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CAPITULO 1

Introduccion



1. Epidemiologia del VIH

Actualmente hay unos 36 millones de personas infectadas por el VIH en el mundo v,
desde la primera muerte relacionada con el VIH en 1959, ya ha habido mas de 39
millones de muertos por el SIDA y enfermedades relacionadas. La facilidad de acceso al
tratamiento, en cerca del 50 % de los casos, unido al tratamiento antiretroviral de alta
actividad esta directamente relacionado con la disminucion del 45 % en el numero de
muertes en los dltimos 10 afios [1]. Sin embargo, con la expansion del tratamiento
también se esta observando un aumento de las resistencias a los farmacos
antirretrovirales habituales [2]. El dificil acceso a los medicamentos y pruebas de
deteccion en los paises en vias de desarrollo, la baja adherencia de los pacientes y la
resistencia del virus a los farmacos impiden un adecuado control y erradicacion de la

enfermedad.

2. Patogenia del VIH

El VIH es un virus que utiliza las células del sistema inmunoldgico del huésped para
reproducirse y sobrevivir. La infeccion comienza al interactuar el virion con la
superficie celular a través de la proteina gp120 del VIH-1 y los receptores celulares
CDA4+ y el co-receptor CCR5 (Figura 1.1) [3]. Las principales células diana son los
linfocitos T CD4+ que se encuentran en los tejidos linfoides como el bazo, los n6dulos
linfaticos y el tejido linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés), y
unicamente un 2% de los linfocitos infectados se encuentran en el torrente sanguineo
[4,5]. Como consecuencia de la infeccion, la vida media de estas células disminuye
desde 6 dias a poco méas de 1 dia [6], provocando un descenso de la poblacion y
disminuyendo la capacidad de respuesta inmunologica.

El virus, tanto en forma activa como latente, también puede encontrarse en las células
del sistema monocito/macrofagos, las células dendriticas o las células de la microglia,
actlando todas ellas como reservorios, ya que no mueren a pesar de estar infectadas. De
forma semejante, el virus también se encuentra protegido en lugares anatémicos de
dificil acceso, como son el sistema nervioso central, el tracto genital o incluso el tracto
gastro-intestinal [3,5]. Como consecuencia de la existencia de estos reservorios, se
mantienen niveles altos de células infectadas de forma continua, lo que puede
desencadenar la apoptosis de las células inmunoldgicas, inducir el reclutamiento y la
activacion de células infectadas latentes, y favorecer la difusion de la enfermedad a

otras partes del organismo [4].



3. Tratamiento antirretroviral

Actualmente el tratamiento de la infeccion por VIH es la terapia antirretroviral
combinada o terapia antirretroviral de alta actividad (HAART o TAR en espafiol). Los
dos principales objetivos de esta farmacoterapia son el control virolégico y la
restauracion de los niveles de células inmunoldgicas. Gracias a ella ha aumentado la
esperanza de vida de los pacientes, cronificando la enfermedad y evitando el sindrome
de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [7,8].

Este tratamiento consigue disminuir la carga viral sanguinea desde el inicio, pero se
requieren niveles de adherencia superiores al 95 % para conseguir una eficacia superior
al 50 %. Esto es debido a que méas del 90% de las células infectadas se encuentran en los
reservorios virales donde no hay un buen acceso del farmaco y en cuanto se interrumpe
el tratamiento hay un rapido crecimiento de la carga viral en el torrente circulatorio
[4,7,9]. Ademas, una buena adherencia es importante para evitar el desarrollo de
resistencias, aunque el VIH-1 ya presente una tendencia inherente a ello [3,4,8,10]. Por
definicion, la adherencia depende de la implicacion del paciente en la eleccion, inicio y
cumplimiento del tratamiento [11], aunque habitualmente se asocia Unicamente con el
cumplimiento del mismo. Las frecuentes administraciones y los efectos secundarios,
como fatiga, confusion, pérdida del gusto, néuseas, y el temor a alteraciones
morfologicas como la lipodistrofia, suelen estar relacionadas con la interrupcion o
incumplimiento del tratamiento [11].

El TAR es una combinacion simultdnea de al menos dos o tres farmacos
antirretrovirales administrados 2 veces al dia durante los primeros 6 meses y, como
minimo, dos de los farmacos deben tener diferentes mecanismos de accion [11].
Actualmente hay varios tipos de farmacos antirretrovirales que actdan en diferentes
etapas del ciclo vital del virus. En funcion de su mecanismo de accién se clasifican en:
inhibidores de la transcriptasa reversa (nucleoétidos (NtRTI), nucleésidos (NRTI’s) o no
nucledsidos (NNRTI)), inhibidores de la proteasa (Pl) y los méas recientes son los
inhibidores de los correceptores, y los inhibidores de la fusion (Figura 1.1).

En la mayoria de los casos, los farmacos necesitan acceder a nivel intracelular para
ejercer su accion, para lo que tienen que atravesar multiples barreras. Ademas, la
presencia de bombas de expulsion dificulta alcanzar concentraciones terapéuticas en los
lugares de accion. Esto, junto con la corta semivida de la mayoria de los farmacos

antirretrovirales, obliga al uso de altas dosis con frecuentes administraciones [3,7].
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Figura 1.1. Ciclo vital del VIH y lugares de accion de los antirretrovirales.

3.1. Estavudina

La estavudina es un farmaco antirretroviral del grupo de los NRTI’s, inhibidores de la
transcriptasa reversa analogos de los nucledsidos cuyas caracteristicas se presentan en la
tabla 1.1. Los farmacos de este grupo presentan diferencias estructurales y metabdlicas a
pesar de tener el mismo mecanismo de accion. Estavudina es un analogo sintético
nucleosidico de pirimidina que puede actuar como inhibidor competitivo de la
transcriptasa reversa, interrumpiendo la cadena de ADN [12]. Para ejercer su accion
entra en la célula por difusidn no facilitada y es fosforilada transformandose en la forma
activa 5’-trifosfato. Esta molécula es la que posteriormente competird con el nucledsido
trifosfato viral por la unidn con la transcriptasa reversa.

La estavudina presenta una adecuada estabilidad en medio acido, un adecuado perfil de
seguridad y actividad incluso frente a cepas virales resistentes a otros farmacos como la
zidovudina. Debido a su corta semivida en sangre, se requieren dos administraciones al
dia en vez de una, a diferencia de otros antirretrovirales como didanosina o tenofovir.
La dosis mas alta aprobada es de 80 mg, en personas de mas de 60 kg, que aunque

provoca mas efectos adversos se utiliza debido a la clara mejoria en la eficacia [13].



Tabla 1.1. Caracteristicas de la estavudina [14].

1-[(2R,5S)-5-(hydroxymethyl)-

IUPAC 2,5-dihydrofuran-2-yl]-5-
methylpyrimidine-2,4-dione
Nombre Nombre Quimico Estavudina
Abreviatura d4T
Nombre Comercial Zerit
Formula molecular C10H12N204
v
Estructura 3D T 4
7oA
Peso molecular 224,213 g/mol
Caracteristicas Solubilidad 5-10 ¢/100 mL at 21 °C
Fisicoguimicas Estado Sélido cristalino blanco inholoro
Absorbancia UV-visible 266 nm
Sensibilidad Oxidantes

El principal efecto secundario de la estavudina es a nivel hematoldgico (alteraciones en
namero y funcionalidad de eritrocitos, hemoglobina, plaquetas...) [7]. Pero los efectos
secundarios mas visibles en los pacientes son la lipodistrofia y la neuropatia periférica
[15]. Una vectorizacion del farmaco a la diana terapéutica, con una reduccion de la
dosis, podria ayudar a disminuir estos problemas que son dosis-dependientes [15].

