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RESUMEN

La fibrosis quistica es una enfermedad genética multisistémica causada por una mutacién del
gen CFTR, que participa en el transporte idnico y la regulacidn de liquidos en diferentes
tejidos. Su disfuncién ocasiona secreciones espesas que obstruyen diferentes érganos como
pulmon o pancreas, aumentando su susceptibilidad a infecciones bacterianas recurrentes y
perpetuando un circulo vicioso que desemboca en disfuncion organica. Los tratamientos
actuales se basan en un conjunto de terapias sintomaticas y moduladores del gen CFTR que
son incapaces de corregir todos los defectos y presentan limitaciones en cuanto a
biodisponibilidad y efectos secundarios. La nanomedicina nace para mejorar las estrategias
actuales, presentando numerosos beneficios y resultados alentadores. Cabe destacar el papel
qgue ejercen los diferentes nanomateriales en cuanto a atravesar las barreras bioldgicas,
proteger la molécula encapsulada frente a la degradacion, alcanzar el lugar diana para ejercer
su accioén e interaccionar con células de los seres humanos gracias a su gran similitud. A pesar
de dichos avances, se sigue requiriendo investigacidn adicional para comprender totalmente
su impacto. En este trabajo se desarrollan las diferentes aplicaciones de la nanomedicina en
el tratamiento de la fibrosis quistica.

ABSTRACT

Cystic fibrosis is a multisystem genetic disease caused by a mutation of the CFTR gene, which
is involved in ionic transport and fluid regulation in different tissues. Its dysfunction causes
thick secretions that obstruct different organs such as the lung or pancreas, increasing their
susceptibility to recurrent bacterial infections and perpetuating a vicious circle that leads to
organ dysfunction. Current treatments are based on a set of symptomatic therapies and CFTR
gene modulators, both unable to correct every single default and with limitations in terms of
bioavailability and side effects. Nanomedicine was born to improve current strategies,
presenting numerous benefits and encouraging results. It is worth highlighting the role played
by different nanomaterials in terms of crossing biological barriers, protecting the
encapsulated molecule against degradation, reaching the target site to exert its action and
interacting with human cells thanks to their great similarity. Despite such advances, additional
research is still required to fully understand its impact. In this work, the different applications
of nanomedicine in the treatment of cystic fibrosis are developed.

PALABRAS CLAVE

Fibrosis quistica, Gen CFTR, Nanomedicina, Nanomateriales.

KEYWORDS

Cystic fibrosis, CFTR gene, Nanomedicine, Nanomaterials.
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1. FIBROSIS QUISTICA

1.1. INTRODUCCION
1.1.1 DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

La fibrosis quistica (FQ) es un trastorno autosémico recesivo multisistémico presente en
aproximadamente 1/3500 nacimientos, que ocurre principalmente en la raza caucasica (1).
Se produce como consecuencia de mutaciones en el gen que codifica la proteina reguladora
de la conductancia transmembrana (CFTR), localizado en el brazo largo del cromosoma 7,
concretamente en 7q31.2. Se han identificado mdas de 1.900 mutaciones, de las cuales
'F508del' (la delecion de tres bases que codifican la fenilalanina en la posicion 508) es la mas
comun (2).

Las mutaciones del regulador de conductancia transmembrana de la fibrosis quistica son
clasificados en grupos segun cémo disminuye la proteina CFTR su sintesis, funcidon o
estabilidad. Esto ha sido fundamental en el desarrollo de terapias de moléculas pequefias
para tratar defectos subyacentes.

1) Las mutaciones de clase | (sin sentido) suelen ser codones de terminacién prematuros
que conducen a una proteina CFTR truncada y no funcional (por ejemplo, G542X y
W1282X).

2) Las mutaciones de clase Il, como F508del, provocan un plegamiento incorrecto de la
proteina y una reduccién de su llegada a la superficie celular.

3) Las mutaciones de clase lll (de activacién), como G551D, permiten la entrega
adecuada de proteina a la superficie, pero el canal no se abre correctamente.

4) Las mutaciones de clase IV conducen a canales de proteinas en la superficie, que se
abren correctamente, pero la conductancia aniénica general se reduce.

5) Las mutaciones de clase V provocan una transcripcién de proteinas reducida y una
menor produccién de CFTR.

6) Las mutaciones de clase VI conducen a una estabilidad reducida de la proteina CFTR
en la superficie celular (1).
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Figura 1. Genética de la fibrosis quistica. Clasificacidon de las mutaciones de acuerdo con la
alteracion que se genera en la proteina CFTR (3).

La proteina CFTR regula un canal aniénico que, mediante su activacién a través AMPc,
transporta pasivamente iones cloruro a través de la membrana apical, regula la actividad de
otros canales iénicos, manteniendo asi un equilibrio de liquidos y electrolitos a través de las
membranas mucosas, y secreta bicarbonato, que es vital para la regulacion del pH y la defensa
contra microorganismos invasores (4). Esta proteina se expresa en la membrana apical de las
células epiteliales de los epitelios secretores de pulmén, pancreas, intestino, glandulas
sudoriparas, conductos biliares y conductos deferentes (5). Centrandonos en su funcidn
principal, es decir, el movimiento de iones de cloruro desde el interior de la célula hacia el
exterior, una vez que los iones de cloruro estan fuera de la célula, atraen una capa de agua,
gue es importante para que los cilios pulmonares realicen un movimiento de barrido que
desplaza la mucosidad fuera de las vias respiratorias. Cuando falla esta proteina, los iones de
cloruro quedan atrapados dentro de la célula y el agua ya no es atraida hacia el espacio
exterior, provocando que la mucosidad de las vias respiratorias se deshidrate y se espese, y
por consecuente que los cilios no puedan llevar a cabo su funcién (6). A todo esto, se suma
una infiltracion masiva de neutréfilos que producen elastasa y destruyen los tejidos, liberando
también grandes cantidades de acidos nucleicos y proteinas citosdlicas que perpettan a la
hiperviscosidad del moco.
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Figura 2. Representacién esquematica de los canales idnicos de sodio y cloruro en la fibrosis
quistica, comparados con los mismos en células normales (7).

1.1.2. PATOGENESIS Y CLINICA

Las principales manifestaciones clinicas son enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
insuficiencia pancredtica exocrina, elevacion de cloro en sudor (conduciendo a una
hidratacion insuficiente lo que dificulta la eliminacién de bacterias) e infertilidad en varones

por azoospermia obstructiva.

Debido a que se altera el transporte idnico, en los pulmones se genera un auténtico circulo
vicioso. Se produce una deshidratacion de liquido en las vias aéreas y un aumento de la
viscosidad de moco. Esto favorece la colonizacién bacteriana crénica que esta asociada a una
respuesta inflamatoria produciendo la obstruccién del flujo aéreo y conduciendo a la
insuficiencia respiratoria e incluso provocando la muerte.

[ Mutacién genética ] [ Muerte
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Figura 3. Fisiopatologia de la afectacion respiratoria en fibrosis quistica (8).

En las expectoraciones de los pacientes los primeros patdégenos que se aislan son
Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae. Con la edad la bacteria dominante es
Pseudomonas aeruginosa y perdura hasta el final de la vida. También se ha observado un
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patégeno oportunista, Burkholderia cenocepacia, el cual contribuye al deterioro de la funcidn
pulmonar. Otros patdgenos que se han observado en los pacientes son Stenotrophomonas
maltophilia, Achromobacter xylosoxidans, micobacterias no tuberculosas y hongos.

Pseudomonas aeruginosa puede infectar de forma crdnica el pulmén. La prevalencia de esta
bacteria aumenta con la edad, alcanzando en la edad adulta casi el 70%. Burkholderia
cenocepacia produce el sindrome de cepacia (presencia de neumonia necrosante y sepsis).
Los pacientes que desarrollan este sindrome fallecen muy pronto. Ademas, esta bacteria es
altamente transmisible. Se ha observado que Pseudomonas aeruginosa y Burkholderia
cenocepacia son resistentes a multiples farmacos por lo que hace que el manejo de los
pacientes que presentan estos patégenos sea complicado (9).

El 85% de los pacientes que fallecen por fibrosis quistica, es debido a una complicacion
pulmonar, generalmente con infeccidn secundaria, que produce una declinacidn progresiva
de la funcién pulmonar con episodios de deterioro de sus sintomas que son conocidas como
exacerbaciones (4).

También se ha observado que los pacientes con fibrosis quistica tienen un mayor estrés
oxidativo que los pacientes con otras enfermedades o sujetos sanos. El estrés oxidativo afecta
a los componentes estructurales y funcionales de las células a nivel molecular debido a que
hay un exceso de especies reactivas de oxigeno y se reducen las moléculas antioxidantes. Este
desequilibrio redox induce a la inflamacién crdnica, contribuyendo al dafio celular persistente
y evita la remodelacidn de las vias respiratorias.

El desequilibro redox produce la alteracidn de diversas vias de seiializacion como la via NFkB
(factor nuclear potenciador de las células B activadas) necesaria para la transcripcion de
diversas moléculas proinflamatorias. Y se observa una sobreexpresion de esta via debido al
aumento de produccidn de especies reactivas de oxigeno y por la estimulacion bacteriana en
la superficie celular. Ademas, los pacientes con fibrosis quistica tienen una deficiencia de
glutatidn, el cual representa la primera linea de defensa del pulmdn contra el estrés oxidativo
y es fundamental para mantener un buen estado redox en las células.

La insuficiencia pancredtica se debe a que la cantidad de cloro luminal es insuficiente para el
intercambio con bicarbonato. Esto conlleva a la obstruccion de los conductos pancredticos y
a que disminuya el jugo pancreatico provocando destruccion del tejido pancreatico. En los
pacientes adultos se observa otro rasgo con elevada prevalencia que es la pérdida de masa
Osea (osteopenia y osteoporosis) y puede estar presente en el 75% de los que presentan la
enfermedad.

Otra manifestacion clinica con una prevalencia bastante alta es la diabetes mellitus
relacionada con la fibrosis quistica (CFRD), la presentan el 2% de los nifios, el 19% de los
adolescentes y el 40-50% de los adultos. Para detectar la CFRD se realiza la prueba de
tolerancia anormal a la glucosa, aunque normalmente no se detecta antes de la pubertad. El
diagnostico se relaciona con un empeoramiento de la funcién pulmonar y un aumento de la
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mortalidad. Se caracteriza por una perdida parcial o disfuncién de los islotes pancreaticos
(conduciendo a una deficiencia de la secrecién de insulina), inflamacién basal crénica y un
aumento del gasto energético.

También hay otras manifestaciones menos comunes como el sindrome de obstruccién
intestinal distal. Se observa en pacientes mayores de 15 afios y provoca el depdsito de
material fecal en el ileon distal y el colon proximal. Los pacientes presentan dolor abdominal,
nauseas, capacidad limitada para defecar, etc. Es comun en pacientes con genotipos menos
graves y enfermedad pulmonar avanzada.

Existe una gran variacion en los signos y sintomas entre la edad de inicio y el ritmo individual
de progresion de la enfermedad, ya que esta depende del genotipo del paciente y del tiempo
de evolucién. Suele manifestarse en los primeros meses de vida con problemas respiratorios
asociados a manifestaciones digestivas. Ademads, hay que tener en cuenta que en cada
paciente la gravedad y el ritmo de progresion de la enfermedad varia considerablemente y
estas variaciones también podrian relacionarse con las diferentes mutaciones del gen CFTR

(9).

1.2. DIAGNOSTICO

La fundacién de fibrosis quistica de Estados Unidos (CFF) publicd directrices de consenso en
2017 que establecen que se puede realizar un diagndstico de fibrosis quistica si un individuo
tiene una presentacién clinica compatible con la enfermedad, es decir, una prueba de
deteccidon neonatal positiva, caracteristicas clinicas consistentes con la fibrosis quistica
(presencia de fenotipos caracteristicos como enfermedad pulmonar y sinusal crénica
recurrente, anomalias nutricionales y gastrointestinales, anomalias urogenitales en los
hombres y/o sindromes de agotamiento de sal), o antecedentes familiares positivos de
fibrosis quistica y evidencia de disfuncion CFTR (p. ej., concentracién de cloruro en el sudor
>60 mmol/L) (10) .

