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DRUG DELIVERY

POTENCIANDO EL VALOR
Ut LAS PROTEINAS TERAPEUTICAS

Laterapéutica de proteinas representa un gran campo para eltratamiento de muchas enfermedades,
habiendo demostrado su potencial en los ultimos anos,; especialmente desde el “boom” de Ia

produccion de proteinas recombinantes.

En comparacién con los farmacos tradicionales, las
proteinas aportan una alta hiocompatibilidad y bio-
degradabhilidad. Estos hechos estdn asociados con un
perfil de seguridad alto. Ademas, las proteinas presen-
tan una actividad mucho mds especifica, directamente
relacionada con su interaccion directa con la diana de
interés. Sin embargo, estas moléculas pueden sufrir la
pérdida de la estructura (lo que se conoce como des-
naturalizacién) y tener una vida media corta, debido
sobre todo a la degradacién enzimatica, todo asociado
con la pérdida de actividad. Ademds, su baja permea-
hilidad de membrana impide su llegada intracelular.
Todos estos inconvenientes se pueden superar utili-
zando sistemas de liberacién (drug delivery systems,
"DDS") gue pueden transportar, proteger y entregar el
principio activo.

Protein therapeutics

High biocompatibility ~~ X Low half-life
High biodegradability ~~ X Low intracellular delivery
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Figural El uso de DDS facilita |a terapéutica de proteinas.

Biocompatible, in vitroand in vive

Broad protein spectrum versatility +

Entre los diferentes tipos de formulaciones que se pueden
usar para transpartar proteinas -hidrogeles, fibras, micro-
particulas, emulsiones o peliculas-, las micro y nanopar-
ticulas representan un enfoque potencial para lograr una
liberacidn de proteinas dirigida y controlada. En concreto,
el término nanomedicina comprende formulaciones en
escala nanométrica compuestas de materiales arganicos
como lipidos o polimeros, 0 materiales inorganicos comao
metales.

Una de las categorias en auge son las nanoemulsio-
nes lipidicas, que tienen la capacidad de asociar una gran
variedad de moléculas. Se componen principalmente de un
nucleo de naturaleza oleosa, y de otro excipiente que esta-
hiliza la emulsidn. El hecho de que ambos sean componen-
tes naturalmente presentes en el cuerpo proporciona un
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Figura 2. Internalizacion celular en fibroblastos de nanoemulsiones lipidicas marcadas con FluoGreen observados bajo

microscopia confocal tras 2 horas de incubacion. Azul: nucleo, rojo: fibronecting, verde: FluoGreen.

alto perfil de biocompatihilidad y seguridad. La asociacién
de proteinas a las nanoemulsiones se ha realizado tradicio-
nalmente mediante el uso de componentes catidnicos, para
acomplejar proteinas anidnicas. Sin embargo, una estrate-
gia novedosa ha sido incorporar componentes gue permi-
tan unir cualquier tipo de proteing, independientemente de
su punto isoeléctrico y del pH del medio de reaccion.

Como se menciond anteriormente, el uso de un sistema
de liberacién adecuado puede mejorar la entrega de
proteinas y aumentar significativamente su potencial
terapéutico. En este sentido, hay que tener en cuenta los
siguientes aspectos:

La naturaleza fisicoquimica de la mayoria de las pro-
tefnas impide la endocitosis y, por supuesto, la difusion
pasiva a través de las membranas celulares. De esta
manera, el uso de protenas terapeéuticas se restringe
a ohjetivos extracelulares o de membrana, ignorando
posibles dianas farmacoldgicas intracelulares. El uso de
nanoparticulas amplia el uso de proteinas que normal-
mente no serian capaces de atravesar las membranas
celulares.

