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Resumen: £n /os dltimos afios, el desarrollo de la nanotecnologia estd encontrando muchas aplicacio-
nes en diversos campos, como por ejemplo la industria textil, la automocion, la energia, la alimenta-
cién, el medio ambiente y también la medicina. Las nanoestructuras pueden ofrecer muchas ventajas
en el drea de la biomedicina: marcapasos mds pequefios y seguros, catéteres con recubrimientos
antibacterianos y nuevas estructuras para terapia regenerativa. Asimismo, han contribuido en el diag-
ndstico in vitro (lab-on a chip, técnicas de multideteccion o necesidad de menor cantidad de muestra)
y en el diagndstico in vivo, y en tratamientos en los cuales la nanotecnologia puede ofrecer farmacos
de liberacion controlada, de terapia dirigida y con multifuncion (transporte de farmaco, imagen, hi-
pertermia, magnético). Sin embargo, aunque las nanoestructuras en aplicaciones biomédicas pueden
mostrar claros beneficios, hay algunos aspectos muy importantes a considerar, como son su toxicidad
vy su inmunogenicidad. Ademas, el tamafio nanométrico hace que puedan interaccionar mejor con
los sistemas bioldgicos, por lo que resulta necesario un completo estudio de su biocompatibilidad y
biodistribucion en el organismo. El potencial que tiene la gran variedad de nanoestructuras en el cam-
po biomédico es enorme, y ofrece una gran diversidad de propiedades bioldgicas y fisico-quimicas.
Sin embargo, puesto que pueden interaccionar y afectar a los sistemas bioldgicos, es necesaria una
compleja y extensa caracterizacion previa, y llevar a cabo estudios de biocompatibilidad e inmuno-
genicidad.

Palabras clave: Nanotecnologia — Inmunogenicidad — Biocompatibilidad — Nanomedicina — Nanoes-
tructuras — Funcionalizacién con anticuerpos.

Nanotecnologia

El prefijo “nano” deriva del griego y significa
“enano”. En ciencia se utiliza como unidad
de medida de longitud, para determinar una
milmillonésima parte de un metro, y por tanto
102 m es 1 nm, que es decenas de miles de
veces mas pequefio que el grosor de un cabe-
[lo humano.

Los recientes avances de la comunidad
cientifica que permiten observar, controlar y
manipular a escala nanométrica, han abierto
un nuevo campo de investigacién: la nano-
tecnologia. Las posibles aplicaciones de esta
nueva ciencia basada en el desarrollo de ma-

teriales nanoestructurados y de nuevas herra-
mientas que actlan a este nivel, ha generado
un area con gran potencial y con un enorme
impacto social y econémico.

Para comprender las posibilidades que
ofrece esta nueva tecnologia es clave saber
que las nanoestructuras son mucho mas pe-
quefas que las células humanas (de unas 10
a 20 p de diametro) y que muchos de sus or-
ganulos. Las nanoparticulas son similares, en
tamafio, a las grandes macromoléculas bio-
|6gicas tales como enzimas y receptores. Por
ejemplo, la hemoglobina tiene un didmetro de
5 nm, la bicapa lipidica que rodea a las célu-
las es del orden de 6 nm de espesor (McNeil,
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Figura 1. Fundamento de un biosensor para detectar células tumorales con nanoparticulas de oro y anticuer-
pos. Sobre la superficie de un electrodo (imagen izquierda) se depositan células tumorales que expresan un
determinado marcador de membrana (A) o células que no lo expresan (B). Posteriormente se realiza una detec-
cion electroquimica (De la Escosura-Mufiiz et al., 2009). (Técnica patentada.)

2005), y un anticuerpo 1gG tiene un tamafio
de 12 x 15 nm.

Nanomedicina

Uno de los sectores mas sensibles donde se
espera que la nanotecnologia tenga un gran
potencial es en el campo biomédico, tanto
en el diagnoéstico in vitro como in vivo, en el
desarrollo de nuevos materiales para prétesis,
suturas, etc., e incluso en terapéutica. Esta
nueva ciencia, denominada Nanomedicina,
ofrece oportunidades Unicas para el disefio
de nuevos instrumentos clinicos y para me-
jorar los ya existentes, asi como para el de-
sarrollo de nuevos biosensores; sobre todo,
las nanoparticulas se han propuesto para ser
utilizadas con fines biomédicos debido a su
gran versatilidad como transportadores de
farmacos, como adyuvantes en vacunas, para
la destruccién de células tumorales mediante
hipertermia y como agentes de contraste.

