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RESUMEN

La barrera hematoencefélica (BHE) es una estructura bioldgica que previene el dafo y la
entrada de sustancias toxicas al cerebro. Sin embargo, esta barrera obstaculiza la
administracion de medicamentos para el diagndstico y tratamiento de enfermedades
que afectan al sistema nervioso central (SNC). Estas enfermedades afectan a gran parte
de la poblacidn, cada vez mas envejecida, siendo los tratamientos actuales no del todo
efectivos debido a que la mayoria de los agentes terapéuticos no han logrado atravesar
dicho obstaculo fisioldgico. Se necesitan, por tanto, nuevas formulaciones para lograr
este fin. El surgimiento y desarrollo de la nanotecnologia y la nanomedicina nos permite
disefiar sistemas que ayuden a mejorar este propdsito. En esta revision se analiza la
estructura anatémica y funcional de la BHE, asi como las estrategias para traspasarla,
los tipos de nanomateriales mas usados, los sistemas naturales que traspasan la barrera
y algunas enfermedades neuroldgicas que se pueden ver beneficiadas de la
nanomedicina.

Palabras clave: barrera hematoencefilica, sistema de transporte, nanomedicina,
nanoparticulas, sistemas naturales.

ABSTRACT

The blood-brain barrier (BBB) is a biological structure that prevents damage and the
entry of toxic substances into the brain. However, this barrier hinders the administration
of drugs for the diagnosis and treatment of diseases that affect the central nervous
system (CNS). These diseases affect a large part of the increasingly ageing population,
and current treatments are not entirely effective due to the most therapeutic agents
have not been able to overcome this physiological obstacle. Therefore, new
formulations are needed to achieve this purpose. The emergence and development of
nanotechnology and nanomedicine allows us to design systems that help us to achieve
this purpose. This review analyzes the anatomical and functional structure of the BBB,
as well as the strategies to cross it, the most used types of nanomaterials, the natural
systems that cross the barrier and some neurological diseases that can benefit from
nanomedicine.

Keywords: blood-brain barrier, drug delivery system, nanomedicine, nanoparticles,
natural systems.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades neuroldgicas suponen un progresivo deterioro de la estructura y
funcién de las células neuronales. Su creciente incremento, sobre todo en la poblacién
anciana, se esta convirtiendo en una gran preocupacion en las dltimas décadas?. Segun
un estudio de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), a nivel mundial la carga mas
alta respecto a frecuencia y morbilidad se debe a las enfermedades cerebrovasculares
(55 %) seguidas de la enfermedad de Alzheimer y otras demencias (12 %), migrafia (8,3
%), epilepsia (7,9 %), tétanos (7 %), meningitis (5,8 %). A nivel europeo, este tipo de
afecciones representan mas de un tercio del total de las enfermedades?.

Las enfermedades neuroldgicas son aquellas que afectan al Sistema Nervioso, tanto al
Sistema Nervioso Central (SNC) como al Sistema Nervioso Periférico (SNP), y por lo tanto
a las funciones derivadas de ellos, variando la sintomatologia segin el tipo de
enfermedad vy las estructuras que se vean afectadas por ellas3. Los sintomas pueden
incluir desde todos los tipos de dolor, hasta trastornos del suefio, consciencia, funcién
mental (alteracion de la memoria, afasia, agnosia...), funcién muscular (debilidad,
tembilor, paralisis, espasticidad...), sensibilidad (anestesia, disestesia,
hipersensibilidad...) y sentidos especiales (vista, oido, olfato y gusto). Dentro de las
enfermedades que afectan al SNC, alguno de los ejemplos mas relevantes son:
accidentes cerebrovasculares, enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer,
Parkinson, Esclerosis multiple...), infecciosas (encefalitis), etc*.

Las enfermedades neuroldgicas suponen, ademas, un gran impacto econémico. En 2010
se publicé un articulo en el que se analizo el coste de las 19 enfermedades neuroldgicas
mas relevantes a lo largo de un afio en 30 paises europeos, resultando en un coste
econémico total de 798 billones de euros. Ademas, el progresivo aumento de estas
enfermedades supondrd que esta cifra siga aumentando®. El costo en miles de millones
de € en 2010 de algunos de los principales trastornos del SNC fue: demencia, 105,2 €;
enfermedad de Parkinson, 13,9 €; accidente cerebrovascular, 64,1 €; tumor cerebral, 5,2
€ y esclerosis multiple, 14,6 €°.

Ademas de la complejidad de estas patologias, hasta la fecha ninguno de los farmacos
desarrollados ha llegado a ser del todo efectivo debido, en parte, a la presencia de la
barrera hematoencefalica (BHE). Esta barrera protege al cerebro, de la entrada de
toxinas, células circulantes y sustancias toxicas a través de un sistema de permeabilidad
especifico. De esta forma, aproximadamente el 98 % de las pequefias moléculas y casi
la totalidad de las grandes son incapaces de alcanzar el cerebro®. Debido a la dificultad
de administracion de medicamentos dirigidos al SNC por la presencia de la BHE, los
graves sintomas de estas enfermedades y costes econdmicos que conllevan, es de gran
relevancia el uso de estrategias eficaces en su diagndstico y tratamiento.

La nanomedicina ha emergido como una nueva ciencia para contribuir al desarrollo de
formulaciones que ayuden a mejorar estos propdsitos. Las ventajas que presentan los
nanomateriales (NMs) los hace excelentes candidatos para su aplicacion en medicina.
Los sistemas basados en NMs permiten transportar diferentes agentes terapéuticos,
mejorando asi la solubilidad de algunas formulaciones. Asi, estos sistemas pueden
combinarse con diferentes ligandos para que los medicamentos puedan llegar a la célula



o tejido de interés. Ademas, los NMs se pueden conjugar con moléculas sensibles a algln
agente externo (como luz o campo magnético), permitiendo una liberacién controlada
del agente terapéutico que transporta. Todo ello permite usar dosis mas bajas de
medicamentos y disminuir los efectos secundarios en otros érganos o tejidos sanos’. La
aplicacion de este tipo de tecnologia para el desarrollo de estrategias de liberacion de
farmacos podria liderar en un futuro no muy lejano las terapias de las enfermedades
neuroldgicas por su facilidad para pasar la BHES.

2. LA BARRERA HEMATOENCEFALICA (BHE)

El término "barrera hematoencefélica" fue introducido por Lewandowsky, basado en
experimentos que demuestran que las sustancias neurotdxicas provocaban sintomas
neuroldgicos solo después de aplicaciones intraventriculares, pero no cuando se
inyectaban en el torrente sanguineo. A finales de 1960, con el desarrollo de la
microscopia electrdnica, Reese y Karnovsky visualizaron que las células endoteliales del
cerebro presentan uniones Unicas intercelulares, constituyendo una barrera estructural
que crea una frontera casi impermeable entre la sangre y el SNC°.

La BHE actua en primera instancia regulando el intercambio entre la sangre circulante y
el tejido nervioso, haciendo de restriccidén al acceso del parénquima nervioso de los
multiples compuestos que circulan en la sangre. Esta barrera fisioldgica protege al
cerebro de la entrada de compuestos toxicos, manteniendo a las neuronas en un
entorno caracterizado por unos valores de pH, temperatura, osmolaridad y
concentracion de metabolitos que apenas varian (homedstasis cerebral), y que permiten
el funcionamiento normal de estas células?.

Por sus caracteristicas anatomofisioldgicas, la BHE presenta las siguientes principales
funciones: (1) Protege al cerebro de compuestos y moléculas circulantes en la corriente
sanguinea gracias a las bien consolidadas uniones estrechas del endotelio de los
capilares cerebrales, lo cual provoca una estricta seleccion de las sustancias que pasaran
a través de la BHE. (2) Transporte selectivo desde la red capilar al parénquima cerebral,
siendo un mecanismo de intercambio bidireccional que provee al cerebro de los
nutrientes esenciales y permite desechar los residuos generados en el cerebro,
manteniendo la homeostasis del microambiente quimico del SNC. (3) Metaboliza o
modifica elementos de la sangre hacia el tejido nervioso y viceversa'®.

