas y sistemas de liberacion de farmacos
incluyen una mejora en la estabilidad de las nanoparticulas, que son sistemas que tienen
mucha energia en la superficie y tienden a agregarse, mejora la difusidn de las nanoparticulas
en el ambiente biolégico y mejora las caracteristicas fisicoquimicas y el perfil de
biocompatibilidad de los sistemas de liberacién de farmacos.

Las cadenas flexibles de PEG tienen la capacidad de hidratarse, lo cual da lugar al incremento
del volumen. Esto sustenta el fendmeno de la estabilizacion estérica, que reduce la
interaccion inespecifica con proteinas y células, reduciendo a su vez la adsorcién de
proteinas plasmaticas en la superficie de los nanoportadores y, por lo tanto, la absorcién por
el sistema fagocitico mononuclear. Mediante la reduccidn del proceso de opsonizacion y
reconocimiento por parte de monocitos y macrofagos, la superficie pegilada de los
nanoacarreadores provee un comportamiento sigiloso e incrementa el tiempo de
circulacién, con la ventaja de reducir la dosis y frecuencia de administracion que incluye una
disminucion de los efectos adversos. El efecto sobre el tiempo de circulacidn es altamente
dependiente del peso molecular del PEG, la arquitectura de las cadenas de PEG y la densidad
superficial, los cuales también determinan la conformacidn que adoptan las cadenas de PEG
en la superficie.

En adicidn a la mejora de la farmacocinética como resultado de la pegilacidn, la cobertura
de la superficie de los nanoacarreadores es una estrategia importante para preservar la
capacidad orientadora de acarreadores funcionalizados (Vllasaliu et al., 2014).

Se han propuesto diversas teorias que explican porque el PEG incrementa la sigilosidad de
acarreadores. Las explicaciones simples incluyen la reduccidn de carga en la superficie y/o la
hidrofobicidad y, por lo tanto, una disminuciéon en las fuerzas de atraccién entre los
acarreadores y las opsoninas. Sin embargo, otras moléculas hidrofilicas han sido usadas
como recubrimiento y han fallado en producir resultados similares al PEG. Otra teoria
propone que el movimiento de las largas cadenas de PEG previene que las proteinas
interactuen con la superficie de los acarreadores. Por otro lado, las cadenas de PEG que son
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altamente flexibles son capaces de mantener moléculas de agua fuera de la capa del
polimero creando una nube de agua impermeable a las proteinas. Finalmente algunas
teorias apuntan a la presencia de proteinas llamadas disopsoninas que se unen a la
superficie de los acarreadores y suprimen la fagocitosis (Howard et al., 2008).

D Disop=zoninas
Fuerzas repulsivas
©" Opsoninas resultantes de la
compresion

K] Humectabilidad
Interaccion de

cargas ]
Union de

diopsoninas

/ il %\ Movilidad

Figura 19. Mecanismos por los cuales el PEG previene de la unién de proteinas a sistemas
acarreadores pegilados.

Interaccion o
hidrofobica

4.3, Mecanismos

El recubrimiento de la superficie de sistemas acarreadores con polietilenglicol, conocido
también como pegilacién de acarreadores, se puede llevar a cabo con los métodos de
adsorcidn, injerto o atrapamiento, y se ha convertido en el método de eleccidon para mejorar
la biocompatibilidad de acarreadores (Howard et al., 2008).

El sometimiento de los materiales a la radiacidn ionizante puede generar cambios como
injerto de PEG o la preparacién de nanoparticulas poliméricas dependiendo de las
condiciones de radiacion seleccionadas (Gliven, 2016).

4.3.1. Recubrimiento de la superficie

Un recubrimiento adecuado de las particulas debe lograrse para bloquear la adsorcién de
proteinas. El recubrimiento ideal se ha descrito como un intermedio entre las
configuraciones de PEG de “hongo” y “cepillo”. La conformacién de “hongo” se caracteriza
por cubrir una baja porcidn de la superficie, dejando algunas areas disponibles para la unién
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de proteinas. La configuracion de “cepillo” se caracteriza por cubrir una gran porcién de la
superficie, que tedricamente podria conducir a una restriccién en la flexibilidad de las
cadenas de PEG y un potencial decremento en sus propiedades de restriccion estérica.
Muchos estudios han demostrado que la configuracion de hongo provee una repulsion de
opsoninas mas efectiva, esto podria atribuirse a la incapacidad de para alcanzar una
densidad suficientemente alta que limite la flexibilidad de las cadenas de PEG.