En el campo de la deteccién, la nanotec-
nologia ofrece unas posibilidades inmensas,
bien con el uso de nanoparticulas solas o
combinadas con anticuerpos. Como ejemplo,
nuestro grupo, en colaboracién con el del Dr.
Arben Mercogi del Instituto Cataldn de Na-
noelectrénica (De la Escosura-Mufiiz et al.,

22

2009), ha desarrollado un biosensor capaz de
detectar células tumorales sobre la superficie
de electrodos de carbono utilizando nanopar-
ticulas de oro conjugadas con anticuerpos
(Fig. 1).

Dentro del campo terapéutico, numerosos
grupos de investigacién estan desarrollando
nanoparticulas con multitud de aplicaciones
(Tabla 1), como la liberaciéon de farmacos de
forma controlada, que destruyan de forma es-
pecifica células tumorales, que atraviesen la
barrera hematoencefalica, que actien como
adyuvantes y permitan el disefio de nuevas va-
cunas, que posibiliten la utilizacién de hiper-
termia o terapia fotodindmica, y un largo etcé-
tera (Koping-Hoggard et al., 2005; Lee et al.,
2007; Valdivia Uria et al., 2007). Su tamafio
nanométrico les permite atravesar muchas
estructuras e interactuar facilmente con las
biomoléculas en la superficie y en el interior
celular. Al poder interaccionar con estructuras
de una célula viva, como receptores, acidos
nucleicos, factores de transcripcién y otras
proteinas de sefializacién, podrian usarse para
comprender las complejas redes de sefializa-
cion y los procesos de transporte que regulan
el comportamiento celular y los cambios que
sufren durante los procesos de enfermedad.

Las nanoparticulas, en comparacioén con las
terapias convencionales, pueden ofrecer im-
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TABLA |. Resumen de las principales caracteristicas y posibles aplicaciones de los diferentes tipos de nano-

particulas en biomedicina.

Nanoestructuras Caracteristicas Posibles aplicaciones biomédicas
Nanoshells 10-300 nm, formadas por un nucleo de silice Agentes de contraste y liberacion
y una capa de un compuesto metélico de farmacos
De carbono
Nanotubos Compuestos alargados de carbono de Agentes de contraste, terapia
1 nm de didmetro, con una o varias génica, transporte de farmacos,
capas concéntricas biosensores y vacunas
Fullerenos Compuestos constituidos por 60 atomos de Transporte de farmacos, agentes
carbono formando un espacio cerrado y de contraste, antioxidantes y
simétrico con forma de balén de futbol bactericidas
Poliméricas Formadas por polimeros no biodegradables Liberacion de farmacos, vacunas

y biodegradables, de origen natural o

Dendrimeros

sintético, o0 mezcla de ambos tipos

Estructuras globulares generadas por
repeticion de polimeros sintéticos
compuestas por un ndcleo y varias
capas con grupos terminales activos

Liberacion de farmacos

Metalicas

De oro Formadas por oro, recubierto o no con Biosensores, agentes de contraste
biomoléculas o polimeros orgéanicos y termoablacién

QD Estructura fluorescente de 2 a 10 nm,
constituida por un nicleo de algin Diagnéstico por la imagen y
elemento de los grupos |-Vl y por una tratamiento del cancer
capa de ligandos o polimeros anfipaticos

Magnéticas Compuestas por un ndcleo inorgénico de Agentes de contraste

oxido de hierro u otros metales, recubierto o
no con biomoléculas o polimeros organicos

Nanoliposomas
y nanomicelas

Vesiculas esféricas cerradas formadas
principalmente por fosfolipidos

Transporte de agentes bioactivos,
liberacion de farmacos y
tratamiento del cancer

portantes ventajas, como son una disminucién
en los efectos secundarios de los farmacos tra-
dicionales, una mayor versatilidad en el dise-
flo de las formulaciones debido a que pueden
unirse a diversos compuestos tales como far-
macos, anticuerpos, péptidos, DNA, hidratos
de carbono, etc. (Vicent y Duncan, 2006).
Ademas, sus propiedades 6pticas, eléctri-
cas 0 magnéticas pueden emplearse para ma-
tar células tumorales mediante tratamientos

de hipertermia utilizando longitudes de onda
dentro del rango del infrarrojo cercano (Hirsch
et al., 2003). Recientemente se ha aprobado
un tratamiento local con nanoparticulas ferro-
magnéticas para pacientes con tumores cere-
brales empleando hipertermia combinada con
radioterapia (Maier-Hauff et al., 2011).
Mientras que el desarrollo de nuevos nano-
materiales no biodegradables esta creciendo
exponencialmente, aunque con lenta intro-

