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RESUMEN

Los péptidos, proteinas y anticuerpos se han convertido en importantes biofarmacos que se
utilizan con éxito para tratar muchas enfermedades que se consideraban incurables hasta hace
poco. En la actualidad, la mayoria de las proteinas terapéuticas se administran por via
parenteral, la cual tiene muchos inconvenientes, como el dolor, el coste y el rapido aclaramiento
de las mismas. Desgraciadamente, la administracion de proteinas y péptidos por otras vias no
invasivas como la nasal, oral, colénica, pulmonar, ocular o transdérmica, se enfrenta todavia a
muchos obstaculos. Esto es debido a sus caracteristicas, como su estructura intrinsecamente
vulnerable y su susceptibilidad a la degradaciéon enzimatica, las cuales provocan una baja
estabilidad fisicoquimica y biolégica y una inmunogenicidad que pueden limitar sus potenciales
beneficios, y en algunos casos, su utilidad. Se han empleado muchas tecnologias para resolver
estos problemas aumentando la biodisponibilidad de los farmacos, disminuyendo los efectos
secundarios, aumentando la facilidad de uso por los pacientes y reduciendo el coste de
fabricacion tanto como sea posible. Con el objetivo de superar estos obstaculos y mejorar la
eficacia de los péptidos y proteinas como medicamentos, se han desarrollado varias estrategias,
como el uso de potenciadores de la penetracion, la inhibicidon enzimatica, la modificacién de la
estructura de la proteina, como la PEGilacidn, y la proteccién por encapsulacion, mediante la
utilizacion de liposomas, emulsiones multiples o nanoparticulas. Concretamente, las
nanoparticulas constituyen un adecuado sistema para el transporte de proteinas ya que
aumentan su biodisponibilidad, controlan su liberacidon y son biocompatibles. Esta revision
proporciona una detallada descripcidn de todos estos puntos para recalcar la importancia y el

potencial de los péptidos y proteinas como medicamentos.
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1. INTRODUCCION.

Las proteinas son un componente vital del cuerpo debido a que desempenan muchos de sus
principales procesos fisiolégicos y bioldgicos. Las proteinas y péptidos son el pilar del sector
biofarmacéutico; mds de 200 productos farmacoldgicos de proteinas estan actualmente en el
mercado (Walsh, 2010) y otras que se encuentran actualmente en ensayos preclinicos y clinicos
(Overton, 2014). Recientemente, las proteinas y los péptidos han atraido una gran atencién
como tratamientos potenciales para varias enfermedades peligrosas y tradicionalmente
incurables como el cédncer, SIDA, diabetes, enanismo, desérdenes autoinmunes, infecciones y
enfermedades inflamatorias. Ademas, las proteinas se pueden usar como agentes de
diagnodstico (Cazares-Delgadillo et al., 2011; Leader et al., 2008) y se pueden usar en vacunas

como método para la profilaxis frente a varias enfermedades (Chura-Chambi et al., 2013).

Las proteinas son moléculas complejas en términos de su estructura y funciény, a diferencia de
muchos productos farmacéuticos, no pueden ser sintetizados quimicamente. Por lo tanto, las
proteinas se fabrican en procesos bioldgicos, por lo general dentro de las células huésped
(aunque existe un numero creciente de tecnologias de expresién libres de células). Estas
proteinas, sintetizadas en una célula huésped frecuentemente de una especie diferente a su
origen, se denominan "proteinas recombinantes" porque el ADN que las codifica ha sido
recombinado o disefiado (Overton, 2014). Las lineas celulares humanas han surgido como una
nueva y poderosa alternativa para la produccién de proteinas terapéuticas humanas porque se
espera que este sistema de expresién produzca proteinas recombinantes con modificaciones
postraduccionales mas similares a su contraparte natural y reduzca las potenciales reacciones

inmundgenas contra epitopos no humanos (Swiech et al., 2012).

Sin embargo, el uso de fdrmacos con proteinas se enfrenta a numerosos retos e impedimentos,
como por ejemplo que tienen una baja permeabilidad en las células (Camenisch et al., 1998),
que pierden la estructura terciaria con facilidad, que poseen un tiempo de vida media muy corto
(Muheem et al., 2016) o que sufren una considerable degradacion en el estdmago y duodeno

(Rubinstein, 1995; Van den y Kinget, 1995).

Para superar estos obstaculos y mejorar la biodisponibilidad de las proteinas se han desarrollado
varias estrategias, como el uso de potenciadores de la penetracion, el uso de los inhibidores
enzimaticos, la modificacion de la estructura proteica por conjugacién de polimeros o la
encapsulacién de proteinas, siendo los mas destacados los liposomas, las emulsiones multiples,

las nanoparticulas poliméricas y las nanoparticulas sélidas lipidicas (Renukuntla et al., 2013).



Actualmente, la mayoria de proteinas terapéuticas se administran por via parenteral, pero tiene
varios inconvenientes, como por ejemplo que es doloroso y no muy bien tolerado por los
pacientes. La clave para el éxito terapéutico y comercial es buscar vias alternativas de
administracion de péptidos y proteinas que sean mas efectivas, mas sencillas y mds seguras por
lo que se estan desarrollando otras vias de administracion no invasivas, entre las cuales se

encuentran la via nasal, oral, pulmonar, ocular, rectal o dérmica (Antosova et al., 2009).

1.1 Usos potenciales de las proteinas en el campo médico.

El uso de las proteinas y péptidos como farmacos para el tratamiento de enfermedades es cada

vez mas actual y sus posibles aplicaciones estan experimentando un crecimiento significativo.

En los ultimos 30 afios, la FDA ha aprobado productos bioldgicos para el diagndstico y
tratamiento de una amplia gama de enfermedades. Muchos de los farmacos bioldgicos mas
exitosos estan indicados para enfermedades autoinmunes; los productos bioldgicos para el
tratamiento de la artritis reumatoide representan casi el 13% del mercado biofarmacéutico. Otra
gran parte del mercado es la concerniente al uso de los bioldgicos para el tratamiento del cancer,
incluyendo canceres de sangre (por ejemplo, leucemia linfocitica crénica, linfoma no Hodgkin),
tumores sodlidos (por ejemplo, carcinoma de células escamosas), tumores primarios
(Glioblastoma multiforme), y eventos metastaticos (por ejemplo, metastasis esqueléticas). Los
productos bioldgicos para el tratamiento de enfermedades diversas, tales como eventos
respiratorios (por ejemplo, asma alérgica), trastornos degenerativos del sistema nervioso
central (por ejemplo, esclerosis multiple) y afecciones gastrointestinales crénicas (por ejemplo,
enfermedad de Crohn) estan entre las areas de mas rapido crecimiento en el mercado (Rodgers

y Chou, 2016).

En la tabla 1 podemos ver los péptidos comercializados con un peso molecular inferior a 9 kD

(Maher et al., 2016).



