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Resumen

Los medicamentos biolégicos y especialmente los medicamentos biolégicos similares
‘biosimilares’ ganan cada dia mas repercusion en multitud de areas desde cientifica a
politica y social. Los medicamentos biolégicos presentaron una nueva estrategia a la
hora de tratar una enfermedad, diferente a la de los medicamentos quimicos
tradicionales, llegando a actuar donde los quimicos no podian hacerlo y ampliando a su
vez el arsenal terapéutico. Los medicamentos ‘biosimilares’ tienen la virtud de conseguir
que el tratamiento con medicamentos biolégicos sea mas accesible, a la vez que
contribuye a la sostenibilidad de los sistemas sanitarios. En una primera parte de la
Tesis Doctoral se ha analizado la importancia de los medicamentos biol6gicos desde la
perspectiva y el estudio de los medicamentos biosimilares concluyendo en un analisis
bibliométrico.

En una segunda parte, el trabajo experimental ha sido el disefio de un medicamento
biolégico para el tratamiento del ictus. El ictus es una enfermedad ampliamente
extendida en el mundo desarrollado y cuyo tratamiento actual se basa en el
restablecimiento de la reperfusién. Se ha comprobado que wuna proteina,
concretamente neuroglobina, tiene un papel relevante en los accidentes
cerebrovasculares y enfermedades neurodegenerativas. La neuroglobina es una
proteina que interviene en el transporte y reserva de oxigeno en células neuronales,
relacionandose su tarea con la homeostasis neuronal. Después de haber conseguido su
sintesis mediante tecnologia recombinante, la neuroglobina es incapaz ‘per se’ de llegar
a las células objetivo neuronales, debido a la barrera hematoencefalica, que es una
estructura de permeabilidad selectiva que impide su paso. Utilizando la nanotecnologia
se disefian y elaboran diferentes tipos de nanoparticulas que permitan encapsular la
proteina y vehiculizarla a la vez que la protege y la hacen llegar a las células neuronales,
liberandola y permitiendo realizar su funcién.

Las nanoparticulas inyectadas en modelos de animales, manifestaron resultados
exitosos de acuerdo a los objetivos planteados.

Se considera que todo el trabajo motivo de esta Tesis Doctoral nos permite poder
afirmar que se pueden conseguir nanoparticulas con neuroglobina encapsulada que
podrian ser eficaces en el tratamiento del ictus. Sin duda, sera necesario realizar mas
estudios que corroboren todos estos datos para que, en un futuro no muy lejano, se
pueda disponer de un medicamento biologico elaborado con nanoparticulas vy
neuroglobina.
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1.
INTRODUCCION




El tema de la presente Tesis Doctoral trata sobre el complejo ambito de los
medicamentos bioldgicos. En concreto, nuestro trabajo parte de los medicamentos
biosimilares debido a que son medicamentos recientes que afectan y afectaran en gran
medida tanto a la comunidad cientifica como a la social, econémica y politica debido a
su gran impacto sobre la salud. Es por esto que pretendemos mostrar una ilustracion
sobre la importancia que poseen los medicamentos bioldgicos. En los distintos
apartados se analizaran dichos medicamentos desde una perspectiva general a modo
de guia sobre los mismos, asi como también profundizaremos en la raiz principal de su
sentido, su idiosincrasia, asi como la repercusion que tienen en la sociedad. Todo ese
trabajo se basara en un amplio estudio bibliométrico que, tras la aplicacién de métodos
estadisticos, nos permitiran comprobar cémo evolucionan y el impacto que han tenido
a lo largo del tiempo.

A grandes rasgos, un medicamento es toda sustancia que sirve para tratar, prevenir,
diagnosticar, aliviar o curar enfermedades o dolencias (Ley 29/2006, de 26 de julio, de
garantias y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios) y que, en el caso
del medicamento biolodgico, la particularidad viene dada en que se utiliza un organismo
vivo o sus productos para elaborar dicho medicamento (Instituto Nacional del Cancer
de EEUU).

La complejidad de estos medicamentos respecto a los de sintesis quimica es superior
en todos los casos y han sido necesarios conocimientos en muchos y variados campos
cientificos para su obtencién, lo que también se ve reflejado en la actualidad que
poseen.

De esta manera, si retrocedemos un poco en el tiempo, en un principio el uso de los
medicamentos se centraba en el tratamiento y alivio de los sintomas que acompafiaban
a una enfermedad o incluso las manifestaciones de esta, por lo que no se ataca el origen
de la dolencia ni se modificaba su evoluciéon natural. Pero a partir del siglo XIX se
produce un gran avance en la ciencia, que afectd a todos sus campos incluyendo las
areas de farmacia y medicina, pues en estos casos se empieza a estudiar y experimentar
medicamentos que previnieran el padecimiento de una enfermedad. En estos
momentos nacen los medicamentos biologicos, con la aparicién de las vacunas (vacuna
contra la viruela de Jenner) que, en un primer momento, fueron sustancias que
procedian de organismos vivos y que cuando son administradas a una persona
generaban una respuesta inmunitaria en contra de esos microorganismos nocivos.
Conforme fue avanzando el tiempo, el principio de las vacunas facilité ideas para
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas contra enfermedades como el cancer, la
artritis, la enfermedad de Crohn, diabetes o tratamientos hormonales entre otros
partiendo de la estrategia de lograr que el sistema inmunolégico reconociese las
sustancias o células malignas como los microorganismos nocivos, destruyendo de esta
manera la raiz del problema (Medicamentos biol6gicos: del sintoma al origen de la
enfermedad).
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En la actualidad el proceso de sintesis de estos medicamentos es mucho mas
complicado, ya que se utilizan tecnologias altamente sofisticadas basadas en la
manipulacién genética de células vivas mediante técnicas de ADN recombinante o
hibridacién entre otras, que requieren tanto de instrumentos como de personal muy
cualificado. Ademas, también es necesaria una gran investigacién y desarrollo previo a
su produccién masiva.

Los medicamentos biolégicos traen consigo una revolucién en el concepto de la
farmacia y de la medicina, pues van mas alla del arsenal de medicamentos del cual
disponemos y nos permiten atacar donde antes no era posible o donde ni siquiera
existia el tratamiento.

Las diferencias respecto a los medicamentos de sintesis quimica son tan abismales que
solo en su tamafio podemos hablar de unas docenas de atomos en estos medicamentos
frente a los miles de millones de atomos de los medicamentos biolégicos, lo que los
hace muy complejos. Dicha complejidad se puede ver claramente representada por la
inversion de recursos econdmicos que necesitan, desde que comienza su investigacion
hasta el requerimiento de las condiciones de distribucién y almacenamiento, pasando
por la construccion de plantas industriales especiales para su elaboracion en las mas
estrictas condiciones de seguridad.

Sin embargo, este ambicioso salto de la ciencia presenta algunas particularidades que
no lo hacen del todo favorable, ya que debido a los altos costos que presentan puede
dificultar el acceso del paciente al tratamiento. Como es légico, la industria tiene que
recuperar la inversion realizada (dichos medicamentos estan protegidos por una
patente de exclusividad de aproximadamente 15 afios) antes de la aparicion de
competidores, que sean mas accesibles (los medicamentos biosimilares), al incurrir en
menores costos de produccién, pero con equivalencia similar en eficacia y seguridad.

Esto supone un gran reto mundial debido a que los sistemas sanitarios actualmente
poseen dificultades para cubrir los costos de los medicamentos convencionales y mas
tendran aun para cubrir los medicamentos biolégicos innovadores u originales. Aqui
nacen los medicamentos biosimilares, que son capaces de demostrar que son
equivalentes a los medicamentos bioldgicos originales, pero con un coste inferior.
Contemplando la situacion que se presenta, las autoridades sanitarias mundiales como
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Administracion de Alimentos y Drogas
(FDA) de Estados Unidos y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), entre otras,
estan preparando y lanzando normativas de seguridad y uso de los medicamentos
biolégicos y biosimilares, asi como una serie de recomendaciones para acortar los
tramites de registro con la finalidad principal de optimizacion de recursos econémicos
en cuanto a brindar al paciente el mejor tratamiento con la mayor brevedad posible.

La segunda parte de la Tesis se basé en un desarrollo experimental en el que un

medicamento biol6gico o biosimilar fuera protagonista. En este sentido, hemos tenido
la oportunidad de trabajar con una proteina, concretamente neuroglobina, con
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potencial para el tratamiento del ictus isquémico gracias a un proyecto de investigacion
del Ministerio de Economia y competitividad (Ref: BFU2016-80316-R).

Se procedi6é dada la naturaleza de la misma, a disefiar y desarrollar un medicamento
biolégico, realizando los estudios necesarios para su utilizacién terapéutica en el
tratamiento del ictus.

El ictus es la mayor causa de muerte e incapacidad en el mundo (Hacke y col., 2008).
Ocurre cuando alguno de los vasos sanguineos en el cerebro es bloqueado (isquemia)
o bien se rompe provocando una hemorragia. El ictus isquémico es responsable del 87%
de todos los casos y sus consecuencias son muerte neuronal, inflamacion y dafio en los
vasos (Zhou Z. y col., 2018). De ahi, la trascendencia de la investigacién que estamos
llevando a cabo.

Partiendo de esta base, los conocimientos existentes y la experiencia de nuestro grupo
de investigacion, se inicié nuestro proyecto de disefio y elaboracién de un medicamento
biolégico con neuroglobina para el tratamiento del ictus. Para lo que se elaboraron
diferentes métodos de preparacién de nanoparticulas (Nps) que fueron estudiados y
reglados a cumplir unos estandares de tamafio, forma, carga superficial y citotoxicidad
entre otros.

Respecto a los métodos de encapsulacion estudiados, el polimero base utilizado fue el
hialuronato de sodio, el cual fue empleado en dos diferentes técnicas para vehiculizar
la proteina hasta su diana terapéutica. También se realizd una sintesis de Nps lipidicas
solidas para poder compararlas con las anteriores en lo que se refiere sobre todo a su
eficiencia de encapsulacion y capacidad de penetracién a través de la BHE.

Por otro lado, se procede a la sintesis y estudio de las proteinas, con el fin de analizar
su estabilidad. Durante el estudio también se utilizé el proceso de liofilizacién, pues el
objetivo final es realizar una formulacién extemporanea para administracion
parenteral, en la que la conservacién y estabilidad en el tiempo es un pilar basico.

La sintesis de NGB resulté ser un proceso muy costoso, por lo que se realizaron los
primeros estudios de eficiencia de encapsulacién y liberacion con otra proteina que
consumiese menos recursos. La proteina elegida fue la lisozima debido a su peso
molecular y caracteristicas similares.

Una vez obtenidos todos los datos finales, se seleccion6 el método que se considerd
mejor en base a los resultados proporcionados en los diferentes estudios. Con dicho
método se han elaborado las Nps definitivas con neuroglobina encapsulada y la
definitiva forma farmacéutica. Estas Nps con NGB fueron inyectadas directamente en
los animales y se estudi6 su llegada a su diana como la liberacion de la proteina, hecho
frente al cual los resultados fueron exitosos.

Todos estos factores analizados, han influido y han sido tenidos en cuenta, en el

desarrollo de esta Tesis Doctoral, como iremos pormenorizando en los distintos
apartados.
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2.1 OBJETIVOS

Uno de los objetivos fundamentales de la presente Tesis Doctoral es el estudio de los
medicamentos biologicos, por ello, en un principio, se ha realizado una revision
bibliografica sobre los medicamentos biosimilares, la situacién que han experimentado
desde su salida al mercado hasta el presente, sus perspectivas futuras, asi como las
consecuencias sociales que pueden derivarse de su empleo. Era y es un tema bastante
atractivo debido a la novedad que representan y cémo van a influir para cambiar el
mercado del medicamento actual, al ofrecer nuevas vias para el tratamiento de
enfermedades ampliando y mejorando el arsenal del cual disponemos actualmente.

Los conocimientos aportados en esta primera parte, haciendo referencia al titulo de la
Tesis, son fundamentales para poder trabajar, estudiar y disefiar un medicamento
biol6gico y se sitia no como un cambio de rumbo en nuestro estudio, sino como punto
de partida. Asi surge el segundo objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral, en
concreto, el disefio y preparacion de un medicamento biol6gico para el tratamiento del
ictus isquémico.

Gracias a la colaboracion establecida con el grupo de investigacion Bio 0184 del
Departamento de Biologia Experimental de la Universidad de Jaén, se nos planted la
posibilidad de trabajar con neuroglobina, proteina de gran interés en el tratamiento del
ictus; habiendo demostrado su papel neuroprotector en el cerebro. Sin embargo, dado
su tamafio y sus caracteristicas fisicoquimicas dicha proteina es incapaz por si misma
de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE). Disefiar una forma farmacéutica capaz
de solventar estas dificultades, supone un importante reto para la Tecnologia
Farmacéutica. Con esta intencién nos planteamos la encapsulacién de neuroglobina
utilizando diferentes polimeros y tecnologias que permitan conseguir el objetivo
deseado ademas de intentar mejorar su estabilidad en el tiempo.

Esta meta esta plagada de ambicion e ilusién ya que uno de los campos de estudio mas
importantes de los medicamentos biotecnolégicos son los accidentes
cerebrovasculares, pues son una de las causas de muerte y discapacidad mas
importantes a nivel mundial, sobre todo, si consideramos que, en Espafa, cada 6
minutos se produce un ictus.

Por tanto, el objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es el estudio de los
medicamentos biosimilares, asi como el disefio y preparacion de un medicamento, que
conteniendo neuroglobina consiga vencer el obstaculo de la barrera hematoencefalica
y producir el efecto neuroprotector que evidencia, ayudandonos de la
nanoencapsulacion para alcanzar los fines deseados.

Con esta finalidad, en este trabajo se pretenden alcanzar los siguientes objetivos
especificos:
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Realizar una amplia revisién bibliografica acerca de los diferentes medicamentos
biosimilares disponibles en la actualidad. Estudio de sus particularidades,
repercusion econémica y trascendencia clinica de dichos medicamentos.

Estudiar las diferentes técnicas de nanoencapsulacion adaptadas a proteinas.

e Seleccionar y desarrollar un método de nanoencapsulacion adecuado
en funcién del tamafio medio de particula requerida, propiedades fisicas
del agente encapsulante, mecanismoy lugar de liberacién deseado, coste
y aplicacion de la neuroglobina.

e Seleccionar polimeros compatibles con la proteina a encapsulary con la
tecnologia utilizada. Estos polimeros deben cumplir con una serie de
requisitos como grado de proteccidén, condiciones de liberacion y
estabilidad en las condiciones tecnoldgicas y durante su posterior
almacenamiento y conservacion.

e Caracterizar las nanoparticulas obtenidas con objeto de determinar su
forma, tamafio y superficie, asi como su estabilidad desde el punto de
vista tecnolégico.

e Comprobar la estabilidad de la neuroglobina encapsulada a lo largo del
tiempo y bajo diferentes condiciones de conservacién, con la intencién
de determinar las condiciones de almacenamiento mas apropiadas.

e Estudiar la influencia de la liofilizacién tanto en la estabilidad de las
nanoparticulas como en la viabilidad de la proteina.

e Valorar su inclusién en formas farmacéuticas secundarias.

Estudiar la cinética de liberacion del principio activo desde los sistemas
nanoparticulares propuestos mediante ensayos ‘in vitro’y su paso a través de la
barrera hemoencefalica, llegando asi al lugar de accién en modelos animales.

Dar un paso mas en la investigacion futura sobre el uso y desarrollo de nuevas
formas de administracion y nuevas indicaciones terapéuticas.
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2.2. PLAN DE TRABAJO

La parte experimental del presente trabajo de investigacion esta compuesta por dos

apartados fundamentales que dan respuesta a los dos objetivos fundamentales que nos

marcamos inicialmente, explicados en el apartado anterior. Por un lado, la evaluacion

de los biosimilares en el mercado farmacéutico actual y por otro, el desarrollo y puesta

a punto de una nueva forma farmacéutica con neuroglobina. Por ello, dicho trabajo se

planificé del siguiente modo:

10.

11.

BuUsqueda y revision bibliografica sobre los medicamentos biosimilares, desde lo
que son, pasando por su legislacion y fabricacion hasta su razéon econdémica,
para acabar con una revision bibliométrica sobre los mismos, donde se evalua
Su importancia e impacto entre otras.

Disefio y elaboracion de nanoparticulas, tanto nanoparticulas poliméricas
recubiertas como nanoparticulas lipidicas sélidas.

Estudio tecnoldgico y caracterizacion de todos los métodos de sintesis de
nanoparticulas propuestos.

Ensayos ‘in vivo' para testar la llegada de las diferentes nanoparticulas a su diana
y verificar la capacidad de penetraciéon de las mismas a través de la barrera
hematoencefalica.

Caracterizacion  fisicoquimica de los principios activos, mediante
determinaciones espectrofotométricas y cromatograficas.

Estudio de la estabilidad del principio activo a lo largo del tiempo y tras
someterlo a liofilizacion.

Ensayos de encapsulacion de los principios activos, a diferentes dosis y
busqueda de la eficiencia de encapsulacion.

Liberacion ‘in vitro’ de los principios activos desde las nanoparticulas.

Seleccién del mejor método de sintesis de nanoparticulas y elaboracion de las
nanoparticulas definitivas con neuroglobina.

Estabilidad de las nanoparticulas definitivas con principio activo tras su
liofilizacion.

Se incluiran las conclusiones obtenidas, asi como un apartado con la bibliografia
mas relevante
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3.1. MEDICAMENTOS BIOSIMILARES

En los ultimos afios, la biotecnologia ha permitido el desarrollo de mas de 650 farmacos
biolégicos innovadores para tratar diversas enfermedades como el cancer y otras
enfermedades graves neurolégicas, reumatologicas o endocrinas.

En los afios venideros, un alto porcentaje de los farmacos que saldran al mercado seran
medicamentos biolégicos, que daran respuesta a pacientes que en este momento no
tienen un tratamiento tan preciso para sus enfermedades.

Los farmacos biol6égicos son moléculas de gran tamafio formadas en su mayoria por
proteinas, que son producidas por organismos vivos, como bacterias. Esto condiciona
que las caracteristicas y las propiedades de dichos farmacos se encuentren
estrechamente ligadas a su proceso de produccion.

A medida que pasa el tiempo, la patente de los medicamentos biolégicos vence, el
arsenal terapéutico se va ampliando con el desarrollo de los farmacos biosimilares, que
son moléculas similares, pero en ningun caso idénticas, al farmaco biolégico original, ya
que provienen de lineas celulares distintas y de procesos de fabricacion que también
pueden ser diferentes.

3.1.1. Descripcion

Asi, un biosimilar (o0 medicamento biol6gico similar) es un medicamento bioldgico
equivalente en calidad, eficacia y seguridad a un medicamento biol6égico innovador u
original, lamado producto de referencia. La posologia y via de administracién deben ser
las mismas, ademas de esto el biosimilar es autorizado para todas, o algunas de las
indicaciones aprobadas para el biolégico de referencia, nunca para otras indicaciones
diferentes.

El biosimilar contiene una version del principio activo del producto de referencia. A la
hora de establecer la equivalencia con este, debe establecerse mediante un exhaustivo
“ejercicio de comparabilidad”. El objetivo es demostrar que las leves diferencias
fisicoquimicas existentes entre ambos productos no inciden significativamente en el
perfil beneficio/riesgo, lo cual permite sustentar que el principio activo de ambos
medicamentos es en esencia el mismo. Una vez acreditada la equivalencia y su
correspondiente autorizacién, el biosimilar es un medicamento biolégico mas. La
variabilidad fisicoquimica sin trascendencia terapéutica es inherente a productos de
naturaleza biolégica, e identificable en ocasiones entre lotes de determinados
medicamentos bioldgicos sometidos a cambios en el proceso productivo. Lo cual puede
exigir incluso la ejecucion de un “gjercicio de comparabilidad” a la medida entre dos o
mas lotes de un mismo medicamento bioldgico, original o biosimilar, con el fin de
comprobar su equivalencia.
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Como caracteristicas mas destacables respecto a su naturaleza biol6gica podemos decir
gue tienen un gran tamafio en comparacion a las moléculas de sintesis quimica (figura
1). Ademas, se pueden producir a partir de células microbianas o cultivos de células
vegetales en biorreactores (figura 2) y en lineas celulares de mamiferos.
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Figura 1. Comparaciones entre un
medicamento biolégico y de sintesis.

f

. €—— Bhaust
Cold water inlet

Figura 2. Biorreactor con

descripciones.

Para representar mejor esta diferencia entre los medicamentos de sintesis quimica
frente a los biologicos, el esquema de la figura 3 recoge de forma abreviada y
esquematica las diferencias entre un medicamento quimico y un biotecnologico.

Comparacion entre los dos tipos de farmacos

LEYENDA
Medicinas
quimicas

o 5

a

Elingrediente activo
que tienela
estructura quimicaes
simpley pequefio.

.

Las medicinas biologicas
solo pueden ser fabricadas
en células vivas. Pueden
sermiles de vecesmas
grandes y complejas.

Las medicinas con moléculas
pequenas son, por lo general,
mas estables.

Y,

Debido ala presencia de proteinas, las
medicinas bioldgicas son altamente
sensibles alos cambios en el ambiente.
Son necesarias condiciones estrictas
para su transporte y almacenamiento.

A En el laboratorio se
pueden hacer copias
idénticas de las
medicinas quimicas.

Alfabricarse enuna célula
viva que es Unica, nose
pueden hacer copias
idénticas deella.
Fuente:www.buildngbiologics.com

La estructura simple del
medicamento quimico
puede ser totalmente
caracterizada.

Las estructuras sumamente
complejas como las delos
medicamentos biologicos
son dificiles de caracterizar.

A

Potencialmente baja:
las moléculas de un
medicamento quimico
son tan pequefias que
pasan por el sistema
inmunoldgico sin ser
detectadas.

4,

Potencialmente aka:
debido a lapresenciaen
gran cantidad de proteinas,
estas pueden causar una
reaccion inmune del
organismo del paciente.

A Fabricar medicinas de
pequefias moléculases
menos complejo, ya que se
requieren 50 pruebas simples
para demostrar su fuerza,
calidad, potenciay pureza.

Los medicamentos biologicos
% necesitan aproximadamente
250 pruebas complejas, asi
como controles para demostrar
que estan aptos para el mercado.

Figura 3. Comparaciones entre medicamentos de sintesis quimica y biolégicos
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De dicho esquema cabe destacar como caracteristicas mas destacadas el tamafio y por
tanto la complejidad de los medicamentos bioldgicos frente a los quimicos. Asi, por
ejemplo, un medicamento de sintesis quimica esta compuesto por unas docenas de
atomos frente a un medicamento biolégico que incluye millones de los mismos.
Ademas, esto conlleva unas consecuencias directas sobre el proceso de fabricacion,
imposibilitando la creacion de copias completamente idénticas como se vera con detalle
mas adelante.

3.1.2. Regulacion y Legislacion

Podemos indicar que toda la legislacion sobre estos productos biologicos es
relativamente reciente y en muchos paises aun no se encuentra muy desarrollada.
Teniendo en cuenta las exigencias regulatorias existentes en la industria farmacéutica,
los fabricantes de productos bioldgicos deben cumplir con un amplio y exigente
conjunto de normas para asegurar la calidad, seguridad y eficacia de los productos
biolégicos. La Unidn Europea fue la primera en elaborar un marco regulatorio para los
biosimilares, y de esta forma, definid el concepto de medicamento biol6gico similar en
2004 (Directiva 2001/83/CE, enmendada por la Directiva 2003/63/CE y la Directriz
2004/27/EC), que entré en vigor en 2005. En 2006 se aprobo el primer medicamento
biosimilar. Desde esa fecha hasta enero de 2019, en la UE, hay 53 medicamentos
biosimilares de 16 principios activos (adalimumab, bevacizumab, enoxaparina sédica,
epoetina alfa, epoetina zeta, etanercept, filgrastim, folitropina alfa, infliximab, insulina
glargina, insulina lispro, pegfilgrastim, rituximab, somatropina, teriparatida vy
trastuzumab) aprobados por la Comision Europea (CE) mediante procedimiento
centralizado (EMA, 2019).

Otros paises como Australia, Croacia, Canada, Japén, Malasia, Turquia, Suiza, Israel y
Corea del Sur han seguido los pasos tomados por la Unién Europea. Ademas, otros
paises de Asia, Oriente y América Latina estan desarrollando marcos similares. En USA,
la FDA es la encargada del desarrollo de una guia regulatoria y a nivel de la OMS tiene
guias publicadas basadas en el enfoque de la UE para uso a nivel mundial (figuras 4 y
5), pero se encuentran menos avanzadas. Asi a modo de ejemplo, la aprobacion del
primer medicamento biosimilar por parte de la Agencia de Medicamentos de Estados
Unidos (FDA) fue el 6 de marzo 2015. Dicho biosimilar fue Zarxio®, de Sandoz, que tiene
como producto de referencia a Neupogen® (filgrastim), esta aprobado para las mismas
indicaciones que el medicamento de referencia. Esta aprobacién fue otro hito
importante para los pacientes después de la puesta en marcha a nivel europeo del
primer anticuerpo monoclonal biosimilar, el infliximab.
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Figura 5. Imagen resumen de la International Alliance of Patients’ Organization sobre las
regulaciones/directrices de biosimilares.

En 2012 la EMA incluydé una definicién del término “biosimilar” en uno de sus
documentos de directrices sobre procedimientos en los siguientes términos:

“Un medicamento bioldgico similar, conocido como ‘Biosimilar’, es un producto similar a un
medicamento bioldgico que ya ha sido autorizado llamado “medicamento de referencia”. El
principio activo de un medicamento biosimilar es un principio activo bioldgico conocido, y
similar al del medicamento de referencia. A un producto bioldgico similar y a su
correspondiente medicamento de referencia se les presupone el mismo perfil de eficacia y
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seguridad, y son generalmente utilizados como tratamiento en las mismas condiciones”. El
medicamento de referencia al que la solicitud de autorizacion de comercializacién del
medicamento biosimilar se refiere, “es un medicamento que ha obtenido una autorizacion
de comercializacion por parte de un Estado miembro o de la Comision Europea basdndose
en el expediente completo (es decir, previa presentacion de los datos preclinicos, clinicos y de
seguridad”) conforme a las disposiciones aplicables a los medicamentos originales
(Véase la pagina 8/33: EMA Procedural advice for users of the centralised procedure for
similar biological medicinal products applications_EMA/940451/2011_March 2013).

A la hora de registro, los medicamentos biosimilares derivados de la biotecnologia se
someten al mismo proceso de registro centralizado que los medicamentos
biotecnolégicos de referencia, los cuales, son evaluados por los mismos expertos
europeos que evaluan los productos innovadores.

El primer requisito es que el medicamento de referencia debe haber sido autorizado en
la UE, después el solicitante debe justificar las indicaciones para las cuales solicita
autorizacion respecto al producto de referencia, ya que puede tener todas o parte, pero
nunca mas. A continuacion, el Comité de Evaluacion de Medicamentos de Uso Humano
de la EMA (CHMP) emite una opinion cientifica sobre la aprobacién del dossier. La
Comision Europea toma la decision final sobre la autorizacion de comercializacion en la
UE. Si se comercializa sera valido en todos los estados miembros.

Aparte para el tema de colaboracién con las partes interesadas y para redactar las guias
de medicamentos bioloégicos y mantener el marco regulatorio para los productos
biosimilares existe, el BMWP (Biological Medicina Working Party), un grupo de trabajo
creado por el CHMP (Lo que debe saber sobre los medicamentos biosimilares, 2013)
(CHMP, 2014; CHMP, 2010).

DIRECTRICES DE RELEVANCIA PARA MEDICAMENTOS BIOSIMILARES

DIRECTRICES GENERALES PARA BIOSIMILARES
* GENERAL
* ASPECTOS DE CALIDAD
» ASPECTOS NO CLINICOS Y CLINICOS

DIRECTRICES PARA BIOSIMILARES ESPECIFICAS POR PRODUCTO
Insulina ~ Somatropina G-CSF EPO HBPM IFN-alpha

FSH IFN-beta AM

OTRAS DIRECTRICES RELEVANTES PARA BIOSIMILARES
¢ COMPARABILIDAD - ASPECTOS DE CALIDAD
¢ COMPARABILIDAD - ASPECTOS NO CLINICOS Y CLINICOS
¢ INMUNOGENIA

Figura 6. Esquema de las directrices de relevancia sobre biosimilares a realizar para su registro y
comercializacion.
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Para tomar la decision sobre la autorizacion del medicamento, éste ha de someterse a
una serie de pruebas donde demostrara con los datos que arroje para cada una de ellas
que es valido para comercializarse. En la figura 6 se esquematizan los dosieres con las
guias que consta cada uno con los datos que han de aportar para la aprobacién del
medicamento biosimilar (Consensus Information Paper European Commission, 2013).

REQUERIMIENTOS PARA LA APROBACION DEL MEDICAMENTO BIOSIMILAR

Como base para su aprobaciény puesta en el mercado el medicamento biosimilar, debe
cumplir una serie de requisitos como son:

- Que se emplee el mismo medicamento de referencia para todas las partes del dossier
para demostrar que el medicamento biosimilar y el de referencia tienen perfiles
similares en términos de calidad, seguridad y eficacia.

- Que la secuencia de aminoacidos primarios de la proteina biosimilar sea idéntica a la
secuencia de aminoacidos del producto de referencia.

- La compafiia de medicamentos biosimilares debe justificar cada paso del desarrollo.

- Es necesaria la parte completa de calidad y evaluacion comparativa fisico-quimica y
biol6gica con el producto de referencia.

- Son necesarios estudios toxicologicos y farmacolégicos pre-clinicos y comparativos,
pero posiblemente abreviados.

- Son necesarios estudios de farmacocinética y farmacodinamia comparativos en
humanos, pero posiblemente pueden ser abreviados.

- Son necesarios estudios comparativos de eficacia y seguridad en humanos, pero
posiblemente abreviados, que incluyan inmunogenicidad.

- Es necesario un Plan de Gestion de Riesgos, que incluya la farmacovigilancia.

Si analizamos estas premisas que deben cumplir los biosimilares, nos damos cuenta
que se realiza un fuerte hincapié en que los medicamentos biosimilares sean lo mas
similares posible a los originales, yendo paso por paso en todos los aspectos que
incumben el proceso de fabricacion del biosimilar y posteriores comprobaciones, lo que
no ocurre con los medicamentos de sintesis quimica. También decir, que llama la
atencion la posibilidad de abreviar ciertos estudios, los cuales incluyen principalmente
comprobaciones a posteriori de la fabricacién de que la molécula sea apta a los
requerimientos.

Afadir en ultimo lugar, que las evaluaciones de “Similitud” se refieren a las pruebas
comparativas de calidad, preclinicas y clinicas de un medicamento biol6égico producido
por un diferente e independiente proceso de fabricacién, estableciendo una similitud
con el medicamento bioldgico de referencia original. A continuacién, vamos a ver estos
puntos con mas detalle.
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3.1.2.1. Requerimientos para los datos de calidad

- Que se cumplan las buenas practicas de fabricacién y control del proceso: El
proceso debe desarrollarse y optimizarse, considerando los avances
tecnolégicos actualmente disponibles en el proceso de fabricacién. Los
medicamentos biosimilares se fabrican conforme a la tecnologia de ultima
generacidbn mas actualizada, lo que garantiza los mas altos parametros de
calidad disponibles y por lo general los medicamentos biosimilares estan mejor
caracterizados de lo que lo estuvieron sus productos de referencia al momento
de su aprobacion, 10 o 20 afios antes.