23



NUEVAS PERSPECTIVAS EN INMUNOTERAPIA

Tabla Il. Agentes terapéuticos basados en nanoparticulas aprobados por la Food and Drug Administration (FDA)

de Estados Unidos.

Composicién Nombre (compaiiia) Indicacién Via
Liposomas
L. amfotericina B Abelcet® (Enzon) Infecciones fungicas i.v.
L. amfotericina B AmBisome® (Gilead Sciences) Hongos y protozoos V.
L. citarabina DepoCyt® (SkyePharma) Meningitis criptocécica it
L. daunorubicina DaunoXome® (Gilead Sciences) Sarcoma de Kaposi V.
L. doxorubicina Myocet® (Zeneus) Céncer de mama i.V.
Vacuna liposémica IRIV ~ Epaxal® (Berma Biotech) Hepatitis A i.m.
Vacuna liposémica IRIV  Inflexal® (Berma Biotech) Gripe i.m.
L. morfina DepoDur™ (SkyePharma, Endo) Analgésico poscirugia e.
L. verteporfina Visudyne® (QLT, Novartis) Degeneraciéon macular iV,
L con PEG doxorubicina  Doxil® Caelyx® (Ortho Biotech, Sarcoma de Kaposi, cancer i.m.
Schering-Plough) de mama y ovarico
Micela estradiol Estrasorb™ (Novavax) Menopausia t.
Polimeros
Copolimero de L-Glu, Copaxone® (TEVA Pharmaceuticals) Esclerosis multiple s.C.
L-Ala, L-Lys y L-Tir
Metoxi-PEG-poli Genexol-PM® (Samyang) Céancer de mama iV,
(D,L-lactido) taxol
PEG-ADA Adagen® (Enzon) Inmunodeficiencia i.m.
grave combinada
PEG-antiVEGF apramer  Macugen® (0S| Pharmaceuticals) Degeneracién macular i.r.
PEG-a interferén 2a Pegasys® (Nektar, Hoffmann-La Roche)  Hepatitis By C s.C.
PEG-GCSF Neulasta® (Amgen) Neutrocitopenia s.C.
PEG-HGF Somavert® (Nektar, Pfizer) Acromegalia s.C.
PEG-L Asn Oncaspar® (Enzon) Leucemia i.v., i.m.
linfoblastica aguda
Poli(clorhidrato Sevelamer® (Genzyme) Enfermedad renal V.0.
de alilamina)
Otros soportes
Paclitaxel-albumina Abraxane® (Abraxis, Bioscience, Cancer de mama iv.
AstraZeneca)
Nanocristales de Emend® (Elan, Merk) Antiemético V.0.
aprepitant
Nanocristales de Tricor® (Elan, Abbott) Antihiperlipidémico V.0.
fenofibrato
Nanocristales Rapamune® Inmunosupresor V.0.

de sirolimus

(Elan, Wyeth Pharmaceuticals)

ADA: adenosina desaminasa; e.: epidural; GCSF: factor estimulador de colonias de granulocitos; HGF: factor de crecimien-
to de hepatocitos; i.m.: intramuscular; i.r.: intravitrea; IRIV: Immunopotentiating Reconstituted Influenza Virosomes; i.t.:
intratecal; i.v.: intravenosa; PEG: polietilenglicol; s.c.: subcuténea; t.: tépica; VEGF: factor de crecimiento del endotelio
vascular; v.o.: via oral.
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duccién en clinica, numerosos agentes tera-
péuticos basados en nanoparticulas biodegra-
dables, como son los liposomas, los polimeros
u otros compuestos, llevan ya tiempo en el
mercado (Tabla I1).

