Factores que intervienen en el diseno de sistemas
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RESUMEN

La via nasal es una de las rutas més prometedoras para la administracion efectiva de péptidos y proteinas hacia
el sistema nervioso central, por la permeabilidad de la mucosa nasal. Sin embargo, estas macromoléculas tienen
caracteristicas como el peso molecular, el radpido aclaramiento mucociliar y la degradacién enzimatica que limitan
su biodisponibilidad. Este trabajo resume de forma critica los factores que intervienen en el disefio de sistemas de
liberacién nasal de péptidos y proteinas. Se exponen propiedades fisico-quimicas de las biomoléculas y del disefio
de la formulacién que influyen en su biodisponibilidad y estabilidad. Se presenta un andlisis de la influencia de
algunos excipientes que acttan como estabilizantes, preservativos antimicrobianos, promotores de la absorcién y
polimeros bioadhesivos, asi como el dispositivo de administraciéon. La administracion intranasal de moléculas in-
volucradas en la neuroproteccién endégena es una propuesta reciente en el desarrollo de nuevos neurofdrmacos.
Los factores neurotréficos, el interferén B-1b, la rH-EPO, la Neuro-EPO y la insulina son algunos de los productos
biotecnolégicos que se administran por esa via, y suelen poseer elevada potencialidad neuroprotectora durante las
fases aguda y crénica de las enfermedades neurolégicas.
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ABSTRACT

Factors involved in the design of nasal delivery systems for peptides and proteins. Because the nasal mucous
is one of the most permeable areas, the intranasal delivery route is the most promising for proteins and peptides to
reach the central nervous system (CNS). Nevertheless certain aspects of these macromolecules limit their bioavail-
ability, such as molecular weight, the rapid mucociliary clearance mechanism and enzymatic degradation. This paper
critically summarizes the factors participating in the design of systems for the nasal delivery of peptides and proteins.
The physicochemical properties of the biomolecules and features of the formulation design that directly influence their
bioavailablity and stability are presented. Pharmaceutical aspects include an analysis of the influence of excipients
that act as stabilizers, antimicrobial preservatives, absorption enhancers, and bioadhesive polymers as well as the
administration device. The use of molecules involved in endogenous neuroprotection administered intranasally is a
recent proposal in the development of new drugs. Neurotrophic factors, interferon beta-1b, erythropietin (i.e.: rH-
EPO, Neuro-EPO) and insulin, are among the biotechnology products administered intranasally. These new products
show greater therapeutic potential as putative neuroprotectors in neurological diseases, both for treatment during

the acute phase, and for the chronic stage.
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Introduccion

La administracion de farmacos por la via nasal se em-
plea desde hace varios afios para lograr una terapia
efectiva y no invasiva. Por la superficie que abarca,
su gran vascularizacion y las caracteristicas del epi-
telio, la mucosa nasal es altamente permeable, lo que
acelera el efecto terapéutico. De esta forma se evita el
metabolismo hepatico desde el primer paso y favorece
la liberacion rapida de la sustancia activa [1, 2].

De modo que es una opcion viable y atractiva para
el suministro de macromoléculas como péptidos y
proteinas. Sin embargo, algunas propiedades de estos
compuestos hacen que su biodisponibilidad sea baja
(1-3 % de absorcion sistémica) [3, 4] y menos del 1 %
hacia el sistema nervioso central (SNC) en ausencia
de promotores de absorcion [5].
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La via nasal es una de las rutas mas prometedoras
para la administraciéon de macromoléculas, debido a
que la mucosa nasal es una de las superficies mas per-
meables. Las mayores limitaciones para la absorcion
de farmacos por esta via se relacionan con la dificul-
tad para transportar macromoléculas con un tamafio
superior a 1 kDa a través de las membranas, asi como
por el rapido aclaramiento mucociliar y la degrada-
cion enzimatica [2].

Durante el desarrollo de un nuevo producto farma-
céutico se siguen estrategias para aumentar la biodis-
ponibilidad de los péptidos y proteinas. Una de ellas
es la incorporacion de excipientes que promuevan la
absorcion, aumenten el tiempo de residencia del far-
maco en la cavidad nasal e inhiban la degradacion
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enzimatica. También es importante una adecuada se-
leccion de excipientes que eviten la contaminacion
microbiologica y garanticen la estabilidad de la pro-
teina en la formulacion. El dispositivo de administra-
cion debe escogerse cuidadosamente pues incide en la
efectividad terapéutica del medicamento [6].