2.1. Anatomia de la BHE

La BHE esta formada por células endoteliales que son necesarias para su correcta
formacién y para la interaccién con las células adyacentes. En comparacién con la
vasculatura periférica, las células endoteliales de la BHE se caracterizan por un mayor
contenido mitocondrial, falta de fenestraciones y minima actividad pinocitdtica (tipo de
endocitosis por invaginacion de la membrana plasmatica que transporta las vesiculas
hacia el interior celular)!. (Figura 1).
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Figura 1. Estructura de la BHE. Se observa un vaso sanguineo, irrigando el cerebro, que
posee BHE, la cual estd constituida por células endoteliales con uniones estrechas,
rodeadas de pericitos, astrocitos y microglia. Adaptado de Bhowmik A, et al.*2.

La permeabilidad restringida de las células endoteliales esta garantizada principalmente
por dos sistemas de union molecular intercelular: las uniones adherentes (Als, del inglés
“adherens junctions”) y las uniones estrechas (TJs, del inglés “tight junctions”); aunque
también tienen una especial relevancia las uniones de hendidura (del inglés “GAP
junctions”).

Las uniones adherentes son un tipo de contacto adhesivo célula-célula que usan un
dimero de cadherina que se une a la catenina como mediador principal del contacto. Su
apertura y cierre regulan la permeabilidad endotelial. Los cambios en la expresion de
proteinas de estas uniones contribuyen a aumentar la permeabilidad de la BHE y la
infiltracidon de leucocitos en el SNC'3. Por su parte, las uniones estrechas limitan la
difusion paracelular de solutos e iones a través de la BHE y dirigen el trafico molecular
por la via transcelular. Estas uniones consisten principalmente en tres proteinas de
membrana principales: ocludina, claudina y moléculas de adhesion!®. Ademas, las
uniones de hendidura forman hemicanales entre las células endoteliales, comunicando
a estas ultimas entre si. Asimismo, también funcionan para mantener la integridad de
las uniones estrechas!*

Otro tipo de células que forman parte de la BHE son los astrocitos, los pericitos y la
microglia. Los astrocitos son células gliales que ayudan a las neuronas controlando las
concentraciones de neurotransmisores de iones para mantener el equilibrio
homeostdatico del microambiente neural. Modulan la transmision sinaptica y las
reacciones inmunes’. Por su parte, los pericitos regulan la integridad de la BHE, las
uniones adherentes y la transcitosis, asi como la expresién de moléculas que aumentan
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la permeabilidad vascular'?. También pueden regular la fagocitosis, la eliminacién de
metabolitos toxicos del SNC, el diametro capilar, la neuroinflamacion, el trafico de
leucocitos hacia el cerebro, y la actividad de células madre multipotentes!!. Por dltimo,
las células de la microglia son las células inmunes del SNC, distribuidas ubicuamente por
éste y activadas en respuesta a inflamacion sistémica, trauma y varias patologias
neuroldgicas; migran a estos tejidos neuroldgicos dafiados y los fagocitan'®. La
activacion de la microglia se asocia a alteraciones de la expresion de las proteinas de las
uniones estrechas y al incremento de la permeabilidad de la BHE*®.

El endotelio del cerebro dota a la BHE de una superficie de 20 m? para sus multiples
funciones. El espacio entre las células endoteliales aparece como continuo con multiples
anastomosis a través de una serie de redes intramembranosas de hebras que
interactuan con las proteinas de las uniones estrechas en las células endoteliales
adyacentes. De esta forma, la transferencia de solutos e iones entre el cerebro vy Ia
sangre esta bloqueada por la fusién de uniones estrechas?.

2.2. Fisiologia de la BHE

Debido a la existencia de la BHE, la practica totalidad de macromoléculas y cerca del 98%
de las micromoléculas no pueden pasar al tejido cerebral per se. Sélo aquellas moléculas
con un peso molecular inferior a 600 daltons, con menos de 6 aminoacidos y moléculas
solubles en lipidos serdn capaces de atravesarlal®. No obstante, existen varios
mecanismos de transporte para que moléculas pequenas y macromoléculas crucen la
BHE (Figura 2).
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paracelular ranscelular proteinas mediada por mediada por de eflujo
Agentes Agentes Glucosa, a.a. rgceptor ) gb;orclon
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Figura 2: Rutas de transporte a través de la BHE. Adaptado de Lily E.%’.



Para moléculas pequefias, existen dos rutas independientes de mecanismos externos
para cruzar la BHE. En primer lugar, pequenas moléculas hidrofilicas pueden atravesar
este obstaculo fisiolégico mediante transporte paracelular (a través de via acuosa). No
obstante, este mecanismo esta limitado por la regulacion de la relajacion transitoria de
las uniones estrechas entre las células endoteliales!. En segundo lugar, se ha
demostrado que pequeiias moléculas lipofilicas y gaseosas (como O, y CO,), se
introducen en el tejido cerebral a través de la difusidn transcelular (disolviéndose en su
membrana lipidica), un mecanismo no saturable que permite el paso libre siguiendo la
concentracién de gradientes® 2%,

Para el resto de moléculas pequefias y para la casi totalidad de las macromoléculas, los
mecanismos para cruzar la BHE requieren de transportes especificos'®1°:

- Transporte de proteinas o transcitosis mediada por transportador: se produce
la unién de un soluto (ej: glucosa, aminoacidos, nucledsidos) a un transportador
de proteinas que se encuentra en un lado de la membrana, produciéndose un
cambio conformacional en la proteina cuyo resultado es el transporte de la
sustancia al otro lado de la membrana.

- Transcitosis mediada por receptor: es el medio para el transporte selectivo de
macromoléculas. Las células endoteliales tienen receptores para la captacion de
muchos tipos diferentes de ligandos, incluyendo factores de crecimiento,
enzimas y proteinas plasmaticas. Estos sistemas incluyen receptores de
transferrina, insulina, lipoproteina o toxinas.

- Transcitosis mediada por absorciéon: funciona gracias a la interaccion
electrostatica entre una sustancia cargada positivamente y la superficie de
membrana cargada negativamente. Este mecanismo no tiene una alta afinidad,
pero si una mayor capacidad de transporte que la transcitosis mediada por
receptor.

- Transportes de eflujo: son responsables de eliminar farmacos del cerebro y uno
de los mayores obstaculos para la acumulacién de grandes cantidades de
moléculas activas en el cerebro. La glicoproteina P es un ejemplo de un potente
transportador de eflujo dependiente de energia, que proporciona una gran
contribucién al eflujo de los xenobidticos del cerebro a la sangre, siendo asi un
importantisimo protector cerebral.

Aunque el endotelio de la BHE es el mayor obstaculo para el transporte de sustancias a
nivel cerebral, la actividad de los pericitos, de la membrana basal y de los astrocitos
también contribuye a la regulacién del transporte de la BHE bajo condiciones fisioldgicas
y puede actuar como una defensa en sustitucion del endotelio si este estuviese
comprometido??.

El estudio de estos mecanismos de transporte ha sido esencial para comprender como
funciona la BHE y para desarrollar estrategias que permitan administrar agentes
terapéuticos al cerebro. Este aspecto sera desarrollado en el siguiente apartado.



3. ESTRATEGIAS DE INTRODUCCION DE AGENTES TERAPEUTICOS AL CEREBRO.

Desde hace décadas se han hecho grandes esfuerzos para administrar farmacos vy
agentes diagnosticos al cerebro. Existen varias técnicas en uso y otras en investigacion
para realizar este cometido?’. A modo general, las estrategias que se usan para alcanzar
la BHE se clasifican en dos vias principales®:

Via invasiva: via a través de la cual se administran drogas directamente al
cerebro de forma quirdrgica. Aunque no causemos toxicidad sistémica y demos la dosis
ideal requerida, las inyecciones cerebrales se basan en la difusidn cerebral, la cual es
concentracion-dependiente y desciende desde el lugar de administracion.

Via no invasiva: se basa en un abordaje sistémico, incluyendo las rutas
principales: la nasal y la sistémica. No obstante, hay enormes limitaciones como la
permeabilidad concreta de la droga y efectos sistémicos no deseados.