A pesar de los efectos adversos, su bajo coste de produccién hace que se mantenga
como primera linea terapéutica en los paises en vias de desarrollo [13]. Esto permite que
el nimero de pacientes con acceso a la medicacion en estos paises haya pasado de
menos de 5 millones en 2010 a mas de 10 millones a finales del 2015 [8].

El bajo precio de un farmaco es otra ventaja para el desarrollo de sistemas como los
nanomedicamentos [16], cuyo elevado coste total impide su incorporacion en la practica

clinica habitual.



En resumen, debido a caracteristicas como corta semivida, buena solubilidad en agua,
composicion quimica adecuada para la interaccion con nanoparticulas de oro, efectos
secundarios dosis-dependientes y farmaco economico se ha elegido a la estavudina

como “farmaco modelo”.

3.2. Nanoformulaciones de antirretrovirales

El desarrollo de la nanotecnologia ha promovido la investigacion en busca de sistemas
de liberacion controlada que ademas dirijan los farmacos a sus dianas terapéuticas. De
esta manera, se consiguen mayores concentraciones intracelulares durante mas tiempo,
favoreciendo la respuesta farmacolégica y disminuyendo los efectos adversos debidos a
interacciones no deseadas. Al mismo tiempo, los transportadores protegen al farmaco de
la degradacion por lo que se podrian utilizar dosis mas bajas y optimizar los regimenes
de dosificacion.

Por ello se han estudiado numerosos transportadores tanto biolégicos, como pueden ser
eritrocitos o vectores virales, como no biolégicos, como liposomas o nanoparticulas
metalicas [17] (Tabla 1.2).



Tabla 1.2. Portadores utilizados en terapéutica antiretroviral.

Tlpos,de F_armacp Mejora frente a la formulacion convencional Ref.

nanoparticulas antiretroviral
] Zidovudina Incremento de la semivida del fa&rmaco. [18]
Liposomas Estavudina Mejor captacion y acumulacion en los 6rganos del RES [19]
Inhibidor interaccion Liberacion vaginal, proteccion del farmaco y mejora en la entrada celular [20]

con coreceptores
Zidovudina Liberacion gastrointestinal para alcanzar tejidos linfoides. [21]
Ritonavir, lopinaviry  Concentraciones mayores y durante mas tiempo en las células del RES. [22,23]
icul efavirenz Mejor eficacia. ’

Nggﬁ'{rﬁ;‘iigsas Saql_Jina\_/ir Cor_lcentracio.nes _intrace_lula_lres_ mayores. [24]
Lamivudina Mejor vectorizacion y biodistribucion [25]
Dapivirina Mejor acceso a las células epiteliales y de la mucosa. [26]
Efav_lreng Mejor eficacia antiviral. [27]

Saquinavir
Estavudina Mayores concentraciones en tejidos diana y menor hepatotoxicidad [28]
Zidovudina Incremento de la semivida del farmaco. [29]
Nanoparticulas Indinavir Mejor eficacia antiviral. [30]
lipidicas sélidas Estavudina Mejor captacion y vectorizacion intracelular con mayores concentraciones. [31]
(SLN) Lopinavir, ritonaviry ~ Concentraciones intracelulares mayores en los tejidos linfoides e incremento de [32]

tenofovir los niveles en sangre sostenidos en el tiempo.
Nanoparticulas Abgcav_l ' Mejor eficacia antirretroviral. [33]
de oro Lam |_vud_|na . . . : .

Nevirapina Mejor eficacia antirretroviral y mayor acceso a los reservorios [34]
Eritrocitos Zidovudina Mayores concentraciones plasmaticas y semivida mas larga [35]
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El uso de transportadores como pueden ser las nanoparticulas de oro, puede ayudar a
mejorar los parametros farmacocinéticos de antirretrovirales como la estavudina, con
corta semivida, buena solubilidad y grupos funcionales adecuados para su unién con las
nanoparticulas. A la vez, se favorece su vectorizacion hacia las celulas y regiones
anatomicas que actlan como reservorios. Esto junto con una liberacion controlada
repercutiria en mejores regimenes de dosificacion y menores efectos adversos,
ayudando a una mayor adherencia por parte de los pacientes y con ello a un mejor

control de la infeccion y evolucién de la enfermedad.

4. Referencias

1. Hoja informativa, noviembre de 2016 | ONUSIDA, (n.d.).
http://www.unaids.org/es/resources/fact-sheet (accessed December 21, 2016).

2. The TenoRes Study Group, Global epidemiology of drug resistance after failure
of WHO recommended first-line regimens for adult HIV-1 infection: a multicentre
retrospective cohort study, Lancet Infect. Dis. 16 (2016) 565-575.

3. U. Gupta, N.K. Jain, Non-polymeric nano-carriers in HIV/AIDS drug delivery
and targeting, Adv. Drug Deliv. Rev. 62 (2010) 478-490.

4. S. Gunaseelan, K. Gunaseelan, M. Deshmukh, X. Zhang, et al. Surface
modifications of nanocarriers for effective intracellular delivery of anti-HIV drugs, Adv.
Drug Deliv. Rev. 62 (2010) 518-531. doi:10.1016/j.addr.2009.11.021.

5. R. Swanstrom, J. Coffin, HIV-1 pathogenesis: the virus, Cold Spring Harb.
Perspect. Med. 2 (2012) a007443.

6. M.B. Feinberg, Changing the natural history of HIV disease, Lancet Lond. Engl.
348 (1996) 239-246.

7. A. Sosnik, D.A. Chiappetta, A.M. Carcaboso, Drug delivery systems in HIV
pharmacotherapy: what has been done and the challenges standing ahead, J. Control.
Release Off. J. Control. Release Soc. 138 (2009) 2—-15.

8. UNAIDS, Global AIDS Update 2016 | UNAIDS, (n.d.).
http://www.unaids.org/en/resources/documents/2016/Global-AlDS-update-2016
(accessed January 9, 2017).

9. N. Llewellyn, R. Zioni, H. Zhu, T. Andrus, Y. Xu, et al. Continued evolution of
HIV-1 circulating in blood monocytes with antiretroviral therapy: genetic analysis of
HIV-1 in monocytes and CD4+ T cells of patients with discontinued therapy, J. Leukoc.
Biol. 80 (2006) 1118-1126.



11

10.  World Health Organization (WHO), Antimicrobial resistance: global report on
surveillance 2014, WHO. (n.d.).
http://www.who.int/drugresistance/documents/surveillancereport/en/

(accessed September 23, 2015).

11.  Grupo de Estudio del SIDA-SEIMC (GESIDA), gesida-guiasclinicas-2017,
Httpwwwagesida-Seimcorg. (n.d.).
http://www.gesida-seimc.org/contenidos/guiasclinicas/borrador/gesida-guiasclinicas-
2017-br-TAR.pdf (accessed January 11, 2017).

12. N.N. Guimarées, H.H.R. de Andrade, M. Lehmann, R.R. Dihl, et al. The genetic
toxicity effects of lamivudine and stavudine antiretroviral agents, Expert Opin. Drug
Saf. 9 (2010) 771-781.

13.  J.C. Martin, M.J.M. Hitchcock, E. De Clercqg, W.H. Prusoff. Early nucleoside
reverse transcriptase inhibitors for the treatment of HIV: a brief history of stavudine
(DAT) and its comparison with other dideoxynucleosides, Antiviral Res. 85 (2010) 34—
38.

14, DrugBank, ed., Stavudine, DrugBank. (2016).
http://www.drugbank.ca/drugs/DB00649 (accessed October 10, 2016).

15.  A. Makinson, V.L. Moing, C. Kouanfack, C. Laurent, et al. Safety of stavudine
in the treatment of HIV infection with a special focus on resource-limited settings,
Expert Opin. Drug Saf. 7 (2008) 283-293.