La evaluacion de la disfuncion del canal de conductancia de transmembrana de fibrosis
quistica es de fundamental importancia para definir el diagndstico. Se observa mediante Ia
prueba de sudor con una determinaciéon anormal de cloruro, la presencia de mutaciones del
CFTR causantes de la enfermedad o a través de la medicién de diferencia de potencial nasal
(DPN) o medicién de la corriente intestinal (MCI) anormal.

La prueba del sudor es la mds importante para confirmar el diagndstico ante la sospecha
clinica. Recientemente, se han desarrollado, a nivel internacional, nuevas pautas referidas a
los criterios en el diagndstico de fibrosis quistica. Es asi como, en presencia de una prueba del
talén neonatal positiva o sintomas clinicos de fibrosis quistica o historia familiar de fibrosis
quistica, se establece lo siguiente:
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- Fibrosis quistica confirmada: con determinacidn de cloruro en sudor = 60 mmol/l o
identificando 2 mutaciones causantes de fibrosis quistica en trans y prueba del sudor
con cloruro > 30 mmol/I.

- Fibrosis quistica probable: cuando los valores de cloruro en sudor estén en el rango
de 30-59 mmol/l en dos determinaciones diferentes. En estos casos, se debera realizar
el estudio extendido de mutaciones de CFTR, secuenciacion y/o andlisis funcional
(DPN o MCI). Diagndstico no resuelto.

- Fibrosis quistica improbable: cuando el valor de cloruro en sudor esté por debajo de
30 mmol/I (11).

Algoritmo. Diagnéstico de fibrosis quistica

Cribado neonatal positivo
Signos/sintomas compatibles
Antecedentes familiares

|

l TEST DEL SUDOR l

>60 mEq/L 30-59 mEq/L \ <29 mEq/L ‘

!

ANALISIS GENETICO CFTR

4

2 mutaciones No concluyentea Ninguna mutacién

_ | , J

DPN / OTRASP

Disfuncién CFTR } \ No concluyente } { Funcién CFTR normal }

l l M

Fibrosis quistica poco
probable

Diagndstico de fibrosis
quisticac

‘ Diagnéstico no resuelto

CFTR: regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica; DPN: diferencia de potencial nasal.
aDiagnostico genético no concluyente por presentar 1 o 2 mutaciones de significado clinico incierto.

bExisten otros métodos para valorar la funcion de CFTR, como la medida de la corriente intestinal.

cSe aconseja realizar estudio genético a todos los pacientes diagnosticados de fibrosis quistica.

Adaptado de: Turcios NL (2020)(10),

Figura 4. Algoritmo diagndstico de la fibrosis quistica (11).

1.3. TRATAMIENTOS ACTUALES

La siguiente figura resume las principales anomalias y enfoques de tratamiento en pacientes
con fibrosis quistica.
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Figura 5: Las principales disfunciones fisiopatoldgicas y modalidades de tratamiento de los
pacientes con fibrosis quistica. Los cuadros trapezoidales internos representan las anomalias
fisiopatoldgicas y los cuadros rectangulares externos representan los tratamientos
principales. Los textos que conectan los recuadros exteriores muestran el manejo no
farmacoldgico (2).

Los objetivos del tratamiento se pueden resumir en:

+* Dirigidos al sistema respiratorio.

Con el fin de prevenir y controlar las infecciones pulmonares se recetan antibiodticos,
principalmente formas inhaladas de azitromicina, tobramicina, aztreonam y levofloxacino.
Por otra parte, para el control de la inflamacién de las vias respiratorias se utilizan
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), esteroides inhalados y sistémicos y cromolin.

Para reducir la viscoelasticidad y eliminar la mucosidad espesa y pegajosa de los pulmones y
dilatar las vias respiratorias se emplean agonistas B inhalados con oxigeno humidificado y se
recomienda una solucidn salina hipertdnica del 3 al 6% y dornasa alfa.

Ademads, se recomienda ejercicio y fisioterapia, incluido un dispositivo de presidon espiratoria
positiva (PEP) o un dispositivo de oscilacidon de la pared tordcica de alta frecuencia (un chaleco
de percusién).

7

** Dirigidos al sistema gastrointestinal.

En cuanto a la prevencidn o tratamiento de obstrucciones intestinales, se recomienda
rehidrataciéon oral y laxantes osmaticos si presenta obstruccién incompleta; y enemas de
contraste hiperosmolar si sindrome de oclusion intestinal distal (SOID) Ademas, segun el
estado de los vémitos, se podria utilizar una solucion de lavado intestinal con electrolitos
equilibrados o un enema que contenga diatrizoato de meglumina y diatrizoato de sodio. Para
prevenir la recurrencia, se puede administrar regularmente polietilenglicol 3350 por via oral
durante 6 meses a 1 aino.

10
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Por otra parte, para el tratamiento de la insuficiencia pancreatica, se pauta terapia de
reemplazo de enzimas pancredticas (PERT) que contiene multiples combinaciones de
proteasas, lipasas y amilasas.

*

+* Basados en nutricion vy electrolitos.

Para proporcionar una nutricién adecuada y prevenir la deshidratacion, se recomienda una
dieta rica en calorias y grasas, suplementos de vitaminas ADEK y minerales como fluoruro y
zinc. Ademads, se administran suplementos de cloruro de sodio adaptados a la edad del
paciente y a las condiciones ambientales (2).

/7

** Basados en terapias moduladoras de CFTR.

Desde el momento en que se descubrid la fibrosis quistica y se estudio su relacién con el gen
CFTR, las intervenciones terapéuticas solo tuvieron como objetivo minimizar los sintomas de
la enfermedad y prevenir infecciones relacionadas con ella. Los moduladores de CFTR (como
Ivacaftor , Lumacaftor , Elexacaftor y Trikafta) son moléculas pequenas (pero no
nanoparticulas) que se dirigen a defectos genéticos especificos y han proporcionado nuevas
vias hacia un tratamiento avanzado para pacientes con mutaciones de CFTR comunes y raras
(1). Estos moduladores del CFTR se encargan de corregir y potenciar aquellos canales CFTR
ineficientes de la superficie celular. En el aparato respiratorio regulan el intercambio idnico,
por lo que disminuiran la densidad de las secreciones con la consecuente mejoria del drenaje
bronquial y de la obstruccién al flujo aéreo, asi como la reduccion de las exacerbaciones
respiratorias. Desde el punto de vista digestivo, mejoran la absorcién intestinal y cuando se
administran a edades muy tempranas pueden normalizar los niveles de elastasa fecal,
evitando asi la insuficiencia pancreatica exocrina.

Estos farmacos se metabolizan por via hepatica, principalmente por el citocromo P450 3A4
(CYP3A4) y se eliminan por via biliar. Es por ello que el uso concomitante con inductores o
inhibidores potentes del CYP3A4 como los azoles o algunos macrélidos, deben ser evitados.

El Ivacaftor fue el primero de los moduladores en ser aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) en 2012. Esta indicado en aquellos pacientes con fibrosis quistica
mayores de 6 afios que posean la mutacion G551D (12). Esta mutacidon hace que la proteina
CFTR sea defectuosa por lo que no responde al canal ATP-dependiente. Ivacaftor supera este
bloqueo activando CFTR mediante la apertura del canal independiente de ATP. La funcidn de
este farmaco consiste en aumentar la probabilidad de apertura del canal CFTR activado. En
estudios realizados con lvacaftor se ha observado como disminuyen las cantidades de cloro
en el test del sudor y consigue una actividad del 35-40% de la funcién normal. Mejora la
funcion pulmonar, sintomas respiratorios, exacerbaciones pulmonares y ganancia de peso (9).
Hay que remarcar que el uso de este fdrmaco puede desencadenar una alteracién hepatica,
por lo que hay que vigilar de forma periddica la funcién hepatica.

El segundo modulador que se comercializé fue el Lumacaftor/Ivacaftor. Esta combinacién
estd indicada para los pacientes homocigotos F508del mayores de 2 afos. Lumacaftor actla
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moviendo la proteina defectuosa a su ubicacidn correcta e Ivacaftor modifica el tiempo de
apertura de la puerta de cloruro, mejorando la conductancia de los iones de cloruro. Con este
tratamiento se observé una mejora en la funcién pulmonar ya que los pacientes obtuvieron
un aumento de FEV1 y disminuyeron las exacerbaciones pulmonares (9). Sin embargo, debido
a la aprobacion de otras combinaciones mas recientes de mayor eficacia, tolerancia y
seguridad, este modulador ha quedado relegado a aquellos nifios de 2-5 afios para los que
aun no tiene indicacion la triple terapia (12).

En 2019, la FDA aprobo¢ el tercer modulador Tezacaftor/Ivacaftor para pacientes mayores de
6 afnos, homocigotos F508del y heterocigotos F508del combinados con una mutacién de
funcién residual, como P67L, R117C, L206W, R352Q, A455E, D579G, 711 + 3A = G, S945L,
S977F, R1070W, D1152H, 2789 + 5G - A, 3272-26A - G, y 3849 + 10kbC - T). Tezacaftor es
un corrector que se une a TMD1 (primer dominio transmembrana) y actia aumentando la
cantidad de proteina CFTR en la superficie celular e lvacaftor aumenta el tiempo de apertura
del canal de cloruro (9). Sin embargo, la mejoria funcional es modesta, aumenta el entorno a
un 5% el volumen de aire que se expulsa durante el primer segundo de la espiracién forzada
(FEV1) y reduce las exacerbaciones respiratorias (12).

Por altimo, la triple terapia, la combinacion Elexacaftor/Tezacaftor/lvacaftor marca un antes
y un después en la historia de la fibrosis quistica (12). Combina Elexacaftor, un corrector de
ultima generacién, con Tezacaftor e Ivacaftor. Elexacaftor, al igual que Lumacaftor y
Tezacaftor, ayuda a la proteina F508del-CFTR a adoptar la estructura adecuada para que
pueda moverse a la superficie celular. La combinacion de Elexacaftor con Tezacaftor/Ivacaftor
mejora el rendimiento de la proteina CFTR sobre otros moduladores porque corrige un fallo
adicional en el desarrollo de la proteina F508del-CFTR (4). Aprobada en Espafia en diciembre
2021, esta indicada en todos aquellos pacientes mayores de 6 afos con fibrosis quistica con
una mutacion F508del, lo que permite que un alto porcentaje de pacientes (75%) en Estados
Unidos y norte de Europa tengan acceso al tratamiento y en torno un 40-60% en paises
mediterraneos. La mejoria clinica y funcional con este tratamiento es evidente. Se reduce
notoriamente la tos y la broncorrea, mejora la funcidn pulmonar (aumenta el FEV 1 en torno
a un 10-15%), disminuye las exacerbaciones respiratorias y mejora la calidad de vida del
paciente. Desde el punto de vista digestivo mejora la absorcion intestinal y aumenta la
ganancia ponderal (12).

En un estudio realizado por Barry et al. se incluyeron a varios pacientes mayores de 12 afios
con fibrosis quistica y F508del suprimido o con cierta funcién residual. Los pacientes fueron
asignados aleatoriamente para recibir la triple terapia Elexacaftor-Tezacaftor-lvacaftor
durante 4 semanas o control activo (lvacaftor o Tezacaftor - Ivacaftor) durante 8 semanas.
Los resultados mostraron que los pacientes que recibieron triple terapia tuvieron una
puntuacién en el dominio respiratorio revisado de 10,3 en comparacidén con el control
negativo (ausencia de moduladores CFTR) con una puntuacién de 1,6 (las puntuaciones mas
altas indican una mejor calidad de vida). Solo un paciente tuvo efectos secundarios leves,
como niveles elevados de aminotransferasas, que llevaron a la interrupcién del tratamiento
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durante el periodo de prueba. En otro estudio realizado por Keogh et al., se encontrdé que la
administracion de Elexacaftor-Tezacaftor-lvacaftor en pacientes con fibrosis quistica redujo
en gran medida el nimero de dias de hospitalizacién (de 8,4 dias a 4,7 en un enfoque y de 7,2
a 6,4 en otro enfoque). Por tanto, podemos concluir que la triple terapia utilizada en pacientes
con fibrosis quistica conduce a una mejoria notable en varios aspectos de la enfermedad, tales
como la calidad de vida y los dias de hospitalizacién, en comparacién con pacientes que usan
la terapia estandar con dos farmacos.