De una forma un poco mas detallada, las vias mas cldsicamente usadas incluyen :

e Administracion intracraneal (inyecciones directas): las inyecciones pueden
conseguir altas concentraciones a nivel local de los fdrmacos y se evita la afectacién
sistémica de estos. No obstante, esta técnica es altamente invasiva, tienen grandes
efectos secundarios y son dificiles de realizar.

e Administracion nasal: de bajo riesgo, no invasiva y facil de realizar. No obstante, la
cantidad de farmacos que se consigue administrar al cerebro es baja y la eficacia
depende del paciente a tratar.

e Inyeccion arterial de soluciones osméticas: aunque se alcanzan grandes
concentraciones del farmaco, su administracion requiere anestesia general y tiene
grandes efectos adversos debido a que el farmaco se distribuye a lo largo de la
circulacion sanguinea, pudiendo tener efectos mas alld del lugar deseado. Es una
técnica compleja e invasiva.

e Lipidacion de farmacos (de pequeiias moléculas): es una técnica facil de realizar y
tiene distribucién a todo el cerebro; no obstante, sélo puede realizarse con farmacos
gue puedan ser esterificados facilmente.

Estos métodos presentan varias limitaciones ya que la mayoria de ellos son de via
invasiva y podrian conllevar riesgo de infeccion o trauma cerebral, ademas de una
distribucién holocraneal y no localizada que puede dar liberacién del farmaco a la
sustancia blanca, lo cual es un efecto altamente indeseable?®.

A continuacidn, se explicaran otros métodos mas actuales para mejorar el transporte de
farmacos al SNC.

3.1. Métodos fisicos

Entre los métodos fisicos el mas destacado es el ultrasonido focalizado (FUS) por su
buena resolucidn en tiempo y espacio y por el poco dafio que causa'®. El FUS es una
técnica no invasiva, que se usa en combinaciéon con microburbujas gaseosas y guiado



por resonancia magnética transcraneal. Esta técnica permite un aumento transitorio de
la permeabilidad de la BHE debido a la disrupcion de las uniones estrechas de los
capilares. De esta forma se incrementa especificamente la biodisponibilidad de los
agentes terapéuticos en la zona donde se dirige la energia FUS (Figura 3)%L.

— 3 MM

Figura 3. Mecanismo de funcionamiento del FUS. La interaccion de microburbujas y el
FUS interrumpe transitoriamente las uniones estrechas de la luz capilar para permitir
que los agentes terapéuticos penetren en el cerebro. La BHE vuelve a la normalidad unas
horas después de la exposicion a FUS. En la imagen se observa la captacion cerebral en
la resonancia magnética con contraste dindmico a diferentes horas, con una gran
expansion inicial y disminucion de la distribucion de la sustancia hasta llegar casi a cero
a las 24 horas. Imagen tomada de Chen K, et al. %L

No obstante, a largo plazo este método podria producir dafios en las células
endoteliales, encontrando en algunos casos fendmenos de hemorragia o coagulacién
térmica que dependeran de la duracidn y la frecuencia de repeticion del FUS?®.

3.2. Métodos quimicos

Los métodos quimicos son aquellos que modifican las propiedades fisico-quimicas del
farmaco para dotarlo de propiedades que le faciliten una mejor penetraciéon en el
cerebro. Los métodos quimicos actuales para cruzar la BHE se dividen en:

a. Modificacién quimica del medicamento para formar un profdrmaco. Los
profarmacos son derivados de moléculas de farmacos que experimentan una
transformacion enzimdtica y/o quimica. Esta transformacion principalmente
consiste en dotar a los farmacos de una superficie lipotrdpica y favorecer el paso
a través de la BHE ' para liberar el firmaco original activo, que serd el que ejerza
el efecto deseado??.

b. Acoplamiento de los medicamentos con manitol o sustancias aromaticas (como
borneol y almizcle). El manitol afnadido puede inducir una alta presién osmdtica
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para abrir la BHE temporalmente y las sustancias aromaticas podrian cruzar la
BHE como medicamento de reanimacién?®.

3.3. Métodos biolégicos

Aunque, como se explicé anteriormente, la mayoria de las moléculas tienen su entrada
restringida al cerebro por la presencia de la BHE y sus uniones estrechas, existen varios
mecanismos bioldgicos a través de los cuales algunas sustancias necesarias son capaces
de pasar al interior del SNC. El conocimiento de estos mecanismos es esencial para el
desarrollo de farmacos que permitan una mejor penetracion a través de la BHE.

El ketoprofeno (un antiinflamatorio de gran potencia analgésica), por ejemplo, se puede
unir quimicamente al aminodcido tirosina para que sea reconocido por la proteina
transportadora LAT1, permitiendo su entrada mediante transcitosis mediada por
portador. Otro ejemplo es la union del paclitaxel con un péptido de la toxina diftérica (el
angiopep-2), que permite la entrada al SNC mediante transcitosis mediada por
receptor?®.

Otra estrategia que se ha utilizado es unir antibiéticos a inhibidores de la glicoproteina-
P (Gp-P) para mejorar las acumulaciones de los farmacos a nivel intracelular. Un ejemplo
lo constituye el tariquidar (un inhibidor de Gp-P), que se utilizé para superar la
resistencia bacteriana al ciprofloxacino. Como resultado se observé un aumento de la
sensibilidad de la bacteria al antibidtico en presencia de tariquidar, ya que esté aumentod
las concentraciones de ciprofloxacino intracelularmente 2324,

A pesar de los avances en el desarrollo de estrategias para atravesar la BHE, en los
ultimos anos, sdlo un 3-5 % de farmacos dirigidos al cerebro han llegado a
comercializarse, debido a que la mayoria no pudieron cruzar la BHE in vivo®. Con el
surgimiento de la nanotecnologia y la nanomedicina, se espera que se puedan
desarrollar nuevas formulaciones que ayuden a hacer frente a los tratamientos
convencionales, mejorando los sistemas de diagndsticos y terapia de las enfermedades
gue afectan al sistema nervioso.

4. NANOTECNOLOGIA Y NANOMEDICINA

El concepto de la nanotecnologia fue propuesto por primera vez por el fisico premio
Nobel de Fisica, Richard P. Feynman, en 1959 en su articulo: “There's Plenty of Room at
the Bottom. An invitation to enter a new field of physics.” Aunque el término "nano" no
aparece como tal, este articulo se considera el texto fundador de la nanotecnologia, ya
que en él se desarrolla la vision de manipular y controlar mecanismos a pequefia escala,
augurando que seria posible organizar los atomos como se desease gracias a la base de
mecdnica cudantica y el uso de microscopios mas precisos?®.
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El término “nanotecnologia” es definido por la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia
como “la comprensidon y el control de la materia en dimensiones entre
aproximadamente 1y 100 nandmetros”® (Figura 4).

Célula eucariota

Atomo (0.1 nm) ADN (2 nm) Bacteria 0.15-2 um 10-30 pm Pelo (60 um) Polen (4ooum)
l 1 1 lllllll 1 1 lllllll 1 1 llll!ll L 1 !llllll L 1 lllllll L 1 lllllll 1 1 lllllll
100pm 1nm 10nm 100nm 1Hm 10um 100um Tmm

%
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CELULARES e, -
Ribosoma 20 nm

Microtubulo25 nm & -
Lisosomas 200-500 Mitocondria "y Hematie

Virus (10-150 nm) 3pm (9 um)

4 P

Neurona (200 um)

QDs AuNPs
(1-5nm)  (10-25nm)

Figura 4: Comparacion del tamafio de los nanomateriales. Adaptado de Bayda S, et al.
27

Por su parte, la nanomedicina es la aplicacidon de la nanotecnologia a las ciencias de la
salud 28. Segun la European Science Foundation: “La nanomedicina utiliza herramientas
de tamafo nanométrico para el diagnodstico, prevencién y tratamiento de enfermedades
y para obtener una mayor comprension de la compleja fisiopatologia subyacente de la
enfermedad. El objetivo final es mejorar la calidad de vida"?°.

Dentro de los NMs, las nanoparticulas (NPs) presentan especial interés. Estos
nanosistemas son transportadores coloidales que tienen la capacidad de mejorar
potencialmente la entrega de medicamentos, pudiendo encapsular fdrmacos y dirigirlos
al tejido diana de forma controlada y precisa?>3°. La administracion de agentes
terapéuticos mediante NPs presentan numerosas ventajas en comparacion con los
tratamientos convencionales:

- La mayoria de estos nanosistemas son biodegradables y biocompatibles, lo que
aumenta su proteccién contra la degradacién, asi como un mayor acceso a
compartimentos bioldgicos3!.