- Los estudios de formulacién deben demostrar la conveniencia de la formulacion
propuesta con respecto a la estabilidad, compatibilidad e integridad de la
sustancia activa.

- Estudios comparativos directos con el medicamento de referencia para los
aspectos de calidad:

- Lasdiferencias en los perfiles de impurezas y las diferencias significativas
en las sustancias relacionadas con el producto o el proceso pueden tener
consecuencias en lo que respecta a la cantidad de datos pre-clinicos y
clinicos que se puedan requerir.

- Las comparaciones realizadas, por ejemplo, con monografias de
farmacopea u otros datos cientificos publicados, no son apropiados para
demostrar la similitud en términos de calidad.

Estos apartados nos estan indicando que dichos medicamentos biosimilares, requieren
un alto nivel de calidad y presentan unos altos requisitos para que se cumplan, y en
ningln momento esté por debajo del medicamento biolégico de referencia. La
diferencia se hace mas evidente sobre todo si los comparamos con los medicamentos
de sintesis quimica y sus genéricos.

3.1.2.2. Reguerimientos datos no clinicos

- El desarrollo pre-clinico de un medicamento biosimilar puede ser abreviado.

- Las caracteristicas del producto y los resultados de los estudios
comparativos de caracterizacion de la calidad deben tomarse en
consideracion al disefiar el programa preclinico.

- Se aconseja proceder caso a caso en las normas especificas para cada
clase de producto.

30



- Los estudios pre-clinicos deben ser de naturaleza comparativa y deben ser
disefiados con el objetivo de detectar diferencias en las respuestas entre el
producto similar y el producto de referencia.

- Los estudios pre-clinicos incluyen:

- Estudios comparativos de farmacodinamica in vitro.

- Estudios comparativos de farmacodinamica in vivo en modelo(s) de
animal(es) pertinente(s).

- Estudio(s) comparativo(s) pre-clinico(s) de toxicidad repetida en especies
pertinentes.

- Estudios comparativos para la toxicocinética y la inmunogenicidad
animal, y en caso de que correspondiese tolerancia local.

- Enelcasodelos productos biosimilares no necesariamente se requieren
estudios de farmacologia de seguridad, toxicologia de reproduccién,
mutagenicidad y carcinogenicidad.

3.1.2.3. Requerimientos datos clinicos

- Aligual que el anterior, el desarrollo clinico de un medicamento biosimilar puede
ser abreviado, como por ejemplo el enfoque para demostrar la similitud, no la
eficacia per se.

- Estudios comparativos:
- Modelo(s) de prueba sensible(s) para detectar posibles diferencias.
- Programa determinado caso a caso en base a la clase de producto. Para
el disefio del programa clinico se deben tomar en consideracién los
resultados de los estudios comparativos no clinicos de calidad.

- Eldesarrollo clinico de un medicamento biosimilar también es un procedimiento
paso a paso que debe empezar con los estudios farmacocinéticos (FC) y
farmacodinamicos (FD) comparativos, seguidos por ensayo(s) comparativo(s)
clinico(s) de eficacia y seguridad, y un programa de gestion de riesgos posterior
a la aprobacion.

- Serequieren estudios FC/FD comparativos.

- Estudios comparativos de eficacia.
- No se requieren estudios para descubrir la dosis, ya que viene definida
por el innovador.
- Demostracién de eficacia “equivalente”.
- Los margenes de equivalencia deben representar la mayor diferencia
clinicamente aceptable.
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Datos comparativos previos a la autorizacion para evaluar el perfil de seguridad,
incluida la inmunogenicidad, dado el tamafio de la molécula y su posible
interacciéon con el sistema inmunolégico.

Los datos de los estudios clinicos previos a la autorizacion no son suficientes
para identificar todas las posibles diferencias de seguridad, entre otras razones,
dadas las variaciones que se pueden producir entre los distintos lotes que se
fabriquen, es por todo ello, que estaria justificado un plan de farmacovigilancia
completo.

En casos especificos y justificados (como el de la insulina), los estudios FC/FD
comparativos confirmatorios pueden ser adecuados para demostrar la eficacia
similar, pero siempre se necesitan datos de inmunogenicidad en humanos en
poblaciones relevantes. Las condiciones se definen en las normas pre-clinicas y
clinicas, que a continuacién se exponen en el siguiente punto.

Norma para medicamentos biosimilares sobre aspectos pre-clinicos y clinicos
(EMEA/CHMAP/BMWP/42832/2005)

“En caso que el medicamento original autorizado tenga mas de una
indicacion, se debe justificar la eficacia y la seguridad del producto que
declara ser similar o, si es necesario, demostrar por separado cada
indicacion declarada. En algunos casos, es posible extrapolar la similitud
demostrada en una indicacion a otras indicaciones del medicamento de
referencia. La justificacién dependera, por ejemplo, de la experiencia clinica,
los datos bibliograficos disponibles, o si estdan o no involucrados los mismos
mecanismos de acciébn o el(los) mismo(s) receptor(es) en todas las
indicaciones. También deben abordarse los posibles aspectos de seguridad
en las diferentes subpoblaciones. En cualquier caso, la compafia debe
justificar el enfoque adoptado durante el desarrollo del producto (...)"

De estos conceptos, se puede de nuevo comprobar como en la Agencia Europea del
Medicamento (EMA), la preocupacion por el empleo de biosimilares esta justificada y
basada en la necesidad del aporte de datos procedentes de los diferentes ensayos

exigidos, dado tanto por la novedad existente en estos medicamentos y ser pioneros en

la regulacién de ellos, y por otro lado el potencial que tienen estos medicamentos al ser

grandes moléculas capaces en algunos casos de interaccionar con distintos sistemas del

organismo, tales como el inmunologico. Por lo que el objetivo principal de la valoracion

de un producto biosimilar no es la caracterizacion del perfil de riesgos/beneficios del

producto como tal, sino la evaluacion cualitativa y cuantitativa de la comparabilidad

(similitud) del producto con respecto al producto de referencia (EMA, 2019).
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El Marco regulatorio completo, se encuentra disponible en:
(http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/regulation/general/general_con
tent_000408.jsp&mi).

Finalmente, cabe destacar que los productos innovadores estan protegidos durante
unos diez afios aproximadamente, (8 de exclusividad de datos y dos adicionales de
exclusividad comercial) que puede extenderse un afio mas. En la siguiente tabla (figura
7) podemos ver los medicamentos innovadores préximos a caducar su patente o ya
caducados, junto a los laboratorios que los fabrican y las ventas aproximadas que
tuvieron durante el afio 2011 (Consensus Information Paper European Commission,
2013).

Amgen

Enbrel \

Bost sl - 524
' ) Biologics
- Patent

Centocor

Novo Nordisk

2000 2005 2010 2015 2020

Year

Figura 7. llustracion medicamentos bioldgicos, junto a las fechas de pérdida de sus patentes y los
voliimenes de ventas para el aiio 2011.

3.1.2.4. La intercambiabilidad

La intercambiabilidad hace referencia a la practica médica de cambiar un medicamento
por otro equivalente, en un entorno clinico dado, a iniciativa o con el consentimiento
del prescriptor. Se considera que un medicamento es intercambiable si se puede
administrar o dispensar en lugar de otro producto clinicamente equivalente. Los datos
cientificos regulatorios, publicados a través del EPAr (informe publico europeo de
evaluacién), deberan guiar las decisiones de los prescriptores con respecto a la
intercambiabilidad.

En el contexto de intercambiabilidad, debe destacarse que, si una compafiia originadora
modifica el proceso de fabricacion de un producto existente, se acepta la
intercambiabilidad entre los productos pre y post modificacién a condicién de que la
modificacion esté respaldada por un conjunto de datos de comparabilidad que revise el
producto pre y post modificacién. En el caso de los medicamentos biosimilares, se debe
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adoptar el mismo abordaje sobre la base de los datos de comparabilidad con un
producto de referencia.

Es importante reiterar que los medicamentos biosimilares concuerdan con su producto
de referencia en términos de calidad, eficacia y seguridad. Por lo general se requiere
una demostracion de equivalencia terapéutica a fin de adoptar la posologia
(recomendaciones de administracién) del producto de referencia.

Los datos de comparabilidad y también los datos post comercializacién, demostraran
asi que es seguro y eficaz cambiar dosis por dosis, del producto de referencia al
medicamento biosimilar.

Ilgualmente es interesante sefialar que la sustitucion de un producto innovador por un
biosimilar se legisla a nivel particular de cada pais y no a nivel europeo. En el caso
particular de Espafia, recae en los gobiernos de las comunidades autonomas.

3.1.2.5. Medicamentos biosimilares comercializados

La siguiente tabla (tabla 1) a fecha de mayo de 2019 recoge todos los medicamentos
biosimilares autorizados por la EMA tanto por el nombre comercial, el principio activo
gue contienen y laboratorio, acompafiado por la fecha de autorizacién.
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Medicamentos Biosimilares autorizados por la Agencia Europea de Medicamentos

Principio Activo

Adalimumab

Enoxaparina sédica

Epoetina Alfa

Epoetina Zeta

Etanercept

Filgrastim

Medicamento
Referencia
Humira®

Clexane®

Eprex®

Eprex®

Enbrel®

Neupogen®

de

Indicacion

Artritis,
enfermedad de Crohn,
Hidradenitis supurativa

psoriasis,

Enfermedad
tremboembdlica,
prevencion
coagulos

formacioén

Anemia sintomatica

Anemia sintomatica

Artritis
espondilitis
anquilosante, psoriasis

reumatoide,

Neutropenia febril

Medicamento
Biosimilar
Amgevita®
Solymbic®
Imraldi®

Cyltezo®

Halimatoz®
Hefiya®
Hyrimoz®
Hulio®
Idacio®
Kromeya®
Inhixa®
Thorinane®

Abseamed®

Binocrit®

Epoetina Alfa Hexal®
Retacrit®

Silapo®

Benapali®

Erelzi®
Accofil®

Laboratorio

Amgen

Amgen

Samsung Bioepis UK
Limited

Boehringer  Ingelheim
International GmbH
Sandoz GmbH

Sandoz GmbH

Sandoz GmbH

Mylan S.A.S

Fresenius Kabi

Fresenius Kabi

Techdow Europe AB
Pharmathen S.A.

Medice Arzneimittel
Platter GmbH & Co. KG
Sandoz GmbH

Hexal AG

Hospira UK Limited
Stada Arzneimittel AG
Samsung Bioepis UK
Limited (SBUK)

Sandoz GmbH

Accord Healthcare Ltd.

Fecha autorizacion

26 Enero 2107
26 Enero 2017
24 Agosto 2017

10 Noviembre 2017

26 Julio 2018
26 Julio 2018
26 Julio 2018
17 Septiembre 2018
2 Abril 2019
9 Abril 2019
15 Septiembre 2016
15 Septiembre 2016

28 Agosto 2007

28 Agosto 2007

28 Agosto 2007

18 Diciembre 2007
18 Diciembre 2007
14 Enero 2016

7 Julio 2017
18 Septiembre 2014
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Folitropina Alfa
(hormona foliculo
estimulante)

Infliximab

Insulina Glargina

Rituximab

Gonal F®

Remicade®

Lantus®

MabThera®

Anovulacion

Enfermedad de Crohn,
artritis reumatoide,
espondilitis

anquilosante,
colitis ulcerosa

psoriasis,

Diabetes mellitus

Linfoma no Hodgkin,

Leucemia, artritis

5 oy

Filgrastim Hexal®
Grastofil®
Nivestim®
Ratiograstim®
Tevagrastim®
Zarzio®
Bemfola®
Ovaleap®

Flixabi®

Inflectra®

Remsima®

Zessly®

Abasaglar® (antes
Abasria)

Lusduna®

Semglee®
Truxima®

Rixathon®
Riximyo®
Blitzima®

Hexal AG

Apotex Europe BV
Hospira UK Ltd
Ratiopharm GmbH
Teva GmbH
Sandoz GmbH
Finox Biotech AG
Teva Pharma B.V.

Samsung Bioepis UK
Limited
Hospira UK Limited

Celtrion Healthcare
Hungary Kft.

Sandoz GmbH

Eli Lilly Regional
Operations GmbH

Merck Sharp & Dohme
Limited

Mylan S.A.S
Celltrion
Hungary Kft.
Sandoz GmbH
Sandoz GmbH
Celltrion
Hungary Kft.

Healthcare

Healthcare

15— Septiembre—2008
(anulado a peticion del
titular)

6 Febrero 2009

18 Octubre 2013

8 Junio 2010

15 Septiembre 2008

15 Septiembre 2008

6 Febrero 2009

27 Marzo 2014

27 Septiembre 2013

26 Mayo 2016

10 Septiembre 2013
10 Septiembre 2013

18 Mayo 2018
9 Septiembre 2014

4 Enero 2017

23 Marzo 2018
22 Enero 2017

15 Junio 2017

15 Junio 2017
13 Julio 2017
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Somatotropina
(Hormona
crecimiento)
Teriparatida

Insulin lispro
Bevacizumab

Trastuzumab

Pegfilgrastim

de

Genotonorm®

Forsteo®

Humalog®
Avastin®

Herceptin®

Neulasta®

Alteraciones crecimiento

Osteoporosis

Diabetes mellitus
Cancer

Cancer mama

Neutropenia

Ritemvia®

Rituzena®

Omnitrope®

Terrosa®
Movymia®

Insulin lispro Sanofi®

Mvasi®
Zirabev®
Kanjinti®

Herzuma®

Trazimera®
Ogivri®
Pelgraz®
Udenyca®
Fulphila®
Pelmeg®
Ziextenzo®
Grasustek®

Celltrion Healthcare
Hungary Kft.
Celltrion Healthcare
Hungary Kft.

Sandoz GmbH

Gedeon Richter Pic.
STADA Arzneimittel AG
sanofi-aventis groupe
Amgen Europe B.V.

Amgen  Europe B.V,
Breda

Celltrion Healthcare
Hungary Kft.

Pfizer Europe MA EEIG
Mylan S.A.S

Accord Healthcare Ltd
ERA Consulting GmbH
Mylan S.A.S

Cinfa Biotech S.L.
Sandoz GmbH

Juta Pharma GmbH

Tabla 1. Enumeracién completa sobre medicamentos biosimilares autorizados por la EMA a Mayo de 2019.

13 Julio 2017

13 Julio 2017

12 Abril 2006

4 Enero 2017

11 Enero 2017
19 Julio 2017

15 Enero 2018
14 Febrero 2019
16 Mayo 2018

9 Febrero 2018

26 Julio 2018

12 Diciembre 2018
20 Septiembre 2018
20 Septiembre 2018
20 Noviembre 2018
20 Noviembre 2018
12 Diciembre 2018
26 Abril 2019
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3.1.3. Fabricacion

El proceso de desarrollo de un medicamento biosimilar, a grandes rasgos, consiste en
producir la linea celular, definir el proceso de fabricacién, la férmula, comprobar la
similaridad y desarrollar los analisis pre-clinicos y clinicos que se requieren, con
anterioridad al registro como hemos explicado anteriormente.

Se trata de un proceso que se desarrolla a través de varias fases:

En primer lugar, hay que definir los limites de la biosimilaridad. Esto se realiza con el
analisis de varios lotes del producto de referencia. Este proceso nos proporciona los
criterios de aceptacion de calidad que el producto biosimilar debe cumplir.

Una vez se dispone de dichos criterios, se puede proceder al DESARROLLO DEL
PRODUCTO. Esta fase, a su vez, se subdivide en otras siete fases que se describen a
continuacion:

a) Eleccién y transfeccion de la célula huésped. Este proceso, por técnico que
parezca, consiste esencialmente en la introduccién del material genético
deseado en una célula.

b) Seleccion del clon. Las células que ya contienen el material genético
correspondiente a la proteina deseada, se cultivan. A partir de ahi, se selecciona
la linea celular que produzca la proteina deseada con la mejor calidad. Este paso
puede suponer hasta un afio y medio de investigacion.

c¢) Creacion de los bancos celulares. Se toma una cantidad suficiente de células
con la que poder fabricar el biosimilar durante toda la comercializacion del
producto (figura 8).

Figura 8. Tres primeros pasos del proceso de fabricacién (a, b y c).
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d) Desarrollo del proceso de fabricacion: En este apartado, se procede en primer
lugar a realizar, la expansién celular y produccién de la proteina, para ello se
descongela una parte del banco celular y las células que contienen se ponen en
un medio de cultivo para que se reproduzcan y asi aumentar su nuamero.
Posteriormente, se procede a la purificacion de la proteina, para ello, se somete
a un proceso de eliminaciéon de impurezas y otras sustancias que no son de
interés.

e) Formulacién: Una vez purificada, debe elegirse una formulacién en la que la
proteina sea mas estable. Dicha formulaciéon contendra, por lo general, uno o
varios compuestos que actian como buffer y que mantienen un valor de pH
estable que asegura la estabilidad de la proteina en soluciéon durante toda su
vida util. La estabilidad y el mantenimiento de la estructura de la proteina es
fundamental para su efecto por ello la gran importancia de los excipientes que
acompafan al biosimilar.

f) Por ultimo, la proteina se dosifica en viales mediante un proceso de llenado.
Con este procedimiento se obtiene el medicamento deseado. Tras el analisis de
control de calidad el producto queda listo para su uso (figura 9).

Ejercicio de similaridad, para ello, se analiza el medicamento biosimilar obtenido con
el proceso de fabricacion disefiado comparativamente con el medicamento de
referencia del mercado en una serie de analisis fisicoquimicos y de bio-actividad para
confirmar la similaridad del producto al medicamento de referencia y proceder al
desarrollo preclinico del producto. EIl medicamento obtenido en la fase anterior, se
estudia en animales comparativamente con el innovador, para demostrar que se
comportan de la misma manera.

>
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Figura 9. Resumen proceso para la elaboracién del biosimilar.
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A continuacién, sigue el desarrollo clinico del producto, mediante el cual, el
medicamento se estudia también en humanos comparativamente con el innovador.
Todos los datos obtenidos durante el desarrollo del producto se plasman siguiendo un
formato determinado en lo que se llama dossier de registro: una compilacion de toda
la informacién del desarrollo del producto.

Posteriormente, el dossier de registro se presenta a las autoridades sanitarias para su
evaluacion y aprobacion si procede, usando las guias y las vias regulatorias de
biosimilares disponibles en cada pais, tal y como se ha descrito en puntos anteriores.

3.1.4. Comparabilidad

Una evaluacion de “comparabilidad” depende del historial de produccién establecido en
relacion con la experiencia preclinica y clinica. Esto se aplica s6lo en el caso de los
medicamentos bioldgicos producidos por el mismo fabricante.

La comparabilidad entre el medicamento de referencia y el medicamento biosimilar es
el principio central que guia el desarrollo de los biosimilares y su concepto cientifico esta
bien establecido. Aunque los principios cientificos que subyacen al ejercicio de
comparabilidad, necesario para efectuar cambios en el proceso de fabricacién de un
determinado medicamento biologico y para el desarrollo de un medicamento biosimilar
son los mismos, los requisitos de datos para los medicamentos biosimilares son mas
elevados cuando se evaltia un cambio de proceso para el mismo producto. (Lo que debe
saber sobre los medicamentos biosimilares, 2013).

“...Es preciso recordar que, de realizarse cambios en el proceso de fabricaciéon de los
medicamentos bioldgicos originales, se requerira también un ejercicio de
comparabilidad. Ciertamente dichos cambios suelen introducirse por medio de un ciclo
de vida del producto (por ejemplo, para mejorar la calidad o para incrementar el
rendimiento del producto). En consecuencia, el perfil de calidad del producto biol6gico
podria evolucionar a lo largo de su ciclo de vida, pero aun asi seguiria considerandose
comparable al producto antes de aplicarse los cambios, siempre que pueda excluirse
con suficiente seguridad la probabilidad de que se produzca un impacto significativo en
la seguridad o eficacia. Los principios cientificos que subyacen al ejercicio de
comparabilidad necesario en el proceso de fabricacion de un determinado producto
biol6gico y para el desarrollo de un producto biosimilar son los mismos. Pero incluso en
el segundo caso, los requisitos son mayores y, al menos en la UE, incluyen siempre
estudios clinicos porque, puesto que se utilizan procesos de fabricacién completamente
independientes, pueden esperarse algunas diferencias entre el producto biosimilary el
producto de referencia, y el impacto potencial de estas diferencias en la seguridad y la
eficacia no puede predecirse a partir inicamente de la evaluacién analitica...”
(Consensus Information Paper European Commission, 2013).

Se sabe que los fabricantes realizan cambios en los procesos de fabricacién por muchas
razones entre las que podemos incluir: el aumento en la escala de produccién o cambios
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en el lugar de fabricacién, las mejoras en la calidad o estabilidad del producto o cambios
para cumplir con nuevos requerimientos regulatorios.

Por eso, en conclusién, dado que son producidos mediante diferentes procesos, un
biosimilar respecto al original nunca puede ser idéntico debido a las caracteristicas de
fabricacién. Ello implica la evaluacion de la comparabilidad que consiste en hacer
referencia a una historia de fabricacién establecida, que guarde relacién con
experiencias clinicas y preclinicas que se aplican sélo a medicamentos biolégicos
producidos por el fabricante original. Las evaluaciones de ‘similitud’ o ‘biosimilitud’ se
refieren a un medicamento biol6gico producido mediante un proceso de fabricacién
independiente diferente (a menudo, por una compafiia diferente al fabricante original).
La evaluacién persigue establecer la similitud con el medicamento biolégico, mediante
pruebas solidas preclinicas, clinicas y de calidad.

En la siguiente tabla (tabla 2) se enumeran las diferentes categorias de comparabilidad
con respecto a las pruebas a realizar.

Categoria Componentes

A Pruebas analiticas

B Pruebas funcionales aplicadas in vitro

C Estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos (FC/FD) en
animales

D Estudio clinico (FC)

E Se requieren datos clinicos (FC/FD) y/o seguridad

Tabla 2. Categorias respecto a los distintos componentes de las pruebas de comparabilidad.

Posteriormente, los estudios que habra que realizar dependiendo de los cambios que

se produzcan en el proceso de fabricacion seran los representados en la tabla 3.

Cambio en el proceso Requisitos de
Comparabilidad

Cambio de lugar, sin cambios en las caracteristicas A (+B)

Cambios en el cultivo celular o en el proceso de A (+B)

purificacién, sin cambios en las caracteristicas

Cambios en el cultivo celular o cambios de A+B+C

recuperacion, con cambios en la distribucién de la

carga

Cambios en la formulacién: nuevos excipientes, o A+B+C+D

cambio de configuracion

Nueva linea celular, desde una nueva trasfeccién A+B+C+E

o amplificacién o huésped

Tabla 3. Requisitos de comparabilidad respecto a cada cambio que se produzca en el proceso de
fabricacion a posteriori de la comercializacion.
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3.1.5. Inmunogenicidad

Se define inmunogenicidad como la capacidad que tiene el sistema inmunitario de
reaccionar frente a un antigeno, un estimulo bioquimico de naturaleza generalmente
proteica. Cuando la inmunogenicidad es parte de la actividad farmacolégica esperada,
como en las vacunas, esta respuesta no se considera un efecto adverso. Sin embargo,
cuando dicha inmunogenicidad no es parte de las propiedades farmacologicas del
compuesto, pueden aparecer reacciones inmunotoxicas que afecten, tanto a la eficacia
como a la seguridad del medicamento.

Los productos biolégicos pueden ser inmundégenos y existe gran preocupaciéon respecto
a los medicamentos biosimilares, ya que estan aumentando al terminar las patentes de
las proteinas recombinantes, por lo que la proteccion contra la inmunogenicidad debe
ser prioritaria para la aprobacion de los medicamentos biosimilares.

Existen dos tipos de reacciones inmunes:

- Reacciones antigeno-anticuerpo: es una reaccion inmune protectora contra antigenos
exogenos.

- Reacciones autoinmunes: Reaccion inmune adversa contra las propias proteinas y
homdélogos humanos administrados.

Finalmente, con el fin de demostrar la seguridad y eficacia de un medicamento
biosimilar, las autoridades regulatorias y los expertos coinciden en que se necesitan
datos de pre-autorizacién:

- Datos pre-clinicos.

- Datos clinicos (que incluyen pruebas de inmunogenicidad).

Para ello, el riesgo debe evaluarse con un numero adecuado de pacientes y estudios
clinicos de duracion apropiada. Sin embargo, actualmente la inmunogenicidad sigue
estando rodeada de incertidumbre, debido fundamentalmente a que los medicamentos
pueden tener un alto porcentaje de no humano y pueden estimular las reacciones
inmunes en el organismo. El proceso seria que la administracién del producto
recombinante hiciera que las células T activasen a las B reconociendo la proteina
endogena como parte de la exégena ocasionando la rotura de la tolerancia de la célula
B, activandose y secretando anticuerpos que se unan al producto exégeno y enddgeno.

3.1.6. Farmacovigilancia

Toda empresa farmacéutica debe tener implantado un sistema de farmacovigilancia
que pueda usar el titular de la autorizacion de comercializacion, para controlar la
seguridad de los medicamentos autorizados y para detectar cualquier cambio en su
balance beneficio/riesgo. Este sistema de farmacovigilancia esta sujeto a inspecciones
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por parte de las autoridades reguladoras. Cada empresa debe presentar un Plan de
Gestion de Riesgos protocolizado (EU-RMP) junto con la solicitud de autorizaciéon de
comercializacion. El EU-RMP describe el sistema de gestion de riesgos que la empresa
incorporara al medicamento en cuestion, una vez que este pueda comercializarse. El
EU-RMP describe el perfil de seguridad del medicamento, y ademas el modo en que el
fabricante podra seguir controlandolo y solventar cualquier deficiencia de conocimiento
en lo relativo a su seguridad y eficacia. EIl EU-RMP describe también las medidas que el
solicitante tiene previsto incorporar, con el fin de evitar o de reducir al minimo los
riesgos potenciales de usar el medicamento, incluida la medicion de su eficacia en la
practica clinica.

En virtud de la nueva legislacién de la UE en materia de farmacovigilancia, se puede
conceder una autorizacion de comercializacién a condicion de que se realicen estudios
de seguridad (PASS) y estudios de eficacia (PAES) posautorizacion (Directiva 2010/84/UE,
Reg. (UE) 1235/2010). Estos estudios seran parte del plan de farmacovigilancia del EU-
RMP. El objetivo de un estudio PASS consiste en identificar, caracterizar o cuantificar el
riesgo para la seguridad, en confirmar el perfil de seguridad del medicamento o en
medir la eficacia de las medidas de gestién de riesgos, durante su vida util.

La inmunogenicidad es una de las principales cuestiones de interés de cualquier
medicamento biologico, que debe abordarse en el informe EU-RMP. Un PAES sera
necesario, por ejemplo, cuando existan preocupaciones relativas a determinados
aspectos de eficacia de un medicamento, que solo puedan resolverse una vez que este
se haya comercializado. La Comisién Europea, por medio de otras leyes subordinadas
independientes, se encargara de definir las situaciones en las que podria ser necesaria
la realizacion de estudios PAES.

El EU-RMP de un medicamento biosimilar es especifico del producto, y debe ser
aprobado por las autoridades competentes, antes de que el producto pueda
comercializarse. Todos los medicamentos biosimilares del mercado disponen de un EU-
RMP con informacién sobre el Plan de Gestion de Riesgos (RMP), incluidos en el informe
de evaluacién publicado en el sitio web de la EMA. El EU-RMP de un medicamento
biosimilar debe considerar el perfil de seguridad conocido del medicamento de
referencia.

Para todos los medicamentos, el resumen de caracteristicas del producto y el prospecto
deberan incluir un texto estandar en el que se inste a los profesionales de la atencién
sanitaria y a los pacientes, a notificar cualquier sospecha de reaccion adversa, de
conformidad con los sistemas de notificacion espontanea de cada pais (que deben
contemplar distintas vias de notificacién, incluida la notificacion electréonica por medio
de formularios web). Para la notificacion de reacciones adversas (RAM) relativas a
cualquier medicamento biolégico, incluidos los biosimilares, es de vital importancia
identificar claramente el medicamento de que se trata. Asi, la legislacion europea obliga
a que toda notificacién de una reaccién adversa de un medicamento bioldgico vaya
acompafiada del nombre aprobado del medicamento y del nimero de lote. Por el
mismo motivo, tal y como dispone la nueva legislacion de la UE en materia de
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farmacovigilancia, “los Estados miembros garantizaran, mediante métodos de recogida
de informacion, y, en su caso, seguimiento de las notificaciones de sospechas de
reacciones adversas, la adopcion de todas las medidas oportunas para identificar
cualquier medicamento biolégico prescrito, dispensado o vendido en su territorio
objeto de una notificacién de sospechas de reacciones adversas, teniendo debidamente
en cuenta el nombre del medicamento, y del lote. La nueva legislacién de la UE en
materia de farmacovigilancia, incorpora asimismo un nuevo enfoque que consiste en
publicar una lista de medicamentos sujetos a un control adicional, durante un periodo
de tiempo determinado. La EMA y los Estados Miembros trabajaran conjuntamente en
esta lista, y durante 2012 se tomaron mas medidas en esta direccién. Asi, se
desarrollaron y adoptaron un conjunto completo de directrices sobre Buenas Practicas
de Farmacovigilancia (GVP).

Los medicamentos sujetos a control adicional deben ir identificados como tales por
medio de un simbolo de color negro (V). Este medicamento esta sujeto a seguimiento
adicional, y se afladira una declaracién explicativa al resumen de caracteristicas del
producto y al prospecto del producto. Como resultado, la implantacién de la nueva
legislacién de la UE ha reforzado la farmacovigilancia de todos los medicamentos y se
ha incrementado la transparencia, comunicacion y confianza (Consensus Information
Paper European Commission, 2013).

3.1.7. Perfil econdmico

Los medicamentos biolégicos son hoy en dia una parte indispensable del arsenal
meédico actual para el tratamiento de diversas enfermedades graves y debilitantes. Por
lo general, los medicamentos biologicos tienen un precio mas elevado que los
medicamentos de sintesis quimica, y gestionar su uso supone todo un reto para las
distintas administraciones. Cuando nos referimos a las copias de los medicamentos
originales de referencia, los medicamentos biosimilares suelen ser mas dificiles y
costosos de desarrollar que los medicamentos genéricos de molécula pequefia,
repercutiendo en su precio.

Las implicaciones presupuestarias de los medicamentos bioldgicos han ido creciendo
con el paso de los afios, por lo que gestionar correctamente su uso es un objetivo cada
vez mas importante para las administraciones. Los medicamentos biosimilares pueden
ofrecer una alternativa mas econémica a los medicamentos biologicos existentes que
hayan perdido sus derechos de exclusividad (por ejemplo, patentes, proteccién de
datos, etc) y favorecer la competencia. Como resultado, la disponibilidad de los
medicamentos biosimilares podria mejorar el acceso de un mayor niumero de pacientes
a los medicamentos biolégicos, y a la vez contribuir a la sostenibilidad financiera de los
sistemas sanitarios. De esta manera, su disponibilidad ofrece ventajas econémicas
potenciales para los sistemas sanitarios, mientras se aborda la cuestion de las nuevas
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alternativas de tratamiento que plantean los avances realizados en el campo de la
medicina.

Una vez aprobados y autorizados para su venta, los medicamentos biosimilares
introducen un elemento importante para la actual competencia de precios en el
mercado de la UE. Debe reconocerse, en todo caso, que la diferencia de precios entre
los medicamentos biosimilares y sus correspondientes medicamentos de referencia, al
menos de momento, no ha sido tan sustancial como la experimentada en el mercado
clasico de los medicamentos genéricos de sintesis quimica y todavia esta por ver como
evolucionara el mercado en el futuro; aunque, es de prever que en los préximos afios
acaben aprobandose y comercializandose en Europa un mayor numero de
medicamentos biosimilares (The Global Use of Medicines, 2017).