GCeneric nams Trade name® Manufacturer Delivery [ Classification application

Eptifibatide Integrilin CEK v B33 Anti-platelet diug
Cetrendice Sandustatin Movartis SC IV 1019 Somatostatin analogue
Desmnpressin DDAVP Ferring Ciral 10iEa Synthetic vasapressin analogus
Wasopressin Firressin Coldshield S IM 1084 Ancidiuretic pepride
Lanreatide Samatuline L lpsen LY i) Sompoalatin analogue
LnRH HEF Intrapharm SC 1182 Peptide hormane
Cyckosponin Mearal Monvartis Dral 12 Immungsuppressant peptide
Leuprorelindeuprolide acetane Frosrap Takeda SC M 1209 GNRH &gomist
Terlipressn Glypressin Ferring [ 1227 Synthetic vasopressin analogue
Pidarmurtide Mepact Takeda [ 1238 Dstensancoma
Buserelin Suprefact sanofi-fwentls 5L Mazal 1239 GNRH agomist
Caserein Zoladles AELTAZRIRCa Implant 1269 GNEH super agonist
lzatikant Firazyr Shire HET SC 1305 Hereditary angioedema
Triptorelin Decapeptyl 5K Ipsen L) 1312 GnEH aganist
Malarelin Synare] Pharmacia Masal 1322 GnRH agomist
Histrefin Vantas Orian Implant 1324 GnRH agamist
Ahareliz Menaxis Speciality European Pharma Lid 1416 Prastate canper
Cetrareli Cerrodicle Merck Sarone SC 1431 GNRH antagonist
Wanconmmcn Vancocin matrigel Flyn Fharma Ol [local), 1485 Antibsatic peplide
Linaciatide Linzess Irenwond Pharma Ciral [local) 1527 Ins
Degarelin Firmagon Ferring 50 1631 LNRH antagonist
Bivaliradin ARZK Thee Medicines Company Uy 2180 Anticoagulant
Tetracoactxle Symacthen Alliance SC pizkkd ACTH analogue
Teqracnsactide Synacthen Alliance I, I 33 Corticotrophin analogue
Salmon calcitanin Miacakic Monvartis S IV, Masal 343z Anti-osteaporatic peptide
Mesiritide Matrecor SCi0g Inc L3 3464 hiuerman B-Type nalfiuretic peplide
Glucagon Glacagen Howa Mardisk SCIM, IV 3483 Antidiabetic peptide
Liraghutics Virtoza Howa Mardisk 50 3751 GLP-1 analogue agonist peptide
Teduglutide Gattex/Nycomed NP5 Pharma SC 3752 GLP-2 analogue agonist peptide
Pramilintide Symlin Aslrafensec sC 3451 Analogue of Amylin
teriparatide Farsten Lilly S0 4118 rh parathyrosd hormone (analogues )
Exenatide Byeata Lilly/Amylin 5C 4187 Exendin-4
Enfuvinide Fuzeon Rioghe sC 4407 Antiviral pepride
rh Insulin Aatrapid Mova Mardisk SC 5808 Antidiabetic peptide
rh Insulin Insuman rapid Saniofi Aventis L1 SH0E Antidiahetic peptide
h Insulin Humudin 5 Lilly S0 SE0E Antidiabetic pepride
Insulin lspra Humaleg Lilly SC SE0E Analegue of rhinsulin
Inzulin ghulisine Apidra Sanofi Aventis SC 5823 Analogue of rh insulin
Inzulin aspart HovoRapd Mo Mardisk 5C 5826 Amalogue of rh insulin
Inzulin deremir Levemir Nirva Mardisk SC 341 Amalogue of rh insulin
Insulin glargine Lantus Sancdi Aventis SC [ Analogue of rhinsulin
Glatiramer acetate Copaxone Teva Pharma S0 400 Immunomoclulator peptide
Ecallantide Kalbiror Dyax 5C Ta54 Hereditary angioedema
Mecasermin Imcrelax Ipsen SC ThAD rh insulin like growth Lactor-1
rh FTH Prectact Hyeomed S0 S0 Anti-osteaporatic peptide

Bl = mealecular weight, 53C = suboustaneous injection; IM = intramusoular ingection; IV = Intravenous injection or inlusion; th = recomibivant human,

Tabla 1. Péptidos terapéuticos comercializados.

A continuacién, se exponen varios ejemplos de fdrmacos proteicos con sus respectivas

indicaciones terapéuticas:

e Llas indicaciones aprobadas para la terapia con Hormona del Crecimiento incluyen el
tratamiento de la deficiencia de hormona del crecimiento (en nifios y en adultos), el
sindrome de Turner, el sindrome de Prader-Willi, la insuficiencia renal crénica y, mas
recientemente, la talla baja idiopatica en nifos, la debilidad relacionada con el SIDA y la
acumulacién de grasas asociada con lipodistrofia en adultos (Cazares-Delgadillo et al., 2011).

e EIHsTX1 [R14A] es un péptido bloqueador potente y selectivo del canal Kv1.3 con potencial
para el tratamiento de enfermedades autoinmunes (Jin et al., 2016).

e Lafibronectina junto con el factor de crecimiento similar a insulina y la sustancia P se usa en
algunas enfermedades oculares, como la queratopatia punteada superficial, defectos
epiteliales persistentes de la cdrnea, o en la erosion corneal (Nishida et al., 2015).

e Recientemente y como consecuencia del incremento de las resistencias microbianas ante

los antibidticos convencionales, se esta estudiando el uso de los péptidos como potenciales
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agentes antimicrobianos (Nordstrom y Malmsten, 2017). Los Péptidos Antimicrobianos
(AMP) exhiben una actividad de amplio espectro frente a una amplia variedad de bacterias,
hongos, virus y parasitos, e incluso células cancerosas. También muestran propiedades
inmunomoduladoras potenciales y son altamente sensibles a agentes infecciosos y

moléculas inmunoestimuladoras innatas (Lakshmaiah Narayana y Chen, 2015).



2. OBIJETIVOS DE LA REVISION.

El objetivo general de esta revisidn es profundizar en el estudio de los sistemas de liberacién de
péptidos y proteinas que han surgido en los Ultimos afios para el tratamiento de numerosas

enfermedades. Para conseguirlo, se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

e Realizar una primera busqueda sobre aplicaciones de los farmacos con proteinas y
péptidos en la terapéutica actual.

e Identificar las dificultades a las que se enfrenta el uso de farmacos con péptidos y
proteinas.

e Describir las posibles vias de administracion de los péptidos y proteinas.

e Detallar las estrategias usadas para mejorar la biodisponibilidad de dichos farmacos.

3. METODOLOGIA.

Se han utilizado las bases de datos ScienceDirect, Pubmed, Scopus y Springer Link. El intervalo
de afos que se ha buscado para la revision bibliografica es del 2010 hasta el 2017. Los

descriptores utilizados en la busqueda han sido principalmente:

- protein delivery

- peptide delivery

- drug release

- oral delivery

- nasal delivery

- pulmonar delivery

- rectal delivery

- colonic delivery

- ocular delivery

- enzimatic inhibitor

- polymer conjugation

- penetration enhancers
- nanostructured lipid carrier
- solid lipid nanoparticle

- liposome

En total se han analizado 105 articulos cientificos en la elaboracién de la revisién bibliografica,

con la ayuda del gestor bibliografico Mendeley.



4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Desafios y obstaculos a los que se enfrenta el uso de farmacos con proteinas.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos y proteinas presentan una serie de
inconvenientes a la hora de desarrollar farmacos basados en estas macromoléculas para el
tratamiento de numerosas enfermedades. Estos inconvenientes se resumen en los siguientes

puntos (Muheem et al., 2016):

l. El gran peso molecular, el tamafio y la presencia de fragmentos tanto hidréfilos como
hidréfobos en su estructura hacen que las proteinas penetren con dificultad en las
células y otros compartimentos del cuerpo y, por lo tanto, imparten caracteristicas de
permeabilidad deficientes a través de diversas superficies mucosas y membranas
bioldgicas. Cominmente, las proteinas terapéuticas y los péptidos son hidrdéfilos con un
log P <0 (Camenisch et al., 1998).

1. Muchas proteinas terapéuticas y péptidos son eficaces en gran parte debido a su
estructura terciaria, que se puede perder en diversos ambientes fisicos y quimicos,
dando como resultado su desnaturalizaciéon o degradacidn con la consecuente pérdida
de actividad bioldgica, haciendo que estas moléculas sean inherentemente inestables.

Il. Muchas proteinas y péptidos tienen semividas bioldgicas muy cortas debido a su rapida
eliminacidn por enzimas proteoliticas o por otros mecanismos de eliminacion.

V. Una dosificacidn clinica precisa es de suma importancia ya que las proteinas y péptidos
realizan acciones especificas y son altamente potentes.