En este trabajo se analizan criticamente los prin-
cipales factores biologicos, fisico-quimicos y farma-
céuticos que influyen en el disefio de formulaciones
de péptidos y proteinas para su administracion nasal.
Ademas se presentan algunos de los productos bio-
tecnoldgicos que se suministran por esa via, y poseen
mayores potencialidades de efectividad como agentes
protectores en enfermedades neurologicas.

Factores anatémicos vy fisiolégicos

La cavidad nasal tiene una importante funciéon pro-
tectora pues permite filtrar, calentar y humidificar el
aire inhalado para conducirlo a las regiones del tracto
respiratorio (el septo nasal, la region respiratoria, la
region olfatoria y la nasofaringe). Se considera que la
region respiratoria es la mas permeable, porque ocupa
mayor area y esta densamente vascularizada. La com-
posicion celular y la organizacion de su capa epitelial
maximizan el acceso del aire a las estructuras donde
estan los detectores neuronales [7-10]. En la region
olfatoria se esparcen las neuronas con receptores ol-
fatorios, entre las células de sostén y las células basa-
les, formando el epitelio olfatorio. Estas células son
neuronas sensoriales bipolares que median el sentido
del olor y llevan la informacion sensorial del ambiente
periférico al SNC, a través de las dendritas que se ex-
tienden en la capa mucosa del epitelio olfatorio.

Cuando un farmaco se administra por la via nasal,
normalmente una parte de la formulacion se remueve
por el aclaramiento mucociliar, que la traslada hacia
la nasofaringe y de ahi al tracto gastrointestinal, don-
de se elimina. En dependencia de las caracteristicas
fisico-quimicas del farmaco y del sitio de su deposi-
cion, este puede seguir varias vias. Existen evidencias
de que los principios activos de bajo peso molecular
y con caracteristicas hidrofobicas poseen elevados
niveles de absorcion sistémica o paso al torrente san-
guineo en la region respiratoria. Las macromoléculas
hidrofilicas, como proteinas y péptidos, en ausencia
de promotores de absorcion, presentan una biodispo-
nibilidad baja [3, 9, 11].

Una vez en el torrente sanguineo, los farmacos se
distribuyen a los tejidos y 6rganos. Las macromolécu-
las con un peso molecular inferior a 600 Da y carac-
teristicas lipofilicas pueden atravesar la barrera hema-
toencefalica e incorporarse al liquido cefalorraquideo
(LCR) y a los tejidos del SNC.

Se plantea que las macromoléculas penetran al
LCR por dos vias: la olfatoria y la del trigémino. Las
moléculas que llegan al epitelio olfatorio pueden en-
trar en las dendritas de estas neuronas por pinocitosis,
difusion simple o por endocitosis, mediado por recep-
tores, y se transportan lentamente a través del axon
del nervio olfatorio [5]. Si las moléculas encuentran
discontinuidades entre las células de sostén produci-
das por la sistematica renovacion de este epitelio, a
partir de las células basales y las hendiduras entre las
células sustentaculares y el receptor, puede ocurrir un
rapido movimiento al SNC [9, 12]. Por ello, la barrera

en la zona nasal hacia el SNC puede ser favorable-
mente permeable por la constante formacién de neu-
ronas olfatorias.

La aplicacion intranasal de farmacos permite su
rapida incorporacion a la circulacion sistémica atra-
vesando el epitelio nasal y penetrando los capilares
del tejido submucosal. El movimiento generado por la
bomba perivascular puede promover una rapida dis-
tribucion de las moléculas terapéuticas en el cerebro
[5, 13, 14].

Aunque en el cerebro no hay sistema linfatico con-
vencional, algunos estudios fisioldgicos han revelado
un drenaje linfatico del cerebro a los ganglios linfa-
ticos cervicales significativo desde el punto de vista
inmunolégico [15]. Si la sustancia activa permanece
en el flujo linfatico, eventualmente puede aparecer en
la circulacion sanguinea sistémica y contribuir a la via
sistémica nasal [16]. El paso de las moléculas al SNC
por la via nasal es importante y funcional, lo cual se
evidencia porque llegan sin que antes penetren a la
sangre en magnitudes apreciables [5, 17].