La cobertura de la superficie puede ser controlada a través del peso molecular del PEG, la
densidad de las cadenas y la conformacidn de las cadenas. El estudio de la cobertura de
superficies han demostrado que la densidad de la superficie es mas importante que el peso
molecular de las cadenas de PEG, hay un minimo en el peso molecular de las cadenas de PEG
que las hace efectivas debido a que en cadenas cortas hay una pérdida de flexibilidad e
hidratacion, las cadenas de PEG lineares mayores a 5 kDa raramente proveen buenos
resultados y por lo contrario incrementa la adsorcion de proteinas debido a la inhabilidad de
obtener una alta densidad en la superficie, por ultimo, las cadenas de PEG ramificadas son
menos efectivas para prevenir la adsorcién en comparacion con las cadenas lineares.

Generalmente, las cadenas lineares de 1500 a 5000 Da proveen una sigilosidad efectiva. La
longitud exacta necesaria dependerd de la curvatura de la superficie y de otras fuerzas de
atraccidon y como regla general se ha recomienda una capa con un grosor del 5 — 10% del
diametro de la particula (Howard et al., 2008).

4.3.1.1. Conformaciones del PEG

La conformacién que adquiere el polimero puede ser descrito en términos del radio de Flory
(F) de acuerdo con la ecuacién 1, donde n es el nUmero de mondémeros por cadena de
polimero y a es la longitud de un mondmero en Angstroms (o = 3.5 A para PEG).

F=an35 Ecuacion 1

Hay dos principales conformaciones que el PEG puede adquirir dependiendo de la densidad
de injerto. Si la densidad de la superficie es baja (i. e., la distancia D entre los puntos de unidn
del polimero y la superficie es mas larga que el radio de Flory, D>F), las cadenas de polimero
pueden adquirir una conformacion de hongo. Para densidades mayores de injerto (D<F), el
polimero puede adquirir una conformacion de cepillo, con largas, finas cerdas de PEG
extendiéndose desde la superficie de las nanoparticulas. El nimero de unidades repetidas
necesarias para la transicién de la conformaciéon de hongo a la de cepillo es altamente
dependiente del tipo de PEG y de la particula. Se ha reportado que la conformacién de hongo
pasa a ser de cepillo cuando la distancia entre las moléculas individuales de PEG en la
superficie es cercana al radio de Flory. Las nanoparticulas con PEG en conformacion de hongo
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generalmente tienen un tiempo de circulacién mayor ya que los recubrimientos mas densos
protegen mejor del sistema fagocitico mononuclear (Poovi & Damodharan, 2018).

El grado de grosor de la capa de PEG depende del peso molecular, su conformacion, y
densidad de injerto de PEG. El grosor del injerto determina la absorcién de las proteinas lo
cual determina el destino de los sistemas de liberacién de farmacos. El tipo de conformacion
esta definida por tres pardametros que son 1) el radio de Flory, 2) longitud de extension del
PEG, y 3) distancia entre las moléculas de PEG. La densidad de la superficie de injerto de PEG
incrementa debajo de su “punto de enturbiamiento” donde los solvatos marginales de las
moléculas de PEG dan resultado en una repulsién de cadena reducida y aumento de la
densidad. Conforme aumenta la densidad del PEG, la distancia entre las moléculas de PEG
alcanza el radio de Flory con una libertad de conformacion reducida, incrementando las
interacciones intermoleculares, y asi adopta una conformacion de cepillo extendido. El
fenédmeno aumenta hasta que la longitud de extensién es mayor a 2 veces el radio de Flory
y se forma finalmente una conformacién de cepillo compacto y este corresponde al PEG
unido a la superficie. Estos se extienden en una direccidn normal a la superficie de injerto.

Ill

Encima del “punto de enturbiamiento” el PEG tiene una densidad de injerto baja y adquiere

una conformacion de hongo (D’souza & Shegokar, 2016).