V. El cuerpo puede ejercer una respuesta inmune frente a las proteinas y péptidos
terapéuticos. En algunos casos, esta respuesta inmune puede neutralizar la proteina e
incluso provocar una reaccion perjudicial en el receptor.

VI. Para que una proteina sea fisiolégicamente activa, se necesitan algunas modificaciones
postraduccionales, tales como glicosilacion, fosforilacion y escisién proteolitica. Estos
requisitos pueden dictar el uso de tipos celulares especificos que son capaces de
expresar y modificar las proteinas apropiadamente. De este modo, las proteinas
recombinantes se pueden sintetizar en un tipo de células genéticamente modificadas
para la produccién a gran escala.

VII. Los costos involucrados en el desarrollo de proteinas y péptidos terapéuticos y son altos
debido a las costosas tecnologias intermedias involucradas en su disefio (Leader et al.,

2008; Mahato et al., 2003).



4.2 Vias de administracion de proteinas.

4.2.1. Via parenteral.

La administracion parenteral se define como la administracion a través de las vias en las que se
usa una aguja, incluyendo inyecciones intravenosas (IV), intramusculares (IM), subcutaneas (SC)

e intraperitoneales (IP) (Crommelin, 2013).

Sin embargo, la via parenteral para la administracidon de péptidos y proteinas conlleva muchos
inconvenientes debido a que es doloroso, no es muy bien tolerado por los pacientes ademas de
gue las proteinas son aclaradas rapidamente del torrente sanguineo haciendo necesario la
administracidn repetida del farmaco, lo cual puede conllevar efectos toxicos (Almeida y Souto,
2007). La administracion por via subcutdnea puede alcanzar una biodisponibilidad hasta del
100%, aunque puede ser mucho menor dependiendo de muchos factores, como el peso
molecular, el lugar de la inyeccidn, la actividad muscular y las condiciones patoldgicas
(Crommelin et al., 2003). Generalmente la administracion por via parenteral es incobmoda para
los pacientes, ademas de ser costosa econdmicamente y puede causar ademds efectos
secundarios indeseables. Por todo ello, los cientificos han centrado sus esfuerzos en encontrar
otras vias alternativas mas efectivas, mas faciles y mas seguras para la administracién de
péptidos y proteinas, y de este modo han surgido las vias no invasivas de administracion de

proteinas (lbraheem et al., 2014).

4.2.2 \Vias de administracion no invasivas.

Es necesario desarrollar métodos no invasivos para mejorar la satisfaccion y el cumplimiento del
paciente y superar las limitaciones asociadas con la administracién basada en agujas. La
administraciones oral, nasal, pulmonar, ocular, rectal y transdérmica son generalmente

indoloras y mas simples que las tecnologias de inyeccién tradicionales (Veiseh et al., 2014).

4.2.2.1. Administracidn de proteinas por via nasal.

La administracién nasal de proteinas se puede usar buscando tanto efectos sistémicos como
efectos locales. Debido a las ventajas que presenta, ha ido incrementando su importancia como
via de administracion. Estas ventajas derivan de la estructura anatémica de la nariz, la cual ayuda
aaumentar la biodisponibilidad de las proteinas (Ibraheem et al., 2014; Zhang et al., 2012; Zheng
et al., 2013):
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e El gran nimero de microvellosidades del epitelio nasal crea una gran superficie de
absorcion.

e lLa delgada y porosa membrana basal endotelial del epitelio nasal facilita y acelera la
absorcién de proteinas.

e Debido a que el epitelio nasal esta muy vascularizado, la sangre del sistema venoso de
la nariz pasa directamente a la circulacién sistémica sin pasar por el higado, por lo que
se evita el efecto de primer paso hepatico (Cao, 2016).

e Escasa actividad enzimatica comparada con la del tracto gastrointestinal (Cao, 2016).

e Lavianasal no es dolorosay no requiere instrumentacién especial, por lo que es facil su

administracién para los pacientes (Ritthidej, 2011).
Sin embargo, esta via de administracidn tiene varios inconvenientes (Crommelin, 2013):

e Reproducibilidad (en particular bajo condiciones patoldgicas).
e Seguridad (por ejemplo, alteracion del movimiento ciliar).

e Baja biodisponibilidad para proteinas.

Como ejemplos de proteinas y péptidos administrados por via nasal encontramos insulina,
interferén, hormona liberadora de tirotropina, vasopresina, oxitocina, hormona liberadora de

hormona luteinizante, sustancia P, glucagén o calcitonina (Ratnaparkhi et al., 2011).

Para superar las barreras citadas anteriormente, se han desarrollado mecanismos que permiten
la liberacion intranasal de proteinas usando nanoparticulas lipidicas, especialmente para las
vacunas mucosales. La liberacién de proteinas dentro de la barrera epitelial es un punto clave
para obtener una respuesta inmune, y el nanotransportador no debe mostrar toxicidad
(Bernocchi et al., 2016). El proceso de formulacién de la nanoparticula lipidica la podemos ver

en la Figura 1.

Polysaccharide Lipid
NP* DPPG

Fig. 1. Representacion de la formulacion de la NPL con ovoalbumina (OVA). La nanoparticula
polisacaridica positiva (NP+) prefabricada se carga con un lipido anidnico para obtener la NPL.
La proteina se carga en la NPL para preparar la formulacion.
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También se ha estudiado que la adicidn de iones de calcio a las mezclas de almidén/Carbopol®
mejora la biodisponibilidad nasal de la insulina (Pringels et al., 2008), asi como los efectos de la
interpenetracidon de geles termosensibles mediante cross-linking en la liberacién nasal de la

insulina, demostrando su efecto beneficioso (Chung et al., 2010) (Figura 2).
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Fig. 2. Diagramas esquematicos propuestos de geles de (a) Poloxamero-Quitosan y (b)
Poloxamero-Quitosan/Glutaraldehido cuyos polimeros de quitosan estan entrelazados por el
glutaraldehido e interpenetrado dentro de los geles.

Recientemente se experimentd si las nanoparticulas con antigenos encapsulados modulan la
respuesta inmune en una enfermedad autoinmune tras la aplicaciéon en una vacuna nasal. La
mejora de la tolerancia nasal inducida por las nanoparticulas de PLGA fue suficiente para
suprimir la artritis crénica y recidivante, lo que condujo a una reduccién significativa de la
enfermedad (Keijzer et al., 2011). También se probd el uso de nanoparticulas de quitosan tiolado
para mejorar la biodisponibilidad en la aplicacidon nasal del leuprolide, el cual se usa en el

tratamiento del cancer de préstata o de endometriosis (Shahnaz et al., 2012).

4.2.2.2. Administracion de proteinas por via oral.

El Santo Grial de la administracion de proteinas terapéuticas es todavia, sin duda, la
administracidn via oral. Esta plantea un desafio considerable, pero también tiene un gran

potencial (Moeller y Jorgensen, 2009).

La biodisponibilidad oral de las proteinas normalmente es menor del 1-2% (Carino y Mathiowitz,
1999; Pauletti et al., 1996). Esto es debido bdsicamente a que las enzimas gastrointestinales
degradan las proteinas, ademads del hecho de que las proteinas tienen una penetracion escasa a
través de la membrana intestinal (Muheem et al., 2016; Renukuntla et al., 2013) debido a su

gran tamafo y su carga negativa. A pesar de los problemas que se tienen que superar, esta via
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de administracidn es una alternativa interesante y atractiva a la liberacidn parenteral tradicional
por su facilidad y conveniencia (Park etal., 2011). Sin embargo, es necesario superar los
inconvenientes citados anteriormente, incrementando la permeabilidad de la membrana
epitelial intestinal, inhibiendo las enzimas que degradan a las proteinas o protegiendo las
proteinas terapéuticas mediante encapsulacion (Li et al., 2013; Park et al., 2011; des Rieux et al.,
2006). Cuando el medicamento debe ser usado repetidamente y constantemente, como la
insulina, la via oral esta considerada como la via de eleccién para los pacientes. Por esta razon,
la insulina es la principal proteina que ha recibido mas atencién en relacidn a desarrollar una

presentacion oral (Chaturvedi et al., 2013; Mukhopadhyay et al., 2013).