- Se puede mejorar la solubilidad, la difusién e inmunogenicidad del farmaco en
los tejidos3°

- Se puede aumentar la especificidad en la célula, tejido u érgano de interés
mediante la unidn de ligandos de direccionamiento, permitiendo una
administracion dirigida en el compartimento deseado, con lo que se reduce la
toxicidad en otros 6rganos o tejidos sanos’.
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- Permiten la liberacién controlada del medicamento y garantizan el
mantenimiento de los niveles del farmaco plasmatico dentro de los rangos
terapéuticos. Evita la necesidad de administracién continua de concentraciones
elevadas de drogas en el paciente, con lo que se reduce la toxicidad y el coste de
los tratamientos’.

4.1. Nanomateriales como sistemas de administracion de agentes terapéuticos al SNC

Varios aspectos deben ser considerados para la administracion de agentes terapéuticos
al SNC: (1) los NMs deben ser biodegradables y capaces de eliminarse del cerebro; (2)
se debe desarrollar un método de preparacidén uniforme para hacer que las NPs sean
homogéneas y predecibles; (3) los factores que influyen en el comportamiento in vivo
de las NMs deben ser bien aclarados y evaluados, y (4) dotar de la maxima
especificidad3?.

Actualmente existen muchos tipos de NMs con caracteristicas fisico-quimicas
diferentes. De entre ellos, a continuacidn, se comentan los mas relevantes que se han
utilizado para administracién de farmacos al SNC (Figura 5).

e Dendrimeros. Son estructuras poliméricas que tienen un nucleo central de donde
emergen multiples ramas. La superficie de estas NPs presentan grupos funcionales
que permiten su conjugacion con moléculas de direccionamiento, por ejemplo,
haciéndolos mas versatiles y biocompatibles33. Los dendrimeros de poliamidoamina
son los dendrimeros mas estudiados para el tratamiento de enfermedades
neuroldgicas. Estos dendrimeros conjugados con polietilenglicol se han utilizado
como vehiculos para la administracion de medicamentos y reduccién de la
coagulacién de la sangre en el tratamiento del accidente cerebrovascular. También
se ha conseguido ralentizar y prevenir la enfermedad de Alzheimer con dendrimeros
de fésforo catidnico que alteran las agregaciones de B amiloide y Tau'34.

e NPS poliméricas. Son coloides sélidos que se componen de una matriz central en la
gue se pueden incrustar fdrmacos, con tamafios generalmente entre 10 nm hasta
casi 1 um?. El cianoacrilato de polibutilo (PBCA), el acido polilactico (PLA) y el dcido
polilactico-co-glicélico (PLGA) son los sintéticos mas utilizados, y ademas son
polimeros totalmente biocompatibles y biodegradables!. Un ejemplo de este tipo
de NPs son de PLGA con un farmaco antituberculoso. Estas NPs conjugadas se
administraron a ratones, observandose que se mantenian altos niveles de farmaco
durante 9 dias en el cerebro, siendo estos valores mucho mas elevados que con el
resto de las administraciones comparadas. Ademas, la administracion de 5 dosis de
la formulacion de NP (contra 46 dosis de farmacos sistémicos convencionales) dieron
como resultado bacterias indetectables en las meninges®’.

e Micelas poliméricas. Estan formadas por copolimeros anfipaticos cuya agregacién
en medios acuosos conduce a estructuras esferoidales con una cubierta hidroéfila y
un nucleo hidréfobo y con un buen grado de estabilidad. Las caracteristicas
modificables de las micelas poliméricas hacen posible que estas respondan a
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estimulos externos (pH, luz, temperatura, ultrasonido, etc.), lo que desencadena una
liberacion controlable de farmacos. Las micelas tienen la ventaja de poder
administrar moléculas poco solubles en agua, proporcionando una liberacion
sostenida y controlada, asi como estabilidad quimica y fisica de los farmacos. Se ha
descrito la posibilidad de utilizar estas NPs de micelas cargadas de curcumina para
su administracion en el tratamiento del gliomay en la enfermedad de Alzheimer® 37,

Nanoparticulas
poliméricas

Micelas Nanoparticulas de oro Nanoparticulas de
silice mesoporosas

Figura 5. Diferentes tipos de NPs, utilizadas en la administracion de farmacos al SNC.
Adaptado de Singh AP, et al.3738,

Liposomas. Son vesiculas esféricas compuestas de una membrana lipidica de dos
capas, generalmente con un nucleo de solucién acuosa y ligeramente mas grandes
(tamafios desde 30 nm a varios micrémetros) que las NPs convencionales®. Al
manipular su formulacién utilizando lipidos de diferentes longitudes de cadena de
acidos grasos, los liposomas pueden construirse para ser sensibles a la temperatura
o al pH para permitir la liberacidon controlada de sus contenidos. Los liposomas
sensibles a la temperatura pueden liberar el contenido del medicamento en pocos
segundos al generarse la hipertermia. Ademas, la administracion mediante
liposomas tiene los beneficios derivados de que estos estén formados por los
componentes de las membranas celulares humanas, lo que les hace mas
biocompatibles, menos téxicos, mas biodegradables y no inmunogénicos.>® Por
ejemplo, se utilizaron liposomas cargados con doxorrubicina resultando en
regresiones completas de xenoinjertos de tumores humanos en todos los ratones
estudiados?®.

Nanoparticulas de oro. Estas NPs son inertes y no toéxicas. Las NPs de oro mas
utilizadas presentan un rango de tamafio de 10-20 nm (sobre todo para la
administracién cerebral)!l. Estan recubiertas principalmente por moléculas que le
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permiten una facil funcionalizacion y adicion de diversas biomoléculas, como
farmacos, ligandos dirigidos y genes*!. Las NPs de oro son muy utilizadas en la
terapia fototérmica, ya que pueden convertir eficientemente la luz en calor. Se elige
luz infrarroja debido a la absorcion minima por los tejidos en estas longitudes de
onda, que es suficiente para inducir dafio citotéxico.** Ademds, esta terapia ha
demostrado ampliamente su capacidad para actuar sola o sinérgicamente con otras
terapias convencionales como la quimioterapia (ya que altera la BHE y aumenta la
concentracion del farmaco en el area del tumor). Por ejemplo, ya hay varios
resultados prometedores en el tratamiento del glioblastoma en los modelos
preclinicos*? .

Ademas, las propiedades de las NPs de oro también facilitan el diagndstico por
imagen. Esta imagen se genera al inyectar millones de NPs de oro funcionalizadas
directamente al tumor, donde se unen especificamente a las células cancerosas y
se dispersan (brillan), lo que facilita la identificacidon del tumor y diferenciarlo de las
células sanas*!. Gracias a su uso se ha demostrado una mejoria en la administracion
de farmacos al cerebro en la enfermedad de Parkinson y de Alzheimer. Ademas, se
ha estudiado el efecto del tamaifo de NPs de oro recubiertas de insulina sobre la
capacidad de atravesar la BHE, siendo las mas pequeiias, con un diametro de 20 nm,
las que presentaron mejor distribucién y acumulacién en el cerebro®3*,

e Nanoparticulas de silice _mesoporosa. Las NPs de silice mesoporosa tienen
propiedades muy interesantes, como tener una gran superficie y baja densidad. La
liberacion del farmaco se puede regular por un sistema que permite la aperturay el
cierre de los poros segun sea conveniente por dos tipos de estimulos: externos y
por medio de diferencias en las condiciones quimicas de los entornos celulares
externo-interno (como pH, fotoirradiacion o temperatura)?®42, Este tipo de NPs
cargadas con doxorrubicina se utilizaron en el tratamiento de glioblastoma en
ratones, donde ademas se funcionalizaron con un ligando dirigido al tumor. Las NPs
fueron capaces de penetrar la BHE e interrumpir la irrigaciéon de las células
cancerigenas murinas privandolas de la nutricion necesaria y antagonizando las
células cancerosas con alta selectividad y precision; viendo una mayor eficiencia y
selectividad de estas NPs en comparacion con la administracion clasica de
doxorrubicina libre*3,

Los recubrimientos de silice han sido ampliamente utilizados para mejorar la
estabilidad y aumentar las ventajas de otro tipo de NPs, como por ejemplo las NPs
de oro recubiertas de silice mesoporosa. Entre estas ventajas destacan una buena
capacidad de conversién fototérmica y una alta capacidad de carga de farmacos. Al
contrario de las NPs de oro generadoras de calor, este tipo de NPs mostraron una
mejor estabilidad y capacidad de conversion fototérmica después de la irradiaciéon
repetitiva de luz infrarroja*.