Aunque los moduladores de CFTR han mostrado resultados prometedores hasta cierto punto,
estos farmacos tienen varias limitaciones. En primer lugar, estas terapias de “rescate de
proteinas” solo son aplicables a mutaciones especificas de CFTR, lo que no deja opciones para
aproximadamente el 30% de los pacientes que no las presentan. En segundo lugar, alrededor
del 17,2 % de los pacientes elegibles estan obligados a interrumpir su tratamiento debido a
efectos secundarios graves como cataratas, dolor orofaringeo o elevacién de transaminasas,
o a la falta de indicios de mejora (4). Ademas, estos farmacos necesitan medicacion adicional
para el tratamiento de otros sintomas e incluso pueden interaccionar con inductores e
inhibidores del CYP3A y con ellos mismos. Por otra parte, debido a la estructura multidominio
y al plegado secuencial del CFTR, un Unico fdrmaco no puede corregir todos los defectos de
los diferentes dominios. Por ello, siempre serd necesario utilizar combinaciones (7). Otra
desventaja de la terapia con moduladores de CFTR es que actualmente, su coste es enorme,
entre 150.000 y 250.000 euros por paciente al afio (1).

Ademds de las barreras bioldgicas tipicas para la administracion de farmacos, como la
biodisponibilidad limitada y los efectos secundarios sistematicos, la fibrosis quistica presenta
un desafio adicional en forma de una capa mucosa espesa que bloquea el acceso a las células
enfermas. Las terapias genéticas también deben evitar la respuesta inmune y penetrar mas
en la membrana nuclear (13).

En definitiva, los farmacos que existen actualmente para el tratamiento de la fibrosis quistica
presentan ciertos beneficios, pero no son suficientes para la completa remision de la
enfermedad. Por tanto, su eficacia limitada hace que esté en desarrollo una nueva terapia
gue ha permitido la mejora de todos estos limites en su manejo: la nanomedicina.

2. NANOMEDICINA

2.1. INTRODUCCION

La nanomedicina, considerada como uno de los campos de las nanobiotecnologias con
aplicaciones directas en medicina, se puede definir como la ciencia y la tecnologia utilizada
en el disefio y evaluacion de sistemas complejos, a escala nanométrica, formados por al
menos dos componentes, uno de los cuales es el principio activo o molécula biolégicamente
activay, el segundo, es el propio sistema que permite una funcién especial relacionada con el
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diagndstico, tratamiento, o prevencién de una enfermedad. Estos nanomateriales incluyen
componentes activos u objetos en el rango comprendido desde un nandmetro hasta cien
nandmetros.

Los nanomateriales presentan numerosas ventajas; entre ellas, podemos destacar que son
capaces de: proteger la molécula encapsulada frente a su eventual degradacién desde el
momento de la administracién en el paciente hasta que alcanza su lugar de accion o
absorcién; atravesar las barreras bioldgicas como la piel, las mucosas gastrointestinal o
respiratoria o, también, la barrera hematoencefilica; alcanzar el érgano, tejido o grupo
celular diana donde la molécula debe ejercer su accién; alcanzar compartimentos
intracelulares; y por ultimo, liberar la molécula activa en su lugar de accién o absorcién (14).

La interaccidn entre la nanotecnologia y la medicina constituye una oportunidad para llevar
a cabo nuevos tratamientos o mejorar los ya existentes. Las diferentes técnicas que forman
parte de la nanotecnologia manipulan atomos y moléculas, produciendo nanoestructuras
artificiales que, siendo del mismo tamafio que las biomoléculas, pueden interaccionar con
células de los seres humanos (15).

Dos factores principales hacen que las propiedades de los nanomateriales difieran
significativamente de las de otros materiales: el aumento de la superficie relativa y los efectos
cuanticos. Estos factores pueden cambiar o mejorar propiedades como la reactividad, la
resistencia y las caracteristicas eléctricas. A medida que una particula disminuye de tamafio,
se encuentra una mayor proporcion de dtomos en la superficie que en el interior. Por tanto,
las nanoparticulas tienen una superficie por unidad de masa mucho mayor en comparacién
con las particulas mas grandes (16).

Los nanomateriales con propiedades fisicoquimicas Unicas ofrecen un gran potencial en
muchos campos, particularmente en las ciencias biomédicas, incluidos los sistemas de
administracion de medicamentos y genes, el tratamiento del cdncer, sistemas de
seguimiento, ingenieria de tejidos, etc. (17). En el campo del desarrollo de farmacos, los
nanomateriales proporcionan importantes ventajas que pueden atribuirse a sus propiedades
fisicoquimicas para lograr caracteristicas de liberacién controlada. La biocompatibilidad, la
biodegradabilidad y la no inmunogenicidad son las caracteristicas mds esenciales que deben
aplicarse a los sistemas de administracion de farmacos basados en nanomateriales (18). Las
nuevas generaciones de nanoestructuras disefiadas, también conocidas como
nanomateriales disefiados y funcionalizados, han abierto nuevas posibilidades en las
aplicaciones de enfoques biomédicos como la deteccién biomolecular, la administracién de
farmacos, las imagenes biolégicas y la terapia (17).
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2.2 VENTAJAS DE LOS NANOMATERIALES EN EL TRATAMIENTO DE LAS FIBROSIS
QUISTICA

La nanomedicina se emplea ampliamente para diagnosticar, tratar y prevenir enfermedades
pulmonares. Proporciona nuevos materiales en el rango nanométrico con muchas
aplicaciones potenciales en medicina clinica e investigacion (16). En los ultimos afios, se han
logrado avances notables, ofreciendo oportunidades para abordar desafios clinicos histéricos
en enfermedades pulmonares, incluida la resistencia a multiples farmacos, los efectos
secundarios adversos de los agentes terapéuticos convencionales, nuevas imagenes y la
deteccion mds temprana de enfermedades (19).

Las infecciones bacterianas y las complicaciones pulmonares de la fibrosis quistica provocan
altas tasas de mortalidad y morbilidad en todo el mundo. Por lo tanto, el tracto respiratorio
se ha convertido en el objetivo principal para administrar terapias farmacoldgicas y genéticas.
Como hemos mencionado anteriormente, uno de los mayores desafios en el tratamiento de
dicha enfermedad es penetrar en el moco espeso y pegajoso caracteristico, que impide que
los cilios eliminen las bacterias provocando infecciones.

Los sistemas de administracion de farmacos con nanomateriales han demostrado ser utiles
para mejorar la eficacia de farmacos basados en moléculas pequeias y acidos nucleicos. La
encapsulacién de agentes terapéuticos en nanoparticulas aumenta la biodisponibilidad de
farmacos con poca solubilidad, previene su degradacidon y permite su entrada en las células
diana. Sin embargo, desde su entrada al torrente sanguineo hasta que alcanzan su objetivo,
las nanoparticulas encuentran varios obstaculos que pueden impedir la eficiencia de estos
sistemas. Algunos de estos obstaculos incluyen la eliminacién por parte del sistema fagocitico
mononuclear (MPS) y barreras extracelulares como la matriz extracelular (MEC) y el moco.
Estas barreras bioldgicas pueden reducir significativamente la eficiencia de la administracién
de nanoparticulas, lo que genera un aumento de los costos y de los efectos secundarios de
las terapias previstas debido a la necesidad de dosis altas.

Al ingresar al torrente sanguineo, las nanoparticulas se someten a opsonizacidén, que es un
proceso en el que los anticuerpos, los componentes del complemento y otras proteinas se
adsorben en la superficie de las nanoparticulas, formando una corona de proteinas. Este
proceso permite el reconocimiento de las nanoparticulas por parte de los fagocitos que
forman parte del sistema fagocitico mononuclear, que luego eliminaran rapidamente las
nanoparticulas del torrente sanguineo. El grado de opsonizacion y, por lo tanto, el tiempo de
eliminacion, esta fuertemente influenciado por las caracteristicas de la superficie de las
nanoparticulas, como la carga y la hidrofobicidad. Incluso si las nanoparticulas estan
disefiadas para retrasar efectivamente el tiempo de eliminacién por parte del sistema
fagocitico mononuclear, la capacidad de las nanoparticulas para alcanzar las células objetivo
se ve obstaculizada aln mads por las barreras extracelulares que pueden encontrar. Una
barrera extracelular importante es la matriz extracelular, una matriz estructural y protectora
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compuesta de proteoglicanos, fibronectina, elastina, coldgenos, lamininas y otras
glicoproteinas.

La arquitectura del moco es una estructura de malla llena de un liquido de baja viscosidad
compuesto principalmente de fibras de mucina altamente entrecruzadas por enlaces
disulfuro e interacciones hidrofdébicas. Ademas, la actina, el ADN y otras macromoléculas
presentes en la capa mucosa crean barreras hidrofdbicas y electrostaticas que inhiben en gran
medida la penetracion de las terapias inhaladas (13). Las interacciones electrostaticas y el
impedimento estérico, entendiendo por impedimento estérico la caracteristica de Ia
estructura molecular por la cual las moléculas tienen una ordenacién espacial de sus atomos
tal, que o bien impiden la reaccidn con otra molécula, o bien retardan su velocidad (20);
pueden impedir que las nanoparticulas crucen exitosamente la matriz extracelular y la capa
mucosa debido a los dominios cargados, los dominios hidrofdbicos y/o el tamafio de los poros
de la matriz (21).

La remodelacion de la matriz extracelular es una caracteristica comun de muchas
enfermedades que pueden impedir aun mas el transporte de nanoparticulas. En las vias
respiratorias, el moco representa una barrera importante para la administracién de farmacos
en enfermedades pulmonares como la fibrosis quistica. Los estudios han demostrado que el
moco de los pacientes con dicha enfermedad contiene concentraciones mas altas de enlaces
disulfuro y ADN de células inmunes lisadas, lo que conduce a una mayor elasticidad del moco
y a una reduccion en la difusion de particulas (21).

Dos formas comunes de superar la barrera de entrega de la fibrosis quistica son disminuir la
adhesiéon de las particulas al moco recubriendo la superficie de las nanoparticulas con
polimeros inertes al moco, como el polietilenglicol, y reduciendo la viscoelasticidad de la
mucosa con mucoliticos (13).

2.2.1. PEGILACION

La modificacién de la superficie de las nanoparticulas con polietilenglicol (PEG) es un método
comunmente utilizado para abordar las preocupaciones anteriormente mencionadas. El
polietilenglicol es un polimero biocompatible, hidréfilo y con carga neta neutra que, cuando
se conjuga con la superficie de las nanoparticulas, confiere propiedades sigilosas a las
nanoparticulas al proteger el nicleo de las nanoparticulas de la adhesion a biomoléculas que
pueden mejorar sustancialmente su estabilidad en el torrente sanguineo. Por tanto, dicha
técnica se ha utilizado ampliamente para mejorar el tiempo de circulacién, Ia
biodisponibilidad y la difusién de nanoparticulas a través de barreras biolédgicas (21).