En casi todos los mercados de la UE se han lanzado medicamentos biosimilares
autorizados por la UE que ahora ofrecen nuevas opciones de tratamiento tanto a
médicos como a pacientes. Como resultado, la incorporacion de medicamentos
biosimilares se ha traducido en una mayor competencia de mercado. De hecho, los
datos de mercado desde mediados de 2011 apuntan a que todos los medicamentos
biosimilares han experimentado un crecimiento en términos de ventas y, al mismo
tiempo, han reducido el coste de tratar a los pacientes con dichos medicamentos. El
crecimiento de las ventas varia segun los mercados de la UE y las clases de producto, lo
que indica que la dinamica de mercado no es la misma para cada caso. En términos
generales, los medicamentos biosimilares estan empezando a proporcionar los
beneficios esperados, ofreciendo a médicos y pacientes otras opciones de tratamiento
y haciendo posible que los pagadores puedan acceder a una gama mas amplia de
herramientas para gestionar mejor el gasto sanitario.

Por otro lado, aunque los medicamentos biosimilares representaban un segmento
relativamente reducido del mercado farmacéutico de la UE, actualmente estan
experimentando un fuerte crecimiento anual. El motivo es que, ademas de los
medicamentos biosimilares, de sus productos de referencia y de los denominados
productos “no de referencia”, en ocasiones suele existir otra clase adicional de
productos que es necesario tener en consideraciéon. Esta clase incluiria los
medicamentos biolégicos de accidon prolongada protegidos por patentes que tratan la
misma enfermedad que los productos de accion corta. Estos medicamentos de accion
prolongada, también constituyen una alternativa potencial a los medicamentos
biosimilares y a sus medicamentos de referencia, para el tratamiento de enfermedades
similares. Se espera con toda seguridad que, una vez que estos medicamentos vean
expirar sus derechos de exclusividad, también ellos deberan hacer frente a la
competencia directa de los biosimilares. Como se habia previsto para 2017, el coste de
los productos biolégicos supone aproximadamente el 20 % del gasto farmacéutico total
a nivel mundial del tratamiento médico. Los medicamentos biosimilares pueden ayudar
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a reducir el gasto total previsto de estos tratamientos biolégicos tan necesarios y, por
tanto, aumentar su accesibilidad para los pacientes. Los biosimilares ofrecen una nueva
posibilidad de aportar valor en el sistema sanitario a nivel mundial, pues posiblemente
produzcan los suficientes beneficios, para poder ayudar con ello a las innovaciones
meédicas que vayan surgiendo (de Mora, 2015; Arganda, 2016).

Es importante recordar que la incorporacién al mercado de los biosimilares ha sido
posible a pesar del hecho de que la sustitucién entre el producto biosimilar y su
medicamento de referencia no se practica al nivel de farmacia para ellos. La decisién de
sustituir o no un medicamento bioldgico, no esta dentro de las competencias de la
EMA/CHMP, sino que es responsabilidad de las autoridades competentes de cada
Estado miembro de la UE. De esta manera, por ejemplo, en Alemania, en virtud del
marco de sustitucion “aut idem" (sustitucidn por equivalentes idénticos), los
farmacéuticos pueden sustituir entre si productos fabricados biotecnolégicamente que:
a) se hayan aprobado por referencia a un mismo producto de referencia
y que
b) hayan sido fabricados por el mismo fabricante y proceso de
fabricacion.
La Unica diferencia entre dichos productos sustituibles seria su nombre comercial. En la
actualidad, ningun pais ha autorizado expresamente la sustitucion de productos
biolégicos de distintos fabricantes, y algunos Estados miembros de la UE han
implantado disposiciones legales, normativas y politicas con el fin de prevenir esta
practica. En Espafia la competencia recae en los gobiernos de las comunidades
autondmicas. (Consensus Information Paper European Commission, 2013).

La experiencia general hasta la fecha sugiere, por tanto, que las condiciones mas
importantes para la incorporacion al mercado de los medicamentos biosimilares son
propiciadas por factores relativos al mercado comercial. Las diferencias en los distintos
Estados miembros de la UE en cuanto a sistemas nacionales de salud, estructuras y
procesos afectan por tanto a la adquisicién de mercado de dichos medicamentos. Estas
diferencias pueden incluir todas o algunas de las siguientes:

- Percepcion de los medicamentos biosimilares por parte de la comunidad médica.
- Aceptacion de los medicamentos biosimilares por parte de los pacientes.

- Normativa local sobre fijacion de precios y reembolso.

- Politicas y condiciones de suministro.

Por lo tanto, es fundamental que los médicos y los pacientes compartan un profundo
conocimiento de los medicamentos biologicos, incluidos los biosimilares, y que
manifiesten confianza en el uso de cualquiera de las terapias o tratamientos. Esto puede
lograrse con un marco normativo sélido y una gestion de riesgos eficaz, con
transparencia en lo que se refiere a los medicamentos bioldgicos y con una formacion
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continua en materia de medicamentos biolégicos, incluidos los biosimilares, y por
supuesto sin olvidar el apartado de farmacovigilancia exigible (Petralanda, 2018).

Para entender mejor la importancia de los biosimilares, consideramos fundamental
focalizarnos en sus inicios y el rapido posicionamiento que adquieren en el mercado.
Desde muy temprano, los medicamentos biosimilares empezaron a cumplir las
expectativas que se les fijaban entre sus objetivos, experimentando un crecimiento
estable y asi en 2011 representaban ya un 11% del total de ventas de productos
biologicos en la UE, cifra que se ha duplicado en 2018 y tiende a seguir creciendo en
2019.

Como también hemos comentado con anterioridad, el otro gran hito de los
medicamentos biosimilares se referia a la contencion de los costes sanitarios, al
provocar un incremento en la competencia del mercado. Los resultados de este
incremento en el numero de biosimilares no significan en ningun caso que los
medicamentos de referencia hayan disminuido. Los medicamentos de referencia han
mantenido su volumen, pero su valor ha disminuido (EGA, 2016).

Después del analisis anterior y la perspectiva sobre el inicio de los medicamentos
biosimilares, queda la gran importancia econémica que suponen y que nos lleva al
presente preguntandonos:

¢Cuanto podemos ahorrar con el uso de medicamentos biosimilares?

El presupuesto sanitario para la factura farmacéutica de los paises de la Organizacion
para la Cooperacién y el Desarrollo Econémicos (OCDE) tiene un crecimiento cada vez
mayor. La razén la contribuyen los medicamentos bioldgicos de dispensacion
fundamentalmente en hospitales. Asi, 9 de los 15 farmacos mas vendidos en la ultima
década son bioldgicos, con ventas globales que superan los mil millones de délares
anuales. Como ejemplos basta citar las ventas mundiales de Remicade® (infliximab)
superaron los 7.500 millones de délares, y las de Avastin® (bevacizumab), los 6.000
millones (mAbxience blog 1, 2016).

Aproximadamente en el conjunto de los paises de la OCDE, si se incluyen los
medicamentos hospitalarios la factura asciende al 20% del gasto sanitario, y en el caso
de Espafia, hasta el 25%. Ademas, los farmacos biol6égicos suponen hoy en dia
aproximadamente el 50% de la factura farmacéutica hospitalaria (mAbxience blog 2,
2016).

Como hemos comentado anteriormente el fuerte y creciente impacto econémico de los
medicamentos bioldgicos hospitalarios en la factura farmacéutica se debe a su elevado
coste de investigacion, desarrollo y fabricacion. Esta cifra esta lejos de reducirse, IMS
Health y otras organizaciones prevén un incremento superior en los proximos afios. IMS
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estima que las ventas totales de biolégicos representaron a lo largo de 2017 un total de
166.000 millones de dodlares, lo que supondra el 15% del mercado farmacéutico mundial
en gran medida atribuible al uso generalizado de anticuerpos monoclonales (The Global
Use of Medicines, 2017).

Los datos que arrojan las previsiones es que tendran un impacto presupuestario
creciente para los sistemas nacionales de salud, que tendran muy serias dificultades
para asumirlo. Sin embargo, el acceso de los pacientes a medicamentos biolégicos debe
garantizarse, disminuyendo los efectos econémicos perjudiciales que traen consigo y
aqui cobran su mayor importancia los medicamentos biosimilares: satisfacer la
demanda de medicamentos bioldgicos, conforme van desapareciendo sus patentes.

Los medicamentos biosimilares disminuyen los gastos a la vez que mantienen la calidad
y esto es muy positivo tanto para los sistemas sanitarios como para los pacientes.

De una manera aproximada el biosimilar posee un descuento de entre un 20 y un 35%
respecto al producto de referencia. Un informe estimo que sélo en la Unién Europea la
sustitucion de biolégicos originales por biosimilares asumiendo un ahorro promedio de
hasta un 35%, permitiria liberar entre 11.800 y 33.400 millones de euros entre 2007 y
2020 en ocho paises de la UE entre los que se encuentra Espafa. Este dinero, que de
facto podria contabilizarse como ahorro, puede luego destinarse a la adquisicion de
medicamentos innovadores u otros recursos sanitarios para beneficio de los pacientes
(Biosim blog, 2016).

Por todo ello, podemos asegurar que el biosimilar se erige como una opcion a
recomendar ante la necesidad terapéutica de un biologico.

En el caso particular de Espafia, el mercado de los biosimilares es aun incipiente. Por
ejemplo, la penetracién de biosimilares como eritropoyetina, folitropina alfa,
somatropina, filgrastim e infliximab en Valencia en 2015 alcanzé el 17,61% del sector
hospitalario (Arganda, 2016). Esta cifra, sin embargo, es muy desigual dependiendo del
farmaco en cuestiéon, aunque los valores s6lo han aumentado desde entonces. Segun la
opinién de expertos espafioles, uno de los mayores desafios en el sector de los
biosimilares es el conocimiento y la confianza en ellos por parte de los profesionales
sanitarios. Aunque cada vez su conocimiento esta mas extendido, en un estudio de 2016
el 58% de los médicos espafioles no describe adecuadamente lo que es un biosimilar
(Diego, 2016). Ademas, los profesionales no son suficientemente conscientes de la
calidad, la eficaciay la seguridad de estos farmacos. Con eso en mente, es dificil generar
una buena opinién por parte del paciente. Guias para profesionales por parte de los
organismos publicos, intentan cubrir esta deficiencia. Una mejor comunicacion entre las
administraciones sanitarias, las agencias regulatorias, los médicos y los pacientes, sin
duda mejorara la opinion sobre los biosimilares, en lugar de considerarles
exclusivamente como el resultado de una imposiciéon por razones econémicas.
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Finalmente, a finales de 2019, medidas como el ‘precio dinamico’ para los biosimilares
en funcién del volumen de ventas o subastas para estimular el descuento, son las
Ultimas propuestas del Ministerio de Sanidad para estimular estos medicamentos.
(Arganda, 2019; Redaccidon médica, 2019).

Una vez analizado el importante papel de los medicamentos biosimilares vamos a

describir brevemente la patologia a la cual va a ir el medicamento objeto de estudio de
esta Tesis Doctoral, -ictus-.
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3.2. EL ICTUS Y LA BARRERA HEMATOENCEFALICA

El término ictus proviene del latin golpe y describe las consecuencias de la repentina
interrupcion del flujo sanguineo a una determinada parte del cerebro (isquemia) siendo
el mayor numero de casos presentados (85%), o de la rotura de una arteria o vena
cerebral (hemorragia) que representan el 15%.

Como consecuencia del ictus pueden verse afectadas de manera transitoria o
permanente las funciones cerebrales correspondientes a la zona afectada, al privarse a
la misma del suministro de oxigeno por parte de la sangre.

El ictus se encuentra ampliamente extendido, de esta manera:

- Eslasegunda causa de muerte mas frecuente en el mundo.

- Es la principal causa de discapacidad fisica en personas adultas y segunda de
deterioro cognitivo.

- 1 de cada 6 personas sufrira un ictus a lo largo de su vida.

- Cada 6 minutos se produce un ictus en Espafia.

- Cada 14 minutos muere un paciente por ictus en Espafia.

- En Espafia es la principal causa de muerte en mujeres.

- En el caso de la morbilidad, algunos datos destacados respecto a esta
enfermedad son que el 32,3 % requiere rehabilitacién, el 27,4 % presenta
discapacidad para alguna actividad basica de la vida diaria, el 17,7 % de los
pacientes que han sufrido un ictus son dependientes a los seis meses, el 12,5 %
sufre depresion en los tres primeros meses y el 10 % evoluciona a demencia en
los tres meses siguientes (FEI, 2015; Hospital Clinic Universitario, 2018).

Estas estadisticas constituyen una importante perspectiva del impacto que tiene esta
enfermedad en la sociedad y la importancia de trabajar en nuevos tratamientos sobre
la misma.

Ademas, las expectativas que se presentan segun el estudio PREVICTUS es que casi dos
millones de personas en nuestro pais, presentan un alto riesgo de padecer un ictus en
los préximos 10 afios y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que en 2050
casi el 50% de la poblacion podria sufrir un ictus.

Esta situacién hace plantear la creacién de estrategias focalizadas en prevenir el ictus
(Feigin y col., 2015), mejorar su atencién en la fase aguda (Alvarez-Sabin y col., 2011) y
fomentar las terapias y programas de neurorreparacién y rehabilitacion que permitan
minimizar las secuelas tras el evento agudo (Alvarez-Sabin y col., 2006).

En definitiva, el ictus constituye una de las enfermedades del sistema nervioso central

mas destacables y que repercute en consecuencias nefastas en las areas personales,
sanitarias y econdmicas. Sin dejar de lado como afecta a la calidad de vida del paciente

50



y sus familiares, la enfermedad conlleva una inversion econdmica en lo que respecta a
grado de dependencia que adquiera el paciente, instituciones publicas o privadas que
puedan costearloy a la posible pérdida de vida laboral que adquieran los supervivientes
(Diez-Tejedor, 2004). Vistas las dimensiones de la enfermedad, el hecho de mejorar el
arsenal terapéutico, asi como la prevencién del ictus constituyen el proyecto de la
presente Tesis Doctoral. Para el tratamiento del ictus, es necesario que el farmaco a
utilizar alcance el sistema nervioso central (SNC) y para ello encuentra el gran obstaculo
que supone la BHE, barrera biolégica que impide el paso al lugar de acciéon y que
necesitamos superar para que el tratamiento del ictus sea efectivo.

La BHE es una red de vasos sanguineos y tejido que se compone de células unidas
estrechamente y cuya finalidad es evitar que penetren sustancias que comprometan el
encéfalo, como podrian ser bacterias o muchas sustancias medicamentosas. De la
misma manera permite que ciertas sustancias como son el agua, el oxigeno y di6xido
de carbono ademas de otras como los anestésicos generales alcancen el encéfalo.
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Figura 10. Esquema de la Barrera Hematoencefilica.

Su funciéon se hace patente cuando intentamos administrar un tratamiento para tratar
alguna patologia que afecte al SNC. Nos encontramos ante la ausencia de un efecto,
pues el farmaco no alcanza su diana (Ribatti y col., 2006). Esto ocurre por ejemplo con
tratamientos de dopamina para la enfermedad de Parkinson, antibiéticos para la
meningitis o citostaticos para la lucha de tumores primarios del SNC (Begley, 2004). Sin
embargo, también se considera la principal diana para el suministro de farmacos al
cerebro, ya que proporciona una gran interfaz (20 m?) entre la sangre circulante y el
parénquima cerebral (Rip y col., 2009; Cheny Liu, 2012).

Debido a su importancia fisiolégica y terapéutica la BHE es muy investigada. Esta
constituida por una monocapa de células endoteliales, asi como por los pies de los
astrocitos, neuronas perivasculares y pericitos (figura 10) (Bhowmik y col, 2015;
Betsholtz, 2014; Cheny Liu, 2012; Hawkins y Davis, 2005; Bickel y Marsch, 2001). En esta
composicién, el elemento clave que determina la propiedad barrera son las células
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endoteliales (Alyautdin y col., 2014; Correale y Villa, 2009; Daneman y Rescigno, 2009).
Estas células de los vasos del encéfalo y la médula espinal comparten una serie de
caracteristicas morfoldgicas y funcionales que las diferencian de los endotelios del resto
de los vasos y que explican el aislamiento sanguineo del tejido nervioso. En primer lugar,
debemos resaltar, en comparacién con las células endoteliales "normales" que recubren
los vasos sanguineos en el resto del cuerpo, la existencia de un sellado intercelular del
endotelio por medio exclusivamente de uniones estrechas (tight junctions),
consideradas de mayor complejidad respecto al resto de los epitelios (Dermietzel y
Krause, 1991; Lane y col., 1992). De este modo, se encuentran estrechamente unidas
existiendo zonas o bandas, denominadas occludens, que cierran herméticamente el
espacio intercelular impidiendo cualquier comunicacion con el espacio extravascular
(figura 11). Esto se debe a la intercalacién de proteinas transmembranales (ocludinas y
claudinas) con otras proteinas citoplasmicas. Las uniones estrechas y la filtracién de
estas uniones, se regulan de forma activa y cercana por los astrocitos circundantes,
pericitos, microglia, neuronas y matriz extracelular (Pascual-Garvi y col., 2004; Arthury
col., 1987; Neuthaus y col., 1991).
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Figura 11. Representacion esquemdtica de la BHE y de las uniones intercelulares (Zhou Y. y col.,
2018)

Ademas, la BHE se caracteriza por la carencia de poros intracelulares y vesiculas de
endocitosis intraendoteliales, en comparacién con el elevado niumero de vesiculas
observables en el endotelio de otros 6rganos (Steward y Coomber, 1986; Wolburg y
Risau, 1995). Mediante dichas vesiculas, la mayoria de las células internalizan moléculas
solubles a partir de una invaginacién de la membrana celular, en la denominada
endocitosis en fase fluida. En el endotelio con BHE, esta via de comunicacion directa
transcelular entre los espacios intra y extracelulares esta muy limitada, predominando
la endocitosis mediada por receptores (Kandel y col., 2000). Por tanto, se puede afirmar
que las células endoteliales del cerebro se encuentran altamente polarizadas y
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muestran una baja actividad pinocitica, aunque presentan diferentes mecanismos de
transporte activo que aseguran la homeostasis en el cerebro.

A B 1 S [ B
\ 002”1 Le®° | CL\, R
Neuron C" 1 1 LC\. oo A
\ u B . Astrocyte | 1 (C ‘,( 1 Astrocyte I (C I
- ngCCCGC‘CCCVM CLCC”Ji uC#CCCCCLClKC oo el N
) .
<t M\_M\.\_w\x | Wx .X—»yw* o
1 S 1 NS
Endothelial ¢ s
: cell p- «j g{"« : g'c%
; 2 o q?
1 s L} e
e |T‘3C $0’s Soce ccc:: %co
I o2 I
. o ] . B
Water soluble | Lipid soluble | Glucose, amino- | Insulin, | Plasmatic proteins L
agents | agents jacids, nucleosides | transferrin | (albumin, etc)
cyclosporin, etc i o)
Paracellular  Trancellular Receptor Adsorptive (o)
aqueous lipophilic Transport mediated transcytosis D
lumen pathway pathway proteins transcytosis

‘igure | (A) Structure of the blood-brain barrier, established by the endothelial cells of blood capillaries and their tight junctions (B) Different mechanisms for the
ransporting of substances across the blood-brain barrier. Adapted from Mol Med Today, 2, Abbott NJ, Romero IA, Transporting therapeutics across the blood-brain barrier.
06-113. Copyright (1996), with permission from Elsevier.|

Figura 12. Representacion esquemdtica de la BHE y varios tipos de transporte a través de la misma
(Ramos-Cabrer y Campos, 2013).

No obstante, recientemente, si se ha identificado una via transcelular para las proteinas
de mayor peso molecular. En este sentido, el elevado nimero relativo de mitocondrias
por célula endotelial indica una actividad metabdlica superior a la de otros endotelios,
probablemente relacionada con el mayor numero y actividad de los sistemas de
transporte activo transmembrana (Villegas y Broadwell, 1993).

Por ultimo, existe una lamina basal simple que rellena el estrecho espacio pericapilar
entre el endotelio y los pies gliales o astrocitos (Pascual-Garvi y col., 2004).

Como se observa en la figura 12, existen diferentes mecanismos de transporte para que
las moléculas puedan acceder al cerebro, destacando:

+ Difusidn pasiva siguiendo una ruta transcelular. Este mecanismo esta reservado
para pequefias moléculas lipdfilas de pequefio tamafio molecular (<400 -500 Da)
(Boer y Gaillar, 2007), como el oxigeno, dioxido de carbono y nicotina. No
obstante, es importante tener en cuenta que el paso de moléculas lipéfilas de
gran tamafo hacia el cerebro también se ve obstaculizado por el hecho de que
estas células endoteliales contienen altas concentraciones de p-glicoproteinas,
proteinas ATP-dependientes que mediante un mecanismo de e-flujo devuelven
farmacos lipd&filos de elevado peso molecular a la sangre.

+ Difusion paracelular utilizada por moléculas de naturaleza hidréfila, de pequefio

tamafio molecular y que puedan difundir a través de las uniones estrechas de
las células endoteliales (Ballabh y col, 2004).

53



+ Transcitosis mediada por portador es un tipo de transporte especifico facilitado,
lo aprovechan pequefias moléculas como glucosa, bases puricas o aminoacidos
esenciales. Estos transportadores forman parte de la membrana de las células
endoteliales y son altamente especificos.

+ Transcitosis mediada por receptor. Se trata de una endocitosis mediada por
receptor en la que se produce la inclusion del complejo ligando-receptor. Es el
Unico mecanismo que permite el paso de moléculas de gran tamafio como
anticuerpos y proteinas, utilizado, por ejemplo, por la leptina, transferrina o
insulina. Tiene el inconveniente, ademas, de ser saturable (Pardridge, 2015).

+ Transporte por adsorcion. La membrana de las células endoteliales cerebrales
esta cargada negativamente a pH fisiolégico debido a la presencia de
proteoglicanos, mucopolisacaridos, glucolipidos y glucoproteinas que contienen
sulfitos y acidos sialicos. El transporte por adsorcion se produce como resultado
de una interaccion electrostatica entre la molécula cargada positivamente y la
region de la membrana plasmatica cargada negativamente. Este transporte es
saturable y no especifico y se produce a nivel muy pequefio en situaciones de
alteracion fisiolégica (Loch-Neckel y Koepp, 2010).

No obstante, en algunas afecciones patolégicas, incluidos los tumores cerebrales, los
accidentes cerebrovasculares, la enfermedad de Parkinson y la inflamacién, la BHE
puede perder su integridad y funcionalidad, aumentando de este modo su
permeabilidad (Davies, 2002).

Por tanto, nuestro objetivo es el disefio de farmacos que sean capaces de atravesar la

BHE, y para ello vamos a intentar utilizar la nanotecnologia para conseguir sistemas de
liberacion de farmacos capaces de atravesar esta barrera.

54



3.3. NANOTECNOLOGIA

Por lo general los principios activos no son adecuados para su administracion al
organismo sin que sean incluidos en una forma galénica. Es por esta razén por la que la
farmacia ha desarrollado las formas farmacéuticas adaptadas a las diferentes vias de
administracion durante su historia. Es a partir de los afios 60 cuando los conocimientos
de Biofarmacia y Farmacocinética provocan una transformacion en la Farmacia
Galénica, pasando a tener un papel primordial en la formulacién y desarrollo de las
formas de dosificacién, que tradicionalmente habian consistido en llevar una sustancia
activa a su diana terapéutica adjudicandola a un transportador como la sangre, y por lo
tanto no se elegia destino. En ese momento, despierta un rol importante, la
vectorizacion, que pasa por unir el farmaco a estructuras, que utilizando la sangre como
transporte les permita llegar a un destino de manera mas precisa o alcanzar lugares
gue anteriormente no eran posibles. Este se ha convertido en uno de los temas mas
interesantes hoy en dia, gracias a una disciplina: la nanotecnologia (Vila, 2006).

La nanotecnologia es una ciencia muy reciente, que se origina a finales del siglo XX, y
que consiste en la utilizacién de estructuras que poseen al menos una de sus
dimensiones dentro de la escala manométrica (nanoestructuras) en torno a las 0,1
milésimas de milimetro y pueden transportar sustancias en su interior o exterior,
proporcionando una mejor interaccidon con los sistemas biolégicos diana (Lin y col.,
2012).

La tabla 4 representa el tamafio aproximado de algunos objetos en nanémetros (nm), y
en la figura 13 se observan los distintos tamafios y la escala nano y micro que tienen
diferentes elementos.

OBJETO TAMARO (nm) |

Diametro de un cabello 50.000
Gloébulo rojo 7.000
Bacteria 1.000
Virus 100
Diametro del DNA 2,5
Molécula de AAS 1

Tabla 4. El tamafio aproximado de diferentes elementos.

El comienzo del empleo de la nanotecnologia en farmacia, se debe al intento de
solubilizar farmacos que son poco solubles tanto en agua como en lipidos. Las primeras
nanoparticulas terapéuticas fueron elaboradas por primera vez por Speiser y
colaboradores durante la década de los 70, pensando en desarrollarlas como medio de
liberacion de moléculas activas y vacunas (Kreuter, 2004).
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El objetivo de la reduccion del tamafio al nivel de nanoescala aumenta la velocidad de
disolucion y el limite de saturacion de la solubilidad, lo cual permite un mejor efecto del
farmaco in vivo (Kharb y col., 2006).

De esta manera, entre las ventajas de usar farmacos nanoparticulados se encuentran
una mejor biodisponibilidad, una disminucién de la variabilidad en la respuesta
obtenida entre los estados de ayuno y no-ayuno y una rapida instalacién del efecto
terapéutico en la administracion. La utilizaciéon de farmacos nanoparticulados, permite
alcanzar niveles de sobresaturacion que solo podrian ser logrados, cuando se pasa de
un farmaco cristalino a uno amorfo.

Ademas, el tamafio de particula juega un papel importante en la velocidad de disolucion
de los farmacos como hemos comentado, pues la reduccion del tamafio de particula
puede aumentar la velocidad de disolucién y con esto dar una mayor biodisponibilidad.
Un ejemplo de ello es la biodisponibilidad absoluta del farmaco donazol, que en forma
de nanoparticulas fue de 82,3 £10,1%, y en suspensién convencional fue del 5,1 £1,9%
(Shahy col., 2006).

Otro punto importante es la biodistribucion de farmacos y es que no esta Unicamente
influenciada por la hidrofobicidad, sino que dicho tamafio y su carga superficial juegan
un papel decisivo, pues de otra manera al tratarse de particulas extrafias podrian sufrir
un aclaramiento inmediato por parte de los macrofagos del higado y rifidn siendo
opsonizadasy eliminadas del torrente circulatorio, antes de que puedan llegar a cumplir
su misién. Por esta razon estos parametros son tan decisivos, ya que una de las
propiedades fundamentales en los nanosistemas es poseer una elevada semivida
plasmatica, pues elevados tiempos de permanencia en la circulaciéon son fundamentales
para mantener el efecto adecuado y sostenido para que agregados macromoleculares,
como son las proteinas, se puedan acumular en zonas de elevada permeabilidad
vascular. Hay otros factores propios del individuo como el flujo de sangre general, la
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adhesion a paredes capilares, el flujo en tejidos que van a condicionar tanto su efecto
farmacologico, como las concentraciones encontradas en biofase.

Las nanoparticulas como vehiculo o transporte de farmacos se preparan a partir de
materiales diversos, como polimeros, lipidos o cristales de distintos minerales.

En nuestro caso particular se han utilizado polisacaridos, polimeros naturales de gran
versatilidad debido al amplio espectro de propiedades fisicoquimicas y funcionales que
realizan en los seres vivos: como estructurales, almacenamiento de energia o mas
especializadas como sefializacion, reconocimiento celular, formacién de biopeliculas
entre muchas otras. Todas estas propiedades funcionales hacen que ciertas familias de
polisacaridos sean usadas en sectores industriales como el biomédico, cosmético y
farmacéutico. Es muy relevante la capacidad de algunos polimeros de ser capaces de
formar sistemas tipo nanoparticulares lo que los hacen muy atractivos en nuestro
trabajo.

Por otro lado, hay que destacar el papel que tienen los lipidos en este campo, donde
alcanzan gran importancia al descubrirse en los aflos 60 su capacidad de formar
estructuras membranosas artificiales, cuando estan en un medio en presencia de
exceso de agua. Los primeros sistemas empleados fueron los liposomas (figura 14),
compuestos por paredes formadas por bicapas lipidicas concéntricas separadas por un
numero igual de espacios de contenido acuoso. Aunque en un primer lugar fueron un
modelo de membranas bioldgicas, pronto se tuvieron en cuenta para la elaboracién de
sistemas de liberacion de farmacos y moléculas bioactivas debido a su caracter
biodegradable y biocompatible. Pero, sobre todo, la versatilidad de los liposomas se
refleja en que son capaces de incorporar a su estructura moléculas tanto hidrofilicas
como hidréfébicas a la vez que tienen caracter anfifilico. Ademas, propiedades tales
como su carga superficial, tamafio, permeabilidad y rigidez de la pared son facilmente
modulables (Fenske y col., 2008).
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Figura 14. Liposoma y sus componentes.
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Mas adelante, a principios de los 90, fueron desarrolladas nanoparticulas lipidicas, las
cuales son parecidas a los liposomas en cuanto a su naturaleza lipidica y a las
nanoparticulas poliméricas en cuanto a su estructura matricial solida, pero que
mejoraban algunas propiedades como la estabilidad de los liposomas o la toxicidad de
algunos polimeros y disolventes utilizados en su elaboracion. En definitiva, las
nanoparticulas lipidicas estan constituidas por lipidos biodegradables (bien tolerados) y
agentes emulsificantes tanto lipofilicos como hidrofilicos, que permiten una amplia
gama de vias de administracién y que constituyen uno de los vehiculos mas estudiados
actualmente para transporte y liberacion de principios activos (Gasco, 2007).

Por ultimo, en este apartado, puntualizar que el método de fabricacion, la composiciéon
quimica de éstos y la naturaleza del ligando, en caso que lo posea, también influyen en
su funcionalidad y efectividad. Es mas, hay que considerar que las nanoparticulas tienen
propiedades y efectos diferentes al que poseen los mismos materiales en tamafios
convencionales, incluyendo alteraciones en las propiedades magnéticas, eléctricas y
opticas, una mayor integridad estructural o alteraciones en sus propiedades quimicasy
de actividad bioldgica. Se considera que debido a tales alteraciones en las propiedades
de los materiales en la nanoescala estos pueden repercutir en temas de seguridad, y es
por ello que se esta intentando estudiar las posibles interacciones que pueden
ocasionar tanto en los seres vivos, como el impacto negativo a nivel ambiental al que
pueden dar lugar.

En nuestros dias, la aplicacion de la nanotecnologia ofrece un amplio abanico de
posibilidades, ya sea con fines alimentarios (transporte de nutrientes), diagndsticos o
terapéuticos (transporte de vacunas, genes, farmacos...) e incluso en sectores como la
informacién y las comunicaciones, que tienen gran repercusion para la sociedad.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, surgio el concepto de nanofarmacia,
es decir, el uso de la nanotecnologia para la prevencion, diagnostico y tratamiento de
enfermedades y pequefias lesiones, con el fin de mejorar la salud. Las aplicaciones de
la nanofarmacia irian desde el desarrollo y disefio de nuevos farmacos, sistemas de
liberacion (tanto con direccionamiento o localizacion especifica, como sin ella), ademas
de la creacion de chips que desarrollen determinadas funciones como implantes y
plataformas para tejidos.