Ademas de los ejemplos comentados, actualmente existen ensayos clinicos basados en
la administracién de NPs a través de la BHE. Por ejemplo, en un estudio se realizd una
formulacidn de liposomas catidnicos unidos a un anticuerpo que reconoce el receptor
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de transferrina. Estos liposomas encapsulan el gen p53, con el objetivo de restaurar su
funcidn (ya que sus mutaciones pueden afectar a la eficacia de los tratamientos estandar
contra el cdncer como la radiacién y la quimioterapia)*. También hay otro ensayo clinico
con irinotecan pegilado, que esta actualmente aprobado por la FDA para el cancer
metastasico de pancreasy que se estd estudiando para tumores sélidos cerebrales*.

4.2. Conjugacidon de NMs con moléculas o ligandos para la administracion de agentes
terapéuticos a través de la BHE

Con el objetivo de mejorar el transporte de agentes terapéuticos a través de la BHE, los
NMs se pueden conjugar con diferentes moléculas o ligandos: (i) ligandos o moléculas
que median la adsorcion de proteinas de la sangre, las cuales interaccionan con los
receptores de la BHE; (ii) ligandos que tienen interaccién directa per se con receptores
de la BHE o transportadores, y (iii) ligandos que aumentan la carga e hidrofobicidad?:

(i) Ligandos o moléculas que median la adsorcion de proteinas de la sangre, las
cuales interaccionan con los receptores de la BHE. Dentro de este primer grupo
podemos incluir al polisorbato 80, que puede adsorber la apolipoproteina Ey / o A-I.
El polisorbato permite la union de apolipoproteinas sanguineas cuya interaccion con
los receptores de lipoproteina expresados en el endotelio cerebral permite el cruce
de la BHE. Por ejemplo, NPs de PBCA (cianoacrilato de polibutilo) recubiertas con
polisorbato 80 permitieron la administracion cerebral de una cantidad de
medicamentos que no pueden atravesar la BHE en forma libre. La eficacia de este
sistema de administracién de farmacos se demostrd con mayor claridad al estudiar
la doxorrubicina unida a PBCA. Las NPs recubiertas con polisorbato 80 produjeron un
efecto anti-tumoral elevado frente a glioblastoma intracraneal en ratas?.

(ii) Ligandos que tienen interaccion directa per se con receptores de la BHE o
transportadores. Se incluyen ligandos dirigidos a proteinas receptoras, como el
receptor de transferrina (péptido de transferrina, proteina de transferencia o
anticuerpo contra transferrina), receptor de insulina, o transportador de glucosa,
entre otros?.

(iii) Ligandos que aumentan la carga e hidrofobicidad. Por ejemplo, el
recubrimiento de NPs con péptidos anfifilicos, para facilitar la absorcién por las
células endoteliales de la BHE. De esta forma, se conjugaron NPs de oro con el
péptido anfipatico CLPFFD (péptido Cys-Leu-Pro-Phe-Phe-Asp). En comparacidn con
las NPs sin conjugar, el conjugado con CLPFFD mejord el suministro al cerebro,
aumentando la concentracion de oro en cuatro veces, ademas no alterd la integridad
de la BHE y no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad celular®’.

Ademas de los ligandos comentados, los NMs se pueden unir a moléculas para mejorar
su tiempo de circulacion sanguinea y biodisponibilidad. Se sabe que cuando los NMs
entran en un medio bioldgico, se produce una rdpida adsorcidén de proteinas en su
superficie, formando un recubrimiento proteico denominado biocorona. Este
recubrimiento determina el comportamiento del NM, afectando a su direccionamiento
y eliminacion. De esta forma, muchos NMs son eliminados rapidamente de la sangre a

16



través del sistema reticuloendotelial, lo que disminuye la disponibilidad de los NMs para
su acumulacion en el cerebro. Con el objetivo de disminuir este efecto, se han utilizado
algunas moléculas como el PEG#®4954,

No obstante, el uso de PEG también se ha relacionado con algunos efectos adversos
como: (1) la produccién de hipersensibilidad, por su efecto inmunogénico y antigénico;
(2) aumento de la vacuolizacién en los tejidos; (3) heterogenicidad de los farmacos
pegilados (cada farmaco se vera afectado de una forma diferente por la pegilacion); (4)
en caso de NPs conjugadas con proteinas, se puede producir una pegilacion de estas,
que puede alterar su estructura y/o funcion, y (5) si el PEG es ramificado puede tener

una viscosidad aumentada, disminuyendo la vida media de las proteinas unidas a las NPs
50

Por otra parte, la condicion de la enfermedad y su progresién también deben
considerarse en el disefio de NPs cuando se utilizan estrategias dirigidas activamente.
Los ligandos se seleccionan para atacar de forma activa un receptor de internalizacién
en el lado apical de las células endoteliales cerebrales. Sin embargo, la expresién de
receptores y los mecanismos de transporte pueden cambiar durante el curso de la
enfermedad. Por ejemplo, en la neurodegeneracién del cerebro se pierde el sistema de
proteinas reguladoras de hierro (regulan la expresién del receptor de transferrina), por
lo que habra deficiencia de hierro y las NPs dirigidas a los receptores de transferrina no
seran un sistema efectivo para administrar medicamentos al cerebro en este caso
concreto?°.

5. SISTEMAS NATURALES QUE CRUZAN LA BHE Y SU USO EN LA NANOMEDICINA

Mientras la BHE ha evolucionado para evitar que gran parte de los agentes que circulan
por la sangre lleguen al SNC, los patégenos también han evolucionado hasta crear
multitud de estrategias para traspasar esta barrera fisioldgica. Algunos de estos
organismos, como virus y ciertas bacterias, ingresan al SNC de forma completa. Otros
patdégenos, como bacterias eucariotas, secretan toxinas que interaccionan
preferentemente con las neuronas para ejercer una amplia gama de efectos bioldgicos.
El aislamiento del componente minimamente necesario de la proteina que permite el
neurotropismo de estos sistemas, logra el direccionamiento neuronal sin efecto
perjudicial. De esta forma, los péptidos neurotrépicos que tienen potencial como vector
pueden unirse como ligandos a los NMs para dirigirlos hacia el SNCy que crucen la BHE,
desarrolldndose asi nanotransportadores mas eficientes que los convencionales®'>2.

En el momento actual, los materiales basados en productos naturales se consideran los
elementos clave en la preparacidon y procesamiento de nuevas nanoformulaciones
porque tienen exaltadas ciertas caracteristicas de cara al resto de NMs, como el ser
biodegradables, biocompatibles, disponibles, renovables y de baja toxicidad*°. Nos
fijaremos en los sistemas de estos patdgenos “evasores” para usar sus mecanismos en
la administracion de farmacos, ya que sus estrategias para llegar al SNC podrian
facilitarnos en gran medida la administracién de farmacos a este nivel.
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5.1. Virus

Los virus son los primeros nanotransportadores especificos de la naturaleza, ya que
depositan su carga bioactiva dentro de poblaciones celulares e intracelulares
determinadas®!. Debido a esto y a varias de sus propiedades, como la de su pequefio
tamafio, se han usado como referencia para crear sistemas artificiales de administracién
de farmacos (Figura 6).
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Figura 6. Tamainos y morfologias de algunos de los virus mds comunes. Imagen tomada
de Viralzone.

Muchos virus estan desnudos o sin envoltura, aunque siguen teniendo las proteinas de
la capside para la interaccion con las células diana. Otros virus estan envueltos (obtienen
una bicapa lipidica al pasar a través de membranas de las células huésped), lo que puede
alterar la forma vy la flexibilidad de las particulas virales. Gracias a que la bicapa lipidica
es derivada del huésped, se facilita la evasion inmune, la interaccion con las células diana
y la propagacion del virus de forma no destructiva®?.