4.3.2. Injerto de PEG

Un método comun para unir cadena de PEG a la superficie de sistemas de liberacion de
farmacos coloidales es la adsorcidn a la superficie. Esto se puede realizar mediante el uso de
PEG linear, sin embargo, con ese método hay interacciones no covalentes que,
generalmente, son débiles y no aseguran la cobertura completa de la particula, por esta
razén se han anadido poloxameros (blogque de copolimero no iénico compuesto por una
cadena central hidrofdbica flanqueada por dos cadenas hidrofilicas) y poloxaminas donde las
cadenas hidrofdébicas se insertan en la particula hidrofdbica y las cadenas hidrofilicas se
orientan hacia el ambiente acuoso.

Los primeros estudios de injertos se basaron en fisio-sorcién, pero ahora es reemplazada por

Ill

“injerto sobre” (grafting-to) o “injerto desde” (grafting-from). El “injerto sobre” se trata de
una serie de reacciones quimicas de las superficies que contienen polimeros preformados y
funcionalizados. El “injerto desde” son polimeros sintetizados in situ de mondmeros. El
“injerto desde” genera polimeros con conformacién de cepillo de una densidad alta a

diferencia del método de “injerto sobre” (D’souza & Shegokar, 2016; Howard et al., 2008).

4.3.3. Radiacion ionizante

La irradiacion de polimero con energias muy altas de particulas (electrones acelerados, iones
pesados veloces) u ondas electromagnéticas (rayos X y y) permite la formaciéon de

65



intermediarios reactivos en su forma excitada, iones y radicales libres, estas reacciones
pueden ser utilizadas sobre materiales sélidos, liquidos o gases y debido a que son energias
no selectivas se generan radicales libres de manera homogénea. El efecto que tienen estas
reacciones son entrecruzamiento y/o escisién de cadenas principales o laterales, formacién
de productos oxidados e injerto. El grado de dominancia de estas transformaciones depende
de la naturaleza del polimero y las condiciones de tratamiento antes, durante y después de
la irradiacidn.

La exposicidn de los polimeros a altas energias puede generar radicales libres que sirven
como sitios de injerto. Estos radicales reaccionan facilmente para generar enlaces covalentes
sin necesidad de iniciadores quimicos. Este proceso tiene también una ventaja ecoldgica ya
que permite el ahorro de energia y la limita la emisidn de compuestos orgdnicos volatiles.

La sintesis de nanoparticulas también puede lograrse a través de este método, para la
preparacion de nanoparticulas poliméricas mediante la irradiacion de monémeros se debe
hacer uso de técnicas de polimerizacién por dispersién o emulsion.

Con el método convencional de polimerizacién por emulsiéon los materiales que se deben
usar son agua, un mondémero insoluble en agua, un iniciador soluble en agua y un
surfactante. En cambio, en el método con irradiacidon no hay necesidad de usar iniciadores
ya que los mondmeros son transformados a los radicales que iniciaran las reacciones (Glven,
2016).

4.4. Ejemplos

Los medicamentos formulados como liposomas son reconocidos como los sistemas de
liberacion de farmacos comerciales mas exitosos los cuales fueron formulados para resolver
los efectos adversos de los medicamentos convencionales.

Los estudios realizados sobre la pegilacidn de los liposomas fueron la base para el producto
Doxil®, el cual fue aprobado en 1995 por la FDA. Es un liposoma que encapsula a la
doxorrubicina usado para el tratamiento de diferentes tipos de cancer desde el cancer de
ovario, cancer de seno, sarcoma de Kaposi y mieloma multiple, cuyo tamafio va de los 80 a
90 nm. El objetivo de su pegilacién fue aumentar el tiempo de circulacion mejorando la
biodisponibilidad del farmaco (Farjadian et al., 2019; Knop et al., 2010).

AmBisome® es un medicamento conformado por anfotericina B liposomal pegilada, usado
para el tratamiento de hongos patégenos oportunistas. Es una formulaciéon que presenta
baja toxicidad y una alta estabilidad en circulacién. Fue desarrollado por NeXstar
Pharmaceuticals y fue aprobado en 1997 por la FDA (Y. Liu et al., 2020; Stone et al., 2016).
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Las micelas poliméricas, que son nanoestructuras formadas por el auto ensamble de bloques
de copolimeros anfifilicos también han sido utilizadas como acarreadores para farmacos
antitumorales, un ejemplo es el Genexol-PM® desarrollado por Samyang Corporation, es una
micela polimérica compuesta por PEG y polilactida (PLA) que contiene paclitaxel que es un
quimioterapéutico. En la tabla 9 se encuentran las caracteristicas resumidas de estos
productos (Cheng & Pun, 2015).