Recientemente, se han desarrollado nanoparticulas autoensambladas que son capaces de
atravesar la capa mucosa y son absorbidas en la capa epitelial para administrar insulina por via
oral al inducir un cambio gradual de la estructura (Shan et al., 2015). Por otro lado, se probaron
nanoparticulas para el transporte de insulina que penetraban por transcitosis usando el receptor
Fc neonatal (FcRn), lo cual provocd en ratones una respuesta hipoglucémica mas prolongada

comparada con la insulina libre administrada por via intravenosa (Pridgen et al., 2013).

Se han desarrollado también varios transportadores de péptidos y proteinas para su

administracién por via oral, como el tragacanto, un polisacérido anidnico (Nur et al., 2016).
4.2.2.2.1. Administracion via coldnica.

La liberacidn coldnica esta siendo objeto de una profunda investigacion como una aproximacién
prometedora para mejorar la biodisponibilidad oral de péptidos y proteinas (Maroni et al.,

2013a; Maroni et al., 2013b).

Aunque el colon no es ideal para la absorcién, puede ofrecer una serie de ventajas sobre el
intestino delgado, incluyendo tiempo de transito prolongado, bajos niveles de peptidasas y
buena capacidad de respuesta a los potenciadores de la penetracién (Maroni et al., 2016; Park

et al., 2011).

Como ejemplos de proteinas que pueden ser liberadas en el intestino grueso encontramos la
prednisolona y la inulina, las cuales han sido preparadas como formulaciones con alginato

calcico con una cubierta de quitosan (Araujo et al., 2013).

En cuanto a la liberaciéon coldnica de la insulina, se probd su administracién a través de
nanoparticulas basadas en polietileno con imina. El efecto sinérgico debido a la nanoformulacién
delainsulinay alaencapsulacién en un pellet con triple capa dio como resultado un significativo

y mas duradero efecto hipoglucémico (Salvioni et al., 2016).
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Ademas se han estudiado numerosas formas de liberacién de la insulina para mejorar su
biodisponibilidad por via coldnica, como las nanoparticulas de alginato y quitosan sensibles al
pH (Mukhopadhyay et al., 2015), las microemulsiones (Sharma et al., 2010), las capsulas de
recubrimiento entérico rellenas con nanoparticulas de quitosan/poli (y-acido glutamico)
liofilizado (Sonaje et al., 2010), las vesiculas de Pluronic P85/poli (acido lactico) (Xiong et al.,

2013) o los liposomas biotinilados (Zhang et al., 2014).

Ultimamente se estadn desarrollando sistemas dependientes del tiempo para la liberaciéon de
proteinas terapéuticas en el colon, como por ejemplo la liberacién de insulina bovina desde un

nucleo de fosfonato mesoporoso rodeado de una capa de glicocolato de sodio (Ren et al., 2013).

Actualmente también esta ganando importancia un método de liberaciéon coldnica de forma que
la activacién sea llevada a cabo por la microflora coldnica. Consiste en la aplicacidon de amilosa
como material de revestimiento del sistema de liberacién. La amilosa es un polisacarido de
almidon de origen natural el cual es resistente a la a-amilasa pancredtica, pero es degradable

por las enzimas bacterianas del colon (Yang, 2008).

4.2.2.3. Administracién de proteinas por via pulmonar.

Se ha prestado creciente atencidn al potencial de la via pulmonar como una via no invasiva para
la administracién sistémica de péptidos y proteinas. Los pulmones tienen varias caracteristicas
favorables, como una gran superficie de absorcién, una membrana mucosa extremadamente
fina y adecuado aporte sanguineo. Ademas, se evita el efecto de primer paso hepatico y la baja
actividad enzimatica presente limita el metabolismo de las proteinas administradas. La
naturaleza no invasiva de esta via hace que sea especialmente valiosa para la administracién de
proteinas de gran tamafo. Sin embargo, la administracién pulmonar de péptidos y proteinas se
complica por la complejidad de la estructura anatdmica del sistema respiratorio humano, la
membrana epitelial de las células de los capilares o la fagocitosis llevada a cabo por los

macrofagos (Huang y Wang, 2006; Wan et al., 2012).

A continuacién, se expone un listado de estrategias usadas para la administracion de péptidos y

proteinas a nivel pulmonar:

- Nanoparticulas sélidas lipidicas (SLN) como transportadores de proteinas terapéuticas como
insulina (Liu et al., 2008) al epitelio pulmonar. Para resolver el problema derivado de que las

nanoparticulas escapan de la deposicidn en los pulmones se ha estudiado recientemente la
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posibilidad de usar nanoparticulas sdlidas lipidicas microencapsuladas para |la
administracién pulmonar de una proteina modelo, la papaina (Gaspar et al., 2017).

- Agregados de nanoparticulas porosas (PNAPs) con un péptido modelo, el octredtido acetato,
ya que son una excelente opcidon debido a su tamano aerodinamico adecuado y su gran
deposicion (Yang et al., 2013).

- Microparticulas de zinc-alginato preparadas por spray-drying conteniendo la albumina
sérica bovina (BSA) como proteina modelo (Mobus et al., 2012).

- Microesferas de insulina conteniendo nanoparticulas de quitosan (Al-Qadi et al., 2012).

- Microesferas porosas de poli-L-lactico cargadas con insulina preparadas en CO; supercritico

(Chen et al., 2015).

Otras proteinas terapéuticas que se han administrado por la via pulmonar son, por ejemplo:
calcitonina (Shan et al., 2014), Kv1.3-Blocking Peptide HsTX1[R14A] (Jin et al., 2016) y dornasa
alfa (Hertel et al., 2015).

4.2.2.4. Administracion de proteinas por via ocular.

El ojo se considera una via de administraciéon altamente efectiva debido a sus singulares
caracteristicas (Vyas etal.,, 2011). Esta via tiene muchas ventajas comparada con la via
parenteral como por ejemplo su facil administracién. Ademas, se evita el efecto de primer paso
hepatico e intestinal (Khafagy etal., 2007). Sin embargo, esta via tiene también varios
inconvenientes. Aunque aparentemente es muy accesible, el ojo estd bien protegido contra la
penetracion de los farmacos por diferentes barreras, como la cérnea, y algunos mecanismos
como el parpadeo, el lagrimeo y el drenaje, los cuales producen una répida eliminacion de los
farmacos de la superficie del ojo. Una gran desventaja de esta via es su baja biodisponibilidad,
gue resulta principalmente del corto tiempo de retencidn en el area precorneal (Sanchez-Lopez
et al., 2016), ademds de la gran cantidad de enzimas presentes en el tejido ocular (Ibraheem
et al.,, 2014). Aunque esta via se puede usar para la administracién sistémica y local, es esta

ultima la de mayor uso (Vyas et al., 2011).

Para mejorar la biodisponibilidad de las proteinas por esta via, se han desarrollado sistemas de
liberaciéon como las micelas poliméricas (Mandal et al., 2017) o los dendrimeros (Mignani et al.,

2013) (Figura 3).
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Fig. 3. llustracién esquemadtica de la estructura de los diferentes tipos de nanotransportadores.