Las NPs basadas en virus (VNP) utilizan virus previa eliminacién de cualquier acido
gendmico nucleico, lo que las hace no infecciosas. Después de haberse eliminado el
genoma se aprovechan las caracteristicas intrinsecas que tienen los componentes del
virus para generar las VNP3,

Las VNPs son sistemas de autoensamblaje realmente robustos, se pueden producir
grandes cantidades en poco tiempo y ademads son programables®3. Asimismo, dado que
las VNPs estdn compuestas principalmente de proteinas, son altamente biocompatibles,
biodegradables y con capacidad de cruzar barreras bioldgicas. Ademas, las proteinas de
las cubiertas de los virus son estables y resistentes a la degradacidn fisicoquimica, lo cual
es una ventaja para el desarrollo de VNPs porque significa que tienen una larga vida util
y pueden resistir ciertas condiciones extremas que puedan darse en el organismo >4,

Los virus han evolucionado para interaccionar con proteinas celulares especificas,
entregar su carga de acido nucleico y secuestrar la maquinaria intracelular para producir
los componentes de los virus de la progenie. Esta propiedad es utilizada también por las
VNPs para la entrega de otras moléculas como farmacos. Ademas, los virus se replican
rapidamente, lo que permite su fabricacién econdmica®*. Estas propiedades han llevado
al desarrollo de VNPs basadas en virus de mamiferos para su uso en terapia génica, pero
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es dificil descartar los efectos patogénicos resultantes de las interacciones naturales
entre el virus y el huésped, como la alta inmunogenicidad®>.

En contraste, las VNPs basados en bacteriéfagos y virus vegetales se consideran mas
seguros porque incluso los virus completamente funcionales no pueden infectar a los
humanos>*.Existen varios virus neurotrépicos que pueden penetrar selectivamente la
BHE e infectar el SNC. Las proteinas virales que facilitan la invasién del SNC son, por lo
tanto, un punto de partida interesante para dirigir el tropismo de los
nanotransportadores disefiados para tratar enfermedades humanas>_.

Un ejemplo de virus usados para la administracion de farmacos al cerebro es el virus de
la rabia. El virus de la rabia interacciona con receptores localizados en las uniones
neuromusculares, debido a la saliva de un huésped infectado, donde se produce el
transporte retrégrado al cerebro a través de las neuronas motoras (Figura 7).
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Figura 7. Patogénesis de la infeccion del virus de la rabia. Adaptado de J.L Jameson, et
al. °®.

La envoltura del virus esta compuesta por una membrana lipidica derivada del huésped,
una proteina matriz y una glicoproteina (Figura 6)*. La glicoproteina del virus de la rabia
(RVG) es un elemento esencial para su infectividad, ya que es la responsable de la unién
a las células diana, facilitando la entrada del virus especificamente entre las uniones
neuromusculares a través de la interaccion con receptores neuronales®’.
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Un ejemplo del uso de esta glicoproteina para la administracién de farmacos en el SNC
es en la enfermedad de Parkinson (EP). En la EP el depdsito excesivo de hierro en el
cerebro causante de necrosis de las neuronas dopaminérgicas se trata con un quelante
del hierro: la deferoxamina (DFO). No obstante, la DFO muestra una vida media muy
corta in vivo y apenas penetra la BHE. Por lo tanto, se ha estudiado un sistema basado
en una NP hibrida de lipido-polimero biocompatible modificado con un fragmento de
RVG, un péptido de 29 aminodcidos, que puede administrar DFO al SNC. Estas NPs
penetran la BHE a través de endocitosis mediada por receptor. La administracién de
estas NPs disminuye significativamente el contenido de hierro y los niveles de estrés
oxidativo en la sustancia negra y el cuerpo estriado y reduce el dafio neuronal
dopaminérgico, revirtiendo sus déficits neuroconductuales, sin causar ningun efecto
adverso en el cerebro u otros drganos. Esta, por lo tanto, es una nanoformulacion
prometedora para el suministro al SNC de quelantes de hierro y con un interesante
potencial en el tratamiento de la EP>2,

5.2. Bacterias y toxinas bacterianas

Algunas bacterias son capaces de llegar al SNC, ya sea directamente a través de
interacciones proteina-receptor, a través de células inmunes, o al alterar Ia
permeabilidad de la BHE®?.

e Clostridium tetani y Clostridium botulinum

La toxina tetanica neurotrépica (TeNT) es secretada por Clostridium tetani e ingresa al
SNC a través de uniones neuromusculares para causar la paralisis espastica conocida
como tétanos. La toxina se divide en 3 componentes principales: una cadena ligera 'y 2
cadenas pesadas. La virulencia de la toxina se origina a partir de la cadena ligera, que
previene la liberacion de los neurotransmisores inhibidores del SNC, GABA (acido y-
aminobutirico) y glicina a nivel sindptico, causando excitaciéon de las motoneuronas y
por lo tanto espasmos musculares dolorosos®!. Las cadenas pesadas por si mismas no
son toxicas y facilitan la translocacion de la cadena ligera, la unidén a las células
neuronales vy el transporte retrégrado (de las uniones neuromusculares al axén y de ahi
a las dendritas) (Figura 8)*°. Por ejemplo, se modificd la toxina tetdnica y se conjugé con
NPs de polimeros de PLGA (acido polilactico-co-glicdlico)-PEG-biotina, observandose
una alta capacidad de unirse a las células del neuroblastoma, dejando abierta la
posibilidad de envio farmacoldgico a través de estas NPs tan concretas y especificas®.

Dada su accién de direccidon neuronal, la toxina tetanica es una buena candidata para
facilitar el suministro de farmacos a las neuronas. No obstante, un gran desafio para su
aplicacién en humanos aun por resolver es que la vacunacion promueve la eliminacién
rapida de los agentes unidos a la toxina tetanica por las células inmunes®!. No obstante,
la separacién de las funciones de toxicidad y focalizacién por escision enzimatica o
métodos de clonacién molecular han permitido la investigacion in vivo evitando el
desarrollo del tétanos clinico®®.
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Figura 8. Mecanismo de transporte de la neurotoxina botulinica y tetdnica. La imagen
muestra una neurona motora ilustrando tres compartimientos principales: la union
neuromuscular (UNM), el axon y el compartimento dendritico (SDC). Representacion del
trayecto de la neurotoxina botulinica (trayecto de vesiculas sindpticas locales hacia el
SNP)y la toxina del tétanos en neuronas motoras (transporte retrogrado a las dendritas).
Adaptado de Ovsepian SV, et al.®°.

La toxina botulinica es mas potente aun que la tetanica, y la inmunizacién contra la
bacteria es infrecuente en humanos, por lo que cabria esperar una importante
esperanza en este medio. Sin embargo, la toxina botulinica ejerce su efecto primario
sobre el sistema nervioso periférico en las terminales nerviosas colinérgicas; la cuestion
de si podria lograr la entrada de CNS adn no se ha resuelto.

e Listeria

Tanto en el cerebro sano como en el enfermo, los leucocitos que circulan
periféricamente entran al parénquima cerebral para la vigilancia inmunoldgica del SNC.
Las bacterias, los virus y los protozoos son capaces de infectar a los leucocitos como un
medio para lograr el paso a la BHE. Este proceso se denomina mecanismo de "caballo
de Troya" y es un punto de entrada bien caracterizado para Listeria monocytogenes®?.

Es mads, la propagacion célula-célula de monocitos o leucocitos infectados a células
endoteliales es mas importante aun para el cruce de la BHE por listeria que la infeccion
directa por bacterias libres en el torrente sanguineo®.