Tabla 9. Nanoacarreadores pegilados clinicamente aprobados (Howard et al., 2008).

Tiempo
, Nombre ~r Via de de vida
Farmaco . Acarreador Compainia . . .2 .
comercial administracion media
(hr)
Doxorubicina | Doxil/Caelyx® | Liposoma Ortho Biotech Intramuscular | 55
Anfotericina Bl AmBisome® | Liposoma NexStar Intravenosa 152

Pharmaceuticals

Paclitaxel Genexol-PM® | Micela Samyang Intravenosa 15
polimérica

4.5.  Caracterizacién de acarreadores pegilados
Métodos cualitativos

La técnica mas simple y comun para una evaluacién cualitativa de acarreadores pegilados es
la medida del potencial zeta. El recubrimiento de la superficie con PEG afecta el potencial
zeta de los acarreadores y dependera del agente pegilante. Hay cierta validez para realizar
esta evaluacion como una prueba rdpida de pegilacién, sin embargo, tiene algunas
limitaciones como la incapacidad de medir el potencial zeta en sistemas que tienen baja
carga en la superficie.

Otro método utilizado para la caracterizacion de acarreadores pegilados es la comparacién
de coeficientes de cromatografia de interaccion hidrofdbica (HIC). Este método involucra la
medicién de la hidrofobicidad/hidrofilicidad superficial de una particula. Las particulas se
aplican a la columna la cual posteriormente se lava dos veces. El primer lavado sirve para
eluir a las particulas mas hidrofilicas y el segundo lavado para eluir a las particulas mas
hidrofdbicas. Para calcular el coeficiente de HIC se usa la ecuacién 2.
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AUC pico de elucion

Coeficiente HIC = x 100 Ecuacion 2

AUC pico lavado

Las particulas mas hidrofilicas presentan un coeficiente mayor. De esta manera, cuando los
coeficientes son usados para su comparacién entre estructuras pegiladas y no pegiladas,
obtener informacion sobre el grado de pegilacién y su localizacion en la superficie de las
particulas. Sin embargo, este método también tiene sus limitaciones. No es un método
cuantitativo y no puede ser usado con particulas que no tengan una superficie altamente
hidrofébica. Tampoco puede ser usado por si solo para predecir el comportamiento in vivo
del sistema.

El uso de la regidén espectral del infrarrojo cercano acoplado al andlisis de componentes
principales ha permitido la caracterizacion del equilibrio hidrofilico/hidrofébico de
nanoparticulas con el propdsito de confirmar la pegilacion. El analisis de componentes
principales es una herramienta estadistica usada para explicar la causa de la varianza en los
datos (Howard et al., 2008).

Meétodos cuantitativos

La cantidad de PEG asociada a acarreadores puede ser calculada si se realiza un analisis con
cromatografia liquida de alta eficiencia y este método puede estar acoplado a otras técnicas
como deteccion del indice de refraccion, espectrometria de masas y deteccién de luz
evaporativa para determinar también la localizacién del PEG sobre las particulas.

Las pruebas colorimétricas también son utilizadas para determinar la concentracién y
localizacion de las cadenas de PEG. Mediante la comparacién de la concentracion de PEG
medido antes y después de una hidrolisis alcalina de las nanoparticulas usando el método
del complejo de yoduro de potasio, es posible determinar si el PEG estd localizado en la
superficie de las particulas.

Con la espectroscopia de fotoelectrones de rayos X se puede caracterizar la superficie de las
particulas y también permite cuantificar. Esta técnica esta basada en el efecto fotoeléctrico
y es usada para obtener la composicién elemental de la superficie. Para validar la presencia
de PEG en la superficie de los acarreadores se obtiene el espectro antes y después del
proceso de pegilaciéon (Howard et al., 2008).