Toxicidad

En la actualidad, la mayoria de los trabajos
publicados se centran en la obtencién de
nuevas nanoparticulas y en su caracterizacion
fisico-quimica, pero es necesario también di-
sefiar y establecer técnicas normalizadas que
nos permitan evaluar de una forma fidedigna
su posible toxicidad. Por ejemplo, no hay mu-
chos datos sobre sus posibles efectos téxicos
en células humanas, y muchas de las nanoes-
tructuras estan destinadas a su uso en huma-
nos por via intravenosa, por lo que entraran
en contacto con las células del endotelio y de
la sangre periférica (hematies y células leu-
cocitarias) y con otros componentes sangui-
neos (plaquetas, proteinas de la cascada de la
coagulacion, del complemento, etc.); también
podrian entrar por via inhalada, por lo que es
crucial conocer su comportamiento sobre cé-
lulas pulmonares, o si lo hacen por otras vias
(como por ejemplo via cuténea, ocular, etc.).
Se hace imprescindible realizar estudios de

toxicidad y biocompatibilidad de estas nano-
particulas en distintos tipos celulares antes
de su uso in vivo (Fig. 2).

Otro de los problemas en la evaluacion de
la posible toxicidad es la gran diversidad de
protocolos utilizados en los trabajos publica-
dos, que dificulta la comparacién entre los
distintos estudios y la determinacién de si la
citotoxicidad observada es fisiolégicamente
relevante (Lewinski et al., 2008). La Comu-
nidad Econémica Europea ha puesto en mar-
cha proyectos de investigacion y redes con el
fin de iniciar la estandarizacion de métodos
y la bldsqueda de patrones de nanoparticu-
las. Nuestro grupo se encuentra integrado en
un proyecto europeo denominado HINAMOX
(Health Impact of Engineered Metal and Me-
tal Oxide Nanoparticles: Response, Bioima-
ging and Distribution at Cellular and Body Le-
vel) para estudiar el efecto de nanoparticulas
metélicas y 6xido-metélicas en la salud huma-
na. En este sentido, es importante destacar
que las caracteristicas fisico-quimicas de las
nanoparticulas, el tipo celular utilizado y el
método para evaluar la toxicidad son factores
clave a la hora de disefiar el estudio.

La actividad biolégica de las nanoparticu-
las depende de sus caracteristicas fisicas y
quimicas, tales como el tamafio y la forma,
la composicion superficial (carga e hidrofobi-

Viabilidad de células NCI H460 con ZnO
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Figura 2. Estudio de muerte celular (dependiente de la dosis) inducida por nanoparticulas de éxido de zinc en
células NCI H460 y SK-MES-1 (Lozano et al., 2011). DL50: dosis letal 50.
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Figura 3. Microscopia dptica (objetivo 40x) de distintas nanoparticulas en medio con suero bovino fetal: A: sélo
medio; B: nanoparticulas de FeOx; C: nanoparticulas de TiOx; D: nanoparticulas de CeO,; E: nanoparticulas
de ZnO.

cidad), el grado de dispersion o agregacion,
la composiciéon quimica, la solubilidad, la
dosis, la pureza, etc. (Powers et al., 2006).
Muchas de estas caracteristicas pueden ser
modificadas como resultado del contacto en-
tre la cubierta externa de las nanoparticulas y
los fluidos biolégicos, e influye en su posterior
interaccion con los componentes sanguineos.
Por ejemplo, es muy frecuente observar que
nanoparticulas estables en agua o etanol se
agreguen en presencia de medios fisiolégicos
y suero (Lozano et al., 2011) (Fig. 3).

Por otra parte, las proteinas sanguineas,
como la albimina, las apolipoproteinas, las
inmunoglobulinas y las moléculas de la cas-
cada de activacién del complemento y de la
coagulacién, entre otras, pueden unirse ines-
pecificamente a la superficie de los nanoma-
teriales y provocar su opsonizacién (Gessner et
al., 2003; Salvador-Morales et al., 2006), fa-

Figura 4. Macréfagos mdridos que han fagocitado
nanoparticulas de hierro y zeolita.
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voreciendo la fagocitosis de las nanoparticulas
por parte de los macréfagos (Fig. 4) (Diaz et
al., 2008). Esto puede dar lugar a una reduc-
cion en la vida media de las nanoparticulas en
el sistema circulatorio y alterar su estabilidad,
induciendo su precipitacién y agregacion.