De esta manera dentro de los objetivos que se pueden alcanzar empleando
nanoparticulas cargadas con moléculas terapéuticas destacan (De Jong y Borm, 2008):

- Mejorar la estabilidad fisica y quimica de los principios activos.

- Aumentar la absorcion de moléculas activas, lo que se traduce en una mejor
biodisponibilidad.
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- Actuar como sistemas de liberacién controlada, reduciendo fluctuaciones de
concentracién de principios activos en sangre.

- Alcanzar tejidos/barreras especificas y penetrar células inalcanzables por principios
activos convencionales gracias a su pequefio diametro.

- Disminuir los efectos adversos y toxicidad asociada a la administracion de farmaco
libre.

- Otorgar protecciéon de la molécula encapsulada, por ejemplo, contra la degradacién
enzimatica, quimica o inmunolégica.

En nuestro caso particular, las interacciones con biofluidos y el acceso al fluido
intersticial constituyen las barreras extracelulares con las que nuestros nanosistemas
farmacéuticos administrados se enfrentan y son determinantes en su distribucién y
efecto (Monografia XXVIII).

Tanto en la actualidad como en el futuro, la nanofarmacia y su desarrollo requiere el
aumento de los conocimientos acerca de los procesos de fabricacion de las
nanoparticulas, asi como de las caracteristicas de los materiales con la finalidad de
asegurar su reproducibilidad, su calidad y control de calidad, asi como la eficiencia en
costos.

Finalmente, el futuro de la farmacia en este area, con respecto al desarrollo de
productos terapéuticos y sistemas de suministro de farmacos, estaria ligado a:

+ El diseflo de materiales estructurados, multifuncionales, capaces de atacar
enfermedades especificas.

+ El disefio de materiales conteniendo funciones que permitan el transporte a
través de las barreras biolégicas.

+ El disefio de plataformas nanoestructuradas para la ingenieria de tejidos.

+ El disefio de dispositivos sensibles a estimulos para la liberacién de farmacos.

+ Eldisefio de tratamientos orientados fisicamente para la administracion local de
productos terapéuticos (via pulmonar, ocular, transdermica, etc).

« A un mayor suministro intracelular de productos terapéuticos
macromoleculares; el disefio de sistemas autorregulados que incluyan
nanoestructuras inteligentes como los biosensores, acopladas a sistemas de
suministro de farmacos.

Ademas, podemos incluir varias lineas de investigacion entre las cuales se cuentan:

+ Transportadores de farmacosy + Conjugados de polimero-
sistemas de liberacién de genes. farmaco.

+ Nanoparticulas y nanocapsulas. + Conjugados de polimero-

+ Tecnologias de anticuerpos. proteina y anticuerpo.
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+ Nanoprecipitaciony Polimerizacion in situ.

nanocristales. Ingenieria de tejidos.

+ Tecnologias de emulsificacion. Tecnologias con dendrimeros.

-+ +

+ Tecnologia de los liposomas. Impresion molecular.

A pesar de ello, las técnicas tradicionales como el desarrollo de formas de dosificacion,
validacién de métodos analiticos y los estudios de estabilidad seguiran siendo
requeridas, aungque con nuevos argumentos y actualizaciones (Gomez-Gaete, 2014).

Un area particular de la nanotecnologia es la nanobiotecnologia, la cual trata con
nanomateriales y sus aplicaciones en las ciencias de la vida. Esto es como se viene
comentando, aplicaciones en nanoescala para productos terapéuticos, para sistemas
de suministro de farmacos y para plataformas o soportes para la reconstruccién de
tejidos. La investigacion de la nanotecnologia farmacéutica se orienta al desarrollo de
nuevos métodos para el suministro de los farmacos, pero también de otras moléculas
mas complejas como proteinas, ARN, ADN (National Nanotechnology Initiative) y por lo
tanto es una extension a lo que clasicamente ha sido la tecnologia farmacéutica, de ahi
la denominacion de nanotecnologia farmacéutica.

Una de las aplicaciones de la nanofarmacia o nanotecnologia farmacéutica con mejores
perspectivas de futuro, es la encapsulacion de farmacos dirigidos a un lugar concreto
del organismo, ya que en muchos tratamientos se requiere obtener cantidades efectivas
del farmaco en un tejido en particular, dentro del organismo, mientras se mantienen los
efectos sistémicos en un nivel bajo. Las nanoparticulas conteniendo el farmaco se
podrian recubrir con anticuerpos o receptores de la superficie celular que se unen a
ciertas células para liberar su carga de farmacos al contacto con ellas.

Por lo tanto, se considera que la nanotecnologia es un medio adecuado para la creacién
o disefio de sistemas que puedan suministrar mejor los farmacos en areas especificas
del organismo. El suministro de farmacos mediado por la nanotecnologia haria factible
la permeacion a través de las membranas celulares, lo cual es critico para impulsar el
desarrollo de la medicina genética.

Las estructuras en nano-dimensiones podran promover la generacién de nuevos
mecanismos de suministro de farmacos. Tendrian la ventaja de ser capaces de evitar el
sistema inmune y de atravesar algunas barreras que el cuerpo utiliza, para evitar la
penetracion de sustancias extrafias o no deseadas: barreras como la hematoencefalica
y la pared del tracto gastrointestinal. Se considera que los compuestos farmacéuticos
reformulados como nanoparticulas también podrian ser biol6gicamente mas activos,
debido a su mayor area superficiales que podria aumentar su biodisponibilidad. De
hecho, en este trabajo se van a utilizar tanto los compuestos como las técnicas mas
precisas para conseguir los objetivos planteados.
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Las nanoparticulas ademas de poder ser dotadas de funciones especificas
(funcionalizadas) para adherirse o unirse a ciertas partes del organismo, podrian
disefiarse de tal manera que fueran activadas por un disparador externo, por ejemplo,
un pulso magnético o ultrasonido. Estos sistemas farmacéuticos dotados de ciertas
funciones particulares (funcionalizados) se han denominado “sistemas farmacéuticos
inteligentes” (Nanomedicine; Villafuerte-Robles, 2009).

Finalmente, y centrandonos en el tema de medicamentos biolégicos, desde que a
principios de los afios 80 se incorporara la insulina y la hormona de crecimiento
recombinantes, cientos de nuevos medicamentos se han introducido en el arsenal
terapéutico. De hecho, el crecimiento de la ciencia actual pasa por la produccion de
muchos de estos medicamentos entre los que se incluyen péptidos, proteinas, ADN,
fragmentos de anticuerpos, oligonucleétidos... entre otros que son altamente eficientes
para el tratamiento de enfermedades o sus sintomas, pero que sin embargo poseen
propiedades que limitan su utilizacién terapéutica, al requerir administracion
intravenosa, ya que por su naturaleza presentan baja biodistribucién y elevado
aclaramiento (Steinberg y Raso, 1998). Es mas, no siempre es posible administrar dicho
tratamiento por problemas de hidrofobicidad, o de estabilidad en el caso de las
proteinas, ya que ademas de la temperatura, pH, iones, son numerosas las enzimas que
las destruyen (Zhangy col, 2018). Con la encapsulacién el farmaco o proteina de interés
esta en el interior de estructuras poliméricas o lipidicas, esta estructura protege el
encapsulado de las condiciones adversas (Loh y col., 2011).

Ademas, las proteinas presentan un elevado coste de produccion y la cantidad
elaborada para poder disponer de un efecto farmacolégico, se podria reducir si
logramos concentrarlas en su lugar concreto de accion, repercutiendo en una menor
cantidad de proteina necesaria.

Al encapsular se produciran nanoparticulas con un tamafio minusculo, que promovera
su administracion en diferentes areas del cuerpo durante un periodo prolongado (Hans
y Lowman, 2002). Muchos farmacos altamente toxicos y moléculas bioactivas han
demostrado una mejor biodisponibilidad, control del suministro y bioactividad tras una
encapsulacion exitosa, haciéndolos mucho mas superiores que su homologo
tradicional. Esto es especialmente asi en lo que respecta a su lanzamiento de control,
impacto terapéutico y entrega dirigida. Las moléculas o proteinas encapsuladas se
pueden transportar en la dosificacion éptima durante un periodo prolongado de
tiempo, lo que aumenta su eficacia (Farokhzad y Lager, 2006).

La capacidad de las nanoparticulas para llegar a su objetivo como comentamos con
anterioridad esta influenciada por la carga superficial, hidrofobicidad, tamafio de
particula y modificacion de la superficie. Las barreras, el tamafio y su distribucion
finalmente afectaran sus interacciones con la membrana celular junto a que
condicionaran su capacidad de penetracion y la liberacién de la sustancia encapsulada,
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que dependera del tejido, la circulacién y la idiosincrasia del sitio diana (Brannon-
Peppas y Blanchette, 2012). Por todo ello es necesario un disefio cuidadoso de la
encapsulacion con respecto al objetivo y la via de administracion para maximizar la
eficacia de la proteina. Debido a esto, se han desarrollado diversas técnicas de
encapsulacion presentandose la nanotecnologia como una solucion a estos problemas,
pues siendo relativamente recientes ambas disciplinas, actualmente presentan un largo
camino por recorrer en el cual las expectativas son ilusionantes y las posibilidades muy
amplias (Ye y Chi, 2018).

Dados los argumentos presentados la presente Tesis Doctoral se enfocara en la
elaboracion de nanoparticulas capaces de encapsular una proteina -neuroglobina- de la
manera mas eficiente posible. Ademas, estas nanoparticulas deberian de poder ser
administradas via parenteral, como ocurre en la mayoria de medicamentos bioldgicos.
Una vez en el torrente sanguineo las nanoparticulas cargadas con NGB deberan
alcanzar su diana terapéutica en células neuronales y liberar alli el farmaco, para ello
deben atravesar la BHE y ese sera uno de los objetivos principales a desarrollar en este
trabajo.
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4.1. MATERIALES

4.1.1. Neuroglobina

Hasta el aflo 2000, se pensaba que la hemoglobina y la mioglobina eran los Unicos
miembros de la familia de las globinas en los seres vertebrados. En dicho afio se
descubre un tercer tipo de globina, ubicada principalmente en el sistema nervioso, de
lo que deriva su nombre. Las hipétesis sobre ella fueron varias, desde un destoxificador
de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, a una cadena de transduccion de sefiales
del estado redox de la célula inhibiendo la apoptosis. Pero de lo que no hay duda, es de
la funcién esencial que desempefia, protectora y conservadora para las neuronas
(Forrellat y Henandez, 2011).

La produccién mitocondrial de adenosina trifosfato (ATP) es fundamental para la vida,
ya que en el proceso de demanda de oxigeno se ve satisfecho gracias a la capacidad de
las globinas de captarlo y suministrarlo a las células.

Las globinas estan presentes en todos los reinos de organismos vivos y las mas
conocidas y estudiadas debido a su alta concentracién son la hemoglobina que se
encarga del transporte de oxigeno por la sangre y la mioglobina, que se encuentra en el
musculo estriado y cardiaco y que funciona como reserva temporal de oxigeno
facilitando su difusién (Burmester y Hankeln, 2014).

Aparte hay dos recientes miembros de esta familia, la histoglobina, presente en casi
todos los tejidos, principalmente conectivo y retina y la neuroglobina (NGB). Ambas
implicadas en neuroproteccién (Schmidty col., 2004). La figura 15 resume los diferentes
tipos de globinas existentes.
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Figura 15. Distribucion por tejidos de las globinas de vertebrados (Burmester y Hankeln, 2004).

La neuroglobina, es un monémero de 150 aminoacidos con una masa molecular de 17
kDa. Tiene la propiedad de poderse unir a varios ligandos gaseosos como oxigeno,
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monoéxido de carbono y 6xido nitrico. Las diferencias respecto a la hemoglobina o
mioglobina se observan principalmente en ausencia de ligando, pues estas proteinas
son conocidas como globinas pentacoordinadas, ya que el hierro (Fe?*) es unido por los
4 atomos de nitrégeno del anillo porfirina y la histidina proximal de la hélice F (HisF8).
Sin embargo, en la NGB es una globina hexacoordinada, lo que quiere decir que en el
estado desoxi, la histidina distal de la hélice E (HisE7) esta unida a la sexta posicion de
coordinacién del Fe?*, por lo que cualquier ligando externo tiene que competir con la
HisE7 para la unién del Fe** de lo que derivan sus particularidades y propiedades
(Dewilde y col., 2001).

Aunque en el sistema nerviosos central la NGB es expresada en todas o casi todas las
neuronas, podemos encontrar diferencias cuantitativas entre las diferentes poblaciones
neuronales. De esta manera, en el caso de ratones la concentracién total de la proteina
en el cerebro es mas baja (menos de 1 pmol/L) que el nivel en las neuronas de la retina,
gue requieren grandes cantidades de oxigeno, de 50 a 100 veces superior (Burmestery
col., 2000). En el caso de la NGB humana, se encuentra en concentraciones altas en
células altamente metabdlicas o especializadas como las neuronas de hipotalamo y
células de la retina, donde su concentracion es aproximadamente de 100uM (Schmidty
col., 2003). Ademas de esto simulaciones numéricas predicen que zonas de la retina
como las regiones del segmento interno de los fotorreceptores y capa plexiforme
interior, la NGB tiene el potencial de prevenir la hipoxia aumentando la absorcién de
oxigeno entre un 30-40% (Roberts y col., 2016). La NGB se produce en otras partes del
sistema nervioso central, pero a concentraciones relativamente bajas (~1 pM)
(Bentmanny col., 2005).

La NGB tiene una importancia vital para la salud del cerebro que envejece, por su
participacidon en la homeostasis del oxigeno celular y en la proteccion de las células del
cerebro en casos de hipoxia o isquemia, después de un accidente cerebrovascular.
Ademas, en casos de accidente cerebrovascular isquémico hay un aumento de la
expresion de NGB en la corteza cerebral periinfarto, en comparacion con el tejido
cerebral adyacente normal y el sitio isquémico. La observacion concluye que la
expresion de NGB es inducida por la hipoxia y la isquemia (Haines y col., 2012).

El significado del aumento de la expresion de NGB en el infarto clinico no esta
completamente claro, pero en roedores, su sobreexpresion se asocia con la reduccion
del tamafio del infarto y con su resolucion clinica. En concordancia, la NGB podria tener
una funcién neuroprotectora similar en los humanos (Wangy col. 2008).

La funcion neuroprotectora no solo tiene un papel importante en casos como los de un
ictus, sino que también se han asociado bajos niveles de neuroglobina en las neuronas
del cerebro con mayor riesgo de enfermedad de Alzheimer. Distintos estudios han
asegurado que la neuroglobina protege a las células mediante el mantenimiento de la
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funcién de las mitocondrias y la regulaciéon de la concentracién de las sustancias
quimicas importantes en la célula. En las mitocondrias celulares se llevan a cabo la
mayor parte de los procesos que la célula utiliza para producir su energia. Las
mitocondrias también juegan un papel importante en la comunicacién dentro dey entre
las células y los aspectos importantes de la diferenciacién celular y el crecimiento. Una
célula muere rapidamente cuando sus mitocondrias dejan de funcionar. Hay varios
tipos de estrés, tales como la falta de oxigeno, los niveles bajos de nutrientes, aumento
de los niveles de calcio o la presencia de sustancias toxicas que pueden causar que las
mitocondrias se rompan y emitan citocromo C. El citocromo C se une con otras
moléculas fuera de las mitocondrias para formar una proteina llamada un apoptosoma
y provocar la muerte celular. La NGB actuaria neutralizando esta molécula, previniendo
en muchos casos la muerte celular por estrés oxidativo asociado a un funcionamiento
normal, aumentando la expresion de la NGB. Células neuronales pueden sobrevivir al
dafio mitocondrial si los apoptosomas no se forman (Raychaudhuriy col., 2010).

En nuestro estudio nos centramos en el efecto de la NGB en el tratamiento del ictus
isquémico, el cual constituye el 80-85% de los casos de accidentes cerebrovasculares
frente al ictus hemorragico, derrame o hemorragia cerebral que constituye el 15-20%
de los casos.

Actualmente, el tratamiento para el ictus, se centra en el restablecimiento de la
circulacion en la zona afectada, no existiendo nada para su prevencion y reparacion de
dafios adicionales asociados a la exposicion oxidativa y a la inflamacién (Di Domenico y
col., 2012).

La NGB va a constituir para nosotros el principio activo del medicamento a disefar,
debido a las propiedades que presenta en la situacién de ictus. Por su propia
idiosincrasia de proteina, es labil y en el organismo al enfrentarse a circunstancias
adversas para ella (pH, otras proteinas, temperatura..) se veria altamente
comprometido su efecto. Ademas, presenta una dificultad mas y es que es incapaz de
atravesar la barrera hematoencefalica. Nuestro objetivo es solventar estos problemas
que le impiden realizar el efecto positivo en el organismo cuando se produce un ictus 'y
de conseguirla hacer llegar a su objetivo diana para ejercer su mecanismo de accién.

La NGB utilizada en este trabajo, es suministrada por el grupo de investigacion del
Departamento de Biologia Experimental de la Universidad de Jaén. Una vez obtenida, se
mantiene a -80°C en un medio formado por:

e Tris-CIH, 20mH

e 0,1 MNacl
e pHde 8y con una concentracion comprendida entre 1a 3 mg/mL.
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En este trabajo, las principales técnicas que se utilizaran para la valoracion de la proteina
seran: La espectrofotometria, y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

4.1.2. Lisozima

La lisozima o muramidasa (Nacetil muramidaglicano hidrolasa), fue descubierta en el
afio 1922 por Alexander Fleming, siendo la primera proteina de la que se dispuso de su
secuencia por cristalografia de rayos-X y la primera enzima de la que se determiné su
mecanismo enzimatico gracias a David Phillis en 1966 (Jollés y Jollés, 1984).

Por estas razones, tiene un papel muy importante en los modelos enzimaticos y en
aspectos de la biologia moderna como la quimica de proteinas, cristalografia,
resonancia magnética nuclear (NMR), inmunologia o el plegamiento de proteinas
(Chantal y col., 2007).

La lisozima esta presente en muchos organismos como virus, insectos, anfibios, reptiles,
aves y mamiferos ademas de ser producida en multitud de tejidos y fluidos, tales como
huevos de aves, leche humana, lagrimas y saliva, siendo incluso secretada por leucocitos
polimorfonucleares (Niyonsaba y Ogawa, 2005).

En los humanos, tiene un rol destacado en la defensa frente a las infecciones al destruir
las paredes celulares de ciertas bacterias Gram-positivas, por ruptura del enlace 3 (1-4)
entre el acido N-acetilmuramico (NAM) y N-acetilglucosamina del peptidoglicano (NAG),
debilitando asi la pared celular. El resultado es la penetracién de agua en la célula que
se hincha y acaba por estallar, un fendmeno denominado lisis.

La lisozima es casi inactiva frente a microorganismos Gram-negativos por la dificultad
de acceder al peptidoglicano que se encuentra protegido por la membrana externa. Esta
propiedad de hidrolizar el peptidoglicano se conoce como actividad neuraminidasa o
muramidasa. También es importante destacar que en las bacterias Gram positivas el
peptidoglicano representa alrededor del 90% de la pared celular, mientras que en las
Gram negativas apenas llega al 10% (Carrillo, 2013). En las lagrimas se encuentra en
cantidades comprendidas entre 3.000 y 5.000 pug/mL protegiendo frente a bacterias y
virus (Lesnierowski y col., 2004). Sobre la lisozima de huevo se han descrito otras
actividades como la actividad antioxidante (Liu y col., 2006), actividad antiheparinica
(Mega y Hase, 1994), actividad antifungica, capacidad fusogénica con fosfolipidos y
potenciacion del efecto de antibiéticos (Ibrahim y col., 2001). También se ha descrito el
papel que la lisozima humana ejerce como inmunomodulante, de ahi su importancia en
el mecanismo de defensa natural (Koslov y col., 2000; Cho y col., 2005).

En el plano internacional, organismos como la FAO/OMS y muchos paises como

Alemania, Austria, Australia, Bélgica, Dinamarca, Espafia, Finlandia, Francia, Italia, Japon
y Reino Unido tienen reconocida a la lisozima de clara de huevo como una proteina no
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toxica y por ello es utilizada para fines alimentarios, farmacolégicos y terapéuticos,
estimandose que mas de 100 toneladas de lisozima son usados anualmente para estos
propositos (Mine y col, 2004). La FDA considera a la lisozima como GRAS (Generalmente
Reconocido como Seguro) para el uso en la industria quesera, y reconocida como aditivo
de uso alimentario con el codigo E-1105.

Estructuralmente la lisozima de clara de huevo se clasifica en seis tipos: lisozima de
gallina (tipo-C) entre ellas se encuentran lisozima de estdmago y lisozima de unién a
calcio, lisozima de ganso (tipo-G), lisozima de plantas, lisozima bacteriana, lisozima del
fago T4y lisozima de invertebrados (tipo-I). Cuatro de estas lisozimas: tipo-C, tipo-I, tipo-
Gy lisozima T4 tienen la estructura tridimensional muy parecida (Thammasirirak y col.,
2010).

Entre todas, la lisozima de huevo de gallina ha sido la mas estudiada, por encontrarse
en una concentracion alta (1-3 g/L de clara de huevo), su facil manejo y la posibilidad de
purificacién por cristalizacion en NaCl al 5% a pH 9,5.

La lisozima de huevo es una proteina que puede representar cerca del 3,4% de las
proteinas de la clara de huevo. Su masa molecular es 14.307 Da y esta compuesta por
una secuencia de 129 residuos de aminoacidos. Es una proteina muy catiénica, con un
elevado punto isoeléctrico (pl= 10,7), con 19 aminoacidos en su secuencia cargados
positivamente. Se ha observado que la lisozima sufre autoasociaciéon en funcion del pH
de la disolucion, asi a pH inferiores a 4 s6lo existe la forma monomérica, en el rango de
pH comprendido entre 4 y 6,5 hay una aparicion de especies asociadas que coexisten
con los mondémeros y a partir de pH 6,5 la proporcién entre monémeros y especies
asociadas no varia siendo una proteina estable en soluciones acidas (Lesnierowskiy col.,
2004).

La estructura de la lisozima se compone de dos dominios o l6bulos, el dominio a con
los residuos (1- 40y 90-129) y el B dominio con los residuos (41-89), unidos por una larga
a-hélice donde se encuentra el sitio activo. Posee cuatro puentes disulfuro que le
confieren una alta estabilidad, en ellos se encuentran las ocho cisteinas presentes en la
molécula (You y col., 2010).

Se han desarrollado muchos métodos de aislamiento para la lisozima de clara de huevo
de gallina desde cromatografia de intercambio catiénico o ultrafiltraciéon hasta llegar a
métodos como cromatografia de intercambio iénico con columnas y membranas
microporosas (Chiu y col., 2007; Jiang y col., 2001). La caracteristica mas llamativa de la
molécula de la lisozima es una hendidura prominente, el sitio de fijacion del sustrato,
que atraviesa una cara de la molécula.

El sitio catalitico de la lisozima se encuentra dividido en seis zonas: A, B, C, D, Ey F que
a su vez se unen a seis azucares. En el sitio catalitico se encuentran dos aminoacidos
qgue son los necesarios para que ocurra la catalisis que son (Glu 35 y Asp 52) siendo
invariables en la familia de la lisozima (Carrillo, 2013).
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4.1.3. Polimeros (Hialuronato Sodico y Chitosan) y Glicerol
Tripalmitina

Para este trabajo se han seleccionado polimeros biodegradables para la elaboracién de
las nanoparticulas, debido a su escasa o nula toxicidad, a su estabilidad, a su
reproducibilidad, y a la facilidad con la que se puede actuar en su superficie para
conseguir las propiedades deseadas, referidas fundamentalmente al control deseado
para conseguir que lleguen al lugar de accion.

Las nanoparticulas se pueden disefiar para controlar tanto la velocidad de liberacion de
los farmacos, asi como para controlar su localizacién en algun lugar especifico del
organismo. La modulacion de sus caracteristicas se logra a través de las caracteristicas
del polimero y de la composicién quimica de la superficie de las mismas.

Los objetivos perseguidos se consiguen en gran medida mediante el uso de polimeros.
De esta manera se pueden realizar modificaciones tanto en la carga como en la
solubilidad. También modificaciones basadas en la unién a distintos radicales, a
anticuerpos que pueden permitir conseguir un nanotransportador “inteligente”, que
conoce, o le hemos facilitado que conozca, el lugar a donde debe ir y ejercer su efecto.

HIALURONATO SODICO. Fagron (Barcelona - Espafia).

Es este polimero el que se ha seleccionado como fundamental para la preparacion de
las nanoparticulas, debido a sus excelentes propiedades, como se constatara a
continuacion.

En 1934 Karl Meyer y John Palmer aislaron por primera vez el acido hialurénico (AH) del
humor vitreo de los ojos de las vacas. En un principio creyeron que era un componente
universal del espacio extracelular, pues sus multiples propiedades le permiten constituir
una matriz y dar soporte al funcionamiento de las células y tejidos. Ademas, declararon
gue esta sustancia contenia dos restos de azucar, uno de los cuales era el acido urénico.

Endre Balazs, lo usé como supletorio de la clara de huevo en el area de la pasteleria y
llevd a cabo la mayor parte de los descubrimientos del AH durante los ultimos 50 afios,
en afnos sucesivos fue ampliandose su uso, siendo hoy en dia uno de los polimeros que
mayores prestaciones tiene, en diferentes campos, destacando fundamentalmente sus
aplicaciones en el area de la medicina (Oksala y col., 1995).

En este trabajo, el polimero utilizado para la elaboracién de las nanoparticulas (Nps) es
el hialuronato sédico, sal del acido hialurénico (AH), un heteropolisacarido
(glucosaminoglucano lineal) de elevado peso molecular constituido por unidades de
acido D-glucurénico unidos por enlaces [((1>4) o-glucosidicos y por residuos 2-
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acetamido-2deoxi-B-D-glucosa enlazadas de acuerdo a un patrén B (1>3) (Fraser y col.,
1997). Dentro del grupo de los glucosaminoglucanos, el Unico no sulfatado es el AH, al
no formar enlaces covalentes con otras moléculas de la matriz extracelular. Es
sintetizado extracelularmente por enzimas localizadas en la superficie celular
denominadas acido hialurdénico-sintetasas (HAS), de las cuales existen tres isoenzimas:
HAS1, HAS2 y HAS3 (Junqueira y Carneiro, 2015; Alberts y col., 2011).

Quimicamente, las unidades de azucares que lo componen son hidrofilicas y su
propiedad fisica mas importante es la capacidad de almacenar agua, aumentando mas
de 50 veces su peso, lo que les proporciona un alto grado de elasticidad que favorece el
intercambio de gases y de moléculas pequefas y actla de barrera al paso de
macromoléculasy cuerpos extrafios. Estas propiedades se consiguen gracias al nUmero
de grupos OH" y las cargas negativas que posee. Por tanto, es altamente hidrosoluble
(Cortivo y col., 1986; Necas y col., 2008).

En el organismo debido a la hidratacion la matriz extracelular se comporta como un gel,
lo que permite a los tejidos en los que se encuentra, resistir fuertes presiones mecanicas
a la vez que favorece una alta tasa de difusién de sustancias entre las células, siendo
fundamental estas propiedades en el desarrollo o lugares con alta proliferacién celular
(Junqueira y Carneiro, 2015). Se suele asociar el acido hialurénico con las moléculas de
colageno o a proteoglucanos, confiriendo a la matriz extracelular elasticidad, resistencia
y lubricacién.

Su papel fisiologico es el de mantener la estructura organica y tisular a través de la
adhesion célula-célula y célula-matriz, constituyendo un puente de union para las
proteinas centrales (hialurocadherinas), como es la proteina de unién al cartilago, el
agrecano y el versicano. El acido hialurénico sirve de eje o estructura para los grandes
complejos proteoglucanos y se adhiere a los receptores de la superficie que regulan la
proliferaciény migracién celular, como el CD44. El CD44 es un receptor del AH que actua
como molécula de adhesion y se expresa en leucocitos, células epiteliales, fibroblastos
y células musculares (Sanguineti y Rodriguez-Tafur, 1999). Isoformas del receptor CD44
estan implicadas en la unién inicial de los leucocitos a las células endoteliales activadas
por procesos inflamatorios. Se ha comprobado que la unién del AH con el receptor CD44
media la adhesion inicial de las células inflamatorias al vaso que permite la
extravasacion en el lugar de la inflamacion y constitucién de una ruta de recaptaciéon
para degradacion lisosomal (Cortivo y col., 1986).

Otros proteoglicanos que se unen al HS son del tipo TSG6 (del inglés tumor necrosis
factor-stimulated gene 6), como CTRL1 (proteinas de unién a los tejidos cartilaginosos)
y otras que funcionan como moléculas de adhesién celular cuya activacién induce la
quimiotaxis. Entre las enzimas que degradan especificamente el HS se encuentran las
hialuronidasas o hialuronoglucosaminidasas (HYAL), conservadas filogenéticamente
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desde las bacterias (Necas y col., 2008; Gregory y col., 2005). Farmacocinéticamente
cabe tener en cuenta la vida media del HS, de dos a tres dias (Schiraldiy col., 2010).

Biolégicamente, el HS cumple un papel fundamental en la génesis, mantenimiento y
resolucién del proceso inflamatorio (Badylak, 2005; Toole, 2001) al disminuir el tipo de
prostaglandinas y mejorar la disposicion del colageno, favoreciendo la diferenciacion
celular y repercutiendo en una mejor cicatrizacién y reparacién de los tejidos (Weckx y
col., 2009; Engstrom y col., 2001). Ademas, es estabilizador de la matriz extracelular, por
medio de un complejo proteico denominado interalfa-inhibidor (Fries y Kaczmarczyk,
2003). Si no existieran concentraciones adecuadas de HS, la cicatrizaciéon seria anormal
con retraccion y estenosis (Pimentel y col., 2007).

Entre las actividades especificas que realiza el HS se encuentran la migracién de
fibroblastos y la fibrogénesis, la regulacion del nivel de proliferacion y grosor de la
epidermis, asi como la proliferaciéon de queratinocitos (Gregory y col., 2005; Wangy col.,
2004). También incrementa la formacién de hueso estimulando los osteoblastos ‘in
vitro’, a través del aumento de la migracién de células mesenquimales y su
diferenciacion (Turley y col., 2002). Es componente del liquido sinovial, del humor vitreo
y es esencial en los procesos de fertilizacion, pues los distintos fluidos del tracto genital
femenino son ricos en él (Fries y Kaczmarczyk, 2003).

En definitiva, HS es un polimero de origen enddgeno (matriz extracelular y tejido
conectivo de vertebrados), lo que lo convierte en un polimero altamente biocompatible
para su uso farmacologico (Al-Qadiy col., 2011).

La unién de los distintos mondmeros para obtener el polimero, HS, da lugar a que se
puedan conseguir HS de diferentes pesos moleculares, dependiendo del nUmero de
mondmeros que se unan. La variacién de estos pesos afecta de manera directa a la
formacién de estructuras y, por lo tanto, los resultados son diferentes a la hora de
obtener las nanoparticulas, ademas del papel muy importante de su tamafio en las
posibles interacciones de las nanoparticulas con el sistema inmunolégico (Zolni y col.,
2010). En este trabajo de investigacién se ha utilizado un HS de un peso de 1.0 - 1.5 MDa.

CHITOSAN. Sigma Aldrich (Madrid - Espafia).