Estos datos sugieren que la entrada es mediada principalmente por las células inmunes
circulantes, hecho que deja abierta una poderosa linea de investigacidon basada en la
implicacion del sistema inmune en posibles estrategias de nanotransportadores®!. Por
ejemplo, se estudio una formulacion basada en macréfagos cargados con catalasa, un
potente antioxidante. La intencién era que estos macréfagos pudiesen servir como
tratamiento de trastornos neurodegenerativos (como las enfermedades de Parkinson y
Alzheimer) y accidente cerebrovascular, ya que estos trastornos cursan con inflamacién
cerebral y produccidn excesiva de radicales libres téxicos para las neuronas. Tras la
administracion en ratones con inflamacion cerebral se observé que los macréfagos
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administrados por via sistémica tendian a migrar a regiones de inflamacion y
neurodegeneracion, se acumularon en cantidades terapéuticamente relevantes y
entregaron la catalasa al cerebro del ratén®2.

e Borrelia, Escherichia coli y otros

Los mecanismos que facilitan la infeccién por Borrelia en el SNC incluyen la evasion
inmune, la degradacién de la matriz extracelular a través de la activacion de las enzimas
de la célula huésped y el paso directo a través de la BHE. Estas actividades estan
coordinadas por un conjunto muy diverso de proteinas de superficie como la decorina,
la fibronectina, las integrinas, los glicosaminoglicanos y las moléculas adhesivas
borreliales, que promueven la interaccion del patégeno con las células huésped para
lograr el tropismo del tejido®!. En particular, la decorina se expresa en el SNCy las células
endoteliales cerebrales. Una fuerte afinidad de Borrelia neuroinvasiva por la decorina
sugiere que esta proteina podria tener un papel central en la colonizacién del SNC,
actualmente en estudio de sus posibilidades terapeuticas®.

Por otra parte, estudios recientes han demostrado que las cepas de E. coli que causan
meningitis exhiben la capacidad de penetrar la BHE por un mecanismo transcelular,
invadiendo las células endoteliales microvasculares del cerebro humano sin afectar su
integridad ni la permeabilidad de la barrera. Asimismo, involucra interacciones
especificas con el huésped y con las moléculas de sefializacion de este®. La proteina A
de membrana externa (OmpA) y fimbrias tipo 1 (FimH) en la superficie de E. coli se unen
a proteinas en la superficie de las células endoteliales microvasculares del SNC, lo que
conduce a un reordenamiento del citoesqueleto para permitir la invasidon de
patégenos®!. El factor de necrotizacidon citotoxico 1 (CNF1), factor de virulencia
bacteriana, contribuye a la invasion de E. coli y la penetracién en el cerebro®.

Otro ejemplo es el receptor de laminina (LamR), que esta en el punto de mira de estudios
nanotecnoldgicos actualmente, ya que actla como un receptor importante para que
multiples patdgenos neurotrdpicos alcancen la BHE, tanto bacterianos como virales: E.
coli, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis y Haemophilus influenzae. Los
dominios de unién a ligando en estos organismos para LamR se conservan estructural y
generalmente en asas de porinas expuestas en la superficie de la membrana
bacteriana®®.

5.3. Toxinas de eucariotas

Las toxinas secretadas en los venenos de animales a menudo contienen mezclas
complejas de moléculas organicas y proteinas que actuan de diversas maneras para
afectar la funcién celular.

e Serpientes
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Un caso especial es el de la neurotoxina de la cobra (NTC), un péptido aislado del veneno
de serpiente de Naja naja atra, que muestra efectos analgésicos centrales. Para ayudar
a que la NTC pase en mayor proporcion a través de la BHE y mejorar sus efectos
analgésicos en el SNC, se prepararon nanocdpsulas de NTC mediante doble emulsion con
lecitina de soja y colesterol como caparazon y feoférbido para hacer a la NP fotosensible.
Los efectos analgésicos (que se evaluaron mediante estimulos dolorosos en ratones)
mejoraron después de la inyeccion de NTC. La activacién del feoférbido por la luz roja
aplicada en la regidon nasal generd especies reactivas de oxigeno que abrieron las
nanocdpsulas y ayudaron a que mayor cantidad de NTC ingresara al cerebro de los
ratones®.

e Escorpiones

Se ha determinado la secuencia de aminoacidos de al menos 250 neurotoxinas
individuales, siendo la mayoria compuestas de péptidos unidos por disulfuros. Estos
péptidos se dirigen principalmente a canales idnicos®*. La clorotoxina (CTX) es un
péptido particularmente interesante tomado del veneno del escorpidn Leiurus
quinquestriatus, que bloquea los canales idnicos selectivos de cloruro y tiene una gran
especificidad histolégica para el tumor cerebral primario. Dado el variado tropismo de
las neurotoxinas de escorpidn para receptores especificos que se expresan en el SNCy
SNP, hay un alto potencial de la terapia dirigida'. Basdandose en esto, se utilizaron NPs
de oxido de hierro superparamagnético conjugadas con metotrexato y CTX. Las NPs se
unieron de forma exitosa al tejido tumoral, observandose una acumulacién preferencial
y una mayor citotoxicidad hacia las células de glioma en ratones®®.

6. NANOMEDICINA APLICADA A TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES DEL SNC

Desde hace varias décadas, los trastornos neuroldgicos representan una de las mayores
preocupaciones en la salud mundial, representando la segunda causa de muerte en todo
el mundo®’. Esta situacidn se ha agravado en los Ultimos 25 afios debido al aumento de
la poblacion y al envejecimiento (ya que habrd sobre todo mdas enfermedades
neurodegenerativas) y continuara agravandose en las proximas décadas debido a un
mayor aumento de la esperanza de vida, indicandose en varios estudios que el nimero
de personas mayores de 65 afios aumentara a casi mil millones en 2030 3968,

Aun asi, las estrategias empleadas no han sido suficientemente exitosas para su
tratamiento. Una de las causas por las que se carece de este éxito actualmente es que
no solo hay que crear un componente quimicamente activo, sino que tiene que ser capaz
de alcanzar sitios especificos dentro del SNC, atravesando para ello la BHE®’. No
obstante, la BHE puede verse alterada en diferentes lesiones neuroldgicas, que lleva a
la perpetuacion de la inflamacion y a la neurodegeneraciéon de las estructuras
implicadas. De esta forma, sera importante considerar estas modificaciones como una
oportunidad para disefiar sistemas de administracién de farmacos més eficientes®.

Teniendo en cuenta todos los factores mencionados, la nanomedicina se postula como
una nueva y potente herramienta para el tratamiento de estas enfermedades®. Asi lo
veremos en los siguientes ejemplos.
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6.1 Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno neurodegenerativo mas frecuente, y
se caracteriza por laacumulacién de placas de B-amiloide y ovillos neurofibrilares, déficit
colinérgico, y aumento del estrés oxidativo. La formacién de fibrillas de familoide es un
proceso de auto-ensamblaje dependiente de la nucleacién con una cinética sigmoidea,
donde el proceso se inicia con una fase de retraso (formacidn critica del nucleo del
oligémero) seguida de una elongacién (polimerizacidn del oligdmero) y maduracion de
las fibrillas. Los marcadores mas importantes en la patologia de EA incluyen la
acumulacién excesiva de B-amiloide y proteinas tau fosforiladas (P-tau). Una de las
posibles estrategias terapéuticas implica la eliminacion de tales depdsitos’®.

Hasta la fecha, varios medicamentos han sido aprobados para esta enfermedad por la
FDA: Tres inhibidores de la colinesterasa (rivastigmina, galantamina, donepezilo) e
inhibidores NMDA (memantina). No obstante, estos tratamientos son sélo de naturaleza
sintomadtica, no curativa’?73.

Existen algunos ejemplos prometedores del uso de la nanotecnologia en la
administracion de farmacos al SNC en la EA. Se realizé un diseiio con un sistema de NPs
de lipoproteinas de alta densidad reconstituido por apolipoproteina E3 para eliminar B-
amiloide. Se observé que estas NPs alcanzaban el cerebro del ratén una hora después
de su inyeccion intravenosa. Ademas, después de 4 semanas de tratamiento diario los
depdsitos de B-amiloide, microgliosis, cambios neuroldgicos y los déficits de memoria
disminuyeron’2.

Otro ejemplo con NPs de curcumina (la cual tiene efectos terapéuticos en el Alzheimer)
recubiertas con PLGA (soluble en agua) conjugadas con un péptido de 12 aminoacidos,
gue tiene las caracteristicas de union de la toxina tetdnica y que es capaz de entrar de
forma retrégrada en las células neuronales’. El complejo resultante manifesté la
capacidad de eliminar agregados B-amiloides. Estos experimentos mostraron que el uso
de estas NPs aumenta la concentracion del farmaco 6 veces en el tejido cerebral en
relacion con el método de administracién convencional, mejorando la estabilidad del
farmaco en las células y la memoria’>.