La adsorcion de las proteinas a la superfi-
cie de las nanoparticulas depende de las ca-
racteristicas de la cubierta, de la composicién
y del método de sintesis de la nanoparticula
en cuestién. Se sabe que alterando la carga
de la superficie afiadiendo diferentes grupos
funcionales pueden modificarse las propieda-
des hidréfilas de la nanoparticula y su vida
media, a la vez que disminuye la interaccién
con proteinas o receptores que estimulan la
fagocitosis (Dobrovolskaia y McNeil, 2007).
Por ejemplo, las nanoparticulas con su super-
ficie recubierta de polietilenglicol (PEG) unen
menos proteinas que las que no poseen esta
modificacién en su superficie, y en algunos
casos también disminuyen su toxicidad (Diaz
et al., 2008) (Fig. 5).

Esterilidad

Otro factor muy importante es la esterilidad
de las nanoparticulas. Previamente a su uso
in vivo hay que asegurarse de que las nano-
particulas son estériles y de que no contienen
endotoxinas bacterianas contaminantes. Algu-
nos de los ensayos para determinar la presen-
cia de endotoxinas ampliamente utilizados
interfieren con las propias nanoparticulas, lo
que hace necesario disefiar nuevos métodos.

Con respecto a qué tipo de esterilizacion
utilizar, depende de la composicién, del tama-
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Figura 5. Porcentaje de muerte en células humanas incubadas con distintas dosis y tipos de nanoparticulas.
El recubrimiento con polietilenglicol (PEG) hace que la nanoparticula de silice disminuya su toxicidad (Diaz

et al., 2008).

100 g

Figura 6. Nanoparticulas de oro antes (A) y después de ser esterilizadas mediante radiacion ultravioleta (B), gas
plasma (C), éxido de etileno (D), formaldehido (E) y autoclave (F) (Franca et al., 2010).

fio y del recubrimiento de la nanoparticula, ya
que cada clase de método puede afectar a un
tipo u otro. En un estudio realizado por nues-
tro grupo, nanoparticulas de oro recubiertas
con PEG fueron sometidas a cinco procedi-
mientos de esterilizacion diferentes (Fig. 6) y
se observd que el gas plasma las afectaba de

forma importante (produciendo coalescencia
y agregacion), por lo que este método, muy
utilizado en diversos centros hospitalarios,
no podria usarse para esta nanoestructura en
concreto (Franca et al., 2010). Sin embargo,
otras nanoparticulas de oro de menor tamafio
y recubiertas de tiopronina no se afectaban
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por gas plasma, pero si por otros métodos de
esterilizacién. Estos resultados confirman que
para cada nanoestructura hay que hacer un
estudio exhaustivo para conocer qué método
de esterilizacion podria ser el méas adecuado.

Inmunogenicidad

Otro de los principales aspectos que deben
cumplir las nanoparticulas transportadoras
de farmacos es ser inmunolégicamente neu-
tras una vez administradas en el organismo,
mientras que aquellas que queramos utilizar
en vacunas nos interesard que potencien al
sistema inmunitario. Las células inmunitarias
reconocen de forma muy eficaz patégenos y
particulas extrafias al organismo, y pueden
generar diversas respuestas inmunitarias
(fagocitosis, produccién de radicales libres
de oxigeno [ROS, reactive oxygen species] y
nitrégeno, activaciéon del complemento, pro-
duccioén de citocinas, anticuerpos, etc.) para
Ilevar a cabo su destruccion. Las nanoparticu-
las son elementos extrafios al organismo (Fig.
7) y, por tanto, pueden ser reconocidas por
las células del sistema inmunitario de forma
semejante a como lo hacen con diversos pat6-
genos (virus, bacterias, hongos...).

Ademas, muchas nanoparticulas tienen un
tamafio y forma semejantes a elementos tales

Figura 7. Las nanoparticulas son elementos extra-
Aos al organismo, e igual que el sistema inmunita-
rio reconoce y destruye patégenos, puede reconocer
también a las nanoparticulas.
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como los virus. Asi, las nanoparticulas pueden
estimular o suprimir la respuesta inmunitaria,
y provocar reacciones de hipersensibilidad o
inmunosupresién, por lo que es imprescin-
dible analizar su compatibilidad con los ele-
mentos del sistema inmunitario (Zolnik et al.,
2010). Si bien los datos publicados sugieren
claramente que las nanoparticulas interaccio-
nan con el sistema inmunitario, uno de los
retos es desarrollar protocolos estandarizados
para evaluar sus efectos.