16. H. Zazo, C.I. Colino, J.M. Lanao, Current Applications of Nanoparticles in
Infectious Diseases, J. Controlled Release. 224 (2016) 86-102.

17.  J.M. Lanao, E. Briones, C.I. Colino, Recent advances in delivery systems for
anti-HIV1 therapy, J. Drug Target. 15 (2007) 21-36.

18.  N.C. Phillips, E. Skamene, C. Tsoukas, Liposomal encapsulation of 3’-azido-3’-
deoxythymidine (AZT) results in decreased bone marrow toxicity and enhanced activity
against murine AIDS-induced immunosuppression, J. Acquir. Immune Defic. Syndr. 4
(1991) 959-966.

19. M. Garg, A. Asthana, H.B. Agashe, G.P. Agrawal, et al. Stavudine-loaded
mannosylated liposomes: in-vitro anti-HIV-1 activity, tissue distribution and
pharmacokinetics, J. Pharm. Pharmacol. 58 (2006) 605-616.



12

20.  A.S. Ham, M.R. Cost, A.B. Sassi, C.S. Dezzutti, et al. Targeted delivery of PSC-
RANTES for HIV-1 prevention using biodegradable nanoparticles, Pharm. Res. 26
(2009) 502-511.

21.  A. Dembri, M.-J. Montisci, J.C. Gantier, H. Chacun, et al. Targeting of 3'-Azido
3’-Deoxythymidine (AZT)-Loaded Poly(lsohexylcyanoacrylate) Nanospheres to the
Gastrointestinal Mucosa and Associated Lymphoid Tissues, Pharm. Res. 18 (2001)
467-473.

22.  C.J. Destache, T. Belgum, M. Goede, A. Shibata, et al. Antiretroviral release
from poly(DL-lactide-co-glycolide) nanoparticles in mice, J. Antimicrob. Chemother.
65 (2010) 2183-2187.

23. A Shibata, E. McMullen, A. Pham, M. Belshan, et al. Polymeric nanoparticles
containing combination antiretroviral drugs for HIV type 1 treatment, AIDS Res. Hum.
Retroviruses. 29 (2013) 746-754.

24.  L.K. Shah, M.M. Amiji, Intracellular delivery of saquinavir in biodegradable
polymeric nanoparticles for HIV/AIDS, Pharm. Res. 23 (2006) 2638—2645.

25.  D. Mishra, N. Jain, V. Rajoriya, A.K. Jain. Glycyrrhizin conjugated chitosan
nanoparticles for hepatocyte-targeted delivery of lamivudine, J. Pharm. Pharmacol. 66
(2014) 1082-1093.

26. J. das Neves, F. Araljo, F. Andrade, J. Michiels, et al. In vitro and ex vivo
evaluation of polymeric nanoparticles for vaginal and rectal delivery of the anti-HIV
drug dapivirine, Mol. Pharm. 10 (2013) 2793-2807.

27.  T. Chaowanachan, E. Krogstad, C. Ball, K.A. Woodrow. Drug synergy of
tenofovir and nanoparticle-based antiretrovirals for HIV prophylaxis, PloS One. 8
(2013) e61416.

28. S. Ghosh, L. Mondal, S. Chakraborty, B. Mukherjee. Early stage HIV
management and reduction of stavudine-Induced hepatotoxicity in rats by
experimentally developed biodegradable nanoparticles, AAPS PharmSciTech. 18
(2017) 697-7009.

29. H. Heiati, R. Tawashi, R.R. Shivers, N.C. Phillips. Solid lipid nanoparticles as
drug carriers. I. Incorporation and retention of the lipophilic prodrug 3’-azido-3'-

deoxythymidine palmitate, Int. J. Pharm. 146 (1997) 123-131.



13

30. AN. Endsley, RJ.Y. Ho, Enhanced anti-HIV efficacy of indinavir after
inclusion in CD4-targeted lipid nanoparticles, J. Acquir. Immune Defic. Syndr. 61
(2012) 417-424.

31. R. Shegokar, K.K. Singh, Stavudine entrapped lipid nanoparticles for targeting
lymphatic HIV reservoirs, Pharm. 66 (2011) 264-271.

32.  J.P. Freeling, J. Koehn, C. Shu, J. Sun, et al. Long-acting three-drug
combination anti-HIV nanoparticles enhance drug exposure in primate plasma and cells
within lymph nodes and blood, AIDS Lond. Engl. 28 (2014) 2625-2627.

33. F. Chiodo, M. Marradi, J. Calvo, E. Yuste, et al. Glycosystems in
nanotechnology: Gold glyconanoparticles as carrier for anti-HIV prodrugs, Beilstein J.
Org. Chem. 10 (2014) 1339-1346.

34.  B.R. Dalvi, E.A. Siddiqui, A.S. Syed, S.M. Velhal, et al. Nevirapine loaded core
shell gold nanoparticles by double emulsion solvent evaporation: in vitro and in vivo
evaluation, Curr. Drug Deliv. 3 (2016) 1071-1083.

35. E. Briones, C.I. Colino, J.M. Lanao, Study of the factors influencing the
encapsulation of zidovudine in rat erythrocytes, Int. J. Pharm. 401 (2010) 41-46.



14

OBJECTIVOS

El uso de nanoparticulas como nanotransportadores de farmacos antirretrovirales,
especificamente con estavudina, ha sido objeto de studio en el presente trabajo de
investigacion con los siguientes objetivos:

1. Realizar un revision complete de la literatura sobre el uso de las nanoparticulas
en enfermedades infeciosas, tanto bacterianas, viricas, fingicas o parasitarias.

2. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de oro (AuNP) para utilizarse como
sistema de liberacion controlada y vectorizacion de estavudina a las células
inmunoldgicas.

3. Evaluacidn in vitro de la influencia de las propiedades de las AuNPs y tipos de
estabilizadores que presenten, sobre su captacion por los macrofagos.

4. Estudio farmacocinético y biodistribucion de estavudina unida a nanoparticulas
de oro en los reservorios del VIH, como macréfagos, médula ésea, higado, timo,
bazo y cerebro.

5. Desarrollo de un modelo farmacocinético/farmacodindmico (PK/PD), para
simular la farmacocinética de la estavudina y la respuesta viral usando
nanoparticulas de oro y optimizar los regimenes de dosificacion de la

estavudina.



CAPITULO 2

Resumen
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La inadecuada respuesta farmacologica y la persistencia de la viremia en los
tratamientos anti HIV ha sido atribuida a un limitado acceso de los farmacos a los
grandes depdsitos de celulas infectadas por el virus [1]. En consecuencia, se requiere
investigar nuevas estrategias de vehiculacion desarrolladas a partir del conocimiento de
la cinética intracelular de los farmacos antirretrovirales, los factores que la modifican y
condicionan su difusion y acumulacion intracelular, asi como las relaciones
farmacocinéticas/farmacodinamicas (PK/PD).

La finalidad de esta tesis doctoral ha sido desarrollar y evaluar el uso de nanoparticulas
de oro (AuNP) como portadores de estavudina, con el fin de mejorar las caracteristicas
cinéticas del farmaco, aumentar su selectividad en el lugar de accion y poder conseguir
asi una mejor respuesta terapéutica.

Actualmente la nanotecnologia es una de las principales lineas de investigacion en
busca de sistemas que permitan la vectorizacion y la liberacién controlada de farmacos.
De esta forma se pretende mejorar la eficacia de los tratamientos ademas de conseguir
regimenes de dosificacion y vias de administracion mas comodos para el paciente a
través del uso de sistemas nanoparticulares.