Descubierto en 1859, el Chitosano o quitosano, (del griego xttwv "coraza" debido a su
origen en el exoesqueleto de crustaceos e insectos), es un polisacarido lineal compuesto
de cadenas distribuidas aleatoriamente de [-(1-4) D-glucosamina (unidades
deacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad acetilatada)(Hsu y col., 2013).

Este polimero muestra una alta biocompatibilidad, presentando buenas propiedades

antimicrobianas. Asi, se demostrd que las soluciones que contienen chitosan inhiben el
crecimiento de E. coli y matan a S. aureus (Felt y col., 2000). Ademas, el chitosan a
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concentraciones del 0,5% cuando se agrega a las formulaciones mejora
significativamente el tiempo de retencion en la superficie precorneal y retrasa
significativamente la eliminacién de estas formulaciones del area precorneal (Felty col.,
1999).

El chitosan también se describe como un potenciador de la administracién de farmacos
transmucosos. Varios estudios con la linea celular Caco-2 intestinal (Dodaney col., 1999)
o co-cultivos de células intestinales y epiteliales (HT-29 / B6) (Smith y col., 2004) indicaron
que el chitosan aumenta la permeabilidad celular al afectar las vias paracelulares e
intracelulares de las células epiteliales, de manera reversible. Estos resultados sugieren
que la apertura de la barrera de la union estrecha es causada por la unién del chitosan
cargado positivamente a la membrana celular, activando asi el intercambiador de
cloruro-bicarbonato que aumenta la permeabilidad para moléculas de hasta 10 kDa
(Rosenthal y col., 2012).

La captacion ‘in vitro' y la biocompatibilidad del chitosan se han estudiado en células
A546, una linea celular de carcinoma de pulmén humano, y se encontré que era
independiente de su peso molecular (10kDa - 213kDa) sin un impacto significativo en la
viabilidad celular por debajo de una concentracién de 0,741 mg/mL (Huangy col., 2004).
Las células HEK 293 mostraron captacion de chitosan en medios acidificados y ausencia
de suero. Esta capacidad de penetrar en las células hace que el chitosan sea un buen
candidato como potenciador de la captacién de farmacos (Schuerer y col., 2018).

GLICEROL TRIPALMITINA. Sigma Aldrich (Madrid - Espafia).

Los triacilgliceroles (TAG) son los principales componentes de las grasas y aceites. Estan
formados por tres acidos grasos unidos a un triéster de glicerol, cuyos tres hidroxilos
(OH") se unen a los radicales carboxilicos (-COOH) de los acidos grasos con la liberacién
de tres moléculas de agua (Da Silva y col., 2016).

Los triacilgliceroles junto a los acidos grasos y los alcoholes grasos, juegan un papel
importante en las aplicaciones industriales para producir recubrimientos, plasticos,
productos de limpieza y pinturas. Los compuestos de alcoholes grasos se utilizan para
producir cosméticos y algunos productos farmacéuticos, asi como en industrias
alimentarias como agentes tensioactivos y co-tensioactivos, agentes gelificantes y
recubrimientos. Los TAG se utilizan en todas las aplicaciones citadas anteriormente,
ademas de representar los principales componentes utilizados en la industria
alimentaria empleados para producir crema, margarina y grasas de confiteria (Maximo
y col., 2014).
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Glicerol tripalmitina es el glicerol esterificado con 3 acidos grasos de acido palmitico. Es
lipido fisiol6gico, y se usara para la obtencién de la matriz lipidica o ndcleo y también de
recubrimiento para las nanoparticulas.

4.1.4. Otros materiales utilizados

Ademas de los ya comentados y descritos como fundamentales en nuestro trabajo, se
utilizaron otros materiales que se citan a continuacion:

ACEITE DE PEPITA DE UVA: Sigma Aldrich (Madrid - Espafia).

TWEEN 80: Emulgente. Guinama (Valencia - Espafia).

CLORURO CALCICO: Sigma Aldrich (Madrid - Espafia).

ACIDO ACETICO: Sigma Aldrich (Madrid - Espafia).

DICLOROMETANO: Disolvente halogenado. VWR (Barcelona - Espafia).
OCTADECILAMINA: Sigma Aldrich (Madrid - Espafia).

TALON™ metal affinity column: Takara Bio Europe (Saint-Germain-en-Laye, Francia).
FREUND'S ADJUVANT: Guinama (Valencia - Espafia)

FORMALIN, DNASE |, NORMAL GOAT SERUM, DAPI, TRITON X-100 AND LB MEDIUM:
Sigma: Aldrich (Madrid - Espafia).

AMPICILLIN: VWR (Barcelona - Espafia).

KETAMINE (Imalgene 100 mg/mL): Merial Laboratorios S.A. (Sant Cugat del Valles -
Espafia),

XYLACINE (Rompun®): Bayer (Sant Joan Despi - Espafia).

URANYL ACETATE: Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, USA).

SEVOFLURANE: Abbot Laboratories (Madrid - Espafa).

O.C.T MEDIUM: Sakura (Alphen aan den Rijn- Paises Bajos).

CY2-LINKED GOAT ANTI-RABBIT IGG: Pierce (Rockford, IL, USA).

IPTG: Canvax Biotech (Cérdoba - Espafia).

AGUA BIDESTILADA fue preparada con el sistema Millipore (Billerica, MA, USA).
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4.2. METODOS EXPERIMENTALES

Las distintas técnicas utilizadas en esta Tesis Doctoral tanto para la valoracion de
principios activos, como caracterizaciéon de las nanoparticulas, se describen a
continuacion.

4.2.1. Sintesis de Nanoparticulas

Partiendo de la experiencia de nuestro grupo de investigacién se han seleccionado dos
técnicas de preparacién de Nps, en las cuales se profundizara, optimizandolas para
cumplir el objetivo deseado. Las dos técnicas utilizadas son la gelificacién i6nica y la
emulsion-evaporacién del disolvente. Seguidamente se exponen los fundamentos de
ambas, asi como los métodos de preparacion.

4.2.1.1. Técnica gelificacion ionica

El proceso se inicia mediante un intercambio i6nico que provoca la transicion de un
estado sol a gel del polimero utilizado como material de recubrimiento. Con esta
intencion, las cadenas de HS con tensioactivo son expuestas a cationes divalentes. En
nuestro caso, seleccionamos el calcio procedente del CaCl, debido a su mayor
porcentaje de calcio disponible y bajo coste. De esta manera, el Ca*?(cation divalente)
solubilizado en agua sustituye al Na* proveniente de la sal (HS), desplazandolo de las
cadenas de hialuronato estableciendo enlaces cruzados entre grupos hidroxilo y
caboxilo de las distintas cadenas implicadas y dando lugar a una red intermolecular
estilo matricial, enlazando las cadenas (Lupo y col, 2012). Esta gelificacion es
considerada de tipo externo, pues la formacion del gel se inicia en la interfase y avanza
hacia el interior a medida que la superficie se encuentra saturada de iones calcio.
Obviamente la concentracion de calcio y la composicion del polimero son factores a
tener en cuenta en el control de la transicion sol-gel y la correcta formacion de Nps.

De acuerdo con este método de sintesis, hemos realizado dos variantes. En la primera,
el proceso se produce en medio acuoso y en presencia de un tensioactivo (método 1),
quiere decir que el agua actia como medio predominante en la reacciéon de los
componentes. En la segunda (método 2), provocamos la gelificacion en el seno de una
emulsion, mediante una agitacion forzamos una emulsion del agua con el aceite y en
este medio tiene lugar el proceso de gelificacion. En dicho caso se produce en el seno
de una emulsién O/A. Sefalar que durante su preparacion se ensayaron distintos tipos
de aceites (oliva y soja), pero que ninguno alcanzd una emulsion estable, que si fue
conseguida con el aceite de pepita de uva, probablemente debido al HLB (balance
hidrofilo-lipofilico) y al porcentaje de tensioactivo utilizado, del cual ya se tiene
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experiencia por trabajos previos en nuestro grupo de investigacion y que ademas
presenta interesantes propiedades (Ngy col., 2016).

4.2.1.2. Técnica de emulsion-evaporacion del disolvente

Este método es muy utilizado para la sintesis de nanoparticulas desde la descripcion y
aplicacion del mismo, en el afio 1992 por Sjostrom y col., (1993). En nuestro caso
(método 3), el lipido o los lipidos como el resto de componentes lipofilicos se solubilizan
en un disolvente organico apolar, como puede ser el diclorometano o el ciclohexano.
Por otro lado, se preparan los componentes hidrofilos en la fase acuosa. Ambas fases
se mezclan y emulsionan junto al tensioactivo mediante agitacion mecanica o
ultrasonidos y tras la posterior evaporacion del solvente, se obtiene la dispersion de
nanoparticulas  por  precipitacion del lipido en el medio acuoso.
La incorporacion de principios activos liposolubles se realiza mediante su solubilizacion
en el disolvente organico apolar. Sin embargo, puede ser utilizada para la encapsulacion
de farmacos hidrofilicos como pueden ser los antigenos o péptidos aumentando la
eficiencia de su encapsulacién a través de la técnica de doble emulsion A/O/A.

La relacion entre la cantidad de lipido y disolvente es un parametro fundamental para
el tamafio de estas Nps, ya que si se aumenta la cantidad de lipido la viscosidad de la
fase dispersa se ve incrementada repercutiendo en mayores tamafios de particulas.
También el emulsionante elegido tiene un papel importante en el aumento del tamafio
de particula.

Seguidamente se detallan los tres métodos utilizados, su composicién y la preparacion
de las Nps.

Los dos primeros métodos utilizan el Hialuronato de Sodio (HS) como polimero principal
en la sintesis (gelificacion idnica externa).

En el tercer método, se elaboran Sistemas Lipidicos Nanoparticulares (SLN), utilizando
una sonda de ultrasonidos y una homogenizacién a alta velocidad de agitacién para la
formacion de la emulsion.
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4.2.1.3. Méetodos de sintesis

Método 1

Composicion

0,02 %
0,5 %

0,25 %
100 mL

Tabla 5. Composicién Nps método 1
Preparacion
La técnica de preparacion consiste en dispersar en 100 mL de agua 0,02 % (m/v) de HS
y 0,5% (m/v) de Tween® 80 y agitar a una velocidad de 1200 rpm hasta lograr una
dispersion homogénea (10 minutos). Posteriormente, se adiciona cloruro calcico 0,25%
(m/v) a una velocidad de 1600 rpm durante otros 10 minutos. Seguidamente, se
disminuye la velocidad a 1200 rpm y se mantiene en estas condiciones 2 horas.

Método 2

Composicion

0,055 %
0,55 %
3,45 %
100 mL

45 mL

Tabla 6. Composiciéon Nps método 2.

Preparacion

En el segundo método, se lleva a cabo una gelificacion idnica externa en el seno de una
emulsion O/A. En la fase oleosa utilizada se han ensayado distintos tipos de aceites
como oliva y soja, pero el que mejores resultados nos proporcioné como ya se explicé
en el apartado 4.2.1.1. fue el aceite de pepita de uva. Por lo que es este aceite el
seleccionado para la preparacién de las Nps.

En primer lugar, se prepara la fase acuosa, para ello, se dispersan en 40 mL de agua,
0,08g de HS y 0,8g de Tween 80 utilizando agitacién magnética y aplicando calor, a una
temperatura de 40°C para facilitar la dispersién. Aparte, se prepara la fase oleosa
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calentando a 40°C 100 mL de aceite de pepita de uva y se procede a adicionar la fase
acuosa sobre la oleosa, con una velocidad de agitacion de 1200 rpm durante 10 min. A
continuacioén, se procede a la incorporacion progresiva de 0,25g de CaCl, disueltos en 5
mL de agua, a una velocidad de 1600 rpm durante unos 10 minutos mantenemos la
velocidad de agitacion para posteriormente disminuir a 1200 rpm y mantener esas
condiciones durante 2 horas.

RECUBRIMIENTOS
Una vez elaboradas las Nps por ambos métodos y con la finalidad de mejorar sus

propiedades a la hora de conseguir nuestro objetivo en su paso a través de la barrera
hematoencefalica, las Nps tanto las obtenidas por el método 1, como por el 2, son
sometidas a los mismos recubrimientos. En primer lugar, ambas son recubiertas con
chitosan, para lo que se utiliza una solucién acuosa de acido acético glacial (99:1) al 1%
de chitosan. Esta solucién se mezcla a partes iguales con la dispersién de Nps y se
somete a agitacion magnética durante 2 horas.

Una vez se ha realizado el recubrimiento con chitosan, se procede a eliminar el sobrante
del recubrimiento y limpiar la dispersion de Nps. Para ello se someten a centrifugacion
las muestras a una velocidad de 11000 rpm. durante 50 minutos. Después de este
proceso las Nps precipitan y el sobrenadante es facilmente eliminable, sustituyéndolo
por agua bidestilada y concentrando la solucion.

Una vez lavadas las Nps se someten a un recubrimiento lipidico con glicerol tripalmitina,
un triglicérido biocompatible y presente en la grasa del cuerpo humano. 7,5mg de
glicerol tripalmitina se disuelven en 1 mL de diclorometano y se adiciona a 10 mL de la
dispersion coloidal de Nps previamente recubiertas de chitosan y se mantiene en
agitacion magnética, aproximadamente 2 horas, hasta la completa evaporacion del
disolvente halogenado.

Método 3

Composicion

0,1%
0,025 %
0,167 %
0,067 %

1T mL

15 mL

Tabla 7. Composiciéon Nps método 3.
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Preparacion

Se preparan por separado las dos fases:

La fase acuosa esta constituida por 7,5mL de solucién acuosa de Tween® 80 al 0,2%, y
7,5mL de solucién de Chitosan 0,05%.

Para la fase oleosa se toman 0,025g tripalmitina y 0,01g octadecilamina que se diluyen
en 1mL de diclorometano (DCLM).

Ambas fases se homogenizan utilizando una sonda de ultrasonidos Branson Sonifier
450 en Duty cycle 20-30 y Out control 3 durante 6 minutos. Posteriormente, se agita en
un homogeneizador Silent Crusher M a 5,5 (x 1000) rpm durante 10 minutos.

De acuerdo con los tres métodos propuestos, las Nps obtenidas seguiran la siguiente
denominacion a lo largo de la presente Tesis Doctoral:

1: Nanoparticulas de HS obtenidas segun el método 1.

2: Nanoparticulas de HS obtenidas segun el método 2.

1A: Nanoparticulas de HS (1) con recubrimiento de chitosan.

2A: Nanoparticulas de HS (2) con recubrimiento de chitosan.

1B: Nanoparticulas de HS (1A) con recubrimiento lipidico.

2B: Nanoparticulas de HS (2A) con recubrimiento lipidico.

3: Nanoparticulas sélidas lipidicas obtenidas segun el método 3.

4.2.2. Espectrofotometria

Se utilizd un espectrofotémetro PerkinElmer® Lambda 25. El equipo siempre fue
calibrado con agua bidestilada como blanco en todas las medidas realizadas.

Se utilizaron cubetas de High Precision Cell hechas de Quartz SUPRASIL® de 10mm de
la marca Hellma® Analytics.

4.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

En este caso, se utilizd el aparato Acquity UPLC System (Waters Technologies
Corporation) equipado con inyector automatico, controlador de temperatura de
columna, DAD, bomba cuaternaria y desgasificador en linea. Se us6 un Waters UPLC™
termostatizado a 25°C, para las separaciones cromatograficas. Se utilizé una columna
Waters UPPLC ™ Protein BEH C4 2.1x50 mm, 1.7 pm. La fase moévil fue agua (A) y
acetonitrilo (B). El programa de elucién en gradiente fue: 5% B, T5: 95% B, T6: 100% B,
T6.1: 5% B. El caudal fue de 0,2 mL/min y la longitud de onda de deteccion fue de 290
nm. El volumen de inyeccién fue de 10 pL y cada ejecucion fue seguida por un periodo
de equilibrio de 1.9 min. El tiempo total de ejecucion fue de 8 min.
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4.2.4. Carga eléctrica superficial y tamano

La distribucién del tamafio y la carga eléctrica superficial de las Nps se determinaron
mediante un dispositivo Malvern Zetasizer Nano ZS®; Malvern Instruments Ltd,
Malvern, Reino Unido), a 25°C +0,5°C.

El tamafio, medido en nandmetros (nm), fue obtenido mediante la medida de la
dispersion dinamica de la luz con retrodispersion no invasiva 6ptica (NIBS), después de
dispersarlos en agua. Para la carga eléctrica superficial, expresada en milivoltios (mV),
los valores son obtenidos utilizando dispersion de luz electroforética y un analizador de
peso molecular con dispersién de luz estatica.

En ambos casos, se utilizd el software Malvern Instruments; Este software se adapta
automaticamente a la atenuacién de la dispensacion. Tres medidas de cada muestra
fueron realizadas. Estas tres medidas son el promedio entre 10 y 15 repeticiones
dependiendo de la muestra.

4.2.5. Microscopia electronica de barrido (SEM) y de
transmision (TEM)

Las dispersiones de Nps se diluyeron para su correcta visualizacibn en microscopia. La
dilucion fue diferente para cada muestray fue considerada correcta cuando la turbidez
alcanzd un tono leve.

Los dispositivos utilizados para este estudio han sido el microscopio electréonico de
transmision (TEM): CARL. ZEISS LEO 906E y microscopio electréonico de barrido (SEM):
GEMINI (FESEM) CARL ZEISS. Las medidas, se realizaron en el Centro de Instrumentacion
Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada (Espafia).

Para TEM, la muestra se prepar6 mediante tincion negativa. La dispersién se incubé en
una rejilla con pelicula de soporte de carbono durante 5 minutos dentro de una placa
Petriy se contrastd con acetato de uranilo al 1% en solucién acuosa.

Para SEM, se depositd una gota de la dispersion coloidal de Nps en un soporte
correspondiente para FESEM permitiendo que se seque a temperatura ambiente.
Posteriormente, se metalizaron con Carbon Coater (Polaron CC7650).

4.2.6. Citotoxicidad

El estudio de citotoxicidad es llevado a cabo con células de rifion de embrién humano
(HEK 293). Referencia N°: ECACC N°: 85120602 (lote CB2737). Suministrado por el banco
de células del CIC de la Universidad de Granada.

El medio de cultivo utilizado fue EMEM (EBSS) + 2 mM GLUTAMINA + 1% de aminoacidos
no esenciales + 1TmM Piruvato sddico + 10% Suero bovino fetal.

El procedimiento de subcultivo seguido fue: se dividen los cultivos subconfluentes en
1:3 a 1:6 sembrando de 2-4x10000 células/mL empleando tripsina al 0,25% o
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tripsina/EDTA. Se incuban a 37°C y 5% de CO.. Durante los subcultivos rutinarios las
células deben siempre subcultivarse antes de alcanzar la confluencia. Estas células se
despegan a temperatura ambiente. Pueden tardar hasta 7 dias en adherirse. Cuando se
descongelan, deben sembrarse en altas concentraciones.

Las muestras son centrifugadas para eliminar todo el sobrenadante y ser diluidas en 0,1
mL de medio de cultivo. A continuacién, se le agrega MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) con la finalidad de medir la viabilidad
de las células mediante espectrofotometria.

Este estudio se realizd para tres concentraciones diferentes. La de partida que es la
concentracién de sintesis, 1/5y 1/10 de la misma. Los tiempos elegidos de incubacion
son de 4, 24 y 48 horas. Para que el tiempo de medida no afecte a la incubacién
realizamos 3 placas, cada una de ellas, sera medida en su correspondiente tiempo.

Al no poder proceder a un proceso de fabricacion estéril de las nanoparticulas,
adicionamos antibiético al medio de cultivo para evitar proliferacién de
microorganismos que alteren el estudio.

El ensayo se lleva a cabo en una placa de 96 pocillos (ThermoFischer Scientific-Nunclon
96 Flat Bottom Transparent Polystyrol Catalog No.:
269620/269787/439454/442404/475094) con una concentracion de 10.000 células por
pocillo. 24 horas después se le adicionan los productos. Finalmente, en cada pocillo se
realizan 9 medidas, en 9 zonas distintas.

Mediante un lector de microplacas se mide la absorbancia que se produce en cada
muestra y en funcion de los datos de absorbancia se determina la toxicidad celular de
las nanoparticulas. El sistema utilizado para la medida fue Infinitenanoqua®.

En el estudio se utilizan un total de 3 placas. Cada una de las placas corresponde con un
tiempo de medida (4, 24 y 48 horas). Las absorbancias obtenidas son relacionadas
mediante el cociente de la obtenida en la muestra entre las absorbancias medias de los
controles, expresando los datos en % de viabilidad.

4.2.7. Liofilizacion de las muestras

El proceso de liofilizacién fue llevado a cabo en un liofilizador Telstar Cryodos 50. La
NGB fue introducida congelada a -80°C. Los viales fueron sometidos a vacio (por debajo
de los 500 mbar) durante 24 horas.

4.2.8. Determinacion eficiencia de encapsulacion

Para determinar la eficiencia de la encapsulacién de las Nps, la dispersion se centrifugd
a 10000 rpm (Eppendorf AG 5804; Hamburgo, Alemania) durante 20 minutos hasta que
se obtuvo un precipitado sélido. El contenido de proteina en el sobrenadante se analizé
por HPLC en las condiciones descritas anteriormente, y la encapsulacion se determino
usando la siguiente formula:
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Porcentaje encapsulado = (contenido real del farmaco / contenido teérico del farmaco)
x 100.

4.2.9. Estudio de liberacion de farmacos ‘in vitro'

El estudio de liberacién de NGB “in vitro” se realizé utilizando una membrana de dialisis
(corte de peso molecular de 50 kDa Spectra/Por® 6) sumergida en 25 mL de tampédn
fosfato pH 7,4 como medio de liberacién. Se colocaron 1,6 mL de la dispersién de Nps
en la membrana de didlisis y ambos extremos se sellaron con cierres magnéticos
(Spectra / Por Clousures®; Sigma, Madrid, Espafia). El ensayo se llevd a cabo a 37+0,5°C
y bajo una agitacion de100 rpm durante 72 horas. A intervalos de tiempo regulares, se
retiraron 0,8 mL de muestra y se reemplazaron con tampén fosfato pH 7,4. El contenido
de proteina en las muestras se analizé por HPLC en las condiciones descritas
anteriormente.

4.2.10. Cinética de liberacion de farmacos ‘in vitro'

Se probaron diferentes modelos matematicos para elegir el que pudiera explicar mejor
la cinética de liberacion. Los datos obtenidos del andlisis de liberacion ‘in vitro’' del
farmaco se ajustaron a los criterios de orden cero, orden uno, Higuchi y de Hixon-
Crowell utilizando el Criterio de Informacién de Akaike (AIC) junto con el valor de R?
obtenido tras el correspondiente ajuste lineal a cada uno de los modelos anteriormente
citados para determinar el que mejor se ajuste a los datos obtenidos. El AIC es uno de
los métodos mas utilizados para la determinacién del modelo que mejor explica el
proceso de difusién (Doménech y col., 2013); por lo tanto, AIC permite encontrar la
funcién que se ajusta con mayor precision al proceso de liberacion del farmaco. El
criterio identifica el modelo que mejor se ajusta a los datos como el que tiene el valor
minimo de AIC, y se calcul6 aplicando la siguiente ecuacion:

AIC=n-LnSSQ +2p
n: numero de pares de valores experimentales
Ln: logaritmo neperiano

SSQ: suma de cuadrados residuales
p: numero de parametros de la funcién de ajuste

4.2.11. Expresion y purificacion de NGB recombinante

El vector de expresién pET15b/NGB fue construido por Genscript Biotech Corp. La
secuencia de referencia NCBI NM_033359.3 que codifica la neuroglobina de rata se
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insertd entre los sitios Nde | y BamH | del plasmido pET15b. La E. coli BL21 (DE3)
transformada con la construccion pET15b/NGB se inoculé en medio LB que contenia 0,1
mg de ampicilina/mL y se cultivd a 37°C hasta Aeoo = 0,8. Luego, la expresién de la
proteina recombinante fue inducida por la adicion de 0,5 mM de isopropil-1-tio-3-D-
galatopiranosido (IPTG), y el crecimiento continu6 a 37°C durante 4 horas. Las células
se recogieron por centrifugacion y se suspendieron en Tris-HCl 20 mM, pH 8; NaCl 0,1
M (tampén Tris) que contiene 0,5 mg de lisozima/mLy 1 pg de DNasa I/mL. Luego, las
células se lisaron por sonicacion y el homogeneizado se aclard por centrifugacién a
10000 x g durante 30 minutos. El extracto libre de células se filtré y se cargd en una
columna de afinidad metalica TALON ™ equilibrada con tampon Tris. La columna se lavé
con este mismo tampdn que contenia imidazol 5 mM y la proteina NGB etiquetada con
His recombinante se eluyé con imidazol 100 mM. Para separar la etiqueta His de la
proteina NGB, se afiadié 1 unidad de trombina/mL a la proteina recombinante
purificada, se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente y se dializ6 contra el
tampon Tris. Finalmente, la muestra se paso a través de la columna TALON ™ Metal
Affinity equilibrada con tampon Tris, y se recogio el flujo que contenia la proteina NGB.
La concentracion de proteina se determiné de acuerdo con el coeficiente de extincién
molar a 280 nm para NGB (22500 M"" cm™).

4.2.12. Preparacion de antisuero contra NGB

El antisuero policlonal NGB se produjo en el Servicio de Experimentacion Animal de la
Universidad de Cérdoba (SAEX) utilizando conejos de Nueva Zelanda. Para la produccion
de anticuerpos, los conejos fueron inyectados semanalmente por via subcutanea en
multiples sitios con NGB recombinante. Se mezclaron 250 pg de proteina con adyuvante
completo de Freund para la inmunizacion primaria y 125 pg en adyuvante incompleto
de Freund para las inmunizaciones posteriores. Se extrajo sangre de los animales
inmunizados y se centrifugd a 20000 x g durante 30 min. El sobrenadante se calent6 a
56°C para inactivar las proteinas del complemento y el suero resultante se usé como
sonda policlonal para inmunoensayos. El suero extraido antes de la inmunizacién
también se obtuvo como control negativo.

4.2.13. Experimentos en animales

Los procedimientos experimentales para evaluar la penetracién cerebral in vivo de las
diferentes Nps elaboradas se han llevado a cabo en ratas Wistar macho adultas (Charles
River). Todos los procedimientos se han llevado a cabo en el Centro para la Produccion
y Experimentacion Animal de la Universidad de Jaén (CPEA) y han sido aprobados
previamente por el Comité local de cuidado animal y se han realizado de conformidad
con la legislacion espafiola y de acuerdo con la Directiva de la UE 2010/63/UE (2010).

Los animales se distribuyeron en dos grupos experimentales: animales sometidos a un
modelo de accidente cerebrovascular por oclusién transitoria de la arteria cerebral
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media (grupo tMCAO), y animales que se sometieron a los mismos procedimientos
quirurgicos sin oclusion de filamentos de la arteria (grupo control). Este disefio
experimental se realiz6 con el fin de identificar posibles diferencias en la capacidad de
las Nps para alcanzar el parénquima cerebral, tanto en animales control como en
accidentes cerebrovasculares, dado que el Ultimo grupo podria presentar la barrera
hematoencefalica interrumpida (Kassner y Merali, 2015). Los animales se sacrificaron a
las 2 horas o 24 horas después del inicio de la reperfusion. Todos los animales fueron
inyectados por via intravenosa (1 mL/kg de peso corporal) en la vena radial de la cola
inmediatamente después de tMCAO. En el caso de la formulacién de NGB-Nps la
dispersion presentaba una concentracion de 2,15 mg/mL de NGB.

4.2.14. Modelo de ictus

El procedimiento experimental consistié en una ligera modificacion del modelo de
oclusion de la arteria cerebral media (MCAO) (Ji y col., 2009). En resumen, la anestesia
fue inducida mediante la inyeccién de 100 mg/kg de ketamina 'y 10 mg/kg de xilacina en
la mezcla. La temperatura rectal se mantuvo a 37,51°C utilizando una almohadilla
térmica controlada por retroalimentacion.

AcA/ ~ \ aca

\ \

Figura 16. Representacion esquemdtica del modelo de accidente cerebrovascular de la oclusién
transitoria de la arteria cerebral media (tMCAOQ). CCA (arteria cerebral comun); ECA (arteria
cerebral externa); ICA (arteria cerebral interna); MCA (arteria cerebral media).

Bajo un microscopio estereoscopico, se diseccionaron las arterias carétidas derecha,
externa e interna del tejido conectivo a través de una incisién en la linea media del
cuello. Se insert6 un segmento de 23 mm de recubrimiento de 3-4 mm de sutura de
monofilamento de nylon para ratas, comercialmente disponible (Doccol Corp.,
Redlands, CA, EE. UU.). Fue insertado desde el mufién de la arteria carétida comun
derecha hacia la arteria carotida interna de 18 a 20 mm desde la bifurcacién para ocluir
el origen de la arteria cerebral media. La sutura se retir6 después de 45 minutos de
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oclusién (figura 16). Se coloco una sonda de flujo laser-Doppler (diametro de la punta
de 1 mm) conectada a un medidor de flujo (PeriFlux 5000; Perimed AB, Estocolmo,
Suecia) sobre el craneo adelgazado en el territorio de MCAO (4 mm lateral a bregma)
para obtener una medida continua de flujo cerebral relativo durante el experimento.
Solo se incluyeron en el estudio animales con una reduccién del flujo sanguineo cerebral
superior al 60%, evaluado por una sonda de flujo Doppler laser (diametro de la punta 1
mm) conectada a un medidor de flujo (moorVMS-LDF1, Axminster, Reino Unido).
Después de la cirugia y la recuperacion, las ratas se devolvieron a sus jaulas y se
sacrificaron 2 0 24 horas después de la reperfusion. Las ratas operadas por control se
sometieron a los mismos procedimientos experimentales, pero sin oclusion de
filamentos.

4.2.15. Histologia y microscopia

La histologia y el analisis microscépico confocal se llevaron a cabo en los Servicios de
Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Jaén (SCAI).

Después del sacrificio, se extrajeron los cerebros de todos los animales inyectados y se
cortaron en secciones de 2 mm de espesor. Ademas, algunas secciones de los cerebros
del grupo tMCAO se tifieron con cloruro de trifeniltetrazolio monohidrato (TTC) (Ansari
y col., 2011) para visualizar el area infartada, que parece blanca en contraste con las
areas normales tefiidas de rojo (figura 17).

Figura 17. A: Cerebro sometido a tMCAO que muestra el drea de infarto en el hemisferio izquierdo
como el drea mds inflamada y pdlida. B: Secciones del cerebro tefidas con TTC que muestran el
drea infartada mds blanca la parte en contraste con las dreas teiiidas de rojo no afectadas.