Con el fin de dar solucién a este problema y poder
seguir la proteina de interés en ensayos celulares, se
concihieron las nanoemulsiones lipidicas “FluoCreen’”,
Estdn disenadas especificamente para ayudar al inves-
tigador a visualizar el sisterma de liberacion conteniendo
su proteina de interés por una amplia variedad de pla-
taformas fluorescentes: citometria de flujo, ensayos de
microplacas, fluorescencia y/o microscopia confocal, en
mengs de dos horas a Ex/Em =495/503 nm (Figura 2).

Este es, por supuesto, una de los efectos mds importan-
tes a considerar si la tecnologia estd cumpliendo su pro-
posito. Desde este punto de vista, estas nanoemulsiones
lipidicas han demostrado que son capaces de liberar
una amplia gama de proteinas como -galactosidasa,
Anakinra o RLuc, entre otras, manteniendo la actividad.

Un factor importante que debe estar hien establecido es
la toxicidad del vehiculo de administracion de farmacas.
Desde este punto de vista, las particulas gue contienen
lipidos catidnicos (es decir, lipidos utilizados para acom-
plejar las protefnas) deben disenarse cuidadosamente
para minimizar la citotoxicidad a las dosis requeridas.
Dichas nanoemulsiones lipidicas “Anionic” han sido
ampliamente caracterizadas para conseguir los mejores
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Figura 3. Entrega intracelular de la enzima B-galactosidasa a células L3.6pl utilizando nanoemulsiones lipidicas.

resultados sin causar
citotoxicidad.

Ademds, las nanoe-
mulsiones lipidicas que no
utilizan una estrategia de
lipidos catidnicos, también
han mostrado mejores
resultados en compara-
cidn con otros “drug deli-
very systems” La activi-
dad de la B-galactosidasa
(senal azul) aumenta sig-
nificativamente cuando es
administrada por nanoe-
mulsiones emulsiones lipidicas no mostrd efectos téxicos
en comparacion con otros “drug delivery systems” disponi-
bles comercialmente donde se observan restos celulares y
cambios en la morfologfa celular (Figura 3).

Paor encima de todo esto, el uso de sistemas libera-
cién in vivo es nuevamente un factor importante a con-
siderar al elegir una plataforma de entrega. Muchas
tecnologias de administracion disenadas para la inves-
tigacidn no son capaces de satisfacer plenamente las
dosis requeridas. Por el contrario, estas nanoemulsio-
nes lipidicas mostraron una gran hiocompatibilidad en
ratones a dosis de 30 y 60 mg / kg en inyecciones de
venas de cola simples y consecutivas.

El uso de lipidos catignicos como agentes acomplejan-
tes es una estrategia muy conocida y estahlecida, sin
embargo, también se limita, por naturaleza, a proteinas

La busqueda de un drug
delivery system ha de ser
una de las prioridades en el
proceso de lead optimization

anidnicas a pH fisiolo-
gico 74 (es decir, pro-
tefnas con un pl < 6). Sin
embargo, las proteinas
reporteras como la luci-
ferasa o la CFP estdn
cargadas positivamente
a pH 74. De este modo,
estas nanoemulsiones
lipidicas estdn diseniadas
para superar este impar-
tante inconveniente, ya
que no dependen del
punto isoeléctrica.

Vistas las ventajas del uso de proteinas como herra-
mienta terapéutica, sélo queda decidir el “drug delivery
system” para gue puedan llegar al compartimiento
intracelular con una alta actividad y baja citotoxicidad.

La busqueda de un “drug delivery system” tiene gue
ser una de las prioridades durante el proceso de “lead
optimization”. Algunas tecnologias de “delivery” se pueden
probar como reactivos “ready-to-go”, disenados especifi-
camente para este proposito y que son muy faciles de usar.

Situ proyecto ya estd mas avanzado y tienes proble-
mas de “delivery” en fases preclinicas mas avanzadas,
también se pueden obtener formulaciones a medida.
Un enfoque mds personalizado, donde se disena un pro-
yecto especifico para tu molécula terapéutica @
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