Las nanoparticulas presentan numerosas aplicaciones en diversos campos. Dentro del
ambito terapéutico se esta evaluando su uso como sistemas de liberacion de farmacos
[2] para mejorar el tratamiento de diversas enfermedades, como las infecciones. En este
area se ha investigado su utilidad para solucionar la disminucién de eficacia de los
tratamientos antiinfecciosos convencionales debido a la apariciobn de diversos
mecanismos de resistencia microbiana, como el incremento de microorganismos en el
interior de la célula, donde muchos farmacos tienen un acceso limitado [3-5].

Existen muchos tipos de NPs que pueden clasificarse segun su composicién en
organicas e inorganicas. Las ventajas e incovenientes de cada una de ellas, asi como los

subtipos se encuentran recogidos en la Tabla 7.1.
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Tabla 7.1. Ventajas e inconvenientes de los distintos tipos de nanoparticulas.

Tipos Subtipos Ventajas Ref Inconvenientes Ref
_ Buena compatibilidad Baja capacidad de carga
-posomes Biodegradables RélJ ida degradacion
Organicas Poliméricas Capacidad de transporte de [6,7] pida ceg [8-10]
léculas hidrofébi Toxicidad por restos de solventes
Lipidicas solidas mojectias hidrotobicas e organicos del proceso de preparacion
hidrofilicas
Oro
Plata Se obtienen por: reduccion
- quimica o procesos “verdes” Problemas de metabolizacion y
- Silice Gran variedad de tamafios, 1114 eliminacion del organismo
Inorganlcas . . f lubilidad tabilidad [ ] ..
o Metalicas Titanio ormas, solubilidad y estabifidad. Problemas de toxicidad por restos de ~ [15-19]
Zinc Buena deteccion mediante solventes organicos o microbiolégicos
técnicas no invasivas del proceso de preparacion
Cobre

Hierro
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Las caracteristicas de composicion, tamafio, carga, hidrofilia, presencia de ligando etc.,
influyen sobre los procesos de biodistribucion, captacion celular y eliminacién
[15,17,20-26]. Ademés, mediante la union de ligandos, es posible la vectorizacion
activa a determinados tejidos o niveles subcelulares donde se alojan bacterias y virus
[17,19,23, 36, 45-49, 50-59]. De este modo pueden alcanzar tejidos y/o células de dificil
acceso como son los osteoblastos [27,28], los pulmones [29-31], las uniones
intercelulares del estbmago [32,33], distintas capas de la piel [34,35], el higado [36] o el
cerebro [37-39]. Esta vectorizacion permite reducir las concentraciones en tejidos no
deseados, disminuyendo los efectos adversos [40-43], y aumentarlas en las dianas
terapéuticas [7,42,44].

Por otro lado, una de las principales ventajas del uso de nanoparticulas es el control de
la cesion del farmaco, que puede ser inmediata o sostenida en el tiempo [60]. En
algunos sistemas, la liberacion se produce en respuesta a estimulos internos (pH,
equilibrio hidrofilico/hidrofébico, concentracion de sales y/o farmaco, presencia de
determinadas enzimas, etc.) [17,60-63] o externos (estimulos eléctricos, campos
magnéticos o ultrasonidos, etc.) [64-66].

La capacidad de controlar la liberacion junto con las propiedades mucoadhesivas de
algunos de estos sistemas favorece un incremento del tiempo de residencia de los
farmacos en el lugar de accion [67-69] y por tanto de su semivida [70-72]. Estos
cambios en el comportamiento farmacocinético ayudan al disefio de regimenes de
dosificacion [73-75] y el uso de vias de administracion [31,35,42,68,76-81] mas
comodas para el paciente.

Otra ventaja del uso de nanoparticulas como transportadores es la posibilidad de sortear
algunos mecanismos de resistencia desarrollados por los patdgenos, como la presencia
de B-lactamasas [16,82], bombas de expulsion [83,84], membranas més gruesas [83,85]
y barreras de biofilm [6,86]. Asi, estas modificaciones farmacocinéticas y
farmacodindmicas permiten el uso de nuevos farmacos que de forma convencional no
llegarian a la diana terapéutica.

Todas estas propiedades de las nanoparticulas permiten su uso como portadores de
farmacos, pero también como agentes antimicrobianos, vacunas o sistemas teranosticos.
Algunas nanoparticulas, como pueden ser las de plata o de chitosan, también se pueden

usar directamente como agentes anti-infecciosos frente a bacterias [18,87,88] o virus
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[18,89,90], presentando incluso mejor eficacia frente a cepas resistentes que los propios
farmacos, transportados por nanoparticulas [83].

Ademas, la variedad de mecanismos de accion de estos sistemas, como las alteraciones
de membrana, el incremento de ROS vy las alteraciones enzimaticas, disminuyen la
probabilidad de desarrollo de resistencias [88,91-93].

Debido a estas caracteristicas antimicrobianas de las nanoparticulas metéalicas,
encontramos dispositivos médicos cubiertos con nanoparticulas con el fin de prevenir
infecciones nosocomiales y/o el desarrollo de biofilms sobre los mismos [83,94]. Se han
utilizado para recubrir dispositivos como pueden ser valvulas protésicas [18,95],
catéteres [94,96,97], implantes de titanio [98-100], en resinas, rellenos o cementos
[101,102], y apositos ahesivos [18,102] de los que ya hay algunos comercializados
como el Acticoat™ or PolyMem Silver®.

Asimismo, dentro del campo inmunolégico, las NPs han permitido mejorar la respuesta
de las vacunas profilacticas, actuando como adyuvantes [106-108] y/o transportadores
[103-105] para mejorar la inmunogenicidad y eficacia a largo plazo.

Por ultimo, actualmente estan en desarrollo los sistemas terandsticos que combinan
propiedades diagndsticas y terapéuticas. Las nanoparticulas metalicas son muy utiles en
este sentido ya que debido a sus caracteristicas Opticas y fisicas pueden usarse con fines
diagnésticos a la vez que como transportadores de principios activos [109].
Actualmente estos sistemas estan en desarrollo pero ya hay algunos comercializados
como Verigene®, que presentan numerosas ventajas diagnosticas frente a los
convencionales [110,111].

Todos estos aspectos relacionados con el uso de las nanoparticulas en enfermedades
infecciosas tanto bacterianas, viricas, flngicas y/o parasitarias, han sido recogidos en
una completa revision publicada en la revista Journal of Controlled Release [112] y que
constituye el capitulo 2 de esta memoria.

A pesar de que han pasado cerca de 20 afios desde la aprobacion de la primera
formulacién de nanoparticulas como sistema de vectorizacion [113] y que hay una gran
cantidad de estudios preclinicos, la presencia en el mercado de estos sistemas es muy
limitada. Esto puede atribuirse a que los estudios preclinicos no se pueden comparar de
forma sistematica, pero sobre todo a problemas de escalado, elevado precio y una
deficiente regulacion que dificulta su progreso e inclusion en el arsenal terapéutico
[2,17,114,115].
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Entre los diferentes nanosistemas, las nanoparticulas de oro (AuNP) presentan algunas
ventajas como facilidad de sintesis y cuantificacion, diversidad de tamafios y formas,
versatilidad de funcionalizacion, y baja toxicidad [116-119].

Su pequefio tamafio juega un papel importante tanto en la captacion celular como en la
cantidad de farmaco que pueden incorporar [120]. Ademas, de acuerdo con los
diferentes estudios in vivo, estos sistemas presentan un mayor acceso a tejidos como el
higado, el bazo y el timo [121,122], fundamentales en las infeciones por VIH [123].

Por este motivo, el segundo objetivo de este trabajo ha sido sintetizar y caracterizar
nanoparticulas de oro, para el desarrollo de un sistema de vectorizacion y liberacion
controlada de un farmaco antiretroviral (estavudina), que permita un incremento del
acceso del farmaco al interior de los macrofagos, reservorio natural del VIH. La
metodologia y resultados de este estudio se encuentran recogidos integramente en el
capitulo 3 de esta memoria.