Después de la eutanasia, los animales se perfundieron a través del ventriculo izquierdo
con solucion salina tamponada con fosfato 0,01 M (PBS, pH 7,4) seguido de 300 mL de
formalina al 10%. Los cerebros se extrajeron y se fijaron posteriormente durante un
periodo adicional de 4 horas en el mismo fijador a temperatura ambiente. Las muestras
se crioprotegieron por inmersién durante la noche a 4°C en PB 0,1 M que contenia 30%
de sacarosa, y se incrustaron en medio OCT para obtener secciones rostrocaudales en
serie (20 pm de espesor) utilizando un criostato (Leica CM1950; Leica Microsistemas
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SLU, L'Hospitalet de Llobregat, Espafa). Las secciones de flotacién libre se lavaron tres
veces en PBS durante 5 minutos cada una, y se incubaron en solucion de bloqueo que
contenia Triton X-100 al 0,1% y suero de cabra normal (NGS) al 3% en PBS durante 2
horas a temperatura ambiente; luego y sé6lo en el caso de los animales tratados con
NGB-Nps, las secciones se incubaron en antisueros de conejo anti-NGB 1:500 en PBS
qgue contenia Triton X-100 al 0,2%, durante la noche a 4°C. Después de varios enjuagues
en PBS, las secciones se incubaron con IgG 1 de conejo anti-conejo de cabra unida a Cy2:
1000, después de tres enjuagues en PBS, las secciones se tifieron con 4', 6-diamidino-2-
fenilindol, diclorhidrato (DAPI) 1:2000 durante 8 minutos para visualizar los nucleos
celulares. Luego, las secciones se deshidrataron rapidamente en una serie graduada de
etanol, se limpiaron y se montaron en portaobjetos para examinarlas con un
microscopio confocal de escaneo laser (Leica TCS SP5 IlI; Leica Microsistemas SLU,
L'Hospitalet de Llobregat, Espafia). Los nucleos celulares se visualizaron en azul debido
a la tincién DAPI (Excitacion 358, Emision 529), las Nps aparecieron en rojo debido a la
rodamina-123 (Excitacién 507, Emisién 525) y NGB en verde debido a la tincién de
inmunofluorescencia Cy2 (Excitacién 492, Emision 510), para garantizar que la sefal
detectada en cada canal no fuera debida a muestras de control de autofluorescencia de
ratas no inyectadas con Nps-NGB. Por lo tanto, la biodistribucion de Nps y NGB dentro
del area infartada de los cerebros podria visualizarse histologicamente. Algunas
secciones de los cerebros infartados se tifieron con monohidrato de cloruro de
trifeniltetrazolio (TTC) (Ansariy col., 2011) para visualizar el area infartada, que aparece
blanca en contraste con las areas normales tefiidas de rojo (figura 17B).

4.2.16. Cuantificacion de fluorescencia en el parénquima
cerebral

La fluorescencia de la rodamina, Cy2 y DAPI se evalué automaticamente en diferentes
secciones del cerebro utilizando el software avanzado Leica AF.

Usando este software, que analiza la fluorescencia emitida por cada fluoréforo (valor
gris medio) de areas previamente determinadas en las secciones histoldgicas, se realizd
una estimacién semicuantitativa de la presencia de Nps (fluorescencia de rodamina),
NGB (fluorescencia Cy2) y nucleos celulares (Fluorescencia DAPI) localizada en el
parénquima cerebral de los cerebros sometidos a tMCAO en periodos de reperfusion
de 2 horasy 24 horas. Los datos obtenidos de diferentes secciones histologicas en areas
ubicadas al mismo nivel de la corteza parietal isquémica y con un aumento idéntico en
ambos grupos de animales, se registraron para un analisis posterior (figura 18). Las
comparaciones entre 2 horas y 24 horas se realizaron mediante la prueba t de Student
con un nivel de confianza del 95%.
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Channel 1 CY2 Channel 2 Rhodamine Channel 3 DAPI
Area 1601747 (umy? 15017.47 (umy* 1501747 (umy*
Mean Value 4347 gray values. 2628 gray values. 55.04 gray values
Pixel Count 1039378 1039378 1039378

Phxel Sum 44866197 27319777 57202840
Maximum 249.00 gray values 231,00 gray values. 265,00 gray values
Minimum 000 gray values. 0,00 gray values 6.00 gray values

Variance 372,65 gray values 202.94 gray values. 112 Kgray values

Standard Deviation 19.30 gray values 1425 gray values 3351 gray values

= e Average Deviation 14.92 gray values 1044 gray values 20.12 gray values
fgray valves]
Maximum Peak 20583 gray values 204.72 gray values 199.96 gray values

Maximum Valley 4347 gray values. 2628 gray values. 49.04 gray values

C1 C3

Figura 18. Metodologia utilizada para cuantificar la fluorescencia emitida por los diferentes
fluoréforos utilizados para etiquetar NGB, Nps y nticleos celulares en secciones histolégicas del
parénquima cerebral infartado. A y B: representacién grdfica (A) y datos semicuantitativos (B) de
los valores grises medios obtenidos por el software confocal AF (Leica) a partir de fluoréforos Cy2
(canal 1), rodamina (canal 2) y DAPI (canal 3). C: imagen fusionada de una seccién histolégica de la
corteza parietal infartada, como resultado de la superposicion de las imdgenes C1, C2y C3, que
muestran respectivamente fluorescencia Cy2, rodamina y DAPI por separado: los ntcleos celulares
aparecen en azul (DAPI); NGB en verde (Cy2) y Nps en rojo (rodamina) se colocalizan (naranja claro /
amarillo) en el citoplasma de las células nerviosas.
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5.1. ESTUDIO BIBLIOMETRICO SOBRE
MEDICAMENTOS BIOSIMILARES

La cienciometria es la ciencia que estudia la produccién cientifica con el fin de medirse
y analizarse. A la hora de llevarla a cabo practicamente se realiza a través de la
bibliometria, una parte de ella que aplica métodos matematicos y estadisticos a toda la
literatura de caracter cientifico y a los autores que la producen con el objetivo de
estudiar y analizar la actividad cientifica (Mingersa y Leydesdorffb, 2015).

Este trabajo, ha sido realizado utilizando como motor de busqueda ScienceDirect,
publicaciones cientificas referenciadas en la bibliografia, asi como algunas webs sobre
la materia.

ScienceDirect es una herramienta lider en informacion de Elsevier para investigadores,
profesores, estudiantes y profesionales de la salud y la informacion. Combina
publicaciones cientificas, técnicas y de salud autorizadas de texto completo con una
funcionalidad inteligente e intuitiva para mantenerse informado y trabajar de una
manera eficaz y eficiente. ScienceDirect contiene mas de 14 millones de publicaciones
de mas de 3.800 revistas y mas de 35.000 libros de Elsevier. Dicha herramienta es
accesible para nosotros gracias a la subscripcion realizada por la Universidad de
Granada.

A la hora de realizar el trabajo, se introduce la palabra clave obteniéndose
automaticamente el nimero de publicaciones que poseen la palabra o palabras
buscadas. Ademas, se analizan los afios de aparicién, titulos de las publicaciones,
tematica y teniendo en cuenta si se encuentran en una revista o libro. En nuestro caso,
el objetivo ha sido estudiar desde un punto de vista bibliométrico los distintos aspectos
qgue presentan los medicamentos biosimilares, su importancia y el impacto que generan
en su entorno. Para ello, se analizara su evolucion en el tiempo y tematicas en las que
se ha profundizado mas. En una segunda parte, ademas, se selecciona uno de los
tratamientos en los que los biosimilares estan teniendo mayor repercusion: la artritis
(Schimizziy col., 2016).

5.1.1. Estudio ‘biosimilar’.

La primera busqueda se ha llevado a cabo con la palabra biosimilar / biosimilars y los
resultados obtenidos han sido de 1883 publicaciones en la busqueda y 697 resultados
de imagenes relacionadas.

Cabe sefialar como el primer resultado aparece en el afio 2000 con una publicacién
sobre la revisién de un libro (Flyybjerg, 2000) que trata sobre la matematica existente
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en bioestructuras y biodinamica, lo cual no guarda relacién con la tematica que se
propone estudiar y analizar. De hecho, en los siguientes 3 afios no existen publicaciones
que respondan al patrén de busqueda.
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Figura 19. Publicaciones por afio al introducir biosimilar como patrén de busqueda.

En el afio 2006 tenemos de nuevo publicaciones. En dicho afio, la Agencia Europea del
Medicamento (EMA) aprueba el primer biosimilar (Romain, 2007). A continuacién, como
se puede observar en la figura 19 los articulos comienzan a crecer a partir de dicha
fecha. Por otro lado, también se comprueba, que segin nos acercamos a la actualidad,
el numero de publicaciones sigue aumentando cada vez mas, lo que refleja la novedad,
actualidad y repercusion de este tema. Partiendo de la existencia de solo una
publicacion en los afios 2000 y 2004, de 14 en 2006 y hasta 468 en el afio 2016, podemos
asegurar que dichas cifras seran superadas a lo largo de 2017 con total seguridad, pues
a mediados del correspondiente mes de enero de 2017 la cifra ronda las 60
publicaciones sobre la tematica y en dicho afio seran aprobados nuevos medicamentos
biosimilares, a la vez que se sigue evidenciando estudios sobre los ya presentes y
futuros. Esto no es mas que el reflejo del despertar de los medicamentos biosimilares
gue suponen no solo gran impacto en el campo cientifico, sino también social, politico
y econdémico (Girault y col., 2015).

Centrando la busqueda en el titulo de la publicacion, podemos decir que donde mas

resultados aparecen es en las revistas: Value in Health (211) seguida de
Gastroenterology (71) y European Journal of Cancer (56) (Fig. 20).
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Figura 20. Revistas con mds publicaciones sobre el patrén de busqueda biosimilar.

Value in Healt es una revista cientifica que contiene articulos de investigacion sobre
farmacoeconomia, salud econémica, politica, y diversos resultados de investigaciones
(clinica, econdmica, etc.), lo que sin duda es debido a la gran evolucién, interés e impacto
econdmico que supone el empleo de biosimilares.

En segundo lugar, se posiciona la revista Gastroenterology. La razén de ello se debe a
uno de los medicamentos bioldgicos mas populares: infliximab, y del cual existen 3
biosimilares: Flixabi®, Inflectra® y Remsima®. Es uno de los medicamentos biosimilares
mas importantes debido a que es uno de los primeros medicamentos biolégicos que se
desarrollaron, ademas entre sus indicaciones esta el tratamiento de la enfermedad de
Crohn, que consiste en inflamaciones crénicas a lo largo del aparato digestivo y cuya
diagnosis ha crecido en gran medida en los ultimos afios junto a la colitis ulcerosa,
artritis o psoriasis que poseen gran impacto social (Khraishiy col., 2016).

Finalmente cabe hablar del cancer, enfermedad que se encuentra en el top de
investigacion y recursos para llevar a cabo sus estudios. Los medicamentos biolégicos
establecen una nueva manera para luchar contra ella y los biosimilares se posicionan
como los medicamentos para nuevos tratamientos (Curigliano y col., 2016), siendo el
cancer uno de los objetivos para la aplicacion de los medicamentos bioldgicos (Cochran
y col., 2017).

Llegados a este punto, nos parecié interesante analizar la variabilidad tematica que
presentan estos medicamentos. La figura 21 muestra los resultados obtenidos, siendo
patient (247) el que mas resultados obtiene, suponiendo cerca del 25% de los
analizados, lo que sin duda refleja la importancia del estudio ‘in vivo' y de
postcomercializacién y farmacovigilancia de los biosimilares. Le siguen research poster
(118) y poster presentation (108), igualado en numero con sesiones de presentaciéon
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(108). Estos dos ultimos reflejan la difusion cientifica que se esta produciendo en torno
a estos medicamentos y la novedad que representan.

M Patient

M Research poster

m Poster presentation
I Presentation Session
m Drug
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Figura 21. Publicaciones por temdtica sobre el patrén de bisqueda biosimilar.

Por ultimo, queremos tener en cuenta el tipo de publicacion que recoge mayor nimero
de estudios sobre los biosimilares (figura 22), encontramos que son las revistas
cientificas con 1.683 resultados seguido por libro (223) y trabajo de referencia (23).

W Journal
m Book

m Reference Work

Figura 22. Publicaciones biosimilar por formato.

Que predominen las revistas es algo que se considera légico, ya que los medicamentos
biosimilares son un concepto recientey por lo tanto la escritura al respecto se encuentra
mas cefiida a la versatilidad, brevedad y accesibilidad que posee la revista, y que se
distancia de lo que son los géneros de libro o trabajo de referencia y cuya mejor manera
de apreciarlo es la visual del anillo de la figura 22.
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Sin duda alguna la divulgacion en las revistas cientificas nos proporciona una
informacién bastante mas actualizada que la de los textos cientificos, aunque estos nos
dan en la gran mayoria de los casos una informaciéon mas extensa sobre el tema.

5.1.2. Estudio sobre tratamientos para la artritis con
medicamentos biologicos y biosimilares

En esta segunda parte, el objetivo se centra en una enfermedad y su tratamiento con
medicamentos biosimilares. Debido a la alta cantidad de pacientes que la sufren y su
impacto social ilustramos el tratamiento de medicamentos biosimilares con la artritis.
Para ello, el trabajo se ha enfocado sobre tres apartados que por separado se han
considerado interesantes; asi en primer lugar analizaremos artritis con biosimilar y
posteriormente con las dos moléculas con principio activo que presentan biosimilares
para tratar la enfermedad (artritis e infliximab y artritis y etarnecept).

+ Artritis + biosimilar
+ Artritis + infliximab
+ Artritis + etanercept

Arthritis + Biosimilar

Al introducir este patrén se han encontrado 413 resultados la mayoria de los trabajos
datan de 2016 (114) y se observa como progresivamente a lo largo de los afios el
numero de resultados al respecto va aumentando segun nos acercamos a la actualidad

(figura 23).
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Figura 23. Publicaciones por afio con el patrén de bisqueda de artritis y biosimilar
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La primera publicacion data del afio 2007 y no guarda mucha relacion con la tematica
que estamos estudiando al centrarse en las consecuencias de la secuenciacion
gendmicay el resultado de aplicarlas al tratamiento de enfermedades, hecho que vuelve
a ocurrir en los tres siguientes afios. Es a partir de 2010 cuando podemos visualizar de
una forma clara el crecimiento en el nUmero de publicaciones, pareciéndose a una
exponencial seguin nos acercamos a la actualidad y donde se va profundizando cada vez
mas sobre la tematica objeto de estudio en cada una de ellas.

El tratamiento de la artritis con medicamentos biol6gicos empez6 en el afio 1999,
gracias a Remicade® (Cornillie, 2009), pero el primer biosimilar no se autoriza en el
mercado hasta septiembre de 2013. Por eso si comparamos en el grafico el afio 2013
con la actualidad podemos apreciar cdmo se ha doblado practicamente el nimero de
publicaciones. La tendencia es de un crecimiento mas rapido de lo que ha venido
sucediendo, sobre todo si tenemos en cuenta lo ocurrido durante 2016, afio en el que
se autoriza un nuevo principio activo biosimilar, que entre sus indicaciones incluye la
artritis: Benepali® sobre el que predecimos que su estudio en los afios venideros
aumentara (Psachoulia y Keady, 2016).

La figura 24 representa las publicaciones por revistas y podemos observar, que son 3
fundamentalmente las que tratan el tema objeto de estudio, ya que son las que poseen
mayor relevancia.

Gastroenterology

Indian Journal of Rheumatology _

10 15 20 25 30 35 40
Numero de publicaciones

Titulo de la publicacién

o
v

Figura 24. Revistas con mayor niimero de publicaciones sobre nuestra biusqueda.

Value in Health es la revista que ocupa el primer lugar. Se observa cémo se prioriza el
peso de biosimilar entre otros, pues esta revista se centra entre otras tematicas en
temas econdmicos principalmente, punto donde recae la importancia de los
medicamentos biosimilares, como demostramos en la primera parte de este estudio.
En segundo lugar, aparece Indian Journal of Rheumatology. Prescindiendo de hablar
del gran numero de investigaciones indias en el compendio mundial, aqui podemos ver
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en segundo lugar el peso de la enfermedad en la busqueda al estar presente de una
manera notable en los estudios de este pais. Finalmente comentar que enfermedades
como la de Crohn o colitis ulcerosa emplean tratamientos con mecanismo de accién
similares al del tratamiento de la artritis (inhibicion del TNF alfa), y de hecho se utilizan
los mismos medicamentos bioldgicos como en el caso de infliximab®, de ahila aparicién
en tercer lugar de Gastroenterology, la primera en su area (1 de 79), y con un indice de
impacto de 18,187 en 2015 un Q1 (Bell y Kamm, 2000). Ademas, Value in Health tiene
un indice de impacto de 3.824 en el mismo afio. Esto, lo podemos interpretar como que
la investigacion en torno a la enfermedad tiene mas valor o importancia, pero cuando
hablamos de biosimilares aparecen los aspectos econdmicos de una manera muy
destacada.

Respecto al tipo de publicaciones destaca como viene siendo habitual la revista de una
manera contundente por razones de novedad, publicaciones periddicas y facilidad de
acceso a su informacion entre otras (figura 25).

m Journal
m Book

Reference Work

Figura 25. Formato de las publicaciones.
Arthritis + infliximab

Infliximab fue el primer medicamento biotecnolégico que se utilizé en reumatologia, al
autorizarse en 1999. Esta especialidad médica, junto a la oncologia, ha sido la que mas
ha crecido en el desarrollo de las terapias biolégicas (Marquez-Velasquez, 2016). La
aprobacién de biosimilares con infliximab fue un hito, porque constituy6 la primera
autorizacion en Europa de un biosimilar de un farmaco de segunda generacion con
particulares complejidades estructurales y funcionales. Ademas, esta ‘luz verde’ a
biosimilares con infliximab en Europa se ha extendido a comienzos de abril de 2016 en
Estados Unidos, donde ya se ha aprobado uno de los biosimilares de infliximab que
existen en el mercado (Cornillie, 2009).
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En nuestra busqueda realizada desde 1998 hasta 2016 se encuentran 9.687 resultados
cuyo numero, al igual que los anteriores, avanza conforme nos acercamos a la fecha
actual, pero con un matiz diferente como podemos ver en la figura 26.
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Figura 26. Publicaciones durante los ultimos afos de la busqueda propuesta.

Tal y como hemos comentado anteriormente el medicamento se autorizé en 1999, y
precisamente en ese afio aparecen 22 publicaciones con tematicas predominantes
sobre las indicaciones que tratan, la artritis sobre la cual hablamos y la enfermedad de
Crohn. A partir de ese momento dichas publicaciones tienen un crecimiento
exponencial hasta el afio 2008 donde se produce un estancamiento en el crecimiento
del nimero de publicaciones hasta el afio 2013, afio donde se produce el mayor
incremento para posteriormente mantenerse con fluctuaciones hasta 2016, donde
vuelve a repuntar. Dichas fluctuaciones pueden deberse a que en 2013 se autorizaron
los primeros biosimilares de infliximab y continu6 en 2016 con otro mas (Gokhale y col.,
2016). Para el final de 2016 habia 3 medicamentos biosimilares de infliximab
comercializados. Una razén mas para justificar la forma que presenta este grafico es la
artritis ‘per se’, ya que es una enfermedad con un enorme impacto en nuestra sociedad,
pues mucha gente la padece y el esfuerzo para encontrar un mejor tratamiento es
reflejado en el nimero de estudios publicados: muy numerosos, y con leve crecimiento
alo largo de los afios.

Continuando el estudio, hay un rasgo llamativo, y es que Value in Health ha pasado a
situarse en segundo lugar en las revistas cientificas, tal y como se puede observar en la
figura 27. Curioso es comprobar como el primer lugar es ocupado por Gastroenterology.
La razon procede de las indicaciones de Infliximab, ya que aparte de utilizarse para el
tratamiento de artritis, entre sus indicaciones también figura la enfermedad de Crohn,
espondilitis anquilosante, psoriasis, colitis ulcerosa y esto se hace presente cuando
analizamos gran parte de los trabajos que responden al patrén de busqueda
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introducido. De ahi que figuren las revistas Gastroenterolgy (Kaniweska y Rydzewska,
2016) y Journal of American Academy of Dermatology entre las que mas publicaciones
tienen al respecto. Aun asi sigue destacando, la importancia de la tematica
farmacoecondmica de este principio activo focalizado en la artritis.

Journal of American Academy of Dermatology _

Value in Health

Titulos publicacién

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Numero de publicaciones

Figura 27. Revistas con mds publicaciones sobre la busqueda.

Los des6rdenes que siguen a pacientes en la tematica (enfermedad inflamatoria
intestinal y artritis reumatoide) son dos para los cuales tiene indicacion el medicamento
y, a su vez, enfermedades contra las que mas se ha avanzado en los ultimos afios. Estos
medicamentos establecen una nueva manera de tratar estas enfermedades de una
forma mucho mas eficaz de lo que se realizaba antes de su existencia, disminuyendo de
una manera muy significativa las consecuencias negativas o efectos secundarios de los
tratamientos quimicos, que incluyen corticoides en gran mayoria y afectan a la calidad
de vida de los pacientes que padecen dichas enfermedades (Scholar, 2009).

Cabe destacar finalmente (figura 28) el elevado numero de libros publicados respecto a
la busqueda realizada, ya que superan los mil. Al llevar autorizado desde 1999 esto
muestra la consolidacion de la informacion al respecto. También vale la pena destacar
que Handbook of Systemic Autoimmune Diseases lidera las publicaciones de libros lo
gue nos hace pensar en el destacado papel del medicamento en el tratamiento de este
tipo de patologias desde su autorizacion. Sin embargo, no deja de ser una cifra pequefia
si lo comparamos con las publicaciones en revistas, representando aproximadamente
un 10% del total.
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Figura 28. Formato mds comtin en las publicaciones.
Arthritis + etanercept

Etanercept, es un medicamento bioldgico entre cuyas indicaciones se encuentran los
casos de artritis reumatoide de moderada a grave, que fue aprobado en 1999, fecha en
la que comienzan a aparecer publicaciones.

Encontramos 7991 resultados y sucede como en los casos anteriores. El primer trabajo
data de 1998 donde hay solo una publicaciéon, a partir de ahi se incrementa
manteniéndose en unas cifras mas o menos constantes hasta llegar a un repunte en el
afno 2005, volviendo a mantener esa continuidad en el nUmero de articulos en los afos
posteriores y siendo 2010y 2016 los afios con mas publicaciones como se puede ver en
la figura 29.
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Figura 29. Publicaciones por afio segiin el patron de bisqueda.

97



Es precisamente a partir de enero de 2016 cuando se autoriza su biosimilar, lo que
puede provocar el repunte sefialado en el niUmero de investigaciones respecto a los
afnos anteriores.

A la hora de visualizar las revistas que poseen mas numero de publicaciones (figura 30),
podemos observar que al contrario de infliximab, en esta bUsqueda si aparece Value in
Health en primer lugar, algo que contrasta, pues el biosimilar salié al mercado en el afio
2006, la justificacion es debida la preocupacién famacoecondmica de la molécula, entre
otras cosas porque en Espafia por ejemplo dobla en precio al infliximab (Ben-Horin y
col., 2016).
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Figura 30. Revistas cientificas con mds publicaciones de la bisqueda.

En segunda y tercera posicidn se encuentran Journal of the American Academy of
Dermatology y Joint Bone Spine, revistas de prestigio que se encuentran en esa posicion
debido a que aparte de ser un medicamento con indicaciéon para la artritis, posee
indicacion para espondilitis anquilosante y la psoriasis (Sartor, 2004), de ahi que sean
numerosos los trabajos recopilados por estos medios de divulgacién que son
considerados en su area como publicaciones con alto indice de impacto. Concretamente
Journal of the Amercian Academy of Dermatology tiene un factor de impacto de 5,472y
Joint Bone Spine de 2,946, lo que sin duda avala la categoria cientifica de las mismas.

En esta Ultima parte del estudio, similar a la realizada con el anterior principio activo
(infliximab), a pesar de ser la revista el género mas cultivado, hay un nimero consistente
de libros y trabajos de referencia que nos permiten afirmar que etanercept ha sido
estudiada de una manera intensa encontrando todo tipo de informacién cientifica
consolidada sobre él (figura 31).
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Figura 31. Tipo de publicaciones segtin busqueda.

Respecto a los datos obtenidos en el estudio bibliométrico realizado, se puede llegar a
las siguientes conclusiones:

- El interés en los medicamentos biosimilares se esta incrementando y se puede
pronosticar que en el futuro continuara esta tendencia, dados los datos obtenidos en
nuestro estudio bibliométrico.

- La verdadera importancia de estos medicamentos subyace en el tema econémico. La
razon es que, a lo largo del analisis de las publicaciones, en las busquedas conjuntas,
encontramos un gran numero de revistas cuya tematica se asemeja mas con temas
econdémicos que con las distintas enfermedades que tratan estos medicamentos.

- Los medicamentos bioldgicos y biosimilares tienen su foco en enfermedades muy
extendidas, como los trastornos del sistema inmunitario y el cancer.

- La artritis es una enfermedad con gran impacto en nuestra sociedad y los trabajos
sobre ella son muy numerosos. Los medicamentos biologicos representan una nueva
manera de tratarla que llega a superar los tratamientos convencionales. Cuando
relacionamos nuestra busqueda con biosimilar y los dos farmacos se demuestra que el
estudio de los medicamentos biol6gicos comienza a principios de siglo y sigue creciendo
hasta la actualidad. De hecho, nuestras busquedas aparecen en revistas con un alto
indice de impacto, lo que demuestra que los medicamentos biologicos y especialmente
los biosimilares son de gran interés cientifico y representan el futuro de la industria
farmacéutica.

- El estudio de biosimilares, como la relacion con una determinada enfermedad, poseen
gran relevancia actual en el campo de la investigacion cientifica. Existe una numerosa
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presencia de trabajos sobre estudios clinicos, muchos de los cuales comparan los
medicamentos biosimilares con los innovadores. La razéon como dijimos en la
introduccion es que son similares, pero no idénticos debido a su propia idiosincrasia de
naturaleza y fabricacién.

- Los biosimilares son medicamentos que tienen validada su eficacia y seguridad
comparables a la del innovador original. Y esto unido a su razén econémica respecto a
sus innovadores, esta incrementando el estudio y uso en terapias variadas al aumentar
su accesibilidad y el conocimiento del uso de los medicamentos biolégicos, como se ha
comprobado tras la revision bibliografica realizada.
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5.2. CARACTERIZACION DE LAS
NANOPARTICULAS

5.2.1. Tamano, Polidispersion y Potencial Zeta

Una vez elaboradas las preparaciones segun los métodos de sintesis expuestos
anteriormente se procedid al analisis macroscopico de las dispersiones de Nps. En
ninguna de las muestras estudiadas se presentan agregados ni sedimentos, lo que pone
de manifiesto su estabilidad fisica. Los tres métodos presentan cierta tonalidad
blanquecina, la cual es mas intensa en los métodos 2 y 3. De acuerdo con los estudios
de Decuzzi y col. (2009), Nps con un tamafio de entre 100 y 200 nm son facilmente
capturadas por endocitosis y particulas con un tamafio superior a 300 nm lo son por
fagocitosis, por lo que nuestro tamafio ideal para estos nanotransportadores deberia
ser inferior a los 300 nm.

Ademas del tamafio, en su disefio se considera fundamental la carga eléctrica
superficial, pues tal y como refleja la ley de Fick, este parametro es decisivo ya que
permite que las Nps atraviesen membranas celulares mediante mecanismos como la
difusion pasiva, transcitosis o transporte por adsorcion (Meares, 1993; Ritsema y col.,
2018). Se realizaron varias medidas a las diferentes dispersiones de Nps obtenidas en
cada uno de los métodos de sintesis, medidas realizadas a las Nps sin recubrir y tras los
diferentes recubrimientos. La tabla 8 muestra el tamafio, polidispersion y potencial ¢
obtenidos para las diferentes dispersiones de Nps sintetizadas de acuerdo con los tres
métodos propuestos.

Muestra Tamaiio medio (nm) Polidispersion C- Potencial (mV)

1 6569%098 0,89+0,15 -24,03 6,70
2 559247,60 0,84 +0,22 -26,70 9,20
1A 193,66£10,37 0,34 +0,07 47,50 +1,61
'2A° | 1637341405 0,53 +0,11 29,67 +1,41
1B 248061617 0,46 +0,09 27,93 1,50
2B | 243,166,02 0,37 +0,03 17,88 £2,02
'3 200104382 0,317 £0,04 68,20 £1,85

Tabla 8. Medidas del tamaiio, polidispersién y potencial {, de los diferentes tipos de Nps. 1:
Nps de HS segin el método 1. 2: Nps de HS segun el método 2. 1A: Nps de HS (1) con
recubrimiento de chitosan. 2A: Nps de HS (2) con recubrimiento de chitosan. 1B: Nps de HS (1A)
con recubrimiento lipidico. 2B: Nps de HS (2A) con recubrimiento lipidico. 3: Nps sélidas
lipidicas segin el método 3.

Dada la similitud en la sintesis de los métodos 1 y 2 en la que utilizamos HS y la
gelificacién idnica, sus resultados seran analizados conjuntamente y a continuacién se
analizara el método 3. Como se puede observar, los resultados para las Nps obtenidas
segun el método 1 y 2 en su sintesis son muy parecidos en tamafio sin que existan
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diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05), 65,7 y 56 nm, respectivamente. De
igual modo, ambos métodos presentan una carga eléctrica superficial negativa similar,
-24y -27 mV respectivamente.

Una vez elaboradas, estas Nps han sido sometidas a un recubrimiento especifico con la
intencién de hacerlas potencialmente adecuadas para su paso a través de la barrera
hematoencefalica. En ambos casos el recubrimiento ha sido el mismo. En primer lugar,
hemos utilizado chitosan, un polisacarido catiénico gracias a los grupos amino
presentes en su estructura. Por este motivo, tras dicho recubrimiento las particulas
pasan a tener un valor de carga superficial positiva. Esto se traduce en una importante
ventaja farmacocinética, ya que se promueve la interaccién con las células endoteliales
caracterizadas por un elevado potencial electrocinético negativo. Por otra parte, el valor
del potencial { se relaciona con la estabilidad de las Nps en el seno de la dispersion. De
modo que valores de potencial { por encima de +30 mV implican una mayor estabilidad
debido al predominio de las fuerzas de repulsion electrostatica entre dichas particulas
(Hansy col., 2002; Mullery col., 2001). Asi, para el método 1 hemos determinado valores
entorno a 48 mVy para el método 2 de aproximadamente 30 mV. En cuanto al tamafio
de las Nps, en ambos casos se incrementa en aproximadamente un 300%, aunque el
tamafio se mantiene por debajo de los 300 nm.

Como paso final del recubrimiento, se procede a adicionar un lipido, concretamente -
glicerol tripalmitina-, que se unira a la primera lamina de recubrimiento de chitosan en
virtud de las interacciones electrostaticas entre ambos, pues son de carga opuesta. De
este modo pretendemos dotar a las Nps disefiadas de cierto caracter lipdfilo, lo que
puede potenciar su capacidad de internalizacién a través de las membranas. De
acuerdo con la tabla 8 y como cabria esperar, los valores tanto de tamafio como de
carga eléctrica, se vuelven a ver afectados. Particularmente, si hablamos del tamafio
vuelve aumentar, situandose las Nps definitivas para ambos métodos en torno a los 240
nm. Dicho tamafio se encuentra dentro de los objetivos para el cual han sido disefiadas.
Respecto al analisis de su carga superficial, a pesar del descenso en valor absoluto, la
carga sigue siendo positiva, aunque tal y como se puede observar en los datos de la
tabla 8, las Nps pierden carga eléctrica superficial positiva, que disminuye cerca de los
20 mV para el método 1 y de 12 mV para las Nps del método 2. Por tanto, el
recubrimiento lipidico fue realizado con éxito con el objeto de mejorar la permeacion
de las Nps a través de la BHE, pues favorece su liposolubilidad sin llegar a alterar el signo
de su carga eléctrica superficial que sigue siendo positiva. De hecho, los proteoglicanos,
mucopolisacaridos, glicolipidos y flucoproteinas con sulfatos y acido sialico presentes
en la membrana plasmatica de las células endoteliales les confieren carga negativa a pH
fisiolégico; asi interacciones electrostaticas entre las Nps (positivamente cargadas) y las
membranas (negativas) podrian favorecer su adsorcién e internalizacién a través de
células endoteliales (Jones y Shusta, 2007).
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En este sentido, los trabajos realizados por otros autores han puesto de manifiesto que
Nps con moderada o alta carga positiva (15mV o por encima de 15mV) han sido capaces
de cruzar la BHE, constituyendo eficientes sistemas de administracién de farmacos en
el cerebro (Saraiva y col., 2016; Gao y col., 2014; Jallouliy col., 2007).