La mayoria de los métodos estandar de in-
munotoxidad deberian poder ser aplicables a
los nanomateriales. Sin embargo, como las
nanoparticulas poseen caracteristicas fisicas y
quimicas diferentes, los métodos clasicos de-
ben modificarse en funcién de ellas. En este
sentido, muchas de las técnicas de toxicidad
ampliamente utilizadas, como los ensayos co-
lorimétricos (tipo MTT, medicién de lactato
deshidrogenasa, etc.), no pueden utilizarse por
las interferencias que producen las nanoparti-
culas. Esto obliga a disefiar nuevos métodos
para estudiar la viabilidad, o a emplear colo-
rantes que no interfieran con la nanoestructura
concreta que vamos a estudiar. Con respecto
a la interaccién de las nanoparticulas con ma-
créfagos del sistema inmunitario, se analiza la
fagocitosis o internalizacién de las particulas,
asi como la induccioén de estrés celular debida
a la liberaciéon de ROS (Diaz et al., 2008).

Se ha descrito que la toxicidad de las na-
noparticulas puede deberse a la interaccion
directa con la célula, o de modo indirecto por
la induccion de un exceso de ROS (Shen et
al., 2004; Nimesh et al., 2006). Las nanopar-
ticulas pueden generar ROS (Foucaud et al.,
2007) al interaccionar directamente con molé-
culas del medio (ROS extracelular) o después
de su interaccién con la célula mediante ad-
sorcién a la membrana o internalizacién (ROS
intracelular) (Fig. 8).

En este aspecto, si hay una cantidad de
produccién de ROS que la célula no es ca-
paz de neutralizar, mediante un sistema an-
tioxidante formado por un componente enzi-
maético (dismutasas, catalasas y peroxidasas)
y otro no enzimético (a-tocoferol, ascorbato y
glutatién), se produce lo que se conoce como
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Figura 8. Produccidn de ROS por parte de distintas células humanas de sangre periférica en presencia de cinco
nanoparticulas diferentes. Como control negativo se utilizaron células solas (en negro) (Diaz, et al., 2008).

estrés oxidativo. Los excesos de ROS pueden
oxidar varias moléculas (DNA, proteinas y li-
pidos) y conducir a la muerte celular y a dafio
en los tejidos, tal como ocurre en distintos
procesos fisiopatolégicos como la inflamacién,
la hipoxia, los trastornos inmunitarios, el me-
tabolismo de drogas y alcohol, la exposicién a
radiaciones ultravioleta o terapéuticas, y en ca-
sos de deficiencia de vitaminas antioxidantes
(Amer et al., 2003).

Activacion del complemento

Se ha detectado que determinadas nanoes-
tructuras como los liposomas, o nanoparticulas
recubiertas de PEG, pueden llevar a una acti-
vacion de la cascada del complemento (Mos-
queira et al., 2001; Bertholon et al., 2006).

Este proceso puede inducir respuestas infla-
matorias, con liberacion de anafilotoxinas,
atraccién de células inmunitarias a la zona
de inoculacién y posterior destruccién celular.
Puesto que el complemento puede activarse
por varias cascadas (clasica, alternativa y por
la via de las lectinas), puede estudiarse la de-
gradacion del factor C3 (Lozano et al., 2011),
comun a las tres vias, como indicativo de su
activaciéon. Esto puede detectarse mediante
Western blot o ELISA (Fig. 9).

Nanoestructuras como adyuvantes
en vacunas

Ya que muchas nanoestructuras pueden ser
reconocidas por el sistema inmunitario como
extrafias, podemos hacer de este hecho una
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Figura 9. Deteccidn del factor C3 y de sus productos de degradacion en plasma humano mediante Western
blot, en ausencia (C-) o en presencia de nanoparticulas. Como control positivo (C+) se empled veneno de

serpiente (Lozano, et al., 2011).

ventaja y disefiarlas para que potencien la
respuesta inmunitaria, bien para destruir un
tumor (en el higado, por ejemplo, donde gran
parte de las nanoparticulas son rapidamente
captadas por los macr6fagos hepaticos) o para
el desarrollo de nanovacunas (Prego et al.,
2010).