A partir de los métodos descritos por Turkevich [11] y Frens [12] se han sintetizado
nanoparticulas de oro de diferentes tamafios, desde 10 a 100 nm. Este es un
procedimiento simple y rapido, en el que las nanoparticulas se obtienen por nucleacion
del oro estabilizado por las moléculas del agente reductor [126,134]. Los atomos de oro
con carga positiva, que han sido reducidos por el citrato (Au®* = Au*), se agregan y
sobre ellos se adsorbe el citrato con carga negativa [120]. Asi se obtienen nanoparticulas
estables, con forma redondeada que no se agregan de forma insoluble (Figura 7.1) y
cuya concentracién de oro se determind por espectrometria de masas con plasma

acoplado inductivamente.
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Figura 7.1. Imagen de TEM de las nanoparticulas de oro sintetizadas.

La relacion entre las cantidades de oro y de agente reductor, ejerce un papel importante
sobre las caracteristicas de las nanoparticulas [12,124]. De acuerdo a nuestros
resultados, para nanoparticulas entre 10 y 100 nm, hay una relacion lineal e

inversamente proporcional entre el didmetro y la cantidad de citrato utilizada (Tabla
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7.3). Esto es debido a que grandes cantidades de citrato son capaces de recubrir la
mayor superficie de las nanoparticulas pequefias, mientras que bajas cantidades
recubren menor superficie y, ademas, requieren un mayor tiempo de sintesis [117].

El viraje de color de la solucion de amarillo claro a rojo burdeos indica el final de la
reaccion, aunque el color final puede variar dentro de la gama de los rojos en funcion
del tamafio de las nanoparticulas (Tabla 7.3). Estas variaciones son debidas a que las
nanoparticulas de oro absorben, dispersan o re-emiten la luz de forma diferente en
funcion de sus caracteristicas [125]. Teniendo en cuenta la respuesta frente a la luz UV-
visible, se ha desarrollado un método simple y sencillo de estimacion del didametro de
las AuNPs a partir de los barridos espectrofotométricos en el UV-visible de
nanoparticulas de oro comerciales (Figura 7.2).

Tabla 7.3. Condiciones de sintesis y caracteristicas de las nanoparticulas.

., Tamafio ~ Tamafio  Error Error
Relacién . Tamano
oro:citrato Tiempo Color por or TEM por UV- Vs VS
oy (min) pLs P (om)  Visible  DLS  TEM
(nm) (nm) (%) (%)
Rojo 30,4 + 27,39 +
0,67 15 brillante 0.60 403 30,98 1,93 13,04
Rojo 4344+ 4211+
! 2 burdeos 0,09 339 13 402 730
Morado 64,62+ 66,44 +
1,67 4 rojizo 0,09 430 70,75 9,48 6,48
Morado
; 11235+ 9953+
2,38 10 con refl_ejos 0.38 6.50 104,83  -6,40 5,32
naranjas
A Recta de calibrado (10-100 nm) B — Dia de sintesis
. 2.0+ AUC =513.0
1007 -+ 3 meses -20°C
‘g AUC = 26.03
E *« 3 meses 4°C
g 504 AUC = 513.2
© y=3,16x-1617
] TR
S e “%Wo s e 70 s
A (nm) A (nm)

Figura 7.2. A. Curva de calibracion de 10 a 100 nm. B. Barrido en el UV-visible del
estudio de estabilidad
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El tamafio de las nanoparticulas sintetizadas se caracterizo por tres métodos: dispersion
dindmica de la luz (DLS), microscopia electronica de transmision (TEM) vy

espectrometria UV-visible.

Considerando las técnicas de DLS y TEM como las mas fiables para la caracterizacion,
a partir de sus resultados se estimo el error cometido con la espectrometria UV-visible.
En todos los casos, el error de estimacion fue inferior al 15 % (Tabla 7.3), tanto frente a
los resultados del DLS como a los del TEM.

Se estudio la estabilidad de las nanoparticulas sintetizadas a los 3 y 6 meses, en
condiciones de refrigeracion y congelacion, mediante barrido en el UV-visible. De
acuerdo a nuestros resultados, la congelacion produce una fuerte agregacion y
precipitacion de las nanoparticulas. Sin embargo, en condiciones de refrigeracion las
nanoparticulas permanecen estables hasta 6 meses: el area bajo la curva (ABC) del
barrido varia menos del 10 % y tampoco se observan diferencias significativas en los
maximos de absorcion (p > 0.05), (Figura 7.2).

La funcionalizacion de las nanoparticulas de oro puede realizarse con diferentes tipos de
ligandos a través de enlaces covalentes y no-covalentes [118,120]. Aunque el enlace
entre el oro (Au) y el azufre (S) es el mas fuerte, hay pocos farmacos con azufre en su
composicion, por lo que en general, se requieren cambios en la molécula [126]. Las
aminas y los carboxilos, que normalmente forman parte de la estructura de los farmacos,
establecen enlaces débiles con la superficie ionizada de los agregados de Au*, de forma
semejante al citrato [127]. Aunque el mecanismo exacto de asociacion entre los
farmacos y las nanoparticulas de oro no se conoce completamente, algunos autores
sugieren que éstos desplazan el enlace Au-citrato [118,128]. En el caso de la estavudina
se formaria un enlace entre sus grupos aminos y el oro (Au*-N").

De acuerdo a los resultados obtenidos, este intercambio es lento ya que solo se alcanza
cerca del 100% de eficacia de carga despues de 24 h de incubacién (Figura 7.3). El
tiempo de incubacion parece ser un parametro clave para alcanzar altos porcentajes de
carga (Figura 7.3.). En comparacion con otros nanosistemas, como los liposomas o las
nanoparticulas lipidicas solidas, el porcentaje de farmaco incorporado a las AuNPs es

superior para una cantidad inicial similar [58,129,130].
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La liberacion del farmaco desde las nanoparticulas de oro sigue una cinética pH-
dependiente que se ajusta al modelo de Korsmeyer-Peppas. Segun este modelo la
liberacion es de tipo Fickiana [131], lo que se justifica por el efecto inicial de liberacion
inmediata y la alta solubilidad de la estavudina. Ademas, la liberacion esta influida por
el pH del medio. En medio fisioldgico se libera el 100 % del farmaco tras 72 h, mientras
que en medio acido a este mismo tiempo, Unicamente se ha liberado el 50 % del
farmaco incorporado inicialmente (Figura 7.3).

Una de las ventajas del uso de las nanoparticulas, es su capacidad de vectorizacion del
farmaco. Puesto que los macrofagos humanos constituyen uno de los principales
reservorios del VIH, se evalud la captacion de las AuUNPs por estas células.

De las cinco concentraciones de nanoparticulas estudiadas, se descartd la dosis de 25 pg
Au/mL por problemas de toxicidad y la de 2.5 ng Au/mL por problemas para la
observacién al microscopio de las nanoparticulas. En las tres concentraciones restantes,

se observo una buena penetracion de las nanoparticulas en las células (Figura 7.4).
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Figura 7.4. A-F. Imégenes de microscopia Optica de los cultivos de macrofagos tras 24
h de incubacién con nanoparticulas de oro. G. Concentraciones intracelulares de

estavudina con y sin transportador. *** p< 0.01

Una vez corroborada la buena penetracion celular de las nanoparticulas de oro, se
estudid su capacidad para incrementar la concentracion del farmaco a nivel intracelular.
A los macrofagos se les considera responsables de la dispersion del VIH y de mantener
la infeccion latente [132], ya que la mayoria de los farmacos no consiguen entrar en
ellos y alcanzar concentraciones intracelulares 6ptimas. Este es el caso de la estavudina,
cuya semivida intracelular y capacidad de penetracion es muy baja. Sin embargo,
cuando se asocia a las nanoparticulas se consigue incrementar la concentracion
intracelular notablemente (Figura 7.4). Esto podria atribuirse a un cambio en el
mecanismo de entrada en la célula.