Con la dispersidn dindmica de luz se pueden evaluar tres caracteristicas importantes de las
nanoparticulas pegiladas finales que son el tamano de la nanoparticula, el potencial zeta y la
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distribucién de tamanfio. El descriptor zeta es utilizado para medir el potencial electrostatico
gue existe entre el plano de corte de la nanoparticula y el solvente y provee informacién
respecto a la estabilidad coloidal de la nanoparticula. La distribucién de tamafio puede ser
utilizada para medir la homogeneidad del producto final (Poovi & Damodharan, 2018).

Caracterizacion In vitro e In vivo

Los métodos in vitro incluyen la determinacién de adsorcion de proteinas, consumo del
complemento, estudio de fagocitosis por macréfagos, velocidad de liberacién o estabilidad
del contenido. Para medir el nivel de adsorcidn de proteinas en nanoacarreadores existe una
variedad de métodos, los métodos de electroforesis permiten realizar pruebas con un gran
rango de proteinas, considerando que la visualizacién mediante microscopio electrénicoy la
incubacién con proteinas marcadas radiactivamente seguido de una cromatografia de
permeacion en gel para su separacién depende del uso del modelo de proteina elegido.

Los estudios de captacion por células son comunmente usados ya que dan informacion sobre
qué tan rdpido podrian ser capturados los acarreadores por el sistema fagocitico
mononuclear. Debido a que la pegilacidon en acarreadores se realiza no solo para proveer
sigilosidad sino también para mejorar su estabilidad se realizan estudios de tasa de liberacién
y/o estabilidad del contenido en solucidn o plasma para obtener informacién de que grado
de pegilacidn serd suficiente para su accidn in vivo.

La mayoria de los estudios in vivo incluyen un perfil farmacocinético y estudios de
distribucién en tejidos. Si la pegilacidn es suficiente en los acarreadores se observara un
incremento en el tiempo de circulacién y una disminucién en la captura por el higado
comparado con las particulas no pegiladas (Howard et al., 2008).

El analisis termogravimétrico mide el cambio en el peso en funcién al incremento de
temperatura que se traduce como la pérdida de PEG (Poovi & Damodharan, 2018).

4.6. Perspectivas

Aunque las técnicas de pegilacion de sistemas de liberacion de farmacos han sido
desarrollados de una manera satisfactoria, aun hay retos que superar. La primera
preocupacion es la polidispersidad del PEG en términos de peso molecular. Como una
macromolécula sintética, el PEG naturalmente estd compuesto por cadenas de polimero con
unidades repetidas que siguen una distribucidon Gaussiana.

Por otro lado, el PEG con diversos pesos moleculares puede resultar en diferentes tamafios
hidrodindmicos y peso molecular neto, lo cual influye en su via de metabolismo y tiempo de
excrecion. El PEG pasa por un aclaramiento renal para ser excretado mediante la orina
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cuando su peso molecular es de 30 kDa pero los PEGs de peso molecular mayor puede
resultar en una acumulacién en higado y es eliminado mediante el excremento. Los sistemas
de liberacidn pegilados tienen un tamano hidrodindmico exagerado, lo que implica un reto
en los disefos de pegilacion debido a la incertidumbre respecto a su excrecién y vias de
circulacion.

Otra cuestidn por tratar es que las unidades repetidas de etilen glicol pueden ser degradadas
gradualmente in vivo, aunque estén unidas covalentemente. Se ha reportado que el
citocromo P450 y enzimas deshidrogenasas pueden degradar al PEG y a sistemas de
liberacion de farmacos pegiladas, lo cual abre un campo de investigacion y desarrollo de
estudios para obtener informacién concluyente al respecto.

También hay que considerar que la adsorcién de opsoninas al acarreador se elimina
mediante la pegilacion, pero eventualmente las proteinas del plasma se unirdan a los
acarreadores de manera que terminaran en higado para su eliminacién y esto podria
representar un problema para algunos sistemas dependiendo de su objetivo en el
organismo.

Otro reto para los acarreadores es la alta variabilidad en algunos resultados reportados. Esto
se puede explicar por el uso de diferentes acarreadores compuestos de diferentes
materiales. El disefio experimental también contribuye a la variabilidad, esto es debido a que
se usan diferentes lineas celulares para las pruebas in vitro y los modelos animales usados,
gue generalmente son ratones, ratas y conejos, tienen diferentes niveles y mecanismos de
captura de acarreadores.