Barreras que limitan la absorcion de proteinas
y péptidos

El factor mas importante que limita la absorcion nasal
de farmacos polares y especialmente de moléculas de
alto peso molecular, como péptidos y proteinas, es la
baja permeabilidad de la barrera hematoencefalica.
Para la absorcion de un farmaco, este debe atravesar
el epitelio nasal respiratorio u olfatorio en dependen-
cia del sitio de la deposicion de la formulacion. Se ha
demostrado que las macromoléculas pueden atravesar
el epitelio nasal mediante difusion pasiva o endocito-
sis, aunque en cantidades muy limitadas y en un tiem-
po relativamente prolongado. Las células del epitelio
nasal estan interconectadas por el lado apical median-
te las uniones estrechas que controlan la difusion de
iones y moléculas. Estas zonas son estructuras dina-
micas, regulables y pueden abrirse o cerrarse en de-
pendencia de las condiciones extracelulares. Debido
a que la actividad proteolitica es menor en el espacio
extracelular en comparacion con la presencia de enzi-
mas citosolicas en el espacio intercelular se considera
la via mas factible para el transporte de proteinas y
péptidos [18-20].

Otro factor que incide es el rapido aclaramiento
mucociliar, de especial relevancia en este tipo de bio-
moléculas que no atraviesan facilmente el epitelio na-
sal. Las formulaciones nasales liquidas y polvos que
no tienen incorporados mucoadhesivos se aclaran por
esta via entre 15 y 20 minutos [1].

Un tercer factor que interviene, aunque en menor
grado, es la posibilidad de la degradacion enzimatica
en el lumen del epitelio nasal, donde hay exopepti-
dasas que acttan sobre los enlaces N y C terminales
(mono y diaminopeptidasas) y endopeptidasas que
pueden actuar sobre los enlaces internos de los pépti-
dos [1, 19, 20]. Sin embargo, los niveles de peptidasas
en el epitelio nasal son menores que los del tracto gas-
trointestinal, lo que hace que esta via sea menos sus-
ceptible de degradacion enzimatica que la oral [21].

Factores fisico-quimicos

El peso y el tamafio molecular, la solubilidad y la
lipofilidad son determinantes en la absorcion de los
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agentes terapéuticos. La biodisponibilidad de farma-
cos con una masa molecular superior a 1 kDa puede
estar determinada por su peso molecular y por otras
propiedades fisico-quimicas. La permeabilidad de los
farmacos con un tamafio molecular inferior a 300 Da
no esté significativamente influenciada por las propie-
dades fisico-quimicas, por la mayor permeabilidad
mediante canales acuosos en la membrana [22].

Peso molecular

A mayor peso molecular existe menor coeficiente de
difusion. Las moléculas de masa molecular inferiores
a 1 kDa atraviesan la membrana celular; de lo contra-
rio, no la atraviesan facilmente, al menos por difusion
pasiva [23, 24].

Algunas investigaciones evidencian cémo influye
el peso molecular en la biodisponibilidad de las ma-
cromoléculas en ausencia de promotores de la absor-
cién (Tabla 1).

Hidrofobicidad e hidrofilidad

La distribucion y el numero de los residuos hidrofobi-
cos en la biomolécula es una propiedad que determina
su solubilidad en un solvente. Los grupos hidrofébicos
tienden a concentrarse en el interior de las moléculas
de proteinas, aunque muchos quedan expuestos en la
superficie y determinan su comportamiento, como la
carga y otros grupos polares [31, 32].

Las proteinas son compuestos con caracteristicas
esencialmente hidrofilicas; por ejemplo, para la in-
sulina se reporta un valor de coeficiente de particion
butanol/agua de -1.08 [33]. Varios estudios reportan
el efecto de la lipofilicidad en la absorcion por via na-
sal, pero en la mayoria de los casos se han empleado
farmacos de bajo peso molecular y altos valores de
coeficiente de particion [34-36]. Sakane et al. estudia-
ron la relacion entre el transporte hacia el LCR a partir
de la cavidad nasal y la lipofilicidad usando sulfona-
midas hidrofilicas en tampoén fosfato con diferentes
coeficientes de particion octanol/agua (0.012, 0.250,
0.261 y 0.892). Se observo una correlacion significa-
tiva entre la concentracion de la droga en el LCR y el
incremento de la lipofilicidad, lo qiue demostrd una
mayor absorcion a mayor lipofilicidad [37].