4.2.2.5. Administracion de proteinas por via rectal.

La via rectal se puede utilizar cuando es necesaria la biodisponibilidad sistémica, ya que esta
ruta evita el efecto de primer paso (Shah y Surti, 2011), existen bajos niveles de actividad
proteasa, particularmente de origen pancreatico y presenta una gran superficie, potenciada
mediante el uso de agentes espumantes (Mackay et al., 1997). Sin embargo, esta via tiene varias
limitaciones como la baja absorcidn de péptidos y proteinas a través del epitelio rectal, dando
lugar a una baja biodisponibilidad (De Boer et al., 1990). Ademas es una via que no esta muy
bien aceptada por los pacientes (Yamamoto y Muranishi, 1997). Se ha demostrado que varios
potenciadores de la absorcién aumentan considerablemente la biodisponibilidad sistémica de

farmacos peptidicos en la administracion rectal (de Boer et al., 1992).

Recientemente se ha estudiado que la administracidn por via rectal de un péptido de fusion
reconstruido genéticamente del factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF) con un
undecapéptido YGRKKRRQRRR ha conseguido una mejora de la demencia inducida por el

péptido beta-amiloide AP 22-35 en ratones (Zhao et al., 2011).

4.2.2.6. Administracion de proteinas por via transdérmica.

La via transdérmica tiene varias ventajas para la administracion de proteinas, como por ejemplo
facil acceso, ausencia del efecto de primer paso hepatico, eliminacidn de la formulacién si es

necesario o posibilidad de liberacién sostenida o controlada.

Sin embargo, tiene el inconveniente de la baja biodisponibilidad de proteinas (Crommelin,

2013).

Existen varios métodos para conseguir que los péptidos y las proteinas atraviesen la piel, como
por ejemplo la iontoforesis, y los que permiten la aplicacién intradérmica de las vacunas, como
inyeccion de chorro de liquido, microinyeccién, microagujas o microneedles (matrices),

inyeccion de particulas de polvo e inyeccion de particulas de oro.
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Con la iontoforesis se induce una corriente eléctrica transdérmica colocando dos electrodos en
diferentes lugares de la piel. Esta corriente induce una migracion de moléculas (ionizadas) a
través de la piel. La penetracién depende de la corriente, pH, fuerza idnica, peso molecular,
carga de la proteina y temperatura. La proteina debe estar cargada en todo el espesor de la piel
(el pH de la piel hidratada depende de la profundidad y varia entre pH 4 (superficie) y pH 7,3),
lo que hace que las proteinas con valores punto isoeléctrico fuera de este rango sean los
principales candidatos para el transporte iontoforético. No esta claro si existen restricciones de
tamafio (masa/carga de la proteina) para el transporte iontoforético. Sin embargo, sélo seran
candidatas exitosas proteinas potentes. Con la tecnologia actual, el flujo proteico a través de la

piel estd en el rango de 10 pg/cm?/h (Crommelin, 2013).

Recientemente se han estudiado unos parches con microagujas los cuales contienen unas
vesiculas sensibles a la hipoxia que proporcionan una liberacién “inteligente” de insulina (Yu
et al., 2015) y unas nanovarillas que son capaces de disminuir los niveles de glucosa sanguineos
por via transdérmica mediante irradiacion de luz infrarroja cercana en ratones diabéticos (Nose

et al., 2012).

4.3 Estrategias usadas para mejorar la biodisponibilidad de péptidos y proteinas.

Existen diferentes enfoques para aumentar la biodisponibilidad de los péptidos y proteinas
terapéuticas, tales como el uso de potenciadores de la absorcién, los inhibidores enzimaticos
(Muheem et al., 2016), la modificacidon de la estructura proteica por conjugacion con polimeros

y la encapsulacion.

4.3.1. Potenciadores de la penetracion.

Los potenciadores de la penetracién ofrecen una oportunidad para contrarrestar el problema
de permeacidn de las proteinas terapéuticas debido a su gran tamafio, a la cargay a su hidrofilia.
Los potenciadores de la penetracidon los podemos clasificar en 2 grandes grupos, los que
potencian la penetraciéon paracelular de proteinas y los que potencian la penetracidon
transcelular (Maher et al., 2016) (Figura 4). Los potenciadores de la penetracion paracelular
estan divididos a su vez en dos clases. Los de primera generacidn, que incrementan la
permeabilidad intestinal actuando sobre las rutas de senalizacidn de la célula relacionadas con
la disolucién de las uniones entre las células y los de segunda generaciéon que actuan

directamente en la alteracidon fisica de las uniones entre las células interfiriendo en las
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interacciones homofilicas intercelulares. Los potenciadores de la penetracién transcelular

actuan por alteracion de la integridad de la membrana de la célula o bien via hidrofobizacién del

péptido terapéutico objetivo.
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Fig. 4. Tipos de potenciadores de la penetracion

Potenciadores de la penetracidn paracelular:

Potenciadores que aparecen a partir del estudio de toxinas, como la citocalasina

o
D.
o Potenciadores que se unen a las claudinas, como la enterotoxina de Clostridium
perfringens (CPE).
o Potenciadores que tienen como objetivo la Cadherina E y el Ca?*, como los

quelantes EDTA y EGTA.

Potenciadores que tienen como objetivo la ocludina.

Potenciadores de la penetracidn transcelular:

Potenciadores tensioactivos solubles: Cio, acil-carnitina, etoxilatos, alquil

o
maltdsidos y glucdsidos, sales biliares y alquil sulfatos.
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o Tensioactivos insolubles, como acil gliceroles, Labrasol® y Gelucire® 44/14 y

mezclas de lipidos como TPE®.

o Hidrofobizacion de péptidos, ya sea por alquilacién, unién a conjugados de
acidos biliares, unidén a iones hidrofébicos o bien interacciones no idnicas.

Podemos usar el Eligen®, el Bridgelock™, Macrosol™ y Axcess™.

o Potenciadores de la penetracion no tensioactivos, como los salicilatos y
enaminas, el quitosan (Caramella et al., 2010) y sus derivados, los CPPs (Cell

penetrating peptides).

Se ha estudiado una estrategia basada en el uso de un péptido (CPP) no covalente que penetra
en la célula para mejorar la liberacion nasal del interferdn beta y de su forma PEGilada (Ilwase

et al., 2016).

En la via transdérmica también se han utilizado otros potenciadores de la penetracidn, que son
productos quimicos que interaccionan con constituyentes de la piel para promover el flujo de
farmaco. Deben tener varias caracteristicas, como no ser téxicos ni alergénicos, no deben tener
actividad farmacoldgica en el cuerpo, deben funcionar unidireccionalmente, no deben causar
alteraciones irreversibles en la piel, deben ser compatibles tanto con los fdrmacos como con los
excipientes y deben ser bien aceptados para su aplicacién en la piel. Los potenciadores de la
penetracion son numerosos y se pueden clasificar en varias categorias (Williams y Barry,

2012)(Figura 5):

e Agua.

e Sulféxidos y similares, como el dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilacetamida (DMAC),
dimetilformamida (DMF) y decilmetilsuféxido (DCMS). Potencian la penetracién por
ejemplo de antivirales, antibidticos y esteroides.

e Azona, la cual fue la primera molécula sintetizada para actuar como potenciadora de la
penetracion.

e Pirrolidonas, como la N-metil-2-pirrolidona (NMP) y la 2-pirrolidona (2P).

e Acidos grasos, como el 4cido oleico, acido caprilico y acido caprico.

e Alcoholes, alcoholes grasos y glicoles, como el etanol, el 1-butanol, el 1-octanol, el 1-
propranolol y polietilenglicol.

e Tensioactivos, como el laurilsulfato sédico.

e Urea.
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e Aceites esenciales, terpenos y terpenoides, como el aceite esencial de eucalipto, el de
ylang-ylang, el de chenopodium, limoneno, nerolidol y cineol.
e Fosfolipidos, como la fosfatidilcolina.

e Solventes a altas concentraciones.
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Fig. 5. Potenciadores de la penetraciéon de la via transdérmica.