Varios estudios han demostrado que las nanoparticulas con recubrimientos de polietilenglicol
de alta densidad evitan la eliminacién a través de sistema fagocitico mononuclear y pueden
navegar con éxito a través de barreras extracelulares. Sin embargo, una desventaja de este
enfoque es la reduccién de la captacidon celular de nanoparticulas pegiladas. Como otra forma
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de abordar esto, los recubrimientos de polimeros ramificados, incluida la pegilacion
ramificada, han sido objeto de varios estudios que muestran un mayor tiempo de circulacién
y una disminucién de las interacciones de las células inmunes cuando se recubren sobre
nanotubos de carbono y nanoparticulas poliméricas. Es probable que el aumento del tiempo
de circulacién de las nanoparticulas pueda atribuirse a una mayor reduccion en la unién de
proteinas debido al impedimento estérico adicional de la arquitectura del polimero
ramificado.

Niicleo acuoso en el que
se deposita el firmaco

Cadena de
Polietilenglicol

Molécula
Anfifilicas

=0

Liposoma Liposoma pegilado

Figura 6. Molécula con cadenas de polietilenglicol, en la que el fdrmaco se deposita en el
nucleo (22).

Cahn et al. investigaron si la combinacién de polietilenglicol de alta densidad y ramificacidon
de polimeros puede mejorar estas ventajas. Para ello, compararon nanoparticulas pegiladas
ramificadas de 4 brazos de alta densidad con nanoparticulas pegiladas lineales de diferentes
pesos moleculares. Los resultados mostraron que el polietilenglicol ramificado se puede
recubrir con éxito sobre nanoparticulas con una alta densidad comparable a la de los
recubrimientos de polietilenglicol lineales. Estos recubrimientos de polietilenglicol
ramificados de alta densidad proporcionaron diferentes beneficios, limitando eficazmente la
adsorcién de proteinas en suero, aumentando significativamente el perfil de difusidon de las
nanoparticulas en la matriz extracelular y en el moco. Por tanto, las nanoparticulas de
polietilenglicol ramificadas de alta densidad pueden ser utiles para abordar los obstaculos en
la administracion de farmacos y presentar una oportunidad para lograr una mayor
acumulacién de nanoparticulas en el sitio objetivo (21).

Suk et al. demostraron el efecto del recubrimiento de polietilenglicol sobre la capacidad de
nanoparticulas para penetrar la microestructura del moco de fibrosis quistica. Compararon
las difusividades, tasas de transporte y desplazamientos de nanoparticulas recubiertas de
polietilenglicol de 100, 200 y 500 nm de diametro con las de nanoparticulas no recubiertas.
El recubrimiento de polietilenglicol aumenté la penetracidn de la barrera mucosa porosa para
la particula de 200 nm, en comparacién con la particula sin recubrimiento. Ademas, también
se encontro que la pegilacién aumenta la movilidad de las nanoparticulas en las biopeliculas
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de Burkholderia multivorans y Pseudomonas aeruginosa, que son el resultado de infecciones
bacterianas comunes en las vias respiratorias de los pacientes con fibrosis quistica. Por tanto,
demostraron la resistencia del polietilenglicol como nanomaterial para facilitar el transporte
de la nanoparticula, ademas de aumentar la penetracién de ésta en presencia de infecciones.

Craparo et al. investigaron mas a fondo el efecto del grado de pegilacién y la conformacion
de la cadena de polietilenglicol, y sintetizaron nanoparticulas fluorescentes (FNP) que
penetran en el moco para administrar ibuprofeno. Usaron a,B-poli(N-2-hidroxietil)-d,I-
aspartamida (PHEA) para unir covalentemente rodamina B (RhB) y acido polilactico (PLA) para
formar copolimeros injertados con un tamaifo promedio de nanoparticulas <200 nm., que
ademas se recubridé con 0%, 2% u 8,5% de polietilenglicol. Su estudio demostré que a medida
gue aumenta la densidad de polietilenglicol, también aumenta la capacidad de penetracion
de las nanoparticulas fluorescentes formadas por a,B-poli(N-2-hidroxietil)-d,l-aspartamida,
rodamina B, acido polilactico y polietilenglicol (PHEA-RhB-PLA-PEG).

Porsio et al. ademas, desarrollaron nanoparticulas fluorescentes de a,B-poli(N-2-hidroxietil)-
d,l-aspartamida, rodamina B, acido polilactico y polietilenglicol (PHEA-RhB-PLA-PEG) con
péptidos penetrantes de células (CPP) para administrar ivacaftor a través de la via pulmonar,
en presencia de moco artificial de fibrosis quistica en células epiteliales bronquiales humanas.
Promovieron la internalizacion de las células de ivacaftor dentro del pulmdén mediante la
introduccion del péptido activador transcripcional transactivante (Tat), un tipo de péptido
penetrante de células. Estas particulas lograron una penetracion mas répida y una mayor
liberacién de ivacaftor (12 %) en comparacién con el 6 % del control de ivacaftor libre.
También se observé una mejora significativa (18,5 % frente a 5,3 %) en la captacion celular de
ivacaftor combinado en células epiteliales bronquiales humanas, con una viabilidad
aproximadamente del 90 % después de 24 h en comparacidn con una viabilidad del 80 % para
ivacaftor libre. A la luz de estos resultados, las nanoparticulas fluorescentes pegiladas y
decoradas con activador transcripcional transactivante muestran un gran potencial para
administrar moduladores de CFTR mediante administracién pulmonar para tratar pacientes
con fibrosis quistica (13), como se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Nanoparticulas que penetran células y moco integradas en formulaciones nano-
micro para la administracién pulmonar de ivacaftor en pacientes con fibrosis quistica.
Imagenes de microscopia de fluorescencia que describen la captacion de (A) Ivacaftor libre,
(B) Ivacaftor pegilado (nanoparticulas fluorescentes) y (C) Ivacaftor- péptido activador
transcripcional transactivante pegilado (nanoparticulas fluorescentes) en células epiteliales
bronquiales humanas después de 4 horas de incubacién en presencia de moco artificial de
fibrosis quistica. lvacaftor encapsulado en nanoparticulas pegiladas con péptido activador
transcripcional transactivante mostré la mayor localizacidon en las células diana. Fila inferior:
Brightfield superpuesto a imagenes fluorescentes (barra de escala: 20 um) (13).

2.2.2. MUCOLITICOS

El moco de la fibrosis quistica obstruye las vias respiratorias y causa infecciones pulmonares
progresivas potencialmente mortales. Las mucinas, principal componente estructural del
moco, son polisacdridos polianidnicos altamente sulfatados sobre una estructura proteica
que se mantienen unidas principalmente por Ca* como contraidn positivo, que en exceso no
permite la expansion normal de la mucina a partir de las células caliciformes. Para poder
expulsar el moco, debe ocurrir un desplazamiento de Ca?* de los granulos de mucina
apretados para permitir la expansién molecular adecuada y evitar la mucostasis. En ausencia
de un entorno rico en bicarbonato y sodio para eliminar y desplazar el Ca%*, como ocurre en
el caso de un transporte de iones disfuncional mediado por el regulador transmembrana de
la fibrosis quistica, las mucinas no pueden sufrir procesamiento postraduccional normal y
expansion a su forma lineal, contribuyendo a un moco que es hiperviscoso, cohesivo y
adhesivo al epitelio de la superficie.

Los tratamientos convencionales que modifican la salinidad y la hidratacion han sido
efectivos, pero no normalizan completamente la eliminacion de mucosidad. La quelacién de
Ca?* se ha investigado como una intervencién para cambiar el entorno iénico local del moco

de las vias respiratorias, pero aun no ha tenido éxito.

Courtney et al. investigaron que la poli (acetil, arginil) glucosamina (PAAG), una
poliglucosamina de alto peso molecular que ha sido modificada quimicamente con restos de
arginina para proporcionar un polimero soluble altamente cargado positivamente interactuia
preferentemente con los sulfatos de mucina. Debido al alto peso molecular del glicopolimero
y debido a que la arginina exhibe interacciones Unicas con los sulfatos, estas interacciones
intermoleculares transitorias desplazan al Ca%* para afectar la morfologia de la mucina. PAAG
interactda con las mucinas de manera dependiente de Ca?* para reducir la viscoelasticidad
del moco y mejorar la obstruccién y el transporte de moco (23).

En otro estudio realizado por Suk et al., se descubridé que la N-acetilcisteina en combinacién
con un recubrimiento de polietilenglicol como nanomaterial, mejoraba la penetracién a
través del moco de la fibrosis quistica. Ademas, Suk et al. evaluaron mas a fondo la capacidad
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de penetracién de las nanoparticulas en forma de varilla que tenian alrededor de 350 nm de
longitud y 10 nm de didmetro a través del moco de fibrosis quistica. Especificamente, la
nanoparticula consistia en poli-I-lisina con 10 kDa de polietilenglicol y ADN no especifico
(nanoparticula CK3oPEGiok/DNA). El moco derivado del paciente se traté con agentes
mucoliticos, incluidos ADNasa humana recombinante y N-acetilcisteina, para probar la
penetracién de nanoparticula CK3oPEG10k/DNA. Si bien la ADNasa humana recombinante sola
no mejoré la penetracion, la combinacién de N-acetilcisteina y ADNasa humana
recombinante demostré un aumento de 13 veces en las difusividades promedio de
nanoparticula CK30PEG10k/DNA en comparacién con el moco no tratado. Por tanto, podriamos
concluir que el recubrimiento de los tratamientos sintomaticos convencionales con
nanomateriales ayudaria a que estos pudiesen actuar de forma mas eficiente.

Broughton-Head et al. desarrollé6 un ensayo de difusion para analizar las propiedades
limitantes y potenciadoras de la difusiéon de los mucoliticos, como la ADNasa humana
recombinante y la N-acetilcisteina. Midieron la penetracién de nanoesferas fluorescentes de
200 nm a través de biogeles sintéticos compuestos de ADN, mucina y actina, que imitan Ila
composicion del moco de la fibrosis quistica. Los resultados mostraron que los biogeles con 5
mg/ml de actina inhibieron significativamente la capacidad de la N-acetilcisteina y la ADNasa
humana recombinante para mejorar la difusion de nanoparticulas, en comparacién con los
biogeles con menores concentraciones de actina. Los autores concluyeron que la actina se
une estrechamente a la ADNasa humana recombinante, reduciendo la actividad de ésta o
atenuando los efectos potenciadores mucoliticos de la N-acetilcisteina (13).