Estabilidad fisico-quimica

Uno de los mayores desafios en el desarrollo de for-
mulaciones liquidas de proteinas y péptidos es su
inestabilidad fisico-quimica, con independencia de la
via de administracion. La inestabilidad fisica mas co-
mun de las proteinas es la agregacion, que puede dis-
minuir la actividad bioldgica, la solubilidad y alterar
la inmunogenicidad, aunque esto no es lo usual. No
obstante, la presencia de cualquier agregado insoluble
en una solucion farmacéutica de proteina es inacepta-
ble. La agregacion de proteina puede ser inducida por
una variedad de factores fisicos tales como tempera-
tura, fuerza ionica, agitacion y adsorcion superficial/
interfasal. Estos factores pueden incrementar el area
superficial hidrofobica de las proteinas y causar agre-
gacion [38]. Algunos estudios han demostrado que la
agregacion de proteinas generalmente se incremen-
ta con el aumento de la concentracién debido a que
se hacen mayores las interacciones intermoleculares
[39-41].

Tabla 1. Biodisponibilidad de péptidos y proteinas administrados por via nasal en ausencia

de promotores de absorcién

Peso molecular Biodisponibilidad

Péptidos y proteinas (Da) (%) Modelo (ruta) Referencia
Octreotide 991 18.0 Seres humanos (s.c.) [25]
Calcitonina de salmén 3432 3.0 Seres humanos (i.m.) [26]
Hormona paratiroidea 4118 2.0 Seres humanos [27]

(1-34)
Insulina 5808 0.3 Rata [28]
0.9 Conejo

G-CSFhr ~ 18 800 2.0 Rata [29]
Interferén-a. B/D humano ~ 19 000 2.9 Conejo [30]

G-CSFhr: factor estimulador de colonias de granulocitos humano recombinante; s.c.: via subcutdnea;

i.m.: via inframuscular.

Las proteinas estan sujetas a una variedad de mo-
dificaciones quimicas debidas a reacciones de degra-
dacion por desamidacion, isomerizacion, hidrolisis,
ruptura de puentes disulfuro, beta eliminacion, suc-
cinimidacion, desglicosilacion y oxidacion [42]. Las
reacciones quimicas de muchos aminoacidos en la
proteina requieren cierta flexibilidad molecular; y por
tanto, la velocidad de la reaccion se favorece en los
péptidos pequeiios o en estado de desnaturalizacion.
Mantener la conformacion nativa de la proteina prote-
ge, previene o inhibe potenciales degradaciones qui-
micas. Las reacciones quimicas no siempre afectan la
conformacion y la bioactividad. Ello esté4 influenciado
por la localizacion e importancia del residuo transfor-
mado [38, 43].

Factores farmacéuticos

Forma farmacéutica

Las soluciones acuosas para administracion nasal son
la forma farmacéutica mas ampliamente utilizada, a
pesar de su rapido aclaramiento. Existen formulacio-
nes de soluciones oleosas, suspensiones, emulsiones,
geles, polvos nasales y otros sistemas de liberacion
de farmacos mas novedosos como los liposomas, las
microesferas y las nanoparticulas [44-46]. Sin embar-
go, son limitados los informes para emulsiones y un-
giientos. Las formulaciones de polvos se presentan en
combinacion con bioadhesivos, y su mayor limitacién
esta asociada a un mayor nivel de irritacion de la mu-
cosa nasal [47-50].

En la literatura, con frecuencia se describen los ge-
les a partir de quitosana y derivados del acido polia-
crilico. Su principal ventaja es que reducen el goteo
o pérdida del medicamento después de la administra-
cion y retardan el aclaramiento mucociliar. Un ejem-
plo de ello es el gel nasal de insulina como alternativa
a la administracion parenteral [51-53].