Los mecanismos de potenciacién de la penetracion no estdn muy claros, pero hay varias

opciones posibles (Williams y Barry, 2012):

l. Actuar sobre la queratina intracelular del estrato cérneo, desnaturalizarla o modificar
su conformacién causando hinchamiento y aumento de la hidratacién.
II.  Afectar alos desmosomas que mantienen la cohesidn entre los corneocitos.

. Modificar los dominios lipidicos intercelulares para reducir la resistencia de la barrera
de los lipidos de la bicapa.

IV.  Alterar la naturaleza disolvente del estrato cérneo. El mecanismo de accién anterior se
ha incluido dentro de un esquema general para explicar los efectos del potenciador
sobre el estrato cérneo, denominado teoria de particion de lipido-proteina; Los
promotores pueden actuar alterando los lipidos y/o proteinas de la piel y/o afectando
el comportamiento de particién. Ademas, el aumento de la penetracién puede ser

indirecto por:

i. Modificacion de la actividad termodinamica del vehiculo. La permeacién rapida de un
buen disolvente de la solucidn donante, tal como etanol, puede dejar al permeante en
un estado mds termodindmicamente activo que cuando el disolvente estaba presente,

incluso hasta el punto de sobresaturacion.
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ii. Se ha sugerido que el disolvente que penetra a través de la membrana podria
‘arrastrar' al permeante con él, aunque este concepto es algo polémico y aln no se ha

probado.

iii. La solubilizacion del permeante en el donante (por ejemplo, con tensioactivos),
especialmente cuando la solubilidad es muy baja como con los esteroides en soluciones
donantes acuosas, puede reducir los efectos de agotamiento y prolongar la permeacion

del farmaco.

4.3.2. Inhibidores enzimaticos.

El uso de inhibidores enzimaticos da respuesta a la inestabilidad exhibida por las proteinas
debido a un exceso de enzimas proteoliticas presentes en el tracto gastrointestinal que tienen
funciones inherentes de digestidn de proteinas en la dieta. La coadministracién de inhibidores
de proteasa puede disminuir la barrera enzimatica y prevenir la degradacién de proteinas y
péptidos en el tracto gastrointestinal, facilitando asi la absorcién intestinal. Varios tipos de
enzimas (endopeptidasas y exopeptidasas) son responsables de la escision de las cadenas de
aminoacidos (por ejemplo, tripsina, quimotripsina, elastasa, pepsina y carboxipeptidasas, etc.)
en el sistema digestivo. Lo primero que se pensé fue el uso de inhibidores enzimaticos tales
como inhibidores de tripsina de soja, mesilato de camdstato y cromostatina (Figura 6), asi como
inhibidores enzimaticos tales como aprotinina (inhibidor de tripsina/quimotripsina), amastatina,
bestatina, boroleucina y puromicina (inhibidores de aminopeptidasa). Recientemente se ha
descrito una nueva clase de inhibidores enzimaticos, ovomucoides de pollo y pato, que ofrecian
proteccién al 100% contra la accion de tripsina y a-quimotripsina para la insulina. En otro
estudio, los inhibidores de proteasas conjugados con polimeros, tales como carboximetil
celulosa-elastinal (CMC-Ela) han mostrado una proteccion in vitro contra las enzimas tripsina, o-
guimotripsina y elastasa. Después de 4 horas de incubacion, se encontré que casi el 33% de la
proteina terapéutica era activa frente a la elastasa (Muheem et al., 2016; Renukuntla et al.,

2013).
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Fig. 6. Esquema del mecanismo de accién de los inhibidores enzimaticos

4.3.3. Modificacion de la estructura proteica por conjugacion con polimeros.

La conjugacidn con polimeros puede proporcionar varias ventajas a los farmacos enlazados
modificando sustancialmente sus propiedades in vitro e in vivo. Por ejemplo, puede: a) mejorar
la solubilidad de farmacos, incluso los muy insolubles (por ejemplo paclitaxel), b) mejorar la
biodisponibilidad del farmaco debido a la reduccidn del aclaramiento renal, consecuencia de un
aumento en los volimenes hidrodinamicos de conjugados, c) prevenir o reducir la agregacion,
lainmunogenicidad y la antigenicidad, y d) dirigirse especificamente a drganos, tejidos o células,
utilizando polimeros dirigidos o explotando la "permeabilidad mejorada y efecto de retencion"

de los tejidos tumorales sdlidos.

Los componentes minimos de un conjugado polimérico son el propio polimero y el farmaco, ya
sea una proteina o una molécula pequefia, aunque también puede estar presente un enlazador,
gue puede tener un papel determinante en el éxito o fracaso de todo el sistema (Grigoletto
et al., 2016). El polietilenglicol (PEG) sigue siendo actualmente el mejor polimero disponible con
el historial clinico mas largo (Tabla 2). Sin embargo, tras afios de investigacion y desarrollo con
este polimero se han puesto de manifiesto algunas de sus limitaciones, como la no
degradabilidad e inmunogenicidad. Por ello se estdn realizando extensas investigaciones para
desarrollar materiales alternativos en un esfuerzo por abordar estas limitaciones del PEG. Estas

alternativas al PEG las podemos clasificar en (Qi y Chilkoti, 2015):

- No degradables: Poli(N-vinilpirrolidona) (PVP), Poliglicerol (PG), Poli(N-(2-hidroxipropil)
metacrilamida) (PHPMA), Polioxazolinas (POZs).
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- Degradables sintéticas:
o Basadas en PEG: poli[oligo(etilenglicol) metil metacrilato] (POEGMA).
o No basadas en PEG: poli(sulfobetaina metacrilato) (PSBMA) vy
poli(carboxibetaina metacrilato) (PCBMA).
- Degradables naturales:
o Polisacaridos: Dextrinas, acido hialurdnico (HA), acido polisidlico (PA), acido
colominico (CA).
o Basados en poli(aminoacidos): Poli[N-(2- hidroxietil)-L-glutamina] (PHEG).
o Polipéptidos recombinantes: XTEN.
- Aquellos que tienen propiedades parecidas al PEG: polimeros catidnicos dendronizados
poli(3,5-bis(3-amino-propoxi)benzil)-metacrilato (PG1) y conjugarlos con una

endopeptidasa bacteriana especifica de prolina.

Conjugate Drug entity Indication Approval year/status Ref.
PEC-Adenosine Deaminase [Adagen) Protein Severe Combined Immunodeficiency Disease 1950 [97
(5CID)
PEG-Asparaginase [Oncaspar) Protein Leukaemia 1994 [28]
Dexorubicin PEGylated liposome {Doxil) Small drug Ovarian cancer, AlDS-related Kaposi's Sarcoma, 1995 [91
multiple myeloma
PEG-Interferon-22b {Pegintron) Protein Heparitis © 2000 [99]
PEC-Interferon-a2a (Pegasys) Protein Hepatitis C 2001 [100]
PEG-Human growth hormone mutein antagonist (Somavert) Protein Acromegaly 2002 [1o1]
PEG-G-CSF (Meulasta) Protein Meurropenia 2002 [F1]
PEG-anti-VEGF aptamer {Pegaptanik, Macugen) Dligenuclectide Wet age related macular degeneration 2004 [102]
PEG-Erytropoietin (Mircera) Protein Anaemia associated with chronic kidney disease 2007 [103]
PEG-anti-THF Fab® (Cimzia) Protein Rheumatoid arthritis and Crohn's disease 2008 [104]
PEG-Uricase (Pegloticase; Krystexsa) Protein Chiromic Gout 2010 [105]
Peginezatide [Omontys) Peptide Anaemia associated with chronic kidney disease 2012, withdrawn 2013 [10E]
GlycoPECylated G-C5F {lipegfilgrastim) Protein MNeutropenia 2013 [107]
Peg-interferon beta 1a (Plegridy) Protein Relapsing Multiple Sclerosis 2014 [108]
PEG-Maloxone {Maloxegol) Small drug Opioid-Induced Constipation 2014 [109]
Pegylated recombinant coagulation factor VI (Damectocog  Protein Haemophilia, Haemorrhage Fhase Il Haemephilia A; Phase 11 [110]
alfa pegol; BAYS4-9027) Haemaorrhage
PEGylated recombinant phenylalanine ammania lyase Protein Phenylketonuria Phase I [111]
{Pegvaliase]
Arginine deiminase replacements {Pegargiminase] Protein Hepatocellular earcinema Phase I [112]
GlycoPEGylated recombinant coagulation factor VIIE {N8-GP)] Protein Haemophilia A Phase I [113]
Pegylated Recombimant Factor [X (N9-GP} Protein Haernophilia B Phase Il [114]
Pegylated haemoglobin (MP4, Hemospan) Protein Blood substitution Phase Il [115]
PEGylated Recombinant Factor VI (BAX855) Protein Haemophilia A Phase lllb [116]
Pegylated-Proline-interferan alpha-2b (AQP2014) Protein Polycythemia Vera Phase Il [117]
Pegylated-fibroblast growth factor-21 (BMS 986036) Protein Type 2 diabetes mellitus Phase I [118]
Peginterferon beta-1a Protein Multiple sclerosis Phase lllb [119]
PEGylated recombinant hurman hyaluronidase Protein Pancreatic canger Phase Il [120]
PEG-5MN38 (EZN-2208) Small drug Several cancers Phase Il for melastatic breast [121]
cancer
Etirinotecan pegol [NKTR-102) Small drug Several cancers Phase Il for metastatic breast [122]
cancer
PEG-polyglutamic-SN38 micelle (NED12) Small drug Several cancers Phase Il [28]