Algunas otras situaciones que pueden contribuir a la variabilidad en resultados es que la
cobertura de sistemas no sea homogénea, que se emplee PEG de diferentes productoras
para los estudios tomando en cuenta que cada producto contiene PEG en un rango
determinado de pesos moleculares.

Sin embargo, estos retos motivan el estudio de la técnica de pegilacidén ya que ha permitido
mejoras e incluso la introduccion de nuevos productos que han favorecido a los pacientes ya
gue disminuyen la toxicidad y la frecuencia de dosis de los farmacos. De igual manera hace
falta profundizar en estudios que permitan la caracterizacion del PEG en las superficies sin
tener limitaciones en el estudio.

En general, la pegilacion de acarreadores de farmacos es un atractivo sistema de
modificacion de acarreadores ya que es un método de modificacion sencillo y simple para la
liberacion de moléculas terapéuticas. Muchos estudios han generado resultados
importantes para entender el proceso de pegilacidon y el disefio de acarreadores para
aplicaciones in vivo e in vitro. La conjugacion del PEG con los acarreadores ha traido muchas
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oportunidades para su aplicacién con una prometedora mejora en la farmacocinética y
farmacodinamica en los tratamientos clinicos.

Ademas de la liberacion de farmacos, muchas otras aplicaciones pueden ser de interés en el
futuro, tal y como el bio-diagndstico, sensorizacién nano e imagen. Adicional a esto, la
diversidad en la estructura de PEG provee mads posibilidades para que se entienda la
importancia de la configuracion estérica en el disefio de acarreadores. Existen estudios
reportados con acarreadores ramificados pegilados y sistemas dendriméricos pegilados.
Estos nuevos sistemas tienen una estabilidad superior y monodispersidad que puede
mejorar potencialmente la homogeneidad estructural y la eficacia en los sistemas de
acarreamiento. Acorde con las brillantes aplicaciones a futuro de las nanoparticulas
pegiladas, especialmente la liberacién de fdrmacos, mas investigaciones estan enfocadas en
la funcionalizacién de estas particulas con una habilidad de orientacién. La incorporacion con
vectores orientadores, tales como dacido félico, ligandos y genes que tienen interacciones
especificas con células tumorales pueden mejorar las aplicaciones de nanoparticulas
pegiladas. Otro beneficio que puede obtenerse a través de esta funcionalizacién es prolongar
la vida media de los vectores, ya que se ha demostrado que estos vectores orientadores son
extremadamente sensibles al ambiente, especialmente en el plasma (Howard et al., 2008; F.
Liu et al., 2016).

5. Vacuna COVID-19 pegilada

El brote de la enfermedad respiratoria pulmonar en diciembre de 2019 que llevé a la OMS
a declarar pandemia mundial. A partir de este hecho, las empresas y centros universitarios
comenzaron el desarrollo de una nueva vacuna.

El estudio y desarrollo de vacunas basadas en mRNA han sido la eleccién ya que, a diferencia
de sistemas virales y de proteinas, la fabricacion de mRNA es libre de células, rapido y el
producto proteico tiene glicosilacion nativa y propiedades conformacionales. Cuando el
MRNA se combina con nanoparticulas lipidicas (NPL) como sistema de liberacién las
propiedades son similares a las de los sistemas virales. Adicionalmente, la transcripcién in
vitro es sencilla y tiene un enorme potencial de fabricacidon escalable y de bajo costo
(Buschmann et al., 2021; Dai & Gao, 2021).

Este tipo de vacuna se considera mads segura ya que, al no utilizar virus completos atenuados
o inactivados, no pueden transmitir la infeccion viral. Existen dos tipos de vacunas de mRNA,
las auto replicantes (o auto amplificadas) y las no replicantes. Las vacunas de
Pfizer/BioNTech y Moderna son de tipo no replicantes. La vacuna de Moderna esta basada
en mMRNA estabilizado que codifica la proteina viral “spike”, y la vacuna BNT162b2 de Pfizer
esta basada en ARN mensajero con nucledsidos modificados del virus SARS-CoV-2.