Las formas novedosas de administracion de farma-
cos, principalmente como microcapsulas, liposomas,
microesferas y nanoparticulas, aislan el ingrediente
farmacéutico activo del exterior, al incorporarlo en
una matriz polimérica o lipidica para su liberacion de
forma controlada. De esta manera se reducen las apli-
caciones y aumenta su biodisponibilidad, al inhibir la
actividad enzimatica en la cavidad nasal [44, 45]. Las
microesferas de almidon biodegradable son los siste-
mas de liberacion nasal mas ampliamente usados para
la insulina, la hormona del crecimiento humano y la
desmoprecina [46].
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Liposomas

Los liposomas son vesiculas lipidicas submicroscopi-
cas con una cavidad central acuosa, envuelta por una
o varias lamelas bimoleculares de lipidos separadas
entre si por espacios acuosos. El componente mayo-
ritario de los liposomas son lipidos (fosfolipidos), que
en un medio acuoso, con una temperatura proxima a
su temperatura de transicion de fase, forman estas es-
tructuras vesiculares cerradas espontaneamente. Los
liposomas se obtienen con varias metodologias, que
conducen a la formacion de vesiculas cuyas caracteris-
ticas dependen del procedimiento seleccionado [54].

La estructura vesicular de los liposomas y su pro-
piedad de concentrar sustancias lipofilicas e hidrofili-
cas, posibilita su uso en formulaciones farmacéuticas
para la liberacion controlada de farmacos. Ello reduce
la toxicidad potencial de algunos farmacos o potencia
su biodisponibilidad. Dependiendo de su naturale-
za (composicion lipidica, tamafo, carga superficial),
del farmaco encapsulado y de los componentes de
la forma farmacéutica final, la formulacion liposo-
mal puede favorecer la accion local o sistémica. Se
han obtenido liposomas multivesiculares a partir de
fosfolipidos y colesterol, empleando la metodologia
de doble emulsion y posterior recubrimiento con los
agentes mucoadhesivos quitosana y carbopol, para
la liberacion controlada de la insulina recombinante
humana. En la evaluacion in vivo de estos liposomas
multivesiculares recubiertos, aplicados en ratas por
via intranasal, se demostrd que los mismos reducian
los niveles sanguineos de glucosa por un periodo de
hasta 72 horas [55, 56].

Nanoparticulas

Las nanoparticulas son de mas reciente creacion y se
clasifican como sistemas de liberacion de farmacos de
tamafio submicroscopico (1-1000 nm). Se obtienen a
partir de polimeros naturales o sintéticos. En depen-
dencia de la metodologia para su obtencion (secado
por aspersion, evaporacion de solvente, separacion
de fase, gelificacion idnica), el farmaco puede estar
completamente encapsulado o adsorbido en el sistema
polimérico [57].

La obtencion de nanoparticulas de antigenos para
vacunacion es un campo en creciente desarrollo, pues
la superficie de la mucosa nasal permite la entrada de
muchos agentes patogenos, lo que la hace especial-
mente atractiva para inmunizacion. Ademas las va-
cunas que mas se comercializan actualmente son las
de antigenos y las de ADN, que son muy inestables y
necesitan ser protegidas de la degradacion enzimatica.
Los vehiculos nasales para inmunizaciéon que mas se
han empleado son la quitosana base y sus sales, el aci-
do poli-L lactico, el acido poli D,L lactico-coglicolico
y el alginato [58-60].

En un estudio en ratén se compar6 la respuesta
inmunoldgica de dos formulaciones, una de nanopar-
ticulas cargadas con toxoide tetanico preparadas con
quitosana, y otra con el antigeno libre. Se comprobo
que las nanoparticulas generaban una mayor respuesta
de inmunoglobulina G en la sangre [61].

Volumen de administracién

El volumen de sustancias que se puede administrar en
la cavidad nasal se limita por su anatomia y tamafo.

Este puede ser entre 50 y 250 pL, y la cantidad 6ptima
esta entre 100 y 150 pL en cada fosa nasal. El exceso
de sustancias se drena rapidamente hacia la nasofarin-
ge y se elimina en el tracto gastrointestinal [3, 62, 63].

Se ha estudiado el efecto de la concentracion y el
volumen de la dosis, en la biodisponibilidad y res-
puesta bioldgica en seres humanos, por ejemplo, de la
desmoprecina. Para ello se administraron 300 pg de
desmoprecina en cada fosa nasal, mediante atomiza-
cion, en dosis por volumenes de 1 x 50 pL, 2 X 50 uL
y 1 X 100 puL en cada fosa nasal, respectivamente. Los
niveles plasmaticos obtenidos fueron de 20 % para
dos dosis de 50 pL, 11 % para una dosis de 50 uLy de
9 % para una dosis de 100 pL. La respuesta biologica
fue significativamente mayor después de la adminis-
tracion de 2 X 50 pL [64].