En el campo concreto de las vacunas, las
nanoparticulas pueden ofrecer ventajas a las
ya existentes en varias caracteristicas. Por
una parte, pueden incrementar su eficacia,
con un efecto adyuvante més potente; tam-
bién podrian generarse vacunas mas termoes-
tables, que mantuvieran su eficacia sin ver-
se afectadas por la rotura de la cadena del
frio (uno de los problemas habituales con las
vacunas actuales); que no necesitaran de in-
yeccién al utilizar sustancias mucoadhesivas
que permitieran su inoculacién por otras vias
(intranasal, oral, vaginal, ocular...); y vacunas
de liberacion controlada que no requirieran
administrar varias dosis.

Conclusion

De todo lo expuesto se concluye que el campo
de la nanotecnologia puede ofrecer una gran
variedad de productos con un enorme poten-
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cial en el ambito biomédico, pero es necesaria
una correcta y completa caracterizaciéon para
asegurar su biocompatibilidad e inmunogeni-
cidad.
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A. RiBas: ;Qué tipo de nanoparticulas usais en
vuestra empresa?

A. GonzALez: Nuestra empresa, la spin off Nano-
Immunotech, tiene dos secciones: productos
y servicios. En la primera desarrollamos pro-

ductos para funcionalizar nanoparticulas, es
decir, para conjugar anticuerpos, DNA, apta-
meros, azUcares o péptidos sobre la superfi-
cie de las nanoparticulas. Por otro lado, en la
seccion de servicios ofrecemos la caracteri-
zacion fisico-quimicay biolégica de nanopar-
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ticulas. Estamos trabajando muy activamen-
te en la toxicidad de las nanoparticulas y en
su inmunogenicidad.

R. PusoL: Para crear nanoparticulas se habla
mucho del uso de oro, hierro, carbono, etc.
;Puede crearse una nanoparticula completa-
mente proteica?

A. GonzALez: Si pueden crearse nanoparti-
culas completamente proteicas, como el
empleo de albumina para rodear farmacos
antitumorales. También existen nanoparti-
culas biodegradables que no son por com-
pleto proteicas, pero que pueden combinar
elementos. Por ejemplo, pueden usarse
polisacéridos (como el quitosano) u otras
estructuras oleosas (como emulsionantes)
que en determinadas condiciones adoptan
estructuras esféricas, pequefias y bastante
estables, en las cuales pueden acoplarse
antigenos proteicos o proteinas en el exte-
rior. Por otro lado, las particulas de oro, que
no son biodegradables, tienen unas propie-
dades o6pticas y térmicas ideales, son muy
faciles de sintetizar y puede controlarse su
tamafio durante la sintesis (nosotros hemos
empleado distintas nanoestructuras de oro,
desde 20 hasta 150 nm). Ademas, pueden
ponerse cubiertas empleando otros com-
puestos (por ejemplo, silice) y acoplar mas
elementos. El problema de estas nanoparti-
culas, y en general de todas aquellas no bio-
degradables, es que no conocemos su tasa
de acumulacién, su biodistribucién, dénde
se excretan y eliminan, etc. Por ello, para
poder usar nanoparticulas en terapéutica
son necesarios estudios de biodistribucion,
excrecién y eliminacion. El problema de es-
tos estudios es que, aunque se marquen ra-
diactivamente las proteinas asociadas a las
nanoparticulas, cuando éstas entran en el
organismo pueden soltarse de la nanoparti-
cula y entonces se observa la radiactividad
de la proteina y no la de la estructura no
biodegradable. Hay que resolver los proble-
mas técnicos antes de poder generalizar el
uso de este tipo de particulas no biodegra-
dables en terapéutica.
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L. Awarez-VaLLina: En primer lugar, jqué ca-

racteristicas crees que deberian tener las
nanoparticulas para su uso en terapia an-
titumoral, es decir, tipos y nimero de mo-
|éculas de anticuerpos, tamafio, etc.? Y en
segundo lugar, ;existe alguna estrategia para
fomentar el desensamblado in vivo de estas
particulas?