Tabla 2. Conjugados terapéuticos PEGilados aprobados y algunos ejemplos de conjugados en
fase Il y lll de ensayos clinicos.

4.3.4. Encapsulacidn de proteinas: sistemas de liberacion.

La encapsulacidn es una estrategia que puede utilizarse para aumentar la biodisponibilidad oral

de macromoléculas como la insulina (Hecq et al., 2016).
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Estos sistemas de liberacion proporcionan muchas ventajas, como la de proteger a las proteinas
del efecto de las enzimas, ademas de controlar el lugar y la velocidad de la liberacion de la

proteina, lo cual evita efectos secundarios indeseados (Tan et al., 2010).

4.3.4.1. Liposomas.

Los liposomas son vesiculas cerradas formadas por una bicapa lipidica que contienen un nucleo
acuoso y se consideran el mejor tipo de nanoparticulas organicas para el tratamiento de muchas
enfermedades (Caracciolo, 2015). Los liposomas son sistemas portadores de farmacos muy
versatiles, que pueden ser hechos a medida para transportar una gran variedad de farmacos
para una amplia gama de terapias. Tanto los farmacos lipdfilos como los hidrdéfilos pueden
incorporarse en los liposomas, dentro de la bicapa de fosfolipidos y en el nucleo acuoso,
respectivamente (Laouini et al., 2013). Estos sistemas de liberacion son adecuados para el
transporte de proteinas ya que son biocompatibles, inertes bioldgicamente, poco
inmunogénicos, tienen poca toxicidad, tamafio adecuado y nucleo acuoso (Torchilin y Lukyanov,
2003). Las preparaciones liposomales pueden fabricarse utilizando una amplia variedad de
métodos tales como hidratacién de pelicula delgada, evaporacion en fase inversa, dialisis de

detergente e inyeccion de disolvente (Laouini et al., 2013).

Los liposomas pueden tener una o dos membranas bicapa. El tamafio de la vesicula es un
pardmetro critico que define la vida media de los liposomas, y el nimero y el tamafio de las
bicapas afectan la cantidad de carga del fdrmaco en los liposomas. Ademas, en base a su tamafio
y numero de bicapas, los liposomas se agrupan en dos tipos: vesiculas unilamelares y vesiculas

multilamelares (MLV).

Los liposomas no modificados son eliminados rdpidamente por el sistema fagocitico
mononuclear en la circulacién sanguinea. Para superar este reto, la superficie de los liposomas
se recubre con polietilenglicol (PEG) (Figura 7). La capa de polimero que rodea la parte externa
del liposoma evita que se produzca un rapido aclaramiento por el sistema fagocitico

mononuclear (Zununi Vahed et al., 2016).
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Fig. 7. Liposoma injertado con polimeros hidrofilicos (polietilenglicol) para aumentar su vida
media en circulacion.

Los liposomas se han utilizado en numerosas aplicaciones terapéuticas como vacunas o
inmunoterapia localizada, provocando inmunidad antitumoral local y sistémica (Kwong et al.,
2013). Se han usado recientemente liposomas con proteinas para el tratamiento de varias
patologias, como el cancer de vejiga (Vila-Caballer et al., 2016), tratamiento de las cicatrices
hipertroficas con papaina (Chen et al., 2017), para la terapia de infecciones vaginales por el Virus
del Papiloma Humano (VPH) con interferén alfa-2b (Wenche Jgraholmen et al., 2017), o para la
disolucién de los trombos mediante administracion de Activador Tisular del Plasmindgeno

recombinante (Hsu y Chen, 2016).

4.3.4.2. Emulsiones multiples.

Las emulsiones simples del tipo O/A no resultan eficientes para el atrapamiento de farmacos
hidréfilos como la insulina debido a la rapida disolucién de los compuestos en la fase continua
acuosa. El problema de la encapsulacién eficiente de farmacos hidréfilos puede resolverse
usando la técnica de emulsidn multiple. El método de emulsién multiple es relativamente simple
(Figura 8) y puede encapsular eficientemente compuestos altamente solubles en agua
incluyendo proteinas y péptidos como la insulina. Se sabe que uno de los tensioactivos
estabilizantes requeridos tiene que ser con HLB bajo para formar la emulsidon primaria de agua
en aceite (A/O) y el otro tiene que ser con HLB mas alto para conseguir emulsificacién secundaria

(Mutaliyeva et al., 2016).
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Fig. 8. Procedimiento de encapsulacion de farmacos hidrofilicos: A) Emulsificacion B) Re-
emulsificacion de la emulsidn primaria para producir una emulsion multiple. C) Adicién de
goma xantana para estabilizar las goticulas de la emulsién multiple con capas de biopolimeros.

Se han propuesto emulsiones mdltiples de agua en aceite en agua (A1/0/A2) en aplicaciones
farmacéuticas y alimentarias para la encapsulacién, proteccidon y liberacion de bacterias
probidticas, nutrientes solubles en agua sensibles (minerales o vitaminas), o compuestos

bioactivos.

La capacidad de una emulsidn doble para servir como herramienta de encapsulaciéon depende
de la estabilidad de la emulsidn, que se determina por la naturaleza de la fase oleosa, el tipo de

emulsionantes y la naturaleza de los materiales atrapados (Giroux et al., 2016).

4.3.4.3. Nanoparticulas poliméricas.

En la liberacion de proteinas, la tecnologia de las nanoparticulas permite: i) proteger las
proteinas contra la degradacién o desnaturalizacion prematura en el ambiente bioldgico; ii)
mejorar la semivida de eliminacién de proteinas con propiedades farmacocinéticas deficientes;
iii) controlar la liberacién mantenida y/o ajustable que puede mantener la concentracién de
farmaco en el intervalo terapéutico; y iv) dirigir a tejidos, células y compartimentos
intracelulares alterados, mejorando asi la seguridad y eficacia de las proteinas terapéuticas (Peer

et al., 2007).

Entre las nanoparticulas, las nanoparticulas basadas en proteinas (PBN) tienen interés especial
debido a que son biodegradables, metabolizables, pueden manipularse facilmente y existen
varias posibilidades de alteracion y/o modificacidn de la superficie para la fijacion covalente de
farmacos. Las proteinas usadas en la elaboracién de estas PBN son, por ejemplo, caseina,

albumina o coldgeno (Tarhini et al., 2017).