Otro estudio con desmoprecina evidencié mayores
niveles de absorcion con dosis de 100 pL con un acla-
ramiento a los 240 min, en comparacion con dosis de
200 pL, que mostraron un aclaramiento a los 120 min
[62].

En ensayos clinicos pilotos con adultos mayores
se administro un volumen total de 400 y 600 pL de
insulina, alternando 100 pL de la formulacion en cada
fosa nasal, cada 15 minutos, con tiempos de adminis-
tracion de 30 y 45 minutos, respectivamente, con re-
sultados positivos de eficacia del producto [65, 66].

pH y capacidad tamponante

Para evitar la irritacién nasal y las infecciones, se
debe ajustar el pH de la formulacion a administrar a
valores entre 4.5 y 6.5. Con valores de pH entre 3y 10
no ocurren cambios morfoldgicos en la mucosa, aun-
que si hay afectacion de la frecuencia del movimiento
ciliar. Los valores de pH fuera de estos rangos causan
dafios irreversibles a la mucosa nasal [67, 68]. Las
lisozimas de las secreciones nasales responsables de
la destruccion de las bacterias se inactivan bajo con-
diciones alcalinas. Ello convierte al tejido nasal mas
susceptible de infeccion microbiana [21].

El tipo y la concentracion del tampon utilizado
también se deben tener en cuenta. Se ha evaluado el
efecto de tres tampones (acetato, citrato y fosfato) a
una concentracion de 0.07 M, 0.14 M y 0.21 M, res-
pectivamente, para valorar su efecto en la integridad
de la mucosa nasal. Los mayores signos de irritacion
se obtuvieron con el acetato, de modo que existe una
relacion lineal entre el dafio de la mucosa y la concen-
tracion del tampon. Para seleccionar el tampon mas
adecuado se debe garantizar la solubilidad y estabi-
lidad del farmaco, pero principalmente, el manteni-
miento de la integridad de la mucosa nasal [68].

Osmolaridad

Las soluciones ligeramente hipertonicas e isotonicas
causan daflos minimos a la mucosa nasal, mientras
que las soluciones hipotonicas le causan dafios irre-
versibles. Se acepta que la osmolaridad esté entre 290
y 500 Omol/kg para el suministro de medicamentos
por la via nasal, aunque se prefiere formular en valo-
res cercanos a 306 Omol/kg para garantizar la ausen-
cia de irritacion [4, 68, 69]. Durante el desarrollo de
formulaciones nasales generalmente se emplean los
mismos excipientes isotonizantes que se utilizan en el
disefio de formulaciones parenterales [68].
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Preservativos antimicrobianos

Las formulaciones nasales usualmente contienen pre-
servos. Numerosos estudios in vitro e in vivo han ad-
ministrado por via nasal como preservos: cloruro de
benzalconio, clorobutanol, parabenos, feniletilalcohol
y acido benzoico. Los que contienen mercurio han
ocasionado un dafo irreversible al movimiento ciliar
por lo cual no deben ser empleados [21]. No existe
total correspondencia entre los resultados de los es-
tudios in vitro e in vivo sobre el dafio provocado por
los agentes antimicrobianos a la mucosa nasal. En los
estudios in vivo, el tejido ciliado estd protegido por
la capa de mucus, mientras que in vitro hay una ex-
posicion directa, sin la presencia del mecanismo de
aclaramiento mucociliar, que diluye los componentes
de la formulacion. Esta particularidad pudiera expli-
car las diferencias entre los resultados experimenta-
les publicados en base a los dos sistemas de ensayo.
En general se prefieren formulaciones sin preservos,
pues estos son los compuestos mas relacionados con
la presencia de irritacion y rinitis alérgica después de
un tratamiento prolongado [1].

Estabilizantes de proteina

Para mantener la estabilidad biologica de las proteinas
durante su produccion, almacenamiento y transporta-
cion, se emplean agentes estabilizantes; entre ellos,
azucares y glicoles, antioxidantes, surfactantes y poli-
meros [38, 42, 63].