En otro estudio, Namho Kim et al. presentaron una particula penetrante de moco cargada de
ADN sintético (ADN-MPP) capaz de proporcionar una expresion transgénica segura,
generalizada y robusta en modelos in vivo e in vitro de enfermedades pulmonares
mucoobstructivas. Investigaron la capacidad del ADN-MPP para mediar en la expresion del
transgén informador y/o terapéutico en las vias respiratorias pulmonares de un modelo de
ratén transgénico de enfermedades pulmonares mucoobstructivas (Scnnlb -Tg) y en cultivos
de interfaz aire-liquido de células epiteliales bronquiales humanas primarias extraidas de un
individuo con fibrosis quistica. Se administrd por via intratraqueal un plasmido disefado para
silenciar la hiperactividad del canal de sodio epitelial (ENaC), que causa deshidratacion de la
superficie de las vias respiratorias y estasis de moco, a través de DNA-MPP para evaluar los
efectos terapéuticos in vivo con o sin tratamiento previo con solucién salina hipertdnica, un
agente rehidratante de moco de uso clinico. Como resultado, DNA-MPP exhibié una expresion
de transgén informador marcadamente mayor en comparacién con una formulacion
impermeable al moco en modelos in vivo e in vitro de enfermedades pulmonares
mucoobstructivas. EIl ADN-MPP que transportaba pldsmidos silenciadores de ENaC
proporciond una regulacion negativa eficiente de ENaC y una reduccién de la carga de moco
en los pulmones de ratones Scnnlb -Tg, y se lograron impactos sinérgicos tanto en la eficacia
de la transferencia genética como en los efectos terapéuticos cuando el ADN-MPP se
complementd con solucién salina hiperténica (24).
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El poli (dcido sebacico) - polietilenglicol (PSA-PEG) es un copolimero de dibloque
biodegradable que tiene componentes hidréfobos (PSA) e hidréfilos (PEG). Esto permite una
particion suficiente de polietilenglicol de la superficie de las particulas para impartir un
recubrimiento resistente al moco del nucleo de poli (acido sebacico) hidréfobo, lo que
permite que las nanoparticulas de poli (acido sebacico)-polietilenglicol penetren rapidamente
a través del moco humano denso (Figura 8). Los estudios in vitro realizados por Rano et al. en
muestras humanas (moco cervicovaginal) encontraron que la difusividad de un copolimero
de poli (dcido sebacico)-polietilenglicol es mucho mayor que la de las nanoparticulas de poli
(acido sebacico) y polietilenglicol individuales. En los pulmones, donde el espesor promedio
del moco es de 30 um, se encontré que >35 % de las nanoparticulas de poli (acido sebacico)-
polietilenglicol cuando se administraban a humanos mediante transporte intranasal podian
cruzar las capas de moco de 30 um dentro de los 10 minutos posteriores a la administracion.
Las particulas de poli (acido sebdcico) sin recubrimiento tuvieron una baja eficiencia de
penetracion y <0,6% pudieron penetrar la misma capa de moco de 30 um en 4 h. A partir de
este experimento, se encontrd que las nanoparticulas de poli (dcido sebdcico)-polietilenglicol
eran capaces de penetrar el esputo de fibrosis quistica (31 % después de 30 min) con respecto
a las particulas de PSA no recubiertas (0,6 % después de 30 min). Por tanto, observamos cdmo
dichos recubrimientos de polietilenglicol son esenciales para la rapida penetracién del moco
viscoelastico denso como el del esputo de la fibrosis quistica (4).
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Figura 8. Nanoparticulas de poli (acido sebacico)-polietilenglicol que penetran la densa
barrera mucosa en pacientes con fibrosis quistica y alcanza su sitio objetivo (4).
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2.3. NANOMATERIALES EN TRATAMIENTO SINTOMATICOS
2.3.1. INFECCION BACTERIANA

Ademds de impedir que los tratamientos farmacoldgicos convencionales penetren en el
epitelio pulmonar, el moco proporciona un caldo de cultivo para las bacterias. Las infecciones
pueden exacerbar aun mds la condicién del paciente y causar inflamacién. Pseudomonas
aeruginosa es el microorganismo mas frecuentemente encontrado en pacientes con fibrosis
quistica, y se ha demostrado que ciertas cepas adaptadas a entornos mucosos proliferan
facilmente y forman una biopelicula sobre la matriz extracelular de células epiteliales que
recubren los pulmones. El método mdas comun para tratar estas infecciones es mediante la
inhalacién de antibidticos, tipicamente tobramicina. Sin embargo, en su forma libre, la
tobramicina no puede alcanzar un nivel terapéutico porque se elimina rapidamente y no
puede penetrar la membrana mucosa (13).

Para mejorar la administracién de farmacos, Moreno-Sastre et al. desarrollaron lipidos
nanoestructurados cargados de tobramicina (Tb-NLC) para evitar la membrana mucosa y
aumentar la retencion de tobramicina. Se descubrid que los lipidos nanoestructurados que se
combinaron con tobramicina tenian 250 nm de didmetro mediante microscopia electrénica
de transmisién y tenian un potencial zeta negativo, las cuales son propiedades de penetracién
de moco. Ambos lipidos nanoestructurados liberaron el 80% del farmaco en las primeras 24
horas, seguido de una liberacién sostenida hasta 92 horas. Ademas, se demostré que los
lipidos nanoestructurados tenian concentraciones minimas inhibitorias (CMI) similares a las
de la tobramicina libre, lo que significa que la encapsulacidon no afectd sus propiedades
antimicrobianas. En particular, los estudios de imagenes de biodistribucion in vivo mostraron
cualitativamente que los lipidos nanoestructurados cargados con el agente de imagenes
infrarrojas, IR-783 (IR-NLC), pudieron permanecer en los pulmones en mayor medida que el
IR-783 libre tanto a las 24 como a las 48 horas. Las sefiales de IR del IR-783 libre
desaparecieron de los pulmones en 48 horas mediante eliminacién hepatica y renal, mientras
que las sefales de los IR-NLC se concentraron y mantuvieron en los pulmones (Figura 9).
Ademads, en comparacion con la tobramicina libre, ambos tipos de lipidos nanoestructurados
cargados con tobramicina mostraron una mayor eficacia in vitro contra Pseudomonas
aeruginosa, asi como un aumento en la penetracién del moco in vivo y la distribucién
pulmonar en ratones (13). En conclusidén, la tobramicina encapsulada por lipidos
nanoestructurados mostré enormes ventajas con respecto a la tobramicina libre,
demostrando una vez mas la relevancia de la nanomedicina.
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Figura 9. (A) Biodistribucion de IR-NLC e IR libre después de la administracion intratraqueal a
ratones (6rganos en la fila superior de izquierda a derecha: corazén, traquea y pulmones;
fila inferior de izquierda a derecha: vesicula biliar, higado, rifiones y bazo) en diferentes
puntos temporales. (B) a biodistribucion de IR-NLC en las vias respiratorias pulmonares. Los
lipidos nanoestructurados muestran una mayor distribucion pulmonar en comparacién con
el farmaco libre.

Diacono y col. desarrollaron un método diferente para encapsular tobramicina en
nanoparticulas con el mismo objetivo de aumentar la penetracidon de la membrana mucosa.
Descubrieron una fuerte interaccion entre el alginato y la tobramicina. Ademas del farmacoy
el alginato, se afiadid quitosano como polimero estabilizador y las nanoparticulas se
funcionalizaron con ADNasa para ayudar a descomponer los polimeros de ADN que
contribuyen a la mucosidad. Las nanoparticulas de tobramicina (T-NP), tanto funcionalizadas
como no funcionalizadas con ADNasa, tenian alrededor de 500 nm de didmetro. También se
descubriod que las nanoparticulas tenian una baja citotoxicidad, con una tasa de supervivencia
del 90 % después de 96 horas después de la incubacién utilizando larvas de Galleria
mellonella, un sistema modelo que imita la progresidn de las infecciones humanas. Después
de que Galleria mellonella fuera infectada con Pseudomonas aeruginosa, su tasa de
supervivencia se duplicé con el tratamiento con nanoparticulas de tobramicina en
comparacion con el grupo no tratado después de 96 horas (80 % frente a 40 %). En general,
este estudio proporciona evidencia de que la incorporacién de tobramicina en nanoparticulas
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a base de alginato y quitosano muestra eficacia contra las infecciones por Pseudomonas
aeruginosa en el tratamiento de la fibrosis quistica (13).

Tripathi et al. sintetizaron nanobolas de plata de 12 nm, por sus propiedades antimicrobianas
contra bacterias gramnegativas, incluida Pseudomonas aeruginosa, mezclando nitrato de
plata y dodecilsulfato de sodio. Las nanobolas de plata presentan cargas positivas en sus
superficies en solucidn, lo que las atrae hacia las bacterias gramnegativas. Sin embargo, la
carga positiva también provoca interacciones mas fuertes con el moco, disminuyendo la
interaccion que tienen con las bacterias. Las propiedades antimicrobianas de las nanobolas
de plata se midieron en Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis y
Pseudomonas aeruginosa después de 24 horas. Para cada tipo de bacteria, la densidad dptica
disminuyd de una absorbancia de 0,5 sin nanobolas a 0,1 con 40 ug/mL de nanobolas, lo que
indica efectos antimicrobianos exitosos (13).

Otro estudio fue llevado a cabo por Garbuzenko et al. tenia como objetivo verificar el
concepto de que dos medicamentos lumacaftor e ivacaftor aprobados para la cura de la
fibrosis quistica podrian encapsularse en portadores de lipidos nanoestructurados (NLC)
disefiados para su administracion por inhalacion a los pulmones. Demostré que Ia
incorporaciéon a nanoportadores no sélo mejora la penetracion celular de los farmacos, sino
gue también mejora su efecto combinado en los procesos intracelulares, probablemente
debido a sus propiedades farmacocinéticas similares. Este hecho se confirmé midiendo el
flujo de salida de cloruro en células CFBE41o, que son generadas por transformacion de
células traqueobronquiales de pacientes con fibrosis quistica. Los datos mostraron que las
células tratadas con farmacos pegilados con lipidos nanoestructuados mejoraron en el
transporte de iones con una concentracion de 3 UM en comparacion con la combinacion de
farmacos con la misma concentracion. En parte, este efecto podria explicarse por la capacidad
de dicha particula para penetrar el moco y mejorar la administraciéon del farmaco a través de
la membrana celular de las células epiteliales bronquiales CFBE410. En la segunda parte del
estudio (in vivo), se administraron nanoparticulas lipidicas disefiadas cargadas con ambos
farmacos, lumacaftor e ivacaftor, a ratones mediante el método de inhalacién utilizando un
nebulizador de colisién. El tratamiento se aplicé en ratones homocigotos/homocigotos
bitransgénicos Cftrtm1Unc Tg(FABPCFTR)1Jaw/J. Los resultados del estudio mostraron que la
combinacion de farmacos administrados con nanoportadores tratd con éxito la fibrosis
quistica pulmonar, haciendo mas pequenas o inexistentes las regiones afectadas (25).
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Before Treatment After Treatment

Figura 10. Imagenes de resonancia magnética representativas de ratones
homocigotos/homocigotos bitransgénicos Tg(FABPCFTR)1Jaw/J con fibrosis quistica antes y
después del tratamiento. Los ratones fueron tratados dos veces por semana durante cuatro

semanas mediante inhalacién de portadores de lipidos nanoestructurados que contenian
lumacaftor e ivacaftor. Los tejidos pulmonares normales estan coloreados en rojo, mientras
que los tejidos fibrdticos, en verde (25).

2.3.2. CURCUMINA

La curcumina es el principal curcuminoide de los rizomas de la circuma y presenta entre un
1,5 y un 3% de clircuma, siendo responsable del color amarillo extremo de la ciurcuma (26).
La curcumina posee una amplia gama de actividades farmacoldgicas importantes que
incluyen efectos antioxidantes, antimicrobianos, antiinflamatorios y anticancerigenos (27).
Esta sustancia actia como un inhibidor de la bomba de ATPasa impulsado por un gradiente
de calcio que se puede administrar por via oral, siendo capaces de viajar a través del epitelio
intestinal, obtener acceso sistémico y alcanzar el tejido deseado o ubicaciones intracelulares
gue son altamente objetivo de la terapia (4). Debido a que dicha sustancia tiene una baja
biodisponibilidad y absorcidon, se han estudiado varias nanoformulaciones para la
administracion de una forma activa de dicha sustancia, llegando a la conclusién que las
nanoparticulas de curcumina poseen eficacias especiales tanto in vivo como in vitro para el
tratamiento de la fibrosis quistica. Ademas, proporciona una hoja de ruta a través de la cual
niveles superiores de curcumina pueden resistir las condiciones del intestino cuando se
administran por via oral y llegar a los tejidos deseados para ejercer estas acciones locales
potencialmente beneficiosas (28).

Una de las acciones propuestas para la curcumina en el tratamiento de la fibrosis quistica
sugiere que la curcumina puede actuar reduciendo los niveles de iones calcio en los organulos
del reticulo endoplasmatico. Si esto es cientificamente cierto, la entrega de nanoparticulas
gue contienen curcumina al reticulo endoplasmatico y a los organulos asociados puede
aumentar la disponibilidad local de este compuesto en su sitio de actividad funcional o
cercano a él. Berger et al. informaron sobre el efecto estimulante de la curcumina sobre el
funcionamiento del canal CFTR. Observaron que la curcumina reduce el tiempo de cierre del
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canal y aumenta la actividad del canal CFTR (29). Ademds, se conoce que la curcumina modula
negativamente la expresion del receptor tipo peaje 2 (TLR2) proinflamatorio que contribuye
a ejercer su influencia antiinflamatoria. Por tanto, la nanocurcumina puede considerarse una
posible estrategia nutricional para el tratamiento de la fibrosis quistica (28).