71



En este tipo de vacuna el mRNA se envuelve en una cdpsula protectora, como
nanoparticulas lipidicas, que lo protegerd de su rdpida degradaciéon. Para que las

nanoparticulas cumplan su funcién deben alcanzar su objetivo terapéutico sin ser

reconocidas por el organismo como extrafas y ser eliminadas. Para reducir el proceso de

aclaramiento las nanoparticulas de pueden someter al proceso de pegilacion (Blakney &
Geall, 2021; Dai & Gao, 2021, Xu et. al., 2020).

En la tabla 10 se encuentran resumidos los componentes quimicos y caracteristicas de cada

vacuna (Khurana et al., 2021).

Tabla 10. Principales caracteristicas de las vacunas de Pfizer-BioNTech y Moderna (Khurana

et al,, 2021).

Caracteristicas Pfizer-BioNTech (BNT162b2) Moderna (mRNA-1273)

Ingrediente activo:
mMRNA

RNA mensajero con nucledsidos
modificados que codifican para
la proteina viral “spike”

RNA mensajero sintético que
codifica para la proteina viral
“spike”

Grasas: Recubren y
protegen al mRNA

Colesterol

2-[(polietilenglicol)-2000]-N,N-
ditetradecil acetamida

((4-hidroxibutil)
bis(hexano-6,1-diol)
hexildecanoato)

azanodil)
bis(2-

1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfocolina

Colesterol
Esfingomielina-102(SM-102)

Polietilenglicol 2000 dimiristoil
glicerol

1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfocolina

Solucién salina:
Mantiene el pH
cercano al pH

corporal

Fosfato de sodio dibasico

dihidratado

Potasio monobasico
cloruro de potasio
Fosfato

Cloruro de sodio

Sacarosa

Acido acético
Acetato de sodio
Sacarosa
Trometamina

Clorhidrato de trometamina
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Tabla 10. Principales caracteristicas de las vacunas
(Continuacién) (Khurana et al., 2021).

de Pfizer-BioNTech y Moderna

Caracteristicas

Pfizer-BioNTech (BNT162b2)

Moderna (mRNA-1273)

Temperatura de | -80a-60 °C -25a-15°C

almacenamiento

Estabilidad Estable por 6 meses a -80 °C y

por 5 dias a 2-8 °C

Estable por 6 meses a -20 °Cy
por 30 dia a 2-8 °C

Eficacia en estudios | 95% 94.5%

clinicos fase Il

Generalmente, para el acarreamiento de acidos nucleicos, se usan polimeros catidénicos
como poli(L-lisina), polietilenimina, dietilaminoetil-dextrano, poli(B-aminoésteres) (PBAE) y
quitosano. Los PBAEs pueden ser formulados con polietilenglicol y lipidos para formar
nanoparticulas lipidicas de mRNA/PBAE/PEG y se ha determinado que son capaces de llegar
a pulmones después de una administracidon intravenosa en ratones, por lo tanto, se
consigue una mayor potencia y estabilidad del mRNA (Kaczmarek et al., 2016).

La formulacion desarrollada para siRNA con el lipido MC3 es la base de las nanoparticulas
lipidicas, ilustradas en la Figura 20, que ahora estan en uso bajo emergencia para el
desarrollo de la vacuna COVID-19.
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2 ! -lipido
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® . @ - ""'/ 's ® Lipido cargado ionizable
—_ ® // L o
e—"9@ - / e & —0 ® Lipido neutro ionizable
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% » ——— & .
pd 7;, S 2 o o ? Distearilfosfatidilcolina
.‘fl ¥ p e 4 .\»;:' o Colesterol
7 P e :_:
@ 7 P9 @ K Ny ' S mRNA
) /K ' a S
’ v ( \@Aﬁ >

Figura 20. Estructura de una nanoparticula lipidica que contiene mRNA (Buschmann et al.,

2021).
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Los métodos actuales para la produccién de NPLs de mRNA utilizan microfluidica o mezclas
por cruce en T para mezclar rapidamente la fase de etanol que contiene los lipidos
hidrofdbicos y la fase acuosa que contiene al mRNA en un buffer. La microfluidica tiene la
ventaja de ser capaz de mezclar volimenes muy pequefios de lipidos en etanol con mRNA
en solucion acuosa. Por otro lado, la mezcla por cruce en T es el método general de elecciéon
para la produccidn a gran escala de NPLS con mRNA. Algunos estudios han demostrado que
mediante los dos métodos se pueden obtener NPLS de tamafio y morfologia similar.