A. GonziLez: En relacién con la primera pre-

gunta, para uso terapéutico recomendaria
nanoparticulas biodegradables que conten-
gan farmaco en su interior. Las estructuras
acopladas en su superficie deberian ser anti-
cuerpos muy pequefios, acido félico, transfe-
rrina o albimina (que permitiria una mejor
entrada de las nanoparticulas en el tumor y
mejoraria su eficiencia). Ademas, las parti-
culas deberian estar dirigidas y ser inertes
para el sistema inmunitario (enmascararlas
con PEG u otros compuestos), porque si no
es asi casi todas seran reconocidas y fagoci-
tadas por los macréfagos hepaticos y esplé-
nicos. En relacién con la segunda pregunta,
no hay muchos datos sobre los mecanismos
de ensamblado y desensamblado de los na-
nomateriales in vivo. Se dispone de infor-
macion sobre las interacciones in vitro (por
ejemplo la interaccién de nanomateriales
con proteinas séricas, células y otros mate-
riales), por lo que no podria decir qué inte-
racciones concretas se darian entre nanopar-
ticulas y entre éstas y los sistemas biolégi-
cos in vivo. Por otro lado, si se conocen las
toxicidades de los materiales usados en las
nanoparticulas (por ejemplo, del cadmio o
del zinc), y se estdn empezando a conocer de
muchas nanoestructuras. Sin embargo, con-
siderando los riesgos que implique su uso,
ante una aplicacién terapéutica concreta ha-
bré que sopesar si los beneficios compensan
la toxicidad propia de las nanoparticulas.

A. CeLaba: Hay una gran variedad de particu-

las de oro y no todas son fagocitadas por los
macroéfagos. Las particulas de oro que pre-
paramos en mi grupo sé6lo son fagocitadas si
las acoplamos a péptidos dirigidos de un de-
terminado modo, en concreto hacia péptidos
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presentes en el cerebro en la enfermedad de
Alzheimer. De esta manera, los macréfagos
pueden activarse mediante los receptores
toll-like 4 y fagocitar las nanoparticulas que
nosotros queramos. Actualmente estamos
en los inicios del uso de las nanoparticulas,
a pesar de que ya hay una gran variedad de
particulas de oro.

A. GonzALEz: Estoy totalmente de acuerdo, no
se puede simplificar y hablar simplemente
de oro, titanio, etc. Se dispone de una gran
variedad de particulas, tipos de sintesis, ta-
mafos, recubrimientos, etc. Y cada una de
estas variedades se comportard de manera
diferente a las demas. Gracias a esta nueva
tecnologia podremos conocer mejor nuestra
propia biologia, tanto extracelular como in-
tracelular.

J. AramBURU: En un futuro las nanoparticulas
seran fruto de aplicaciones biolégicas o bien
contaminantes que proceden de otros proce-
sos, como los industriales. Es por ello que
tendremos que estudiar tanto su biodistribu-
cién en los organismos vivos como las con-
secuencias indeseables derivadas de su uso
industrial, por ejemplo la posible acumula-
cion en el ambiente debido a que no todas
las nanoparticulas seran biodegradables.

A. GonzALez: Estoy de acuerdo con lo que co-
mentas. Hay tanto para estudiar, que las

agencias reguladoras estan analizando di-
versos aspectos (ambiental, médico, alimen-
tacion, cosmética, vertidos...), ya que van a
diferir mucho unos escenarios de otros: una
exposicién ambiental continuada, una acci-
dental con grandes dosis por via inhalatoria
0 una aplicacién in vivo con dosis controla-
das, asi como la via de entrada (oral, nasal,
intravenosa, cutanea...) en el organismo.

A. RiBas: Para intentar responder a una de las
preguntas anteriores me gustaria comentar
que hace 1 afio publicamos un estudio (Na-
ture. 2010;464:1067-70) en el cual por
primera vez administramos nanoparticulas
de ciclodextranos, totalmente inertes con
pegilacion y transferrina, para conseguir
estabilizar y vehiculizar siRNA en tumores.
Esto permitiria administrar un farmaco me-
diante una plataforma que podria bloquear
cualquier mRNA de cualquier proteina. La
necesidad de desarrollar este tipo de parti-
culas es muy importante, aunque aln esta-
mOs en sus inicios y el proceso es muy largo.
A raiz de este primer estudio, creo que las
nanoparticulas de oro y de liposomas no son
la mejor opcion por la dificultad de vehicu-
lizarlas, ya que las particulas de liposomas
siempre van al higado, independientemente
de si se dirigen o no; por ello, creo que las
nanoparticulas preparadas con polimeros
tienen unas propiedades farmacocinéticas
muy superiores.
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