En un estudio realizado en el Hospital Infantil Akbar de Irdn, a un grupo de nifios con todas
las clases de fibrosis quistica, se les administré una dosis maxima de 80 mg de nanocurcumina
durante tres meses como suplemento nutricional. Los resultados principales del estudio se
centraron en la inflamacidén, basandose en la interleucina-6, la interleucina-10 y el recuento
de neutrodfilos en hisopos nasofaringeos, que mostraron una gran reduccion de la inflamacidn
después del tratamiento sin efectos secundarios (4).

Dragomir et al. evaluaron el efecto de la curcumina en células cultivadas de rifiéon de hamster
bebé (BHK) transfectadas con AF508-CFTR y lineas celulares epiteliales nasales. El compuesto
curcumina mostré un efecto positivo significativo en el transporte de cloruro mediado por
células AF508-CFTR BHK o células CFBE en células epiteliales de las vias respiratorias (30).

En otro estudio se informd que la curcumina copolimerizada con polietilenglicol mejora la
biodisponibilidad de la curcuminay la solubilidad en agua en las células epiteliales bronquiales
humanas. Ademads, también se desarrollaron inhaladores de curcumina en polvo seco (DPI)
mediante éter metilico-polietilenglicol (5 kDa), que demostré liberacidn sostendida de éste.

También se emplearon proliposomas secados con nanopulverizaciones para llevar curcumina
a los pulmones. Se demostré que los proliposomas secados por aspersién cargados con
curcumina tenian propiedades superiores de aerosolizacidon que capacitaban al fdrmaco para
acceder a regiones profundas de los pulmones. En comparacién con la curcumina en polvo,
se informd que la curcumina proliposomal tiene una alta absorcién y una mayor duracién
media de residencia en los tejidos pulmonares.

Por otra parte, intentdé mejorar la biodisponibilidad de la curcumina encapsuldndola en
nanoparticulas de acido polilactico-co-glicdlico (PLGA) con un didmetro de 77 + 16 nm. El
estudio demostrd que la curcumina encapsulada en acido polilactico-co-glicélico (PLGA-cur)
estaba mas facilmente biodisponible en comparacién con la curcumina no encapsulada. La
eficacia de curcumina encapsulada en acido polilactico-co-glicdlico se validé en modelos de
ratones que albergaban la mutacién AF508, y se demostréd que dicha combinacién de
curcumina con el nanomaterial mencionado anteriormente mejoraba la eficacia del efecto de
la curcumina.

Lababidi et al. desarrollaron una formulacion de microparticulas mediante secado por
aspersion que combina multiples farmacos. Se utilizaron de forma sinérgica tres antibioticos,
incluidos tobramicina, ciprofloxacina o azitromicina, N-acetilcisteina (NAC) y curcumina. Se
probd la actividad antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa y la combinacion de N-
acetilcisteina con nanoparticulas de poli(acido lactico- coglicélico ) (PLGA) cargadas ademas
con curcumina mostraron una actividad inhibidora significativa contra la liberacién del factor

26



Nanomedicinas para el tratamiento pulmonar de la fibrosis quistica

de necrosis tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-8 e IL-1B. Por otra parte, se evalud el potencial
de las formulaciones de nanoparticulas de curcumina para atacar este microbio oportunista
en pacientes con fibrosis quistica. Se concluyé que una concentracién de 25 pg/mL de
nanocurcumina inhibid la formacién de biopeliculas de la cepa ATCC 10,145 de Pseudomonas
aeruginosa (28).

2.4. NANOMATERIALES EN LA LIBERACION DE FARMACOS

La capacidad de incorporar farmacos en nanosistemas muestra un paradigma en
farmacoterapia que puede utilizarse para la administracién de farmacos dirigidos a células.
Los farmacos se pueden administrar a los sitios objetivo ya sea encapsulados dentro de la
estructura de las nanoparticulas, o adsorbidos/adheridos a la superficie de las estas (31). Se
han utilizado como transportadores in vivo nanosistemas no especificos, como
nanoportadores que estan recubiertos con polimeros o albumina y particulas lipidicas sélidas.
Sin embargo, hoy en dia los farmacos se pueden acoplar a nanoportadores especificos de
células y/u drganos (16). Por tanto, los transportadores de farmacos son sistemas cuya
funcion es transportar el farmaco hasta el lugar donde debe ser liberado de manera
especifica. Deben cumplir tres caracteristicas; baja toxicidad, propiedades éptimas para el
transporte y liberacion del farmaco y vida media larga (15).

La nanomedicina permite que la liberacidn del farmaco sea minimamente invasiva ya que
posibilita la fabricacion de dispositivos a escala nanométrica, tamafio que permite a estos
dispositivos atravesar poros y membranas celulares. Otra gran ventaja que ha aportado la
nanomedicina a la liberacidn de farmacos es que se ve incrementada la efectividad del
medicamento mediante el control preciso de la dosis requerida y del tamafio, la morfologia y
las propiedades superficiales del compuesto. Las nanoparticulas, al ser liberadas de forma
especifica solo en los drganos, tejidos o células danadas, disminuyen la toxicidad asociada al
farmaco. Por otra parte, al ser posible la liberacidn paulatina del medicamento de acuerdo
con las necesidades del paciente, se consiguen disminuir los posibles efectos adversos que
puedan producirse como consecuencia de la ingesta masiva del farmaco (15). Ademas, las
estructuras de tamafio nanométrico tienen dimensiones comparables a las de moléculas
biolégicas como proteinas y carbohidratos, por lo que pueden interactuar facilmente con ellos
dentro y fuera de las células (31).

Existen distintos tipos de sistemas de liberacion de farmacos, que se diferencian en su
composicion y estructura, pero todos tienen en comun los mismos objetivos: ser capaces de
transportar farmacos de manera especifica y altamente controlada, evitar problemas
relacionados con la solubilidad del farmaco, y proporcionar alternativas a las vias de
administraciéon tradicionales, mucho mas invasivas. Los principales nanosistemas para el
transporte y liberaciéon de farmacos en nanomedicina son las micelas, los liposomas, los
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dendrimeros, las nanoparticulas, los nanotubos y los conjugados polimericos. Sus
caracteristicas principales se muestran a continuacién.

Las micelas son agregados moleculares, con forma de esfera, constituidos por moléculas que
tienen una parte polar o hidrofilica y otra apolar o hidrofébica. En un medio acuoso, las partes
apolares tenderan a protegerse del agua y formardn una estructura esférica con un nucleo
hidrofébico y una parte exterior hidrofilica. Este tipo de estructuras tiene un tamafio de 50
nm aproximadamente y se utilizan para el transporte y liberacién de farmacos que no son
solubles en agua. Los farmacos quedan atrapados en el interior de la micela, protegidos en el
nucleo apolar de la misma. Una caracteristica interesante que presentan estos sistemas es su
capacidad para escapar de la accion de los macréfagos y por tanto permanecer en el
organismo mas tiempo del habitual para una particula extraia circulando por el torrente
sanguineo.

En segundo lugar, encontramos los liposomas, vesiculas formadas por bicapas lipidicas
formadas por dos filas de lipidos enfrentadas por sus colas hidrofébicas. En estas estructuras
similares a membranas, se pueden incluir proteinas que actlan como canales por los que el
farmaco se libera de forma especifica mientras permanece protegido ante la posibilidad de
sufrir una degradacion prematura.

Por otra parte, los dendrimeros son macromoléculas con muchas ramificaciones, cuya forma
y tamafio pueden ser controladas de forma muy precisa. Los dendrimeros poseen otras
caracteristicas como son su alta estabilidad y la capacidad de funcionalizar su superficie, que
los convierten en buenos candidatos para el transporte de farmacos. Los agentes bioactivos,
gue deben transportarse, pueden encapsularse en el dendrimero o unirse a su superficie
mediante interacciones quimicas o fisicas.

Las nanoparticulas son particulas esféricas poliméricas. Dentro de esta clasificacion se
incluyen las nanocdpsulas, que son sistemas vesiculares en los que el farmaco esta confinado
en una cavidad rodeada de una Unica membrana polimérica y las nanoesferas o sistemas
matrices en los que el farmaco aparece disperso en la particula.

Los nanotubos de carbono son estructuras cilindricas compuestas por una o varias capas de
grafito u otro material de carbono enrolladas sobre si mismas. Pueden ser funcionalizados
con péptidos bioactivos, proteinas, acidos nucleicos o medicamentos, y pueden liberar su
carga de manera especifica en células diana. Al funcionalizar su superficie, los nanotubos de
carbono muestran una baja toxicidad y no son inmunogénicos lo que les convierte en buenos
sistemas de liberacion controlada de farmacos.

Por ultimo, encontramos los conjugados poliméricos, que son sistemas de liberacion de
farmacos que se dividen en dos grandes grupos, conjugados polimero-proteina y conjugados
polimero-farmaco. Ambos estan constituidos por una parte de polimero que consiste en
repeticiones de diferentes entidades quimicas, como acidos poliglutamicos, polisacaridos,
polietilenglicoles y otros. A estos polimeros se les une de covalentemente lo que serd el
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agente activo, mediante un enlace que debe ser estable durante el transporte, pero que
también debe ser capaz de degradarse una vez alcanzada la diana a la que va dirigido el

farmaco (15).

Sisterna

Microparticulas conven-
cionales

Ventajas

El proceso de elaboracion es sencillo, con
técnicas estandarizadas

Fluidificacitm y dispersitn inestables
Candidatas a ser fagocitadas por Ios
macrifagos

Grandes microparticulas
porosas.

Menor tendencia a agregarse v a ser fagocita-
das por los macréfage
Alra eficacia de aerosolizacién

Ausencia de método estandarizado
de fabricacién con poco control

de la eficacia de encapsulacién ¥
liberacién

Dificultad para el escalado

Microparticulas hincha-
bles

Menor fagocitosis por parte de las macrifagos

Fluidificacitm y dispersion inestables
Dificultad para establecer el perfil de
liberaciém del farmaco

MNanoparticulas polimé-
ricas

Elevada especificidad
Evitan la fagocitosis por los macréfagos y
facilitan el transporte transepitelial

Toxicidad pulmonar

Liposomas

Versatilidad en tamano de vesicula y caracte-
risticas fisicas

Capacidad de incorpaorar farmacos poco solu-
bles, facilitando la liberacion a los macrifagos
alveolares, evitando la irritacion local

Elevados costes de produccidn
Salida de farmaco debido a la inesta-
bilidad durante la liberacion

MNanoparticulas sélidas
lipidicas

Biocompatibles y mas estables que los
liposomas para la nebulizacidn, facilidad de
escalado e inocuas

Menor capacidad de encapsular
farmacos que los liposomas
Perfil de liberacidn inestable

Posibilidad de solidificar

Disminucién de la agregacicn y elevada efica-
cia de aerosolizacitn

Elevada especificidad

Escapan del aclaramiento de los macrafagos
alveolares v facilitan el transporte transepite-
Lial

Particulas porosas- agre-
gados de particulas

Mo son facilmente redispersables
para su administracién

Tabla 1: Tipos de micro y nanomateriales empleados para liberacién pulmonar de farmacos

(7).