Finalmente, la polidispersién de las Nps se muestra elevada segun los valores
correspondientes a la sintesis de las Nps de hialuronato. No obstante, hemos
observado, al contrario de lo que refieren otros autores (lache y Gonzalez, 2017), que la
polidispersion disminuye con el recubrimiento. El descenso en el valor de la
polidispersion es mas patente tras el primer recubrimiento con chitosan. Los datos
finales (tabla 8) se mantienen por debajo de valores de 0,4 lo que pone de manifiesto
una mayor uniformidad de los sistemas y estabilidad de la dispersion a lo largo del
tiempo con una menor tendendia a formar agregados (Pauluk y col., 2019).

En cuanto a los resultados obtenidos para las Nps preparadas de acuerdo al método 3,
se observa que tras su sintesis presentan un tamafio adecuado, en torno a los 200nm.
Tal y como se mencion6 anteriormente, se trata de nanoparticulas lipidicas sélidas
sintetizadas de modo que presentan un potencial { positivo y una naturaleza lipidica
que les otorga la capacidad de atravesar membranas biolégicas, por lo que no se han
sometido a ningun tipo de recubrimiento. Tanto por su tamafio como por su carga (68
mV) dicho método 3 se presenta como una alternativa diferente a las Nps propuestas
de acuerdo con los métodos 1y 2 y que, por su naturaleza lipidica, se postulan como
buenos candidatos para penetrar la BHE. Por Ultimo, de acuerdo con los valores de
polidispersion este sistema es uniforme en cuanto a tamafio de particula.

5.2.2. Estudios microfotograficos: TEM y SEM

Distintas muestras de Nps correspondientes a los diferentes métodos de sintesis fueron
analizadas mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) y de barrido (SEM).
Estos métodos microscopicos nos permiten obtener correspondencias entre los datos
obtenidos en la medicion de tamafio y evidenciar la existencia de Nps en los tres
meétodos elaborados, ademas de observar la forma y aspectos de dichas particulas. Asi
en la figura 32 se pueden observar las Nps finales obtenidas tras el correspondiente
recubrimiento con chitosan y tripalmitina utilizando el método 1.

En la microfotografia 32A se puede observar una perspectiva general del medio,
apreciandose cierta polidispersion en los tamafios de particula, lo que corrobora la
polidispersion comentada en el apartado anterior. En cuanto a la morfologia, son
particulas esféricas, lo que se aprecia mas claramente en la segunda imagen (32B)
Segun Huiyi y colaboradores (Huiyi y col., 2013), la forma esférica podria servir para el
mantenimiento de la calidad textural (Sanchez y col., 2017). Asimismo, se observa unos
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bordes mas claros probablemente debidos a los diferentes materiales de
recubrimiento.

Figura 32. Microfotografias obtenidas de las Nps correspondientes al método 1. Ay B TEM y C SEM.

En la imagen 32C, obtenida por SEM, se aprecia una microfotografia de una Np en la
que se aprecia que su superficie no es lisa sino rugosa y esponjosa, no se observan
poros, lo cual es positivo ya que la alta porosidad se asocia con una difusién rapida y
facil de agua y otros fluidos dentro y fuera de la matriz con posterior fuga o rotura de
las Nps (Kumar y Harjinder, 2007; Rathore y col., 2013). Este aspecto esta intimamente
relacionado con el recubrimiento.

La figura 33, muestra las imagenes de las Nps obtenidas con el método 2, con resultados
similares a los expuestos anteriormente.
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Figura 33. Microfotografias obtenidas de las Nps correspondientes al método 2. Ay B TEM y C SEM.
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En la microfotografia 33A, se pueden visualizar Nps esféricas y con una ligera
polidispersion. En la imagen 33B, se ha seleccionado como en el caso anterior una Np
en solitario, la cual presenta un nucleo oscuro y unos bordes mas claros debidos
posiblemente a su recubrimiento. Su tamafio es de aproximadamente 200 nm.
Finalmente, en la tercera imagen (33C), obtenida por SEM, se observa una Np
completamente esférica. En este caso tampoco hay presencia de porosidad en la
superficie, aunque el recubrimiento se muestra mas uniforme y la superficie menos
rugosa.

Finalmente, se presentan los resultados obtenidos para las Nps del método 3. La figura
34 muestra que se trata igualmente de Nps esféricas.

——
500/nm
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Figura 34. Imdgenes correspondientes al método 3. 3A TEM. 3B SEM.

Enlaimagen de SEM (figura 34C), se pueden apreciar grandes agregados de Nps. Dadas
las buenas medidas tanto de tamafio como de carga superficial que se han obtenido y
que aparecen recogidos en la tabla 8 y la figura 34 dichos agregados pueden deberse al
tratamiento de las Nps para su visualizacion mediante esta técnica de microscopia
electronica. Pues esto no se observa en las fotografias obtenidas por TEM. En ellas, se
aprecian particulas esféricas y con gran homogeneidad en cuanto al tamafo. La imagen
34B se centra en una Nps en solitario en la que no se distingue el halo fruto del
recubrimiento como en las Nps sintetizadas segun los métodos 1y 2, Iégico dado que
en este caso no se ha realizado ningun tipo de recubrimiento.

5.2.3. Estudio del pH

El pH nos indica la concentracién de iones hidrégeno H* presentes en determinadas
disoluciones. Desde nuestro punto de vista tiene una gran importancia su analisis y
control debido, por un lado, a la degradacién de sustancias en el medio, que crea
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inestabilidad, a lo que se afiade que muchos farmacos y proteinas son sensibles a la
desnaturalizacion si las condiciones de pH se ciernen en niveles inadecuados para ellos.
Por otro lado, nuestro objetivo es una preparacion parenteral, esto quiere decir que una
vez introducida en el organismo debe guardar un equilibrio y no producir efectos
indeseables. En este sentido debemos procurar que su pH sea proximo al fisiolégico.

Durante 3 meses se han realizado determinaciones con la intenciéon de estudiar las
posibles modificaciones y comprobar la estabilidad de las Nps tras la preparacion. Todas

las preparaciones se conservaron a 4°C. Los datos obtenidos se muestran en la tabla 9.

Tiempo en dias

1 5 15 40 60 920
Nps 5,6 5,2 5,2 4,6 4,7 4,9
Método 1
Nps 43 4,5 4,9 4,7 4,8 4,8
Método 2
Nps 8,0 7.9 7.9 7.2 7.1 6,9

Método 3
Tabla 9. Medidas de pH para las Nps obtenidas para los tres métodos de sintesis.

Los valores obtenidos son muy similares, por lo que podemos concluir que las
diferencias de pH a lo largo del tiempo estudiado son pequefias permaneciendo en
unos valores neutros o ligeramente acidos para los métodos 1y 2. En el caso del método
3 es el que presenta un pH alcalino que a lo largo del tiempo tiende a disminuir,
experimentando un cambio de una unidad entre el valor inicial y final. Todo ello es
interesante desde el punto de vista de la estabilidad, pues el pH puede afectar al
farmaco en su posterior encapsulacién, concretamente a las proteinas con las que se va
a trabajar.
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5.3. ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD

La importancia de los estudios de citotoxicidad ‘in vitro’ radica en evaluar los
biomateriales y demas componentes de una preparacion, obteniendo informacion
acerca de su biocompatibilidad. En nuestro caso, una vez disefiadas las Nps, es
fundamental conocer como éstas interaccionaran con los tejidos vivos. El objetivo y
justificacién de este estudio, reside en analizar la toxicidad que pueden presentar en el
organismo vivo mediante la evaluacién del nimero de unidades celulares vivas a lo
largo del tiempo de contacto con las Nps. Como se ha explicado en el apartado de
materiales y métodos, el estudio de citotoxicidad consiste en medir la absorciéon que
presentan las distintas muestras a lo largo del tiempo y en presencia de distintas
concentraciones de Nps. En primer lugar, se analizaran las Nps de hialuronato sédico
obtenidas con los métodos 1y 2 dado que comparten gran parte de materiales tanto
en su preparacion como en los recubrimientos. Posteriormente, se analizaran las Nps
lipidicas obtenidas utilizando el método 3. La viabilidad de las células es expresada
mediante el porcentaje comprendido entre el promedio de células existentes y el
promedio de células control.

5.3.1. Métodos 1y 2

Siguiendo la descripcion del apartado 4.2.1. se utiliza la misma nomenclatura para los
distintos tipos de Nps.

El proceso a seguir fue descrito en el apartado métodos (4.2) y a continuacién se
presentan los resultados a los diferentes tiempos de estudio (4, 24 y 48 horas).

La figura 35y la tabla 10 representan los valores obtenidos para el ensayo a las 4 horas
para cada una de las muestras con las diferentes diluciones (dIn) realizadas:

o DIn 1: Muestra original sin diluir.

o DIn 1/5: Muestra original diluida una quinta parte.

o DIn 1/10: Muestra original diluida una decima parte.
En el caso del método 1 se corresponde con:

DIn 1: 0,2 mg/mL DIn 1/5: 0,04 mg/mL DIn 1/10: 0,02 mg/mL
En el caso del método 2 se corresponde con:
DIn 1: 2 mg/mL DIn 1/5: 0,96 mg/mL DIn 1/10: 0,48 mg/mL
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Figura 35. Comparacion grdfica de las distintas muestras con sus correspondientes diluciones a las

4 horas.

MUESTRA DLN 1 DLN 1/5 DLN 1/10

1 96,03 £2,64 96,24 £11,07 94,04 +4,53
2 95,06 £4,30 100,58 +4,07 95,37 £6,69
1A 91,76 £5,50 92,31 £10,66 88,20 £1,49
2A 91,12 £1,27 95,99 £0,58 90,11 £0,29
1B 95,92 £0,02 95,92 £8,06 87,93 £2,79
2B 100,28 +5,83 98,76 £10,36 81,83 £2,99

Tabla 10. Resultados obtenidos para las distintas diluciones de las muestras a las 4 horas.

Se puede observar que todos los valores obtenidos son muy similares, aunque
practicamente todos se encuentran por debajo del valor del control con la salvedad de
la muestra 2B que se corresponden con las Nps del método 2 con el recubrimiento
lipidico y sin diluir. Las Nps sin recubrir son las que muestran los valores mas altos de
% de viabilidad, en cambio las muestras con el primer recubrimiento de chitosan son
las que presentan los valores mas bajos para volver a incrementarse ligeramente su
viabilidad cuando son sometidas al recubrimiento lipidico con excepcién de la mas

diluida. Respecto a las diluciones igualmente se pueden apreciar cambios no
significativos.

Los resultados obtenidos a las 24 horas desde el tiempo inicial, se muestran en la
siguiente figura 36 y en la tabla 11.
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Figura 36. Comparacién grdfica de las distintas muestras con sus correspondientes diluciones a las

24 horas.

MUESTRA DLN 1 DLN 1/5 DLN 1/10

1 117,50 £6,17 124,22 +3,99 120,56 +3,26
2 122,72 £1,60 126,27 +2,44 115,07 £0,57
1A 99,15 £12,98 117,58 +4,33 116,04 £1,07
2A 117,48 £0,43 111,87 £5,64 113,99 £17,79
1B 141,00 +6,85 111,81 £2,59 115,39 +9,66
2B 128,47 +13,38 107,43 4,23 122,22 +1,87

Tabla 11. Resultados obtenidos para las muestras a las 24 horas.

En este caso, todos los valores con excepcién de los obtenidos para la muestra 1A se
encuentran por encima del control. Los incrementos de la viabilidad se pueden
relacionar con una mayor multiplicacién celular y, por lo tanto, un crecimiento celular.
Como en los valores obtenidos a las 4 horas, ocurre algo parecido respecto a la
diferencia entre los valores de las muestras sin recubrir y las del primer recubrimiento,
pues en la mayoria de los casos parece indicar que con el chitosan los valores son mas
bajos. Posteriormente, con el recubrimiento lipidico los valores vuelven a incrementarse
ligeramente para la mayoria de los casos como ocurria a las 4 horas. Desde la
perspectiva de las diluciones realizadas todos los valores son muy similares.

Las medidas realizadas a las 48 horas se exponen a continuacién en la figura 37 y la
tabla 12.
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Figura 37. Comparacion grdfica de las distintas muestras con sus correspondientes diluciones a las

48 horas.

MUESTRA DLN 1 DLN 1/5 DLN 1/10

1 123,08 +2,51 112,54 +2,91 107,37 £11,08
2 106,19 +2,82 107,82+£10,29 102,92 £12,00
1A 108,19 +2,83 109,89 £10,93 102,92 +9,86
2A 115,19 £3,54 106,48 +2,81 95,41 £3,34
1B 98,37 £9,19 89,74 £0,19 88,02 £3,33
2B 96,75 £2,68 92,51 £5,35 85,21 £0,40

Tabla 12. Resultados obtenidos para las muestras a las 48 horas.

Al realizar un analisis de los mismos, encontramos un perfil de valores superiores al
control, salvo para las Nps con el recubrimiento lipidico, para las que observamos un
ligero descenso en la viabilidad. La muestra mas concentrada vuelve a presentar los
valores mas elevados de absorbancia. A medida que aumentamos la dilucion a 1/5y
1/10 los valores disminuyen ligeramente.

Analizando todos estos resultados en conjunto, se puede sefalar que los métodos de
preparacion de las nanoparticulas no tienen gran influencia en la posible citotoxicidad
de las muestras, ya que han presentado unos valores de viabilidad celular muy similares
a lo largo del tiempo. Ademas, los cambios apreciados en la viabilidad con los
recubrimientos han afectado de una manera similar en los dos casos. Igualmente, se
han obtenido unos valores préximos a los del control y en algunas muestras incluso
superiores por lo que la citotoxicidad general es nula para estas Nps.

En algunos casos incluso el % de viabilidad supera al control, lo que podria explicarse
debido a que las células utilizarian el material de obtencién de las mismas, para
proliferar, nutriéndose de él. La razon de ello podria radicar en la activacion del
metabolismo celular mediante la hialuronidasa, de esta manera las Nps de hialuronato
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disminuirian la citotoxicidad. En trabajos como el de Xu y col. (2017) se estudian Nps de
hialuronato comprobando cémo podrian disminuir la toxicidad de las moléculas que
transportan, en comparacién con las mismas en solitario y de esta forma, mejorar los
efectos en muchos casos de los mismos farmacos en el cerebro. Otro problema de
toxicidad que se podria presentar al ser particulas lipidicas cargadas positivamente seria
que pudieran desestabilizar la membrana endosomial, sin embargo, varios estudios
prueban que esto no llega a suceder (Fukishige y col., 2017; Remaut y col., 2007).

En nuestro caso, el tensioactivo utilizado (Tween® 80) también podria aumentar el
metabolismo celular de HS como sugiere el trabajo realizado por Sauerovay col. (2017).
Todos estos estudios respaldarian la hipotesis de la proliferacién celular que presentan
algunas muestras analizadas, valores por encima de los controles y que se justifican en
la composicion de las Nps y el uso como nutriente de las mismas del HS, siendo
biocompatible, biodegradable, no téxico y no inmunogénico y a todo ello podemos
afiadir que su receptor esta expresado ampliamente en las membranas celulares (Dosio
y col., 2016).

Si se considera las diluciones de la muestra, las Nps siguen mostrando unos valores
similares, pudiéndose apreciar una leve disminucién de la absorbancia a medida que se
diluye la muestra. Esto avala el punto anterior, al estar mas diluidas hay menos HS y
menos crecimiento celular.

En cuanto al tiempo transcurrido desde que las muestras se ponen en contacto con las
células se puede observar una tendencia hacia el aumento de la viabilidad. En el ensayo
realizado a las 4 horas practicamente todos los datos se encuentran por debajo de la
absorbancia media de los de control. Sin embargo, en el ensayo de las 24 horas ocurre
lo contrario, pues casi todos los datos son superiores a los que presenta el control. En
la ultima medicion a las 48 horas, existen valores por encima y por debajo del control.
Las Nps podrian haber sido destruidas y los componentes de las mismas que podria
haber utilizado las células para crecer a las 24 horas podrian haber desaparecido en
gran cantidad a las 48 horas.

Los resultados obtenidos tanto por el método 1 como el 2 son buenos y nos permiten
afirmar que las Nps preparadas no son citotéxicas, por lo que son perfectamente viables
para su empleo como transportadoras de la proteina objeto de estudio (NGB).

5.3.2. Método 3

En cuanto al estudio de citotoxicidad con Nps obtenidas utilizando el método 3 se ha
seguido la misma metodologia, pero en este caso se ha estudiado de una manera
separada, ya que estas Nps se han obtenido con componentes y metodologia diferentes
a las anteriores, siendo sistemas nanoparticulares lipidicos.
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En el caso del método 3 los valores de concentracién se corresponden con:
DIn 1: 4,8 mg/mL DIn 1/5: 0,96 mg/mL DIn 1/10: 0,48 mg/mL

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 38, y en la tabla 13.
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Figura 38. Comparacién de las distintas absorbancias para cada dilucion a los diferetes tiempos.

DLN 1 DLN 1/5 DLN 1/10
4 HORAS 91,04 £11,88 97,53 £19,31 94,57 18,21
24 HORAS 31,21 £3,50 97,18 £13,21 94,43 £24,68
48 HORAS ‘ 35,20 £3,97 126,41 £11,90 143,29 £13,87

Tabla 13. Resultados obtenidos para Nps segin método 3.

En el analisis de los datos obtenidos se aprecia a las 4 horas unos valores similares para
todas las medidas de las muestras. Ninguno de los valores llega a superar al control,
pero todos tienen unos valores muy cercanos sin que pueda apreciarse una influencia
de la dilucion. Sin embargo, a las 24 horas se observa que la muestra sin diluir presenta
valores significativamente inferiores al control y al resto de las diluciones. A las 48 horas
esta tendencia se mantiene, observandose como las diluciones 1/5y 1/10 muestran
unos valores superiores a los del control, esto no se aprecia en los tiempos anteriores.
Por el contrario, se puede observar que la viabilidad celular en presencia de las Nps sin
diluir se altera significativamente a las 24 y 48 horas.

Con estos valores se puede contrastar que durante la primera medida la interaccién no
conlleva ningun tipo de citotoxicidad, sin embargo, transcurridas 24 horas la muestra
mas concentrada tiene una incidencia sobre el crecimiento celular que desaparece al
diluirla. En dltimo lugar, esta incidencia persiste para DIn 1 sobre el crecimiento de las
mas concentradas persiste, mientras que sus diluciones muestran crecimiento con
respecto al control, probablemente debido a que puedan utilizar el material de las Nps
y metabolizarlo.
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En definitiva, consideramos que las nanoparticulas no presentan citotoxicidad
significativa. Incluso estudios como el de Serpey col. (2004) afirman que las Nps lipidicas
podrian llegar a disminuir la toxicidad del principio activo que transporten, en caso de

toxicidad del mismo.
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5.4. ESTUDIO DE PENETRACION DE NPS EN
MODELOS ANIMALES

La penetracion ‘in vivo' de las Nps constituye sin duda uno de los objetivos
fundamentales de este trabajo, cuya finalidad Ultima es su empleo con una proteina
(NGB) que no tiene capacidad de atravesar la BHE ‘per se’, pero cuyo objetivo como ya
se ha comentado con anterioridad es estudiar un vehiculo que sea capaz de atravesar
esa BHE y liberar a la proteina objeto de estudio en el lugar donde debe ejercer su
accion. Para ello, en esta parte se trataron los animales separando dos grupos: control
y tMCAO (Modelo transitorio Oclusion Arteria Cerebral Media). Se decidié inyectar a
ambos grupos con Nps del método 1 y 2 sin recubrir (1 y 2) y con el recubrimiento
lipidico definitivo (1B y 2B). Ademas, las Nps correspondientes al método 3 (3) también
fueron inyectadas. Todas las preparaciones comentadas fueron marcadas con el
fluoré6foro rodamina-123 para la identificacion de las Nps mediante microscopia
confocal e inyectadas en los animales. En la figura 39 se muestran las fotografias de
fluorescencia para cada uno de los métodos ensayados.

Las Nps fueron administradas a los animales a través de la vena de la cola 2 horas antes
del sacrificio, y se aprecian bajo la microscopia confocal como vesiculas rojas debido a
la fluorescencia producida por la rodamina. Las secciones histologicas exhiben que
todos los tipos de Nps cruzaron la BHE y luego fueron capturadas por las neuronas del
parénquima cerebral. De hecho, se aprecian vesiculas en el citoplasma de las células
neuronales, alrededor de los nucleos y probablemente asociadas con el sistema celular
endomembrana. Ademas, se pueden ver Nps menos fluorescentes al lado de las células
endoteliales en el lumen de los vasos y dentro de la pared vascular. Los diferentes
receptores de las células endoteliales deben participar en los mecanismos de la
transcitosis para permitir que las Nps atraviesen la BHE (Mosquera y col., 2018)
(Alyautdin y col., 2014) y sean capturadas por las neuronas. Estos mecanismos deben
gestionar el trafico de Nps dentro del parénquima cerebral y abordar su acumulacion
preferencial en las células neuronales; en particular, se han descrito diferentes
receptores HS, como CD44, Layilin, LYVE-1, HARE / Stab2 o RHAMM en la superficie
celular (Weigel, 2017) que probablemente influyen en la penetracién de las Nps en las
células. En este sentido, es igualmente importante considerar que, de acuerdo con los
trabajos de diversos autores, a las cadenas de Tween® 80 presentes en los tres tipos de
Nps sintetizadas puede unirse LDL end6geno del plasma y que cuenta con un receptor
especifico a nivel de BHE (Wohlfarty col., 2012). No obstante, las aclaraciones de tales
mecanismos requeriran una mayor investigacion no solo ‘in vivo' sino también ‘in vitro’
(Vilella'y col., 2015; Alyautdin y col., 2014).
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Figura 39. Secciones histoldogicas de los cerebros, de animales control y tMCAO en el drea de la
corteza parietal, que muestran las diferentes Nps con rodamina fluorescentes ensayadas y se
encuentran ubicadas principalmente en la pared vascular y las neuronas.
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En la figura 40 se muestra una estimacion de los niveles de gris (niveles de fluorescencia
de rodamina) para las Nps correspondientes a todas las muestras ensayadas en el
parénquima cerebral de los dos grupos de animales. Para ello, se evalué en secciones
histolégicas de los animales de control y tMCAO utilizando el software avanzado Leica
AF como se describié anteriormente en el apartado 4.2.9. Los datos se muestran en la
figura 40 para todas las Nps de los métodos 1, 2 y 3 analizados (1, 2, 1B, 2By 3). En
ambos grupos de animales las Nps correspondientes al método 2 mostraron una mejor
penetracion en el parénquima cerebral que las Nps del método 1 y del método 3; este
resultado respecto al método 1 debe ser consecuencia de la diferente composicion del
nucleo de las Nps, que influye en la efectividad de los mecanismos endociticos. Ademas,
las Nps sin recubrimiento del método 1y 2 presentan una carga negativa y un tamafo
similar, que se sitla alrededor de 60 nm, también se encuentran dentro de las células,
no encontrandose diferencias notables entre los Nps recubiertas y los no recubiertas.
Esto puede deberse a que los nanotransportadores recubiertos con carga positiva
mejoran la asociacion de membrana, la internalizacién y el escape endosomal, mientras
que los no recubiertos, a pesar de su potencial Zeta negativo, tienen una captacion mas
especifica y eficiente, particularmente porque se dirigen mas facilmente con ligandos
celulares especificos (Vilella y col., 2015; Mosquera y col., 2018; Almalik y col., 2013).
Respecto al método 3, es el que valores mas bajos de penetracion presento.
Finalmente, la ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre el control y
los grupos tMCAO en los métodos 1 y 2 es notable, posiblemente porque 2 horas
después de un accidente cerebrovascular, la BHE sigue intacta y no ha tenido tiempo
suficiente para experimentar cambios en la permeabilidad (Kassner y Merali, 2015). El
meétodo 3 es el que presenta valores mas bajos de penetracién tanto en el grupo control
como en el grupo tMCAO.
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Figura 40. Valor medio de la cuantificacion de las diferentes cantidades de Nps con fluorescencia de
rodamina ensayados en el parénquima cerebral para los grupos control y tMCAO.
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5.5 ESTUDIO DE LOS FARMACOS: LAS PROTEINAS
LISOZIMAY NGB

La produccién de NGB supone un gasto considerable de recursos, los cuales pueden ser
mejor gestionados en experimentacion, por ello y con el fin principal de disminuir el
consumo de NGB optamos por la utilizacion en unos primeros ensayos de lisozima, ya
gue se trata de una proteina de caracteristicas similares, como es su peso molecular y
su menos coste. En este apartado ambas proteinas son caracterizadas por HPLC y
espectrofotometria. Ademas, se analizo la estabilidad de la NGB a lo largo del tiempo y
la estabilidad que presenta tras el proceso de liofilizacién.

5.5.1. Lisozima

5.5.1.1. Valoracion espectrofotométrica

Se realiza en primer lugar el espectro de absorcién de la proteina desde 190 a 500 nm,
a una concentracion de 0,58 mg/ml en soluciéon acuosa, la figura 41 muestra los
resultados obtenidos.
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Figura 41. Espectro de Lisozima a una concentracion de 0,58 mg/ml.

En esta figura se pueden apreciar varios picos de absorcion, pero el mejor para
cuantificacion es el obtenido a 281nm, dato que coincide con la bibliografia consultada
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(Piras y col., 2014). Una vez seleccionada la longitud de onda de maxima absorcion se

realizan distintas diluciones para la elaboracién, de su recta de regresion.

Los datos obtenidos, media de tres determinaciones, se muestran en la tabla 14, y la

figura 42 recoge los espectros entre 250 y 300nm.

Concentraciones | Absorbancia
(mg/mL) (281 nm)
0,5800 1,0670
0,4350 0,8973
0,3262 0,6814
0,2446 0,5010
0,1835 0,3393
0,1376 0,2440

Tabla 14. Datos obtenidos para la elaboracién de la recta de regresién
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Figura 42. Espectros de lisozima entre 250-300nm para las distintas concentraciones empleadas.

Tomando los valores obtenidos para la longitud de onda de maxima absorcién, se

elabora la recta de regresion (figura 43).
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Figura 43. Recta de regresion de lisozima obtenida por espectrofotometria.

Con la validacion del método analitico se pretende demostrar, de forma documentada,
que dicho método es fiable dentro de unos intervalos definidos. Por tanto, hemos
procedido a su validacion para la longitud de onda seleccionada. El resultado ha sido un
meétodo preciso, exacto y lineal para el rango de concentraciones estudiadas (0,13-0,58
mg/mL).

5.5.1.2. Valoracion por HPLC

De igual manera se procedi6 al analisis de la lisozima por HPLC. En la siguiente figura
(fig. 44) se presenta el cromatograma de la misma, observandose al tiempo de 2,44
minutos la separacién del pico correspondiente a la lisozima.

La figura 45 muestra la recta de regresion obtenida utilizando este método de analisis.
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Figura 44. Cromatograma Lisozima.

Se obtuvo, con el mismo método la recta de calibrado para la lisozima (y = 103,
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Figura 45. Recta calibrado Lisozima obtenida por HPLC
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En primer lugar, se obtiene el espectro de absorcién de la proteina realizando un barrido

de 190 a 450 nm, a una concentracién de Tmg/mL (figura 46).
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Figura 46. Espectro de la NGB a una concentracion de Tmg/mL.

La figura 46 muestra varios picos de absorcidon, pero sin duda es a 413nm el mas

significativo, siendo esta longitud de onda la que tomaremos para realizar la recta

correspondiente, tras la preparacion de distintas diluciones (tabla 15). Todas las

medidas fueron realizadas por triplicado y se utilizaron para comprobar que el presente

meétodo analitico es lineal, exacto y preciso en el rango de concentraciones estudiadas

(0,056-1 mg/mL).

Concentraciones | Absorbancia

(mg/mL) (413 nm)
1,0000 0,81951
0,7500 0,64813
0,5625 0,4991
0,4219 0,40123
0,3164 0,28855
0,2373 0,20518
0,1778 0,14287
0,1335 0,09573
0,1001 0,06327
0,0751 0,04276
0,0563 0,02457

Tabla 15. Datos obtenidos para la representacion de la recta de regresién.

En la figura 47 se muestran los espectros obtenidos para las distintas concentraciones

ampliando la zona entre 360 y 450 nm.
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Figura 47. Espectros de absorcion entre 360 y 450nm para distintas concentraciones de NGB

Con estos valores se obtiene la recta de regresion. En la figura 48 se plasma la recta
obtenida, su ecuacién y el coeficiente de correlacién.
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Figura 48. Recta de regresion NGB, obtenida a la A de 413 nm
De la misma manera que con la lisozima, se realiza la validacién del método analitico se

pretende demostrar, de forma documentada, que dicho método es fiable dentro de
unos intervalos definidos. Por tanto, hemos procedido a su validacién para la longitud
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de onda seleccionada de 413 nm. El resultado ha sido un método preciso, exacto y lineal
para el rango de concentraciones estudiadas (0,05-1 mg/mL).

5.5.2.2. Valoracion por HPLC

Se procedié a la realizacién de la valoracion de NGB mediante HPLC (figura 49).
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Figura 49. Cromatograma NGB

En el cromatograma obtenido, se puede observar el pico de 2,84 minutos, en el cual se
corresponde con el patron de la proteina. Este pico se corresponde con la proteina tanto
por el analisis del patrén como por los datos obtenidos en la caracterizacién por
espectrometria de masa. La figura 50 muestra la recta de calibrado obtenida, y=
13,7803x +362,858, con un coeficiente de correlaciéon R*= 0,999712.
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Figura 50. Recta de calibrado NGB obtenida por HPLC.

Ala vista de todos estos resultados la espectrofotometria nos ofrece una manera rapida
de medir las concentraciones en el laboratorio, pero carece de la precision y sensibilidad
del HPLC. A la hora de preparar nuestras nanoparticulas con proteina, las
concentraciones a detectar de la misma seran muy reducidas por lo que en los ensayos
y estudios realizados optaremos por HPLC como método preferente a la hora de
obtener datos de concentracion de las muestras analizadas.

5.5.2.3. Estabilidad de NGB

Se pens6 que era importante ver la estabilidad que presentaba NGB en distintas
condiciones, de esta forma se estudié su conservacién en frio, a una temperatura de
6°C durante 3 meses y también su estabilidad tras ser sometida al proceso de
liofilizacion. Para el estudio de las muestras en frio se prepararon diferentes alicuotas
de una solucion de NGB, con una concentracién inicial de 0,6mg/mL. La tabla 16 muestra
los resultados obtenidos, media de 3 determinaciones, utilizando como método de
valoracion la espectrofotometria.

Tiempo (Dias) % NGB perdida

0 0,00%
7 0,36%
15 3,70 %
30 5,45 %
60 16,32 %
20 23,97 %

Tabla 16. Porcentaje de NGB perdida a lo largo de 3 meses.
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Como se puede observar, durante los 3 meses de duracién del experimento se aprecia
una pérdida importante de la NGB mantenida en el frigorifico, llegando a casi el 25% al
final del periodo de estudio.

Con el fin de mejorar la estabilidad de la NGB en el tiempo, se penso en la formulacion
extemporanea como una posible solucion, para ello la liofilizacién fue elegida como el
mejor método, tanto por su accesibilidad como por su coste y frecuente uso con
proteinas. La NGB fue liofilizada en las condiciones descritas en el apartado 4.2.10.