Las caracteristicas de las nanoparticulas condicionan su comportamiento. Por ello, el
siguiente objetivo del presente trabajo fue comparar la influencia de diversas
caracteristicas de las nanoparticulas de oro (tamafio, concentracién y agente
estabilizador), sobre la capacidad de captacion de los macr6fagos humanos, con el fin
de seleccionar el mejor transportador. Posteriormente, el transportador seleccionado se
utilizé para estudiar el comportamiento cinético de entrada en la célula y la respuesta
celular generada por la estavudina con y sin transportador. La metodologia y resultados
de este estudio in vitro han sido publicados en la revista Macromolecular Bioscience
[133] y se encuentran recogidos integramente en el capitulo 4 de esta memoria.

Para estudiar la influencia del tamafio se utilizaron nanoparticulas de oro de 10, 40 y 70
nm. Puesto que la estavudina se adhiere a la superficie de las nanoparticulas [118,128],
el area superficial juega un papel muy importante. De acuerdo a esto, el valor obtenido

de eficacia de carga disminuye cuando aumenta el didmetro de las nanoparticulas,
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siendo significativamente menor para las de 70 nm (Eficaci de carga 10 nm: 76,5 %; 40
nm: 70,9 % y 70 nm: 56,9 % * (p<0.05)). Las NPs de menor tamafio se observan en un
mayor numero por lisosoma, pero también se produce una mayor agregacion. Teniendo
en cuenta estos resultados se seleccionaron las nanoparticulas de 40 nm de didmetro
para los siguientes estudios.

Para evaluar la influencia del estabilizador y la carga superficial se utilizaron
nanoparticulas de polietilenglicol (PEG), polietilenimina ramificada (PEI) y citrato, con
carga neutra, positiva y negativa, respectivamente. No se observaron diferencias
respecto a la capacidad de carga, entre los distintos tipos. Sin embargo, la capacidad de
captacion por los macrofagos es significativamente menor en las estabilizadas por PEG.
A igualdad de condiciones entre las nanoparticulas de PEI y citrato, se seleccionaron
estas Ultimas en base a su carga negativa, ya que las células infectadas por VIH se
caracterizan por presentar receptores positivos [134]. Ademas, hay estudios en los que
se observan mayores problemas de toxicidad con nanoparticulas cargadas positivamente
[117].

Posteriormente, se comparo la captacion de la estavudina por macr6fagos humanos de
forma libre o unida a nanoparticulas de 40 nm estabilizadas con citrato. Tras la
incubacion celular con los transportadores (con farmaco o sin farmaco) o la solucién de
farmaco, a una dosis de 10 pg/mL de estavudina y 250 ng Au/mL, se observaron los
efectos en la morfologia de los macréfagos mediante microscopia. Estas
concentraciones son inocuas si se incuban de forma independiente, pero tras la
incubacion del transportador con el farmaco, el efecto observado a estas dosis es similar
al de células expuestas a elevadas concentraciones de estavudina en solucion.

Esto se corroboré con la cuantificacion por UHPLC de la penetracion de estavudina en
las células, obteniéndose una mayor concentracién intracelular del farmaco a todos los
tiempos estudiados. De forma semejante a lo observado en el capitulo 3, la estavudina
accederia al interior de las células siguiendo la misma cinética y/o mecanismo de
entrada que las nanoparticulas.

Para conocer mejor el efecto del conjugado, también se evalu6 o determind la expresion
de moléculas inflamatorias claves de los macrofagos. Segun estos resultados se puede
observar una fuerte relacién concentracion-dependiente de la actividad proinflamatoria

de la IL1 tras la incubacion con los transportadores.
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En cambio, tras la incubacion con el farmaco o las nanoparticulas de forma
independiente se observa una menor expresion de IL1B. En el caso de la expresion de
IL10, que inhibe la accion de numerosas celulas immunolodgicas, no se observaron
cambios significativos.

De acuerdo con estos resultados, se puede afirmar que el sistema de liberacion de
estavudina desarrollado, utilizando nanoparticulas de oro, favorece el acceso del
farmaco a reservorios como los macrofagos. Sin embargo, la biodistribucion es un
proceso complejo y el comportamiento in vivo puede diferir del comportamiento in
vitro. Asi, el cuarto objetivo de esta tesis doctoral ha consistido en un estudio in vivo
para conocer la farmacocinética y la biodistribuciéon de la estavudina incorporada en
nanoparticulas de oro, en animales de experimentacion. La metodologia y resultados de
este estudio se encuentran recogidos integramente en el capitulo 5 de esta memoria.
Debido a la ausencia de resultados concluyentes respecto la toxicidad de las
nanoparticulas de oro, la seleccion de su dosis en este estudio se baso en la cantidad de
oro administrada tanto en estudios similares como en estudios de toxicidad aguda y
cronica [145-148].

Al comparar los resultados del grupo que recibié las nanoparticulas de oro frente al
grupo control se observé una ligera disminucion, sin significacion estadistica (p>0,05),
en las concentraciones plasmaticas pero un aumento significativo (p<0,01) en las
concentraciones en el resto de los tejidos (Figura 7.9). Esto podria sugerir una
acumulacién del farmaco en los tejidos estudiados gracias al uso de las nanoparticulas
de oro como sistema de vectorizacion del fa&rmaco.

Respecto a los parametros cinéticos estimados, en la mayoria de los tejidos se observo
un incremento en el ABCo” con el uso de las nanoparticulas. Este incremento resulté ser
estadisticamente significativo (p<0,01) en macréfagos, médula 6sea e higado (Tabla
7.4), tejidos que han sido caracterizados como reservorios del VIH por presentar
residuos detectables de viremia incluso durante el tratamiento con HAART [139]. Por
esta razon, la acumulacion de altas concentraciones de estavudina en estos tejidos puede
ayudar a eliminar el virus, responsable de las recaidas y cronicidad del VIH, sin

aumentar los efectos adversos del farmaco.
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Figura 7.9. Niveles de estavudina en plasma, macrofagos y tejidos tras la
administracion del farmaco en solucion o incorporado en nanoparticulas. * p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001

Estos cambios en las concentraciones tisulares indican diferencias en la biodistribucion
del farmaco cuando se administra incorporado en nanoparticulas de oro. En el grupo
control, el coeficiente de reparto (P) de estavudina ordenado de mayor a menor fue:

bazo > timo > higado = cerebro > macrofagos > médula osea.
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Sin embargo, con la estavudina incorporada en nanoparticulas el coeficiente de reparto
obtenido fue: higado > bazo > timo > cerebro > médula ésea ~ macrofagos. Estos
resultados demuestran que la administracion de estavudina-AuNP incrementa el valor
de P principalmente en la médula 6sea, los macréfagos y el higado (Figura 7.9),
corroborando asi el efecto de vectorizacion de las nanoparticulas.

La administracion de las nanoparticulas de estavudina también produjo modificaciones
en el tiempo medio de residencia (TMR) y la semivida del farmaco (t12). De acuerdo a
los resultados presentados en la tabla 7.4, la formulacion de estavudina unida a
nanoparticulas presenta, para estos dos parametros, valores superiores en la mayoria de
los tejidos estudiados. Este incremento es especialmente alto en la médula 6sea y el
higado, importantes dianas del VVIH, pero también en el timo y en el cerebro.