6.2 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo trastorno neurodegenerativo mas
frecuente después de la enfermedad de Alzheimer3!. Esta enfermedad se caracteriza por
la muerte de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra. Ademas, su sello
patolégico distintivo es el cuerpo de Lewy, una inclusién neuronal que consiste
principalmente en agregaciones de proteinas de a-sinucleina’®.

La interrupcion de la BHE en el curso de esta enfermedad se desencadena por la
liberacion de mediadores inflamatorios y el estrés oxidativo, jugando ambos papeles
criticos de contribucidn en la patologia de la EP, remodelando las proteinas de unién y
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causando una "apertura" transitoria de las células endoteliales’’. Ademads, la
glicoproteina P esta regulada negativamente, evitando asi la salida de muchos sustratos
toxicos del SNC y, por lo tanto, la caracteristica destruccion de las neuronas
dopaminérgicas. Dado que la dopamina es un neurotransmisor esencial del SNC y un
mensajero quimico periférico, su agotamiento evita que los nervios motores realicen su
funcién correctamente (movimiento y coordinacién)®>.

Los tratamientos mds usados, como la levodopa (reemplaza a la dopamina), inhibidores
selectivos de la monoaminooxidasa (metabolizador de la dopamina), amantidina o
anticolinérgicos (reducen temblores), producen efectos secundarios significativos y
ademas no detienen la progresion de la enfermedad3’.

Un ejemplo de la aplicacién de nanomedicina a esta enfermedad fue la administracién
intracraneal de NPs poliméricas (ftalato de acetato de celulosa), cargadas con dopamina,
que resulté un suministro sostenido de farmacos. La eficiencia maxima de atrapamiento
de dopamina fue del 63%, y su pico fue mas alto en el dia 3, tanto en el liquido
cefalorraquideo como en el plasma de las ratas, manteniendo un nivel adecuado de
hasta 30 dias. También se ha probado la implantacion intraestriatal de NPs de silice
cargadas de dopamina, comprobandose una reversion de los sintomas en ratas
parkinsonianas sin efectos secundarios observables’®,

6.3 Infartos

El accidente cerebrovascular puede conducir a un estado de discapacidad a largo plazo
en la edad adulta que afecta a aproximadamente 0,8 millones de personas/afio en el
mundo. Debido a la hemorragia de un vaso o a la oclusién vascular de un coagulo de
sangre se produce una carencia de suministro de sangre. Esta privaciéon de oxigeno y
nutrientes conduce a la muerte de las células cerebrales, a la disfuncion de las neuronas
y finalmente a la muerte del paciente’s,

Para reducir la lesion cerebral a través del reabastecimiento de sangre y la activacion del
endotelio, el reclutamiento de leucocitos, la produccién de citoquinas y ROS y la
formacién de edema pueden conducir a una apertura de la BHE, lo que podria
aprovechar para la administracion de medicamentos’®. Entre algunas estrategias
nanotecnoldgicas que se han utilizado, las NPs de platino se han empleado como
radicales libres y captadores de especies reactivas de oxigeno en ratones in vitro e in
vivo, mejorando asi el estrés oxidativo generado en condiciones isquémicas. En modelos
con ratones, las NPs de platino mejoraron el funcionamiento motor y disminuyeron el
volumen de infarto de la corteza. Por otra parte, también se observé una reduccién del
activador tisular de plasmindgeno (Tpa) que en estas condiciones induce daio clinico y
patoldgico’20,

También se han estudiado las propiedades antioxidantes de las NPs de éxido de cerio
(CeO). Se probaron estas NPs en un modelo de accidente cerebrovascular en roedores
demostrandose que las NPs reducen la muerte celular isquémica en aproximadamente
un 50% y la produccién de radicales libres (los cuales producen dafio celular)’®,
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6.4 Tumores cerebrales

A pesar de los avances quirurgicos y médicos, el cancer sigue representando una de las
mayores preocupaciones en salud publica; siendo segun la Sociedad Americana del
Cancer causante de una de cada seis muertes a nivel global y esperdndose 27.5 millones
de pacientes para el 2040. El prondstico para la mayoria de los pacientes con cancer
cerebral sigue siendo sombrio 8.

En el campo de la nanooncologia, la administracién de farmacos puede ser pasiva o
activa. La pasiva se basa en el aumento de la permeabilidad vascular y el efecto de
retencion para lograr la acumulacion de farmaco en las células tumorales 8: efecto EPR
(efecto mejorado de permeabilidad y retencion, del inglés “enhanced permeability and
retention”). El efecto EPR, descrito por primera vez por Maeda y Matsumura®?, se basa
en la alta permeabilidad vascular y el aclaramiento linfatico defectuoso de los tejidos
tumorales (con la progresiva acumulacién de macromoléculas en sus tejidos). No
obstante, los tumores grandes y avanzados tienen muchas areas necroéticas o vasos
sanguineos degenerados, por lo que el efecto EPR también exhibe un alto grado de
heterogeneidad. De esta forma, con una disminucién del flujo sanguineo, el suministro
de farmacos a estos grandes tumores es con frecuencia muy pobre. Por lo tanto, los
desafios para abrir los vasos sanguineos del tumor son criticos y de gran importancia
para la nanomedicina anticancerigena ..

Por su parte, la administracidn activa se refiere a la acumulacién de NPs especificas en
el sitio de interés con estrategias especificas de administracién activa de farmacos a
través de diferentes formas de reconocimiento molecular especifico como ligando-
receptor o antigeno-anticuerpo 8.

Para tratar los tumores solidos se utiliza la orientacion pasiva debido a la mayor
permeabilidad de los vasos sanguineos y al drenaje linfatico deficiente (permite la
acumulacién de farmacos dentro del microambiente tumoral). Para una terapia exitosa
la NP ideal tendré alrededor de 100 nm de didmetro y una superficie hidrofilica 3.

Un ejemplo de la administracion de farmacos en tumores cerebrales mediante el uso de
las NPs lo constituye una NP de silice funcionalizadas con un péptido de la toxina
diftérica cargado con docetaxel dirigido a las células del glioblastoma. Ademas de cruzar
la BHE, permanece en los tejidos tumorales y aumenta la supervivencia media en
ratones con glioblastoma en los estudios realizados®!. Otro ejemplo son NPs de oro
pegiladas y conjugadas con un péptido transactivador de la transcripcion génica del virus
de la Inmunodeficiencia Humana 1. Estas NPs se cargaron con doxorrubicina y se
administraron de forma intravenosa in vivo a ratones con xenoinjertos de células
tumorales en el cerebro. Después de 72 horas las NPs se acumularon dentro de los
microsatélites tumorales en el parénquima cerebral sin acumulacion significativa en el
tejido normal, lo que resultd en una tasa de supervivencia media de 39 dias en el grupo
de tratamiento con estas NPs, en comparacion con los grupos de tratamiento con
doxorrubicina libre a los 25 dias®
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7. CONCLUSIONES

La administracidon de farmacos a través de la BHE representa un importante reto debido
a la presencia de este obstaculo fisioldgico, responsable de la proteccién del cerebro
frente a sustancias externas. Para poder progresar en la eficacia de los tratamientos de
enfermedades neurolégicas (como las neurodegenerativas, el ictus o el cancer) se debe
seguir fomentando e investigando estrategias para entender, modular y franquear los
mecanismos de transporte y funcionamiento de la BHE. La nanomedicina juega un
importante papel, ofreciéndose como una alternativa para resolver los principales
problemas en el tratamiento de las enfermedades del SNC. Los NMs nos ofrecen la
posibilidad de poderlos conjugar con moléculas de direccionamiento que actiuen como
ligandos de receptores localizados en la BHE, permitiendo de esta forma su entrada y
mejorando su especificidad, causando, por tanto, una menor toxicidad en otros érganos
o tejidos sanos. Dentro de estos ligandos, fragmentos de sistemas naturales como virus,
toxinas o bacterias nos ofrecen una amplia libreria de ligandos para llevar a cabo este
propésito. No obstante, aunque algunos sistemas de administracion basados en NMs
han sido aceptados por la FDA, la mayoria se encuentran en periodo de investigacién y
de prueba, teniendo, sin embargo, unos prometedores resultados que abren nuevas
posibilidades en el tratamiento de enfermedades neuroldgicas.
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