Mediante el uso de la nanomedicina se ha conseguido hacer frente a algunos de los problemas
gue muestran los farmacos tradicionales, como la necesidad de aifadir al principio bioactivo
del medicamento ciertos excipientes que aumenten la solubilidad del farmaco; la naturaleza
hidrofébica de ciertos medicamentos hace que éstos puedan precipitar en un medio acuoso;
la extravasacion involuntaria de medicamentos citotdxicos produce dafio en los tejidos;
algunos medicamentos pueden ser eliminados muy rapidamente por drganos como el higado,
requiriéndose altas dosis del farmaco; otros medicamentos tienen distribuciones
generalizadas por el organismo y pueden afectar a tejidos sanos; la distribucién del
medicamento por tejidos sanos produce efectos colaterales que limitan la cantidad de
medicamento que puede ser liberada; concentraciones bajas de medicamentos en los tejidos

diana producen una disminucién de los efectos terapéuticos del farmaco (15).
2.4.1 NANOPARTICULAS DIRIGIDAS Y RESPONDEDORAS DE ESTIMULOS

En los ultimos afios, la nanomedicina ha evolucionado hasta los llamados “sistemas
inteligentes de administracion de nanofarmacos”, este campo se centra en dos dareas
principales: los nanoportadores dirigidos y los nanoportadores que responden a estimulos.
Los nanoportadores dirigidos estdn recubiertos en superficie por ligandos especificos, por
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ejemplo, anticuerpos, péptidos y aptameros, que tienen una afinidad alta y especifica por
objetivos en la superficie de tipos de células especificos. Los nanoportadores que responden
a estimulos liberan su carga util de manera sostenida y bien controlada en respuesta a
estimulos especificos como el pH y el ultrasonido.

Otra aplicaciéon desarrollada a partir del uso de nanoportadores inteligentes avanzados es la
terandstica, que utiliza estrategias de nanociencia para combinar diagndstico y terapéutico
en un solo agente para un érgano afectado por la enfermedad. Representa un ejemplo cldsico
de medicina de precision que facilita el diagndstico, la administracién de medicamentos y la
evaluacién de Ila respuesta a las terapias administradas. Los terandsticos son
extremadamente relevantes para la medicina respiratoria.

El rutenio tiene actividad anticancerigena. Sin embargo, el uso de rutenio como agente
terapéutico ha sido limitado debido a problemas importantes relacionados con su perfil de
toxicidad al administrarse por via sistémica. Para abordar este problema, Chen F., et al.
Disefiaron un sistema de administracion de nanofarmacos terandsticos dirigido cargado con
complejo de rutenio (Il) utilizando una proteina fluorescente verde mejorada y una proteina
de fusidn especifica para atacar células de carcinoma de pulmdn de células no pequeiias. El
monitoreo de fluorescencia en tiempo real reveld una acumulacién significativa de
nanoparticulas en el tumor al tomar imagenes, lo que se asocié con una mejora doble en la
inhibicién del crecimiento tumoral en un modelo de cancer de pulmdn de células no pequeiias
in vivo.

En otro ejemplo, Chi Y.-H., et al. emplearon tres estrategias efectivas en un modelo murino in
vivo terandsticos, con administracion dirigida de farmacos y terapia combinada,
encapsulando dos farmacos anticancerigenos, doxorrubicina y vinorelbina, en dos sistemas
de administracion de farmacos liposomales dirigidos a péptidos que fueron decorado con
nanoparticulas superparamagnéticas de dxido de hierro como agente terandstico. El analisis
de resonancia magnética mostrd una penetracion tumoral significativa en ratones tratados
con nanoparticulas dirigidas, lo que condujo a una supervivencia general media mejorada del
40 % en comparacioén con las nanoparticulas no dirigidas.

Mads recientemente, se han desarrollado nanoparticulas inteligentes para lograr la liberacion
controlada de cargas utiles del portador en el objetivo seleccionado. Debido al perfil
metabdlico desordenado de algunas enfermedades pulmonares, exhiben un rasgo
caracteristico Unico, como por ejemplo un entorno acido mejorado (pH bajo). Numerosos
estudios recientes han aprovechado esta caracteristica distintiva mediante el disefio de una
amplia gama de sistemas de administracidon de farmacos sensibles al pH con el objetivo de
mejorar la administracion de farmacos y la eficacia terapéutica.

La nanotecnologia brinda la oportunidad de combinar diferentes estrategias en una Unica
nanoplataforma. Zhang CY, et al. aplicaron enfoques de respuesta a estimulos de pH,
administracion de aerosoles pulmonares, ligandos dirigidos y respuesta a estimulos de pH en
un sistema de administraciéon de nanofdrmacos que transportaba la molécula 1 anti-adhesion

30



Nanomedicinas para el tratamiento pulmonar de la fibrosis quistica

intercelular (anti-ICAM-1), que se usé en el tratamiento de lesion pulmonar aguda. La
combinacidn de estas tres estrategias diferentes dio como resultado una administracion
significativa del farmaco a las células endoteliales objetivo, con una disminucién significativa
de la respuesta inflamatoria, lo que respalda esta nueva estrategia de nanoparticulas
inteligentes como una posible terapia antiinflamatoria (19).

2.5. NANOMATERIALES EN TERAPIA GENICA

Como ya mencionamos anteriormente, la proteina CFTR es un canal de cloruro cuya funcion
es regular la secreciéon de iones cloruro fuera de determinadas células. Su alteracién producira
un flujo anormal de liquido a través de las membranas epiteliales, produciendo moco espeso,
una barrera importante para la administracién de medicamentos. La mayoria de las terapias
farmacoldgicas pueden aliviar temporalmente los sintomas de la fibrosis quistica mediante
un Unico mecanismo de acciéon y son adecuadas para tratar sélo un tipo particular de
mutacién CFTR. De ahi que la investigacion actual en terapias génicas tenga como objetivo
tratar la enfermedad restaurando el gen CFTR mutado. Gran parte de la investigacidon se
centra en la delecién AF508, la mutacion mas comun de la fibrosis quistica (13).

2.5.1. PAPEL DEL ACIDO NUCLEICO PEPTIDICO (PNA) UNIDO A NANOPARTICULAS
BIODEGRADABLES EN LA REPARACION DEL ADN MUTADO.

Para corregir la mutacion en el gen que conduce al desarrollo de la fibrosis quistica,
Piotrowski-Daspit et al. produjeron moléculas artificiales relacionadas con el ADN (PNA o
acidos nucleicos peptidicos). El acido nucleico peptidico (PNA) es un analogo de
oligonucledtido sintético, repelente de la degradacién de proteasas y nucleasas, que se
adhiere al ADN cerca de la region mutada y estimula las vias de reparacion y recombinacion
del ADN en las células. Estas moléculas de acido nucleico peptidico forman un triplete junto
con el ADN del donante y ciertas nanoparticulas biodegradables, que se usa para reparar
F508del, la mutacion que con mas frecuencia ocasiona fibrosis quistica. En modificaciones de
ciertas secuencias, la reparacién in vitro del flujo de cloruro prevalecié en el 25% de las células
del epitelio nasal de ratén. Otro ensayo demostrd la unidn de dichas moléculas a los objetivos
deseados.

Para evitar la degradacién de las moléculas de acido nucleico peptidico, se empaquetaron
junto con ADN de donante en nanoparticulas de acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA). Luego,
las nanoparticulas que consisten en ADN del donante y otras moléculas de acido nucleico
peptidico se probaron en células epiteliales bronquiales de fibrosis quistica (CFBE) con
F508del. Para la correccion in vivo de F508del murino, se disefiaron ADN y acido nucleico
peptidico de donantes modificados para apuntar y reparar el F508del. La unién de ciertos
acidos nucleicos peptidicos formadores de tripletes especificos de ratén (ya unidos a
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nanoparticulas de acido poli(lactico-co-glicdlico) al ADN objetivo de ratones con fibrosis
quistica tratados mediante aplicacién intranasal de suspensiéon de nanoparticulas, expresé
evidencia de cierto potencial nasal negativo en la luz sensible a amilorida, asi como escasez
de descarga de cloruro regulada por AMP, resultado de la mutacién CFTR. Se descubrié que
el gran potencial nasal negativo sensible a la amilorida disminuia y, por lo tanto, exhibia una
naturaleza casi similar a la de una célula de tipo salvaje (4).
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Figura 11. El uso de nanomateriales biodegradables cargados con moléculas de acidos
nucleicos peptidicos conduce a la correccidn de la mutacién de la fibrosis quistica (4).

2.5.2. CRISPR/CAS9

El sistema de edicién de genes de repeticiéon palindrémica corta agrupada regularmente
interespaciada (CRISPR)/ o sistema asociado a CRISPR (Cas) es una herramienta que avanza
rapidamente para la correccion de genes en diferentes enfermedades genéticas. Sin embargo,
su baja eficacia intracelular actia como una barrera para el uso terapéutico. El desarrollo de
las nanoparticulas como modo de administracidn de farmacos ha supuesto un punto de
inflexion en la administracion del sistema CRISPR/Cas9, lo que ha dado lugar a una aplicacién
terapéutica prometedora.

Los nanoportadores, como las nanoparticulas lipidicas sélidas catidnicas, las nanoparticulas
de ADN, los complejos lipidicos y las nanoparticulas a base de oro, son plataformas de entrega
qgue se han propuesto para el sistema CRISPR/Cas9. Las nanoparticulas biodegradables
similares a lipidos (LLN) son liposomas funcionales que apoyan eficientemente la liberacion
de carga CRISPR/Cas9 y el escape liposomal con toxicidad bioldgica reducida. Los
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nanomateriales de ADN también se pueden utilizar como plataforma de entrega eficaz para
el sistema CRISPR/Cas9. En un estudio realizado por Sun et al., se descubrié que cuando la
superficie del complejo nanomolecular Cas9/sgRNA/DNA se recubria con polimero catiénico
de polietilenimina, la captacidn celular y el escape endosdmico en los pulmones de raton eran
sorprendentemente altos, con una eficiencia de edicion del genoma de aproximadamente el
28%. Los nanovehiculos basados en exosomas también han abierto nuevas vias para el
suministro de tecnologia de edicidén de genes como el sistema CRISPR/Cas9.

Las principales ventajas de CRISPR/Cas9 basado en nanoparticulas sobre el uso de virus
adenoasociado (AAV), adenovirus (AV) o edicién de genes basada en lentivirus son su alta
eficiencia de transfeccién y la activacion de una respuesta inmune muy baja. Sin embargo, es
necesario mejorar diferentes factores para aumentar la eficacia de este sistema terapéutico,
como la estabilidad de CRISPR/Cas9 administrado en la sangre y la prevencion de la
degradacion por nucleasas extracelulares. Ademas, el enfoque deberia superar la barrera de
la membrana celular y promover la absorcion celular con éxito. También es importante
transportar Cas9 al nucleo para su funcionamiento eficaz.

Por lo tanto, el desarrollo de nanoportadores programables seguros y eficientes para superar
estos obstaculos necesita mucha mas investigacion y ensayos clinicos posteriores para
diferentes enfermedades genéticas, incluida la fibrosis quistica. El desarrollo de esta
tecnologia, que para la fibrosis quistica aun se encuentra en una fase de investigacion
avanzada, pronto se centraria en aprovechar la eficiencia de la edicidon de genes en tejidos
diana especificos con mayor estabilidad y biotoxicidad insignificante (4).

2.5.3. OTRA FORMA DE ABORDAR EL GEN CFTR

Aunque informes anteriores muestran que abordar directamente el gen CFTR puede ser un
método eficaz para tratar la fibrosis quistica, el uso de vectores inmunoestimulantes ha
dificultado la administracion a largo plazo de dosis terapéuticas. Oglesby et al. descubrieron
que la sobreexpresion de microARN -145, -223 y -494 se correlacionaba con la incidencia de
fibrosis quistica. Fernandez et al. desarrollaron un proceso para crear nanoparticulas de acido
polilactico-co-glicdlico (PLGA) y quitosano que se cargaron con acidos nucleicos blogqueados
(mA) para apuntar, unir y bloquear la actividad de estos microARN. Oglesby et al. utilizaron
métodos de doble emulsidon y autoensamblaje para sintetizar particulas de PLGA y quitosano
cargadas con dos LNA diferentes de 16 bases. Las nanoparticulas tenian aproximadamente
200 nm de didmetro, lo que las hacia mas propensas a ser endocitosadas que a ser objetivo
de los monocitos. Estas nanoparticulas se cargaron con LNA con hasta un 70% de eficiencia, y
la nebulizacién para la administracién pulmonar no afectd sus propiedades fisicoquimicas.