En la bibliografia podemos encontrar comportamientos semejantes con nanoparticulas
de oro y otros farmacos antirretrovirales. Por ejemplo, la administracién de nevirapina-
AUNP incrementd las concentraciones y los tiempos de residencia del farmaco en el
higado y el bazo, pero a diferencia de la estavudina, el incremento en la médula 6sea fue
muy pequefio [140].

Otros estudios realizados con nanoparticulas poliméricas, liposomas o nanoparticulas
solidas lipidicas administradas por via i.v, también observaron un incremento del
ABCo” principalmente en sangre y bazo [129,141,142], pero no se detectd farmaco en
cerebro ni timo [142]. Asi, en comparacion con las nanoparticulas metalicas, las
nanoparticulas organicas necesitan ligandos especificos, como la transferrina, para
incrementar las concentraciones de farmaco en el cerebro [56].

Con estos resultados se puede concluir que el uso de nanoparticulas de oro incrementa
el acceso y tiempo de residencia de la estavudina a reservorios del VIH como la médula
Osea, los macrofagos y el higado. Dado que estos cambios farmacocinéticos pueden
ayudar a mejorar la supresion del VIH, el siguiente objetivo fue realizar un estudio que
permitiera evaluar la repercusion farmacodindmica de la utilizacion de estos sistemas

nanoparticulares.
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Tabla 7.4. Parametros farmacocinéticos de estavudina obtenidos en el grupo control y

en el grupo que recibio las nanoparticulas de oro.

Muestra ABCO0x0 TMR t1/2
o Grupo
Biologica * (h) (h)
Control 534,67 1,28 0,74 1
Plasma
Estavudina-AuNP 342,56 1,25 0,88 1
Control 4,26 3,36 2,16 0,01
Macroéfagos
Estavudina-AuNP 49,58 2,70 1,28 0,14
Control 1,69 2,12 0,53 0,003
Médula 6sea
Estavudina-AuNP 54,77 20,19 14,44 0,16
Control 192,79 1,61 3,28 0,36
Timo
Estavudina-AuNP 221,30 3,58 4,36 0,65
Control 146,58 2,62 2,59 0,27
Cerebro
Estavudina-AuNP 182,92 8,85 7,98 0,53
Control 373,26 5,89 16,54 0,70
Bazo
Estavudina-AuNP 290,13 1196 13,35 0,85
Control 151,27 1,30 0,96 0,28
Higado
Estavudina-AuNP 320,84 23,20 23,10 0,94

* unidades de ABC: plasma: (ng*h/mL)/(mg/kg); macrofagos y médula oOsea:
((ng*h/106 cells)/(mg/kg)); resto de tejidos: ((ng*h/g)/(mg/kg))
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Figura 7.9. Coeficientes de reparto (P) en cada tejido para cada tipo de formulacion.
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Aprovechando las ventajas de los estudios in silico, se desarroll6 un modelo
farmacocinético/farmacodindmico (PK/PD) para el estudio, mediante simulacién de
Monte Carlo, de la farmacocinética y la respuesta antiviral de la estavudina en
tratamientos cronicos con y sin nanoparticulas de oro. La metodologia y resultados de
este estudio han sido publicados en el libro Monte Carlo Simulation: Methods,
Assessment and Applications [143] y se encuentran recogidos integramente en el
capitulo 6 de esta memoria.

Desde hace unos afios, las guias europeas sobre temas regulatorios consideran las
herramientas de modelizacion como medios muy utiles en la evaluacion de nuevos
sistemas farmacologicos [144]. Los modelos PK/PD permiten la integracion de datos
clinicos y preclinicos para evaluar la eficacia de nuevos tratamientos y otras hipdtesis
(probabilidad de resistencias, toxicidad, etc) previo al desarrollo de los estudios
clinicos. Partiendo de modelos matematicos, el uso de herramientas como la simulacion
de Monte Carlo ayuda a representar de forma probabilistica todo el proceso, teniendo en
cuenta la incertidumbre y variabilidad de los distintos parametros. De esta forma pueden
relacionarse datos preclinicos con datos clinicos para obtener informacion que asegure
un mejor disefio de posteriores estudios clinicos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los estudios previos (capitulos 3-5), el
comportamiento cinético de la estavudina difiere en funcion de su formulacion,
modificando diversos parametros farmacocinéticos que influirdn sobre la respuesta
farmacoldgica. Mediante el uso de herramientas de simulacion, podemos hacer una
prediccion de la respuesta farmacoldgica derivada del tratamiento con nanoparticulas
utilizando un modelo integrado PK/PD de la infeccion por VIH.

A partir de un modelo farmacocinético monocompartimental abierto, con eliminacion
de primer orden y administracion oral e i.v se estimaron las concentraciones de farmaco
(en solucidn, unido a nanoparticulas y liberado de las nanoparticulas) a nivel sanguineo
e intracelular en los macréfagos (Tabla 7.5). Estas concentraciones se relacionaron con
el comportamiento farmacodinamico a través del modelo de Hill (Tabla 7.5), para poder
predecir la inhibicion de la replicacion del virus producida por la estavudina. Por
ultimo, a partir de un modelo matematico que describe el curso completo de la infeccion
por VIH [145] se estimaron tanto los niveles de células T como de macrofagos,

infectadas y no infectados, ademas de la carga viral total (Tabla 7.5).
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Tabla 7.5. Ecuaciones del modelo PK/PD de estavudina en solucion y unida a nanoparticulas.

Modelo Estavudina en solucion Estavudina-AuNP Estavudina libre de las AuNP

dAC/d t= -Ka*AC

Absorcion o
C.Initial =Dose/Vd
En sangre por dSC/dt = (Ka*AC) —
via oral ((Kin_Drug +Ke)* SC)
PK Concentracion  gsc/dt = — ((Kintkey* sy ANP-SC/dt = —((Krel/((Time)"b_rel)) dDrug-SC/dt = (Krel/
viaiv C.Initial = Dose/Vd C.Initial = Dose_NP/Vd ((Kin+Ke)* Drug_SC)
Concentracion dMC/dt = (Kin*SC)* dNP-MC/dt :((Km_NP/(('_I'lme)’\b_m)) dDrug-MC/dt = ((Km_—fco*Fco_SC
en macréfagos (VAVi)- (Ke* MC) * NP-SC)*(Vd/Vi)) — *(VelVi))+((Krel/ ((Time)*b_rel))*
' ((Krel/((Time)™b_rel))* NP-MC). NP-MC))- (Ke-i*Drug-MC).
Células T INH = (Imax* (SC)y) / (IC50y + (SC)™y)
Inhibicion
Macrofagos INHwm = (Imax* (MC)My) / (IC50m™y + (MC)My)
) T =(dT*To) - [(dT*T) + (Kt*T*V)*(1-INH))]
Células T ) -
Ti = ((Kt*T*V)*(1-INH)) - (dTi*Ti)
PD ) M = (dM*Mo)-[(dM* M) + ((Kmac*M*V)*(1-INH))]
Macroéfagos ) e
Mi = ((Km*M*V)*(1-INHw)) - (dMi* Mi)
Carga Viral V = [(PT*Ti) + (PmM*Mi)] - [(c*V)]

Significado de cada simbolo al final en el glosario.
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De acuerdo a los resultados de la simulacion farmacocinética, el tratamiento con
nanoparticulas disminuye las concentraciones séricas y sus fluctuaciones. Esto es
debido a la liberacion controlada del farmaco desde las nanoparticulas que ademas
favorece una menor probabilidad de desarrollo de resistencias [146]. Esta variacion en
la cinética permitiria el uso de dosis mas altas sin alcanzar la concentracion sérica
méaxima aceptada (3,2 mg/mL [147]). Por ejemplo, se podria utilizar la dosis de 2
mg/kg/dia descartada inicialmente en los estudios randomizados de fase Il [148].