Los resultados obtenidos nos confirmaron que tras ser sometida a liofilizacion se
produce una pequefia perdida de NGB, aproximadamente un 5%. Durante todo el
tiempo de ensayo (30 dias) apenas se produjeron modificaciones no observandose
variaciones significativas en el polvo liofilizado respecto al valor inicial. Es por ello que
consideramos que con la liofilizacion se mantiene estable la proteina.

Finalmente, es interesante considerar la importancia del pH en la estabilidad de la NGB.
De esta manera, segun Chao y col. (2006), la estabilidad éptima de NGB se sitla
aproximadamente sobre un pH de 7. En el caso de acidificacion del medio se produce
una pérdida ligera de la concentracién de proteina. Asi a un pH de 2,1 la concentracion
de NGB se reduce en un 28,4%. En nuestro caso, la dispersién de nanoparticulas de HS
oscila cerca de un pH de 5, y las Nps lipidicas solidas en torno a 7, pudiendo
comprometer la estabilidad de la proteina sélo en las primeras.

Por ultimo, comentar que de acuerdo al trabajo de Chao y col. (2006), ya citado
anteriormente, la mayor pérdida de proteina se produce cuando el medio se vuelve mas
basico, asi a pH de 9,01 la concentracion se ve reducida en un 32,4%. Esto nos hace
concluir que, aunque NGB presenta una aceptable estabilidad, su degradacion es mas
favorable en medio alcalino que en ligeramente medio acido, como el que presenta
nuestra dispersién de Nps.
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5.6. ENCAPSULACION Y LIBERACION ‘IN VITRO' DE
LISOZIMA

5.6.1. Encapsulacion Lisozima

La eficiencia de encapsulacion es un parametro fundamental en el ambito de la
nanotecnologia, ya que pone de manifiesto el rendimiento del proceso de
encapsulacion en si mismo, intimamente relacionado con la naturaleza de las particulas,
el método de sintesis y las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco a encapsular. La
eficiencia de encapsulacion debe ser lo suficientemente alta para minimizar la cantidad
de farmaco utilizado en la elaboracion de los sistemas; siendo, ademas, necesario lograr
una dosis que haga posible el efecto terapéutico del principio activo.

Como se describidé previamente, se utilizé en primer lugar lisozima, como proteina
modelo. Para ello se realizaron sintesis de Nps en presencia de diferentes
concentraciones de proteinay utilizando los diferentes métodos de sintesis ya descritos.
Como técnica de valoracion de lisozima, hemos recurrido tanto a la espectrofotometria
como al HPLC, siendo mas precisa como era de esperar y computamos el HPLC. Aun asi,
todos los procesos realizados fueron medidos por las dos técnicas, encontrando en
todos los casos resultados muy parecidos. En la figura 51 se muestran los diferentes
porcentajes de encapsulacion en los tres métodos de preparacion que se estan
estudiando en funcion de la concentracion de proteina. La tabla 17 recoge los resultados
numeéricos para las mediciones realizadas.
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Figura 51. Porcentaje de lisozima encapsulada en funcién de la concentracion.
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Se puede observar como, en el método 1, conforme se incrementa la concentracion
inicial de farmaco presente en el medio, aumenta también el porcentaje de
encapsulacion hasta 600ppm, siendo muy similares los datos obtenidos tanto por HPLC
como por espectrofotometria, sobre todo entre 300-600ppm. A partir de esa
concentracién disminuye el % de encapsulacion. Igualmente hay que sefialar las
dificultades de solubilizacién de la lisozima en este método, cuando trabajamos a
concentraciones superiores a 600ppm, a pesar de encontrarnos por debajo de su
concentracién a saturaciéon. Posiblemente se deba a la presencia de polimeros en el

medio.

Método  Concentracion % Encapsulado % Encapsulado HPLC
(ppm) Espectrofotometria

1 200 12,4+ 2,10 19,90+ 4,44
300 39,73+ 2,23 52,75+ 5,65
350 60,62+ 6,5 56,93+ 7,01
400 53,17+ 5,7 60,94+ 5,36
500 64,47+ 7,12 67,52+ 4,56
600 60,18+ 6,23 50,69+ 5,81
700 41,13+ 7,11 37,67+ 9,01
1000 48,81 +4,56 35,46+ 6,73

2 125 100+ 10,11 81,51+ 8,88
175 100+ 9,12 91,27+ 7,67
250 82,49+ 7,77 93,84+ 4,56
500 79,42+ 6,43 94,98+ 11,33
600 78,98+ 3,95 95,23+ 7,23
700 81,56+ 6,32 86,88+ 2,79
1000 68,91+ 6,55 82,3+ 8,66

3 200 56,77+ 4,74 47,23+ 6,66
350 60,22+ 2,34 55,33+ 5,12
400 54,30+ 3,54 60,22+ 7,65
600 65,70+ 6,43 68,34+ 4,54
700 55,32+ 4,23 65,4+ 5,44
850 53,21+ 7,66 56,21+ 5,56
1000 48,91+ 6,08 50,76+ 3,48

Tabla 17. % de encapsulacion de lisozima para los diferentes métodos.

Respecto al método de sintesis 2, a bajas concentraciones existe una encapsulacion
proxima al 100%, a partir de los 300 ppm se aprecia una ligera disminucién de dicho
parametro. La curva de encapsulacion va disminuyendo, pero muy levemente
manteniéndose valores altos en todos los casos con este método y siendo el método
gue mejores resultados presenta.

Los métodos 1y 3 presentan un patrén muy similar con las diferentes concentraciones
de proteina en el medio. En estos métodos los mejores resultados de encapsulacion se
encuentran en torno a los 500 - 600 ppm, con un valor de aproximadamente el 60-65%,
para posteriormente disminuir ligeramente segin aumenta la concentracion.
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Tras el analisis de estos resultados, se puede concluir que para la lisozima el mejor
método de encapsulacion es el segundo, y que durante todo el margen de
concentraciones estudiadas los valores presentados de eficiencia de encapsulacién son
elevados.

5.6.2. Liberacion de lisozima

Un patron de liberacidén de farmacos es un parametro crucial para cualquier portador
de administracion de farmacos, incluidas las nanoparticulas. En la mayoria de los casos,
los polimeros y los materiales utilizados para el recubrimiento condicionaran la tasa de
liberacion de los farmacos como se informdé anteriormente (Nayak, 2011). En esta
simulacién ‘in vitro’ se trata de estudiar la liberacion de la proteina en condiciones
parecidas a las que las Nps pueden encontrar en el organismo. Con esta finalidad,
utilizamos el método de dialisis descrito previamente en el apartado 4.2.14, utilizando
como control las Nps sin lisozima y realizando el analisis de cada muestra por triplicado
de acuerdo con los intervalos de tiempo fijados previamente.

La figura 52 muestra el % de lisozima liberado por los 3 sistemas objeto de estudio a lo
largo de 72 horas.
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Figura 52. Porcentaje de lisozima liberada a lo largo del tiempo.
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TIEMPO  METODO 1 - METODO 2 - METODO 3 -
(HORAS) % LIBERADO % LIBERADO % LIBERADO

0,5 4,59 +£1,86 6,02 +0,75 19,95 £1,88
1 12,12 £0,06 15,43 £0,94 56,49 +1,99
2 24,73 +4,20 26,62 +1,39 100 £6,90
3 30,57 5,50 37,11 1,15 100 £6,38
10 37,09 +5,35 47,84 +1,52 100 £6,50
24 46,65 +5,15 59,63 0,13 100 £6,94

48 53,81 5,49 68,54 +0,27 100 £6,06

72 60,01 5,20 79,37 1,45 100 £5,25

Tabla 18. Porcentaje de lisozima liberada para cada método.

Analizando las diferentes curvas para los diferentes métodos, se puede observar en
primer lugar, que el método 3 da lugar a una liberacion completa de farmaco
transcurridas 2 horas del inicio del ensayoy, sin embargo, las nanoparticulas de acuerdo
a los métodos 1y 2 muestran unas curvas de liberacién mas sostenidas en el tiempo,
llegando al cabo de 72 horas a no liberar la totalidad de la proteina vehiculizada. De
hecho, el método 1 llega a alcanzar aproximadamente un maximo del 60% de liberacion
y el método 2 del 80% aproximadamente. Aunque durante las 3 primeras horas del
estudio los porcentajes liberados son similares, transcurridas 10 horas de ensayo es el
meétodo 2 el que muestra mayores porcentajes de farmaco cedido. Las nanoparticulas
lipidicas liberan todo el farmaco que vehiculizan transcurridas 2 horas.

5.6.2.1 Cinéticas de liberacion

Los datos experimentales de liberaciéon de lisozima se han analizado de acuerdo con
una cinética de orden cero, primer orden y los modelos de Higuchi y Hixon-Crowell. La
tabla 19 muestra los valores obtenidos tras el ajuste matematico a cada uno de los
modelos antes mencionado, en concreto, la constante de velocidad (K), el coeficiente R?
y el valor del criterio discriminatorio de Akaike (AIC) tras el correspondiente analisis
estadistico realizado utilizando el programa Microsoft Excel 2019. La funcién con el
menor valor AIC presentado y el valor de RZmas proximo a 1, explicard mejor el proceso
de liberacion.

Orden cero Primer orden Higuchi Hixon-Crowell
Qe=kt In (1- Qq = kt Q: =kt Q' =kt
Mues k R? AlC k R? AlC k R? AlC k R? AlC

tra
M1B | 14,15 | 0,740 | 50,43 | 0,042 | 0,230 | 48,15 | 135,05 | 0,900 | 44,34 | 0,13 | 0,943 | 50,04

M2B | 14,09 | 0,749 | 50,04 | 0,017 | 0,240 | 51,32 | 134,23 | 0,912 | 50,14 | 0,125 | 0,941 | 44,37
M 3 13,41 | 0,758 | 49,91 | 0,016 | 0,914 | 49,95 | 127,19 | 0,914 | 51,46 | 0,122 | 0,934 | 44,48

Tabla 19. Cinéticas de liberacion para los distintos métodos de elaboracién de Nps.
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A la vista de los resultados obtenidos, es el modelo de Higuchi el que mejor explica la
liberacion de farmaco desde las Nps obtenidas de acuerdo con el método de sintesis 1,
siendo un proceso que se debe fundamentalmente a la difusion del farmaco desde el
interior de las particulas. No obstante, el modelo de Hixon-Crowel presenta una mejor
linealidad (R?= 0,943), aunque un menor valor de AIC, confirmando que las Nps se van
erosionando con el tiempo y el farmaco es liberado debido tanto a la difusion como a la
erosion de las mismas (Kariminia y col., 2016).

También la cinética de Hixon-Crowell es la que mejor se ajusta a los datos de liberacion
obtenidos para las Nps 2B y 3. Tanto la erosién como la difusién del farmaco a través
de las Nps se justifica por razones geométricas; especificamente cuando las Nps tienen
una forma esférica o en presencia de tensioactivos que forman micelas en el seno de la
dispersion (Doménech y col., 2013).
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5.7. NANOPARTICULAS CON NGB

A la vista de todos estos resultados y considerando que nuestro objetivo primordial es
la encapsulacion de NGB para que pueda atravesar la BHE y liberar alli dicho principio
activo, se ha decidido seleccionar el método 2, basado en la gelificacién idnica externa
en el seno de una emulsién. Este método es el que mejores propiedades, en general, ha
presentado tanto en solitario como con la lisozima. Son varias las razones que nos han
conducido a esta decision:

Niveles superiores de permeabilidad a través de la BHE.
Mejores resultados presentados en encapsulacioén.
Mayor liberacién sostenida en el tiempo.

Intervalo de pH adecuado para la estabilidad de NGB.

-+ &

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, en el siguiente apartado se llevara a cabo un
profundo estudio en el que utilizaremos el método de sintesis 2 con hialuronato de
sodio y un doble recubrimiento para la nanoencapsulacién de NGB.

En concreto, seguimos el procedimiento descrito en el apartado 4.2.1.3. Una vez
preparadas dichas Nps, se procedié a su caracterizacion mediante los métodos
adecuados.

5.7.1. Caracterizacion de nanoparticulas con NGB

La tabla 20 muestra los valores de tamafo obtenidos para las Nps con NGB (NGB-Nps)
respeto a las Nps sin farmaco en las mismas condiciones (2B Nps). Se ha observado una
disminucién en el mismo (tabla 20) debido a la presencia de NGB en el medio, algo
posible en la encapsulacién mediante gelificacién id6nica como refieren las
investigaciones reportadas por nuestro grupo de investigacion (Sanchez y col., 2017;
Martin y col., 2013). Esto podria ser beneficioso ya que conseguimos menores tamafios
de particula, lo que podria mejorar la penetracion de las Nps a través de la BHE. Ademas,
los valores de polidispersiéon ponen de manifiesto una mayor uniformidad del sistema,
lo que es igualmente beneficioso (figura 53).

Tamaiio medio (nm) Polidispersién {-Potencial (mV)
m 145,77 +1,14 0,2628 +0,0046 27,55 +1,017

m 243,16 +6.02 0,37 +0.03 17,88 2,02

Tabla 20. Comparaciones tamaiio, polidispersion y Potencial { entre las Nps con y sin proteina.

En cuanto a la carga superficial, también se puede apreciar un aumento en el valor
absoluto de potencial ¢ de las Nps y que estas siguen siendo positivas. Ambos hechos
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contribuyen a la estabilidad fisica del sistema y a potenciar la interaccion con el
endotelio de la BHE favoreciendo su internalizacion a través de la misma.

Se realizaron andlisis de las muestras también por microscopia electrénica de
transmision (TEM) (figura 53).

00Tl

Figura 53. NGB-Nps mediante TEM. A) Campo completo. B y C) NGB-Nps en solitario.

En la figura 53A, se puede observar un campo completo de NGB-Nps, en el que se
aprecian puntos oscuros correspondientes con las NGB-Nps. En las figuras 53B y C se
aprecian campos seleccionados con Nps en solitario, que ponen de manifiesto la forma
esférica de las particulas, ademas se pone de manifiesto la diferencia entre el nucleo
constituido por el hialuronato y el halo debido al doble recubrimiento, mas claramente
apreciado en la figura 53C.

5.7.2. Estudio de encapsulacion

La encapsulacién de farmaco es un parametro fundamental que depende de la dosis de
farmaco necesaria, para conseguir el efecto terapéutico deseado. Actualmente no existe
ningun estudio que use Nps para administrar NGB a un cerebro isquémico; sin
embargo, si existen otras sustancias que han sido utilizadas para este propdésito como
los vectores virales (Suny col., 2003) y los péptidos de penetracién celular (CPP) (Cai col.,
2011). En el caso particular de CPP-NGB, fue administrada en ratones que sufrieron una
lesion cerebral después de una hemorragia subaracnoidea, siendo la dosis de farmaco
para inyeccién sistémica de 6 mg por kilogramo (Chen F. y col., 2018); sin embargo, esta
dosis e incluso otras mas altas han sido aplicadas en los modelos de accidente
cerebrovascular (Cai y col., 2011) pareciendo ser demasiado altas (Dietz, 2011). Por lo
tanto, se decidi6 en nuestro estudio utilizar una dosis mas baja, para intentar lograr la
maxima encapsulacién posible, cerca de los valores de uso "in vivo".

En este sentido, los datos obtenidos en el andlisis de HPLC son buenos en términos de
encapsulacion para Nps en general (Shkodra-Pula y col., 2019). La eficiencia de
encapsulacion present6 valores de 92,37% +0,84, para una concentracién de 823 ppm.
Esto se puede atribuir al proceso realizado de gelificacion externa en el seno de una
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emulsion, ya que tanto el polimero como la proteina tienen predileccion por la fase

acuosa.

5.7.3. Estudio de Liberacion ‘in vitro'

A continuacion, se procedio a la realizacion del ensayo de liberacién ‘in vitro’ de las NGB-
Nps. En la Figura 54 y tabla 22, se muestra el porcentaje de proteina liberada a lo largo
de 72 horas de estudio.
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Figura 54. Porcentaje de NGB liberada a lo largo del tiempo.

Tiempo % Liberado
(horas) NGB
0 0
0,5 0,32 +0,03
6,13 6,59
2 9,13 +0,93
3 13,51 £1,99
10 19,94 +1,93
24 21,52 +2,42
48 23,86 £3,26
72 26,29 +3,87

Tabla 21. % NGB liberada a lo largo del tiempo.

Como se puede ver durante las primeras 10 horas, se libera la mayor parte de la
proteina llegando a ser de casi el 20%. A partir de ese momento, la liberacién se
mantuvo de manera mas sostenida, alcanzando su maximo a las 72 horas, con valores
proximos al 27%. La liberacion que se produce en el primer tramo, durante las primeras
10 horas, puede deberse a que la proteina encapsulada que se libera se encuentra cerca
de la superficie de las Nps, difundiendo mas rapidamente a través de las dos capas de
recubrimiento. La liberacion es progresiva y no se aprecia un ‘efecto rafaga’
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correspondiente  a wuna liberacién intermitente, ya que los recubrimientos
especialmente el lipidico actuaria como una especie de membrana. El segundo tramo
de liberacién, entre las 10 a las 72 horas, podria corresponder con la liberacion de la
NGB localizada en la zona mas interna de las Nps, lo que justificaria el patron mas
sostenido que encontramos en este periodo. Aun asi, los datos de liberacién completa
no superan el 26,29%, comparandolos con el estudio de liberacién de lisozima, en el
cual laliberacién final alcanzé un porcentaje cercano al 80%, estos % son bajos. Creemos
que esto puede ser debido a que la NGB se degrada en el medio de liberaciéon por las
condiciones de pHy temperatura en mayor medida que la lisozima, ya que esta proteina
es mas sensible y mas facilmente alterable.

5.7.3.1. Cineticas de liberacion

Los datos experimentales se han ajustado a cada uno de los métodos matematicos
utilizando como criterio discriminatorio el de Akaike (AIC) y el coeficiente R?. La funcién
con el menor valor AIC presentado y el valor de R2mas préximo a 1 para las 2B Nps con
NGB es la de Hixon-Crowel (tabla 22), al igual que ocurria con la lisozima en el apartado
5.6.2.1. Por tanto, podemos concluir que la proteina es liberada debido a su difusién
desde el interior de las Nps y a la erosion de las mismas conforme transcurre el tiempo
estando la variacién que presenta la superficie del sélido relacionada directamente con
la raiz cubica del cuadrado del volumen de las Nps (Doménech y col., 2013),
considerando que presentan una forma esférica. Estos datos avalan los explicados en
el apartado 5.7.3.

Orden cero Primer orden Higuchi Hixon-Crowell
Qe=kt In(1- Qo) =kt e = kt'"? QM =kt
k R? AIC k R? AlC k R? AlC k R? AlC

7,15 0,633 48,6 0,045 0,276 | 49,99 | 70,55 0,828 49,63 | 0,1 0,906 47,24

Tabla 22. Cinéticas de liberacion para las NGB-Nps.

5.7.4. Estudio de estabilidad

Para intentar aumentar la estabilidad de la NGB, las Nps obtenidas con proteina fueron
sometidas a un proceso de liofilizacion, teniendo en cuenta, sobre todo, que el
medicamento final tenga una presentacion extemporanea para preservar lo maximo
posible su estabilidad y conservacién. Para ello, una vez reconstituido en agua, el liéfilo
fue analizado para determinar posibles modificaciones en el tamafio y carga de las Nps.
También se realiz6 un estudio microfotografico mediante TEM. Los datos obtenidos se
muestran en la tabla 23 y figura 55.
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Tipos NPs Tamaiio medio (nm) Polidispersion {-Potencial (mV)

NGB-Nps sin liofilizar E /&SR 0,2628 £0,0046 27,55 1,017
NGB-Nps liofilizadas REEREEYRY 0,2331 £0,085 29,11 +1,971

Tabla 23. Tamaiio, polidispersion y potencial Zeta de NGB-Nps liofilizadas y sin liofilizar.

Como se puede observar, los valores obtenidos son muy similares en ambos casos,
pudiendo afirmar la no existencia de diferencias significativas antes y después de la
liofilizacion. Ademas de su tamario, su polidispersion tampoco se ve alterada, lo que
descarta la posibilidad de que se puedan formar aglomerados después del proceso.

El visionado de las Nps mediante microscopia electrénica de transmisioén (TEM) (figura
55) confirma las evidencias proporcionadas por el analisis de tamafio y carga, las Nps
mantienen su forma esférica, sin que se observen alteraciones visibles en mismas.

8

Figura 55. NGB-Np liofilizada. TEM: escala 500nm

5.7.5. Penetracion en modelos animales

En este Ultimo apartado, las NGB-Nps preparadas anteriormente son inyectadas a los
animales de experimentacion, tal y como se describe en métodos experimentales
(apartado 4.2.). La concentracion de NGB inyectada fue de 2,15 mg/mL. Se toman
imagenes mediante microscopia confocal de secciones histolégicas de cerebros
transcurridas 2 horas (figura 56) y 24 horas (figura 57) desde el inicio de la reperfusion.
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8. o
Figura 56. Imdgenes de microscopia confocal

de la corteza parietal de animales sometidos
a tMCAO después de 2 h de reperfusion. A: la
fluorescencia verde Cy2 representa NGB. B: la
fluorescencia roja de rodamina detecta NP. C:
a fluorescencia azul DAPI marca los ntcleos
celulares. D: fusion de imdgenes de A, B y C.
Barra de escala: 10 ym.

Cc

Figura 57. Imdgenes de microscopia confocal
de la corteza parietal de animales sometidos
a tMCAO después de 24 h de reperfusion. A: la
fluorescencia verde Cy2 representa NGB. B: la
fluorescencia roja de rodamina detecta NP. C:
la fluorescencia azul DAPI marca los nicleos
celulares. D: fusion de imdgenes de A, B y C.
Barra de escala: 10 ym

Como se aprecia en las figuras 56A y 57A la fluorescencia verde de Cy2 revela la
presencia de NGB (marcada con un antisuero contra NGB e identificada en verde con
un anticuerpo secundario vinculado a Cy2). Las figuras 56B y 57B muestran
fluorescencia roja que se debe a la rodamina introducida en la sintesis de las NGB-Nps.
Las figuras 56C y 57C corresponden a los nucleos celulares marcados con azul DAPI.
Finalmente, las figuras 56D y 57D son imagenes de combinacion, en ella el color
amarillo-anaranjado identifica la colocalizacion de Nps y NGBy, por lo tanto, coincide
con las NGB-Nps. Estas imagenes revelan claramente que la NGB vinculada a las Nps ha
cruzado la BHE y ha sido endocitada por las células nerviosas después de 2 horas desde
su inyeccion. Ademas, estos resultados también indican que la fluorescencia permanece
en el parénquima cerebral 24 horas mas tarde desde que se inyectaron las NGB-Nps.
Ciertamente, la NGB detectada en nuestro estudio corresponde no solo a la NGB
exogena (vinculada a las Nps) sino también a la endégena. De todos modos, es la NGB
exogena co-localizada con Nps, la que representa la mayoria detectada, siendo esta la
que se corresponde con el color amarillo-anaranjado en las imagenes fusionadas. En
este sentido, debemos tener presente que se ha descrito que NGB se induce en el
accidente cerebrovascular solo después de 48-72 horas de la reperfusion en ratones
(Cai y col., 2011) o en humanos (Xue y col., 2017); por lo tanto, a los tiempos de
reperfusién de 2 horas y 24 horas, la NGB endégena debe ser bastante escasa.

Ademas, en otros experimentos realizados con péptidos de penetracion celular (PPC)
acoplados a NGB recombinante se detectaron facilmente en el cerebro tras 4 horas
después de su aplicacion intravenosa; por el contrario, a pesar de que el accidente
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cerebrovascular interrumpe la BHE, la NGB sin el PPC no impregné el parénquima
cerebral infartado (Caiy col., 2011; Dietz, 2011).

Figura 58. Imdgenes confocales fusionadas de la corteza parietal de animales sometidos a tMICAO
después de 2 horas de reperfusion. Cada imagen es el resultado de la superposicion de tres
imdgenes tomadas para visualizar NGB (Cy2), Nps (rodamina) y nicleos celulares (DAPI). El

recuadro es una ampliacion tomada con mayor aumento de la imagen principal.
Barra de escala: 30 ym.

Figura 59. Imdgenes confocales fusionadas de la corteza parietal de animales sometidos a tMMICAO
después de 24 horas de reperfusion. Cada imagen es el resultado de la superposicion de tres
imdgenes tomadas para visualizar NGB (Cy2), Nps (rodamina) y nicleos celulares (DAPI). El
recuadro es una ampliacion tomada con mayor aumento de la imagen principal.

Barra de escala: 30 ym.

De acuerdo con las imagenes de las figuras 58 y 59, la NGB se localiza en el parénquima
cerebral y, mas concretamente, en las células nerviosas, que probablemente sean
neuronas dada su forma y tamafio. Estas capturan activamente las NGB-Nps una vez
qgue han cruzado la BHE. También aparece en los capilares sanguineos, pero apenas se
puede ver en las células gliales. Corroborando nuestros resultados, Cai y col. (2011)
mostraron que CCA-NGB se colocalizé con el marcador neuronal NSE, pero no con el
marcador glial GFAP. Atribuyen esta caracteristica a la composicién de la carga, aunque
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una explicacion alternativa podria ser que la NGB podria ser estable en las neuronas,
mientras que podria ser rapidamente metabolizada en la glia (Dietz, 2011).

A continuacion, se procedié a cuantificar (valores medios de grises) las fluorescencias
de Cy2 (NGB), rodamina- (Nps) y DAPI (nucleos) en el parénquima cerebral, tanto a las 2
horas como a las 24 horas después del inicio del periodo de reperfusién, utilizando Leica
avanzado software AF. Este software permite estimar la cuantificacion de la
fluorescencia de un fluor6foro determinado en el campo visual del microscopio de la
seccion histolégica seleccionada. La figura 60 representa estos resultados.
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Figura 60. Estimacion de los valores grises medios de la emision fluorescente de rodamina (Nps),
Cy2 (NGB) y DAPI (nticleos) 2h y 24h después de tMCAO respectivamente. * p <0,05.

Los datos obtenidos muestran que existen diferencias estadisticamente significativas (p
<0,05) en la cantidad de rodamina detectada a las 2 y 24 horas, mientras que la NGB
(verde) permanece estable después de 24 horas de reperfusion. Es posible que después
de las 24 horas, se haya perdido algo de fluorescencia de rodamina debido a la
degradacion de las Nps; sin embargo, dado que la NGB estaba marcada
inmunohistoquimicamente, no se veria afectado por el tiempo transcurrido desde que
se inyectaron los NGB-Nps al inicio de la reperfusion. En ultimo lugar, se aprecia una
disminucién de DAPI, el cual es atribuible a que durante la reperfusion se suele producir
un aumento de muerte celular en el tejido infartado.

El analisis de todos los datos obtenidos nos indica el interés que pueden tener estos

compuestos en el posible tratamiento del ictus, dados los resultados tan positivos
conseguidos.
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6.
CONCLUSIONES




El objetivo del trabajo de investigacion de la presente Tesis Doctoral ha sido estudiar la
importancia e impacto que presentan los medicamentos biolégicos, y especialmente los
biosimilares en el tratamiento de diferentes patologias, ampliando el arsenal
terapéutico a la vez que se mejora. También se ha establecido el disefio de un
medicamento biologico destinado al tratamiento del ictus y que igualmente podria
llegar a ser aplicado en otros trastornos neurodegenerativos. Todo ello gracias al
empleo de la nanotecnologia, de la cual nos hemos servido para transportar una
proteina al parénquima cerebral donde ejerce su funcidn neuroprotectora. Como
resultado de este trabajo se ha logrado la publicacién de 4 articulos y 1 sometidos, 6
publicaciones tipo poster en congresos, 2 comunicaciones orales en congresos y una
estancia en el Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica y Biofarmacia del
Jagiellonian University Medical College en Cracovia. Teniendo en cuenta todo lo anterior
cabe resaltar las siguientes conclusiones:

Respecto a los medicamentos biolégicos

1. Desde su aparicion han tenido un gran impacto tanto por su complejidad y
caracteristicas como por su capacidad de tratar enfermedades de acuerdo con
un nuevo planteamiento terapéutico. Ademas, su interés se incrementa
constantemente y la tendencia sigue creciendo teniendo su foco en
enfermedades muy extendidas, como los trastornos del sistema inmunitario y el
cancer.

2. La importancia de los medicamentos biolégicos se ve reflejada en los
biosimilares, que son copias no idénticas de los medicamentos biol6gicos
originales que han perdido su patente.

3. El uso de medicamentos biosimilares se incrementa afio tras afio y constituyen
la esperanza para la sostenibilidad de los sistemas sanitarios, pues su fin
subyace en datos econdmicos y el ahorro que pueden suponer para los sistemas
nacionales de salud.

Respecto al proceso de obtenciéon de Nps
4. Se han conseguido preparar Nps a partir de hialuronato de sodio utilizando
distintas tecnologias y con propiedades adecuadas para su administracion
parenteral.
5. A partir de ellas se han obtenido Nps ‘inteligentes’ mediante diferentes

modificaciones realizadas en el recubrimiento para conseguir tamafio,
liposolubilidad y carga adecuada a los fines perseguidos.
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10.

11.

12.

13.

14.

Estos recubrimientos se han realizado con chitosan para cambiar su carga
superficial y posteriormente con glicerol-tripalmitina para conferirles la
liposolubilidad necesaria para llegar al lugar de accién.

Se han elaborado sistemas lipidicos solidos (SLS) capaces de transportar
neuroglobina en concentraciones satisfactorias, con buenas propiedades en lo
que respecta a forma, tamafio y carga eléctrica.

Con los tres métodos desarrollados se consiguen elevados niveles de
encapsulacion de proteina, siendo el denominado método 2 o gelificacién idnica
externa en el seno de una emulsion el que mejores resultados generales ofrece,
tanto por las buenas cifras de encapsulacién, como de penetraciony liberacién.
Por lo que fue seleccionado para llevar a cabo las pruebas con NGB.

Los estudios de toxicidad realizados a todas la Nps demuestran su
biocompatibilidad, no toxicidad y biodegradabilidad independientemente del
método utilizado.

La conservacion de la forma farmacéutica constituye un pilar fundamental para
su eficacia. Tras ser sometidas a liofilizacién tanto las Nps como la NGB presenta
unos valores de degradacién bajos o nulos, considerandolos altamente estables.

Mediante estudios en animales se comprobd la capacidad de las NGB-Nps de
alcanzar la diana terapéutica y disponerse alrededor de los nucleos neuronales,
donde se demuestra la penetracién de las mismas a través del endotelio de la
barrera hematoencefalica.

Las NGB-Nps son captadas y la NGB liberada en el citoplasma celular alrededor
de los nucleos. Ademas, llegan rapidamente a las células neuronales como se
detecta en el citoplasma después de 2 horas y permanece alli después de 24
horas tras la reperfusién.

Los estudios histoldgicos del cerebro realizados mediante microscopia confocal
de los animales de experimentacion han demostrado la presencia de NGB en las
zonas afectadas.

El disefio y la formulacion desarrollada representan un sistema de entrega

exitoso para llevar la proteina NGB al cerebro isquémico después del accidente
cerebrovascular.
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Conclusion final

Consideramos que todo el trabajo motivo de esta Tesis Doctoral nos permite
poder afirmar que se pueden conseguir Nps con NGB encapsulada que podrian
ser eficaces en el tratamiento del ictus. Sin duda, sera necesario realizar mas
estudios que corroboren todos estos datos para que, en un futuro no muy
lejano, se pueda disponer de un medicamento biol6gico elaborado con Nps y
NGB.
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