26



Las nanoparticulas poliméricas pueden ser administradas por varias vias. Como ejemplos de
nanoparticulas poliméricas para la liberacién de proteinas y péptidos a nivel pulmonar,

encontramos:

- Nanoparticulas poliméricas PGA-co-PDL catidnicas (NPs) conteniendo una proteina modelo,
la albimina sérica bovina (BSA) (Kunda et al., 2015).
- Nanosistemas hibridos basados en polimeros naturales, como las nanoparticulas de

quitosan/carragenano/tripolilfosfato (Rodrigues et al., 2015).

4.3.4.4. Nanoparticulas sélidas lipidicas (SLN).

Las nanoparticulas sdlidas lipidicas (SLN) son consideradas como uno de los sistemas de
administracién de farmacos basados en la nanotecnologia. Las SLNs estan generalmente
compuestos de lipidos sélidos y tensioactivo(s). Los lipidos, principal ingrediente de los SLNs,
afectan al atrapamiento del farmaco, la estabilidad de los SLNs y el comportamiento de
liberacion prolongada de las formulaciones desarrolladas. Pueden usarse diferentes tipos de
lipidos tales como acidos grasos, alcoholes grasos, ésteres grasos y glicéridos. Las ceras también

se han reportado en la fabricacidon de SLNs.

Los tensioactivos juegan un papel importante en la dispersion del lipido fundido en la fase
acuosa durante la formulacion y estabilizan las nanoparticulas lipidicas durante el

almacenamiento (Elbahwy et al., 2017).

Sus potenciales ventajas, tales como la posibilidad de prolongar la liberacion del farmaco y el
direccionamiento activo, el aumento de la biodisponibilidad, la posibilidad de encapsular
farmacos lipdfilos e hidroéfilos, la escasa toxicidad, la proteccién de la biomolécula frente a la
degradacién gastrointestinal, y su biodegradabilidad y biocompatibilidad, han atraido a muchos
investigadores que exploran el posible uso de SLNs como sistemas de administracion de
farmacos (Elbahwy et al., 2017). También tienen propiedades adhesivas, inherentes a su tamafio
nano y su subsiguiente alta drea especifica, y aumentan el transporte a través de la mucosa.
Otras ventajas de las nanoparticulas cuando se administran por via oral son el transporte
paracelular y el transporte transcelular, no sélo a través de las placas de Peyer, sino también a

través de los enterocitos.

Las SLN pueden desarrollarse por distintas técnicas, algunas de las cuales conllevan el uso de
disolventes orgdnicos. Los disolventes organicos se emplean para disolver los lipidos sélidos

formando una emulsion liquida y, posteriormente, se evaporan para obtener SLNs. La técnica

27



no basada en disolvente utiliza alta energia como homogeneizadores de alta presion para
dispersar el lipido fundido en la fase acuosa. Los métodos que no utilizan disolventes se
prefieren generalmente sobre los basados en disolventes debido al bajo coste de producciény

a la falta de citotoxicidad asociada con el solvente organico (Elbahwy et al., 2017).

La denominada técnica de doble emulsién agua-en-aceite-en-agua (A/O/A), la cual usa un
disolvente orgdnico para incluir los lipidos, fue preferida a la basada en la fusién de lipidos para

producir SLNs (Hecq et al., 2016).

Sin embargo, un inconveniente importante parecia comprometer la futura aplicacion de la SLN,
la baja carga de farmaco. Nuevas investigaciones sobre la formulaciéon ayudaron en la mejora de
los SLNs. Se encontré que la incorporacidon de un lipido liquido a la matriz sélida de la
nanoparticula aumentaba el nimero de imperfecciones en la matriz sélida del nucleo,
facilitando asi la incorporacion de una mayor cantidad de farmaco, preservando al mismo
tiempo la estabilidad fisica de estos nanotransportadores. Esta nueva nanoparticula sélida
lipidica de segunda generacion se denomind Nanostructured Lipid Carriers (NLC). Los NLC
consisten en una matriz lipidica sélida no estructurada hecha de una mezcla de lipidos sélidos y
liguidos mezclados y una fase acuosa que contiene un tensioactivo o una mezcla de

tensioactivos (Beloqui et al., 2016).

Estos sistemas de liberacidn se han usado en varias aplicaciones con farmacos proteicos, como
en la liberacion de proteinas en el cerebro tras su administracién intranasal para el tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas (Gartziandia et al., 2015) o para la liberacién intranasal

de factor de crecimiento fibroblastico basico en ratas hemiparkinsonianas (Zhao et al., 2014).

Para evitar el primer paso hepatico y potenciar tanto la bioadhesién como la biodisponibilidad
oral de la insulina, se ha estudiado la encapsulacién en nanoparticulas de lipidos catidnicos
solidos (cSLNs). De hecho, los lipidos cationicos se han seleccionado para obtener interacciones
idnicas entre la superficie cargada positivamente de las cSLN y las cargas negativas presentes en
el moco en la superficie del tracto intestinal. Ademas, debido a la repulsidn electrostatica, las
cargas positivas de las cSLN ofrecen el beneficio de estabilizar la nanosuspensién. Esto evita
problemas de agregacidn, especialmente en un ambiente acido (por ejemplo, el jugo gastrico).
Dicha estabilidad en el tracto gastrointestinal es esencial para preservar las propiedades

ventajosas de las cSLN.
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5. CONCLUSIONES.

Las proteinas y péptidos terapéuticos desempefian un papel fundamental en el tratamiento de
numerosas enfermedades crdnicas y graves debido a las ventajas que presentan, como, por
ejemplo, la alta tasa de éxito en ensayos clinicos en comparacion con los productos
farmacéuticos tradicionales. Por ello, se ha centrado mucha atencién en las posibles vias de

administracion y en las estrategias usadas para mejorar su biodisponibilidad.

En cuanto a las vias de administracion, aunque la via parenteral es la mas usada actualmente, la
ruta mas interesante por su comodidad es la via oral. Sin embargo, esta ruta presenta todavia
algunos inconvenientes, como la baja biodisponibilidad oral de las proteinas administradas. La
liberacién coldnica se presenta como una alternativa muy prometedora a la absorcion en el
intestino delgado por el aumento del tiempo de transito y los bajos niveles de peptidasas. Entre
otras vias no invasivas destacan la nasal y la pulmonar por demostrar una gran biodisponibilidad
gracias a sus estructuras anatémicas, y la via transdérmica, que permite la liberacidn prolongada

del farmaco, con gran potencial para su uso en patologia crénicas.

Para mejorar la biodisponibilidad de las proteinas y péptidos terapéuticos a través de las
distintas vias se estan desarrollando multiples estrategias. Los primeros enfoques que surgieron
fueron los potenciadores de la penetracidon, que transportan las proteinas a través del epitelio
sin afectar a su solubilidad, y los inhibidores enzimaticos, que impiden la accién de las proteasas
presentes en el intestino. Por su parte, la modificacidn de la estructura proteica por conjugacion
de polimeros, como PEG, aumenta la semivida de eliminacién al disminuir el aclaramiento renal,
disminuye la inmunogenicidad y la antigenicidad y permite el targeting activo de las proteinas.
Entre las estrategias mas investigadas estd la encapsulacion de proteinas utilizando liposomas,
por su gran versatilidad; emulsiones multiples, que solucionan las limitaciones de las emulsiones
simples; y nanoparticulas tanto poliméricas como lipidicas. Estas ultimas son las de mayor

importancia debido fundamentalmente a su excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad.

En conclusién, aunque las rutas no invasivas presentan todavia muchos problemas y desafios
que hay que superar, ofrecen un gran potencial y se espera que veamos en un futuro préximo
gue estas rutas complementen a la via parenteral para administrar proteinas y péptidos, gracias

a las distintas estrategias que se estan desarrollando actualmente.
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