A nivel intracelular, las concentraciones de farmaco en los macréfagos aumentan,
debido a que las nanoparticulas presentan distinta cinética de captacion que el farmaco
en solucién.

Respecto a los resultados de la simulacién farmacodinamica, se observa como la media
de la carga viral total utilizando estavudina-AuNP es mucho menor durante la mayor
parte del tratamiento (Figura 7.12). Algo similar ocurre con la carga viral procedente de
los macrofagos.

A los 7 afios de tratamiento, la probabilidad de tener una elevada carga viral es menor
con los tratamientos con nanoparticulas que con el tratamiento convencional. Si
comparamos los regimenes equivalentes (40 mg/ 12 h) con y sin nanoparticulas, el uso
de estas reduce de forma notoria la probabilidad de exceder una carga viral elevada. Al
comparar los distintos regimenes de dosificacion con nanoparticulas, observamos que la
administracion de la misma dosis una vez (80 mg/ 24 h) o dos veces al dia (40 mg/ 12 h)
presenta probabilidades similares de reducir la carga viral, por lo que el régimen de
dosificacion mas adecuado seria el de una administracién Unica diaria, que es mas
comodo para el paciente y no alcanza la concentracibn maxima recomendada (3,2
ng/mL [147]). En cambio, con el doble de dosis (80 mg/ 12 h), sigue sin alcanzarse
dicha concentracion maxima y se disminuye la probabilidad de elevada carga viral.
Como la diferencia de probabilidad de carga viral ente el régimen de 80 mg/ 12 h y el de
80 mg/ 24 h no es muy elevada, se podria considerar el régimen de dosificacion de 80
mg/ 24 h con nanoparticulas como el mas adecuado, considerando la potencial
reduccion de efectos adversos y la comodidad para el paciente.

El principal problema de la infeccion por VIH es el deterioro del sistema immune que
favorece la aparicion de patogenos oportunistas. Por ello el tratamiento antirretroviral

debe mantener niveles de células T superiores a 500 células/pL durante el mayor tiempo
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posible [149]. Estos valores se han estimado a los 3, 6 y 10 afios con el tratamiento
convencional y con el recomendado con nanoparticulas.

Al compararlos observamos que, incluso después de 10 afios de tratamiento, la
probabilidad de superar este nimero de células es entorno al 50% con el tratamiento con
nanoparticulas. De manera similar los niveles de macrofagos se mantienen durante los
10 afios de tratamiento.

Estos buenos niveles de células immunoldgicas repercuten sobre la carga viral total, de
forma que la probabilidad de alcanzar una carga viral considerada sintomatica con el
tratamiento de nanoparticulas es menor que con el tratamiento convencional. Esta
menor probabilidad se observa durante todo el tratamiento, alcanzando las mayores
diferencias a los 10 afios, donde la probabilidad se reduce hasta casi la mitad que con el
tratamiento convencional.

Debemos tener en cuenta, que este modelo se ha desarrollado a partir de algunos datos
preclinicos, y que el modelo matematico no describe completamente todos los
mecanismos y reacciones responsables del comportamiento y efectos del farmaco y/o
del virus.

En resumen, el uso de las nanoparticulas permite incrementar la concentracion del
farmaco dentro de los reservorios, consiguiendo a la vez una liberacion sostenida que
permite un mejor control de la infeccién durante tiempos prolongados. Ademas, las
concentraciones séricas mas bajas podrian repercutir en un descenso de los efectos
adversos, por lo que de acuerdo a la simulacion probabilistica el tratamiento con
estavudina unida a las nanoparticulas es una terapia prometedora tanto a nivel de
eficacia como de conciliacion con el paciente.

Los pasos a seguir en el futuro seran la realizacion de estudios in vivo en un modelo de
infeccion experimental, para corroborar los resultados farmacodindmicos observados en

el estudio in silico.
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1-

De acuerdo a la revision bilbiografica, las nanoparticulas ofrecen un tratamiento
alternativo para las enfermedades infeciosas mediante la vectorizacion de
farmacos antiinfeciosos a los lugares especificos donde se aloja el patdgeno. Las
nanoparticulas metalicas como son las nanoparticulas de oro, son una
prometedora alternativa en la terapeutica antimicrobiana y pueden usarse como
nanotransportadores de agentes antimicrobianos y como sistemas teragnosticos.
Se ha utilizado el método de Turkevich para la sintesis de nanoparticulas de oro
de entre 10 y 100 nm. Estas fueron caracterizadas por DLS, TEM vy
espectroscopia UV-visible. Se observd una relacion lineal e inversamente
proporcional entre el tamafio de las nanoparticulas y la concentracion del agente
reductor utilizado.

Las nanoparticulas de oro obtenidas incorporan grandes cantidades de
estavudina tras 24 h de incubacion. Esto permite la administracion de grandes
dosis de farmaco con bajas concentraciones de oro.

El sistema estavudina-nanoparticulas de oro presenta una liberacion controlada
pH-dependiente. En medio acido, se observé un incremento de la tasa de
liberacion en comparacién con la liberacién en pH fisiologico. A los niveles de
pH estudiados, el mejor ajuste fue con el modelo de Korsmeyer-Peppas,
siguiendo la liberacion una cinética de tipo Fickiano.

El estudio in vitro en macr6fagos humanos monstrd una mejora en la captacion
de estavudina por los macréfagos con el uso de los nanotransportadores de oro.
Las caracteristicas de las nanoparticulas como tamafio y tipo de estabilizador
influyen en su captacién por los macrofagos. Nanoparticulas de 40 nm de
tamafio, carga negativa y citrato como estabilizador permiten una mejor
captacion celular.

Las mayores concentraciones intracelulares de estavudina, con el uso de las
nanoparticulas de oro, induce un subtipo especifico de activacion
proinflamatoria concentracion dependiente, en base a la expresion de genes
inflamatorios por los macréfagos, indicativo de la actividad antiviral de los
macrofagos, sugiriéndolo como opcidn prometedora de tratamiento del VIH.

El estudio in vivo muestra cambios en la farmacocinética y biodistribucion de la
estavudina tras la administracion con las nanoparticulas de oro. El sistema

estavudina-nanoparticulas de oro mejora la vectorizacion hacia los reservorios
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del VIH, como son los macrofagos, la médula dsea, el higado, el timo, el bazo o
el cerebro. El tiempo medio de residencia y la semivida de la estavudina en estos
reservorios fue mayor con el uso de las nanoparticulas de oro, indicando un
comportamiento de liberacion controlada.

9- Se ha desarrollado un modelo farmacocinético/farmacodindmico (PK/PD) de
estavudina unida a nanoparticulas de oro. Este describe la evolucion temporal de
las concentraciones de farmaco en sange y en tejidos, los valores de células R
infectadas y no infectadas (células diana del VIH), valores de macrdfagos
infectados y no infectados (reservorio del VIH) y carga viral procedente de las
células T, de los macrofagos y total. Este modelo permite simular, utilizando la
simulacion de Monte Carlo, las curvas de dosis respuesta de la carga viral y los
niveles de células inmunoldgicas para diferentes esquemas de dosificacion de
estavudina unida a nanoparticulas.

10- Segun el modelo PK/PD, el uso de estavudina unida a nanoparticulas para el
tratamiento crénico del VIH resulta en un mejor control de la infeccion en
comparacion con la administracion de estavudina en solucién. Este se
caracterizd por unos niveles de concentraciones de estavudina en sangre
menores y mas sostenido en el tiempo, mayores concentraciones de estavudina
en macrdfagos, mayores niveles de células T y macréfagos y una carga viral

total mucho menor a lo largo de todo el tratamiento.