El ensamble de las NPLs es dirigido por fuerzas hidrofébicas y electrostdticas. Los cuatro
lipidos (lipidos ionizables, colesterol, PEG-lipido y distearoilfosfatidilcolina) inicialmente son
solubles en etanol. Un volumen de solucién de etanol que contiene lipidos se mezcla con
tres volumenes de mRNA en un pH de 4 en buffer de acetatos y cuando los lipidos entran
en contacto con la fase acuosa se vuelven insolubles. Mientras los lipidos se vuelven
insolubles se forma la nanoparticula lipidica que encapsula al mRNA en una suspension
principalmente acuosa. Un componente clave en este proceso es el PEG-lipido ya que las
cadenas de PEG son hidrofilicas y recubren a la particula determinando también su
estabilidad (Buschmann et al., 2021).

A pesar de que la pegilacion ha sido un método exitoso en la formulacion de nanoparticulas,
se han reportado la presencia de anticuerpos que reconocen y se unen especificamente a
PEG, la existencia de estos anticuerpos se ha correlacionado con la pérdida de eficacia
terapéutica y el aumento de los efectos adversos, sin embrago, aln es un campo abierto a
la investigacidn para determinas su efecto en la eficacia de las vacunas (P. Zhang et al.,
2016).

Conclusiones

Este Trabajo Monografico de Actualizacidon permite una recopilacion de informacién acerca
de la tecnologia del acoplamiento de polietilenglicol con moléculas terapéuticas y con
acarreadores farmacéuticos, analizando los progresos que el método ha tenido, las ventajas
tedricas y comerciales, y su importante aplicacién en la industria farmacéutica.

A lo largo de los afios el desarrollo de formulaciones que sean efectivas, con un tiempo de
circulacidon en sangre prolongado y con la menor cantidad de efectos adversos se han
convertido en los principales objetivos, para mejorar estos aspectos se han implementado
nuevas tecnologias. El estudio y analisis del comportamiento de moléculas terapéuticas
pegiladas ha demostrado que es una herramienta que mejora el perfil farmacodinamico y
farmacocinético de las moléculas, las mejoras principales son la extension del tiempo de
circulacidn, lo cual disminuye la cantidad de veces que se deba administrar el medicamento,

74



mejora la estabilidad de la formulacién y disminuye la inmunogenicidad, disminuyendo a su
vez los efectos adversos.

Actualmente en el mercado se encuentran mads de 20 productos pegilados aprobados por la
FDA y mds de 10 productos en desarrollo clinico, tras la evaluacidn toxicoldgica de los
productos se ha determinado que los efectos toxicolégicos encontrados derivan de la
molécula activa y no de las moléculas de PEG.

De igual manera, el desarrollo de acarreadores ha ayudado a proteger y orientar a las
moléculas terapéuticas, sin embargo, también sufren de rdpida eliminacién por lo que la
combinacidn de las tecnologias de sistemas de acarreadores de farmacos y pegilacion parece
ser un avance prometedor en la industria farmacéutica.

No hay duda en que su aplicacion como agente que permite el sigilo de moléculas y
acarreadores farmacéuticos ha permitido el desarrollo de formulaciones que sirvan como
terapia en enfermedades crénicas, cancer e incluso, en el afo 2020 ha permitido que el
desarrollo de vacunas con mRNA sea posible, dado que el mRNA se encuentra en
nanoparticulas que requieren de una proteccién para llegar a las células blanco y generar
anticuerpos, dando lugar a la produccidon en masa de la vacunas de Pfizer/BioNTech vy
Moderna para su aplicacién alrededor del mundo, en este aspecto cabe resaltar que es
necesario el estudio continuo de las reacciones que podria causar el contenido de PEG en la
formulacion.

Adicionalmente, el método que parece ser el ideal para la fabricacidn de productos pegilados
es la radiacion ionizante, ya que es un método que no requiere de condiciones muy
especiales ni de iniciadores quimicos evitando que se generen productos no deseados
después de la pegilacién, ademas de ser un método facil y rapido.
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