Alto et al. realizaron un ensayo clinico de fase llb para determinar la eficacia de una terapia
génica no viral para la fibrosis quistica. El lipido catidnico GL67A comprende 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE); 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-n-(metoxi
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[PEG5000]) (sal de amonio) (DMPE-PEG5000); y el lipido GL67. GL67A se mezcld con
cantidades iguales del farmaco pGM169 (un plasmido que contiene el gen CFTR salvaje) para
formar complejos y se administré a pacientes afectados por fibrosis quistica una vez al mes
durante un ano con un nebulizador. Los resultados mostraron mejoras estadisticamente
significativas en el FEV1 (3,7%), la FVC y el atrapamiento de gas en las tomografias
computarizadas en comparacién con el control de solucién salina y, aunque no fueron
significativos, se observaron resultados positivos en otros resultados secundarios
independientemente de la edad, el sexo o la mutacién CFTR. Sin embargo, las pequefas
mejoras cuantitativas no afectaron en gran medida la calidad de vida de las personas tratadas.
Las mayores mejoras se observaron en sujetos con el FEV1 inicial mas bajo y puede deberse
a que una mayor obstruccidon permite una mayor deposicion y retencién del farmaco en las
vias respiratorias proximales (13).

2.6. NANOMATERIALES EN LA FAGOTERAPIA

La terapia con fagos consiste la aplicacion de fagos liticos contra bacterias patégenas que
conducen a su lisis y destruccion final de éstas. Esta aplicacion de fagos, también llamada
fagoterapia, representa una estrategia antibacteriana potencial que vale la pena explorar y
presenta numerosas ventajas (32).

Los bacteriéfagos son moléculas bioldgicas que pueden proporcionar una gran diversidad de
propiedades fisicoquimicas que pueden examinarse para identificar nuevos recubrimientos
superficiales que superen las barreras mucosas y celulares (34). Los bacteridfagos son virus
gue pueden atacar y matar bacterias. Los bacteridfagos que sufren un ciclo litico se utilizan
normalmente como agentes antimicrobianos (35). Durante el ciclo litico de la infeccion, un
fago se autorreplica inyectando su material genético en la bacteria objetivo, asumiendo el
control de la maquinaria celular del huésped para sintetizar nuevos fagos. La progenie del
fago se libera del huésped mediante lisis celular y el ciclo se reinicia (36).
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Figura 12. llustracién esquematica de los multiples mecanismos de los fagos contra las
infecciones respiratorias (33).

Presentan numerosas ventajas. En primer lugar, los bacteriéfagos se dirigen a las bacterias
con alta especificidad siendo capaces de reconocer receptores especificos y, a menudo, se
dirigen sdélo a una o unas pocas especies. Esta alta especificidad indica que los bacteriéfagos
no afectaran a las células humanas ni a la flora intestinal y, por lo tanto, tendran pocos efectos
secundarios (35). Esta propiedad también se apoya en que los fagos estdn omnipresentes en
la naturaleza y son comensales naturales del cuerpo humano y animal. Su naturaleza ubicua
respalda el hecho de que son entidades inofensivas que no muestran efectos nocivos para las
células eucariotas, incluso con titulos elevados (32). Por otra parte, los bacteriéfagos también
se pueden aislar y producir rdpidamente contra cepas resistentes a los medicamentos, lo que
significa que son agentes antimicrobianos que pueden evolucionar junto con sus cepas
bacterianas objetivo (35). Ademas de estos puntos, los fagos exhiben la propiedad de
autodosificarse, ya que pueden replicarse a expensas de la bacteria huésped. Esto contribuye
a regular el numero de fagos en relacién directa con el nivel del patédgeno, permitiendo su
difusién en dreas cercanas hasta que la poblacion del patégeno esté presente (32). Se han
disefiado bacteriéfagos (fagos), o virus que infectan bacterias, como sistemas de presentacion
para expresar combinaciones de hasta 10° péptidos o proteinas diferentes en sus proteinas
de cubierta viral. Estos fagos presentadores de péptidos se pueden utilizar para la deteccion
iterativa de alto rendimiento contra una variedad de objetivos para identificar recubrimientos
peptidicos que tienen interacciones favorables con el moco para la penetracion y otras
funcionalidades deseadas (34).

Al igual que los antibidticos, las bacterias pueden desarrollar resistencia a un fago particular
como mecanismo de defensa. Las bacterias pueden adquirir resistencia bloqueando los
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receptores celulares para inhibir la adsorcion de fagos, impidiendo la entrada de ADN/ARN
de los fagos o degradandolos una vez que ingresan, o mediante otros sistemas de infeccidn
abortivos. En respuesta a los mecanismos antivirales bacterianos, los fagos evolucionan
continuamente para eludir y retener las capacidades antibacterianas. El uso de mezclas de
fagos se ha recomendado como estrategia para reducir el riesgo de desarrollo de resistencia
a fagos bacterianos. La formulacion de mezclas de fagos implica algo mas que la simple mezcla
de dos o mas fagos en una suspensién. El rendimiento éptimo se obtiene cuando los fagos
individuales se complementan entre si, es decir, cada fago se dirige a diferentes receptores
de superficie. Al apuntar a multiples receptores simultdneamente, la bacteria se ve
presionada a desarrollar mutaciones en varios genes, y las posibilidades de que se produzcan
mutaciones simultdneas son bajas. Sin embargo, el desarrollo de fagos en mezclas plantea
otros desafios, como las pruebas de estabilidad de cada fago en la mezcla para determinar la
idoneidad de la formulacién y una mayor complejidad de la farmacologia que puede requerir
una investigacién preclinica extensa. Ademas, actualmente el coste asociado a la produccién
y purificacion de fagos seria mas elevado que el de los antibiéticos.

La mayoria de los estudios clinicos informados hasta la fecha han utilizado nebulizadores para
administrar formulaciones liquidas de fagos, probablemente debido a la facilidad de
produccidn de las formulaciones. Los polvos secos se consideran el sistema de administracion
de medicamentos respiratorios de préxima generacién, ya que proporcionan una estabilidad
de almacenamiento prolongada sin requerir refrigeracion (36).

Pabary et al. evaluaron la eficacia de un céctel de fagos utilizando un modelo de ratén con
infeccion pulmonar aguda por Pseudomonas aeruginosa. Tanto la exposicion bacteriana
como los fagos se administraron por via intranasal. Se infectaron ratones tipo BALB/c con
Pseudomonas aeruginosa y recibieron tratamiento con fagos mediante sonda nasal, ya sea
simultaneamente, 24 horas después de la infeccion o 48 horas antes de la infeccidn. La carga
infecciosa se determind en distintos momentos en muestras de liquido de lavado
broncoalveolar. Se observé una eliminacion completa de las bacterias en todos los ratones
que recibieron administracion simultanea. Se encontrd eliminacidn bacteriana en el 86% vy el
71% de los ratones que recibieron tratamientos retardados y profilacticos, respectivamente.
El tratamiento con fagos evité la propagacién sistémica de bacterias independientemente del
tiempo de administracion.

Fothergill et al. desarrollaron un nuevo modelo de ratdén con infeccion pulmonar crénica
utilizando Pseudomonas aeruginosa con infeccion persistente durante 28 dias. Se administro
por via intranasal una cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa LESB65 a ratones hembra
BALB/cOlaHsd. Las bacterias inoculadas colonizaron el tracto respiratorio superior, incluida la
nasofaringe y los senos paranasales, lo que permitio la adaptacién y la migracién hacia los
pulmones. Con la combinacion adecuada, los autores podrian establecer infecciones crénicas
del tracto respiratorio. Utilizando este modelo, Waters et al. probaron la eficacia del fago
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PELP20 mediante la administracién intranasal de dos dosis a las 24 horas y 36 horas después
de la infeccidn, seguidas de un recuento bacteriano en los tejidos pulmonares a las 48 horas.
Se observd una eliminacion completa de las bacterias en el pulmén. La administracién de
fagos alos 6y 6,5 dias después de la infeccidn dio como resultado una eliminacién completa
de las bacterias en el 70% de los ratones y una reduccidn significativa en el otro 30% de los
ratones.

Torres-Barceld et al. utilizaron el fago LUZ7 con estreptomicina en una concentracién subletal
contra Pseudomonas aeruginosa. La combinacion fago-antibidtico  disminuyd
sustancialmente la carga bacteriana en comparacién con la monoterapia y minimizo el
desarrollo de mutantes resistentes al antibiético o al fago. Coulter y cols . informaron que la
aparicion de células resistentes a antibidticos y fagos se redujo en un 60% y 99%,
respectivamente, cuando se tratd una biopelicula de Pseudomonasa aeruginosa de 48 horas
con una combinacién de fago PB-1 y tobramicina. Chaudhry et al. encontraron resultados
similares donde los fagos mas ceftazidima, ciprofloxacina o tobramicina redujeron el nUmero
de Pseudomonas aeruginosa PA14 resistente a los antibidticos en las biopeliculas. Ademas,
Knezevic et al. probaron la actividad antibacteriana del fago s-1 y la concentraciéon
subinhibitoria de ceftriaxona. Se observé sinergia entre fagos y antibidticos en todas las cepas
objetivo con reducciones de 1,3 a 2,6 log 10 en el recuento bacteriano.

En general, la terapia con fagos inhalados ha demostrado ser muy eficaz para combatir
infecciones agudas y crénicas en los pulmones. La administracion intranasal ha sido la via
preferida para la administracién pulmonar de fagos en animales debido a la conveniencia y
facilidad de administracion. Las infecciones pulmonares crdnicas en pacientes con fibrosis
quistica suelen ser polimicrobianas y aun no se dispone de ningin modelo de infeccion animal
que pueda reflejar interacciones tan complejas entre los organismos microbianos. El
desarrollo de modelos in vivo y/o ex vivo seria beneficioso para probar mezclas de fagos
contra bacterias en un entorno de polimicrobioma (36).

3. CONCLUSIONES

La fibrosis quistica es un trastorno autosémico recesivo que afecta principalmente a
caucasicos, con una prevalencia de aproximadamente 1 de cada 3500 nacimientos. Estd
causada por diferentes mutaciones en el gen CFTR, siendo la 'F508del’ siendo la mas comun.
Dicho gen se encarga de la regulacién del transporte de iones cloruro a través de la membrana
y por tanto del mantenimiento del equilibrio de liquidos y electrolitos. Se manifiesta
principalmente con sintomas respiratorios, digestivos e infertilidad masculina. Los
tratamientos actuales se centran en prevenir infecciones, mejorar la funcién pulmonar y
digestiva, y abordar las complicaciones asociadas. En las ultimas décadas ha mejorado mucho
su pronéstico debido a un diagndstico precoz y el mejoramiento de los tratamientos.
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Actualmente, se disponen de varios tratamientos sintomaticos y moduladores del CFTR, que
muestran mejoras significativas en la calidad de vida de los pacientes, pero auln presentan
limitaciones y desafios. La nanomedicina ofrece prometedoras estrategias para abordar los
desafios que nos encontramos en la practica clinica convencional. El uso de nanomateriales
ofrece un amplio abanico de ventajas, como pueden ser la proteccidon de las moléculas
encapsuladas, mejoria de la eficacia de los farmacos y superacion de las barreras bioldgicas
como el moco espeso que poseen estos pacientes. Por otro lado, proporciona nuevos
sistemas de administracidon capaces de transportar multiples farmacos a un sitio celular
especifico y de manera sinérgica, potenciando asi su accidn. Estos avances en nanotecnologia
ofrecen nuevas oportunidades para mejorar la efectividad terapéutica, desarrollando terapias
mas especificas y personalizadas, y reduciendo la toxicidad y los efectos secundarios de los
tratamientos actuales. Por este motivo, es necesario continuar la investigacion en este campo
para poder ofrecer el mejor tratamiento posible para los pacientes con fibrosis quistica.
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