Azucares y glicoles

Las concentraciones moderadamente altas de estos
compuestos inhiben la oxidacion de las proteinas, po-
siblemente por depuracion del radical hidroxil o por
acomplejamiento de los iones metalicos de transicion.
Entre los azucares y glicoles se emplean la glucosa, la
maltosa, el manitol, el sorbitol, la glicerina, el inositol
y el polietilenglicol [70].

Antioxidantes

La eleccion del compuesto antioxidante en los es-
tudios de preformulacion de proteinas y péptidos se
dificulta por su posible interacciéon quimica con los
aminoacidos de las cadenas laterales de las biomo-
léculas. En presencia de trazas de iones metalicos se
prefiere el acido ascorbico. Un agente quelante como
el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) puede ser
efectivo al unirse a trazas metalicas contaminantes
que promueven formaciéon de radicales libres. En
ausencia de iones metalicos, la cisteina puede actuar
como un antioxidante efectivo. Para proteger protei-
nas en membranas lipidicas contra la oxidaciéon por
la luz se ha empleado con buenos resultados el alfa-
tocoferol [70].

Surfactantes no idnicos

Algunos surfactantes, principalmente no idnicos, se
emplean a bajas concentraciones para estabilizar a las
proteinas al evitar su agregacion en la interfase aire-
liquido o liquido-liquido, y subsecuentemente su des-
naturalizacion. La adicion de surfactantes reduce la
tension superficial en soluciones acuosas y en ocasio-
nes incrementa la solubilizacion de la proteina, lo que
reduce la proporcion de proteinas desnaturalizadas en
la interfase. Los surfactantes no idnicos generalmente

son menos toxicos, menos hemoliticos y menos irri-
tantes que los i6nicos [38, 42, 43, 71, 72].

Polimeros bioadhesivos

La bioadhesion se puede definir como la propiedad
que posee un material sintético o bioldgico de adhe-
rirse a los tejidos bioldgicos por un largo periodo; en
el caso de los tejidos mucosales se conoce como mu-
coadhesion, pues en mucosa el bioadhesivo se adhiere
a la capa de mucus [73-76].

Generalmente los polimeros bioadhesivos prolon-
gan el tiempo de retencion en la cavidad nasal por
ese efecto y aumentan el tiempo de contacto entre la
proteina y la mucosa nasal al contrarrestar el acla-
ramiento mucociliar. De esta forma interactiian me-
nos el ingrediente farmacéutico activo y las enzimas
mucosales. La deshidratacion del epitelio celular des-
pués de la hidratacion del polimero también puede
promover la apertura temporal de las uniones estre-
chas y potenciar la absorcion paracelular de las ma-
cromoléculas [77]. Pero por si solo no garantiza un
aumento del efecto terapéutico esperado, pues existen
otras barreras biologicas que limitan la absorcion de
proteinas y péptidos [62, 77, 78]. Ademas, estos ex-
cipientes aumentan la viscosidad de las formulacio-
nes de proteinas y disminuyen las interacciones entre
moléculas, lo cual puede incidir favorablemente en
la inhibicion de la agregacion y en el aumento de su
estabilidad [38].

El polimero bioadhesivo ideal para los sistemas de
liberacion de farmacos debe tener las caracteristicas
siguientes [76]:

* El polimero y su producto de degradacion no

deben ser toxicos ni absorbibles.

* No deben ser irritantes.

» Preferiblemente debe formar un fuerte enlace
no-covalente con el mucus o la superficie del
epitelio celular.

* Debe adherirse rapidamente al tejido humedo y
posicionarse en sitos especificos.

* Debe permitir una facil incorporacion del in-
grediente farmacéutico activo y no ofrecer obs-
taculos para su liberacion.

» La forma farmacéutica no debe descomponer-
se durante el almacenamiento y tiempo de vida
media.

» El costo del polimero no debe ser tan alto para
que la forma farmacéutica obtenida siga siendo
competitiva.

Entre los polimeros bioadhesivos que se han estu-
diado en administraciones nasales estan los derivados
de la celulosa (metilcelulosa; hidroxipropilcelulosa;
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), por ejemplo
HPMC K4M); y carboximetilcelulosa sodica) [77,
79, 80], los derivados del acido poliacrilico (policar-
bofil, carbomer 934P, 971P y 974P) [77, 51, 81, 82],
la quitosana base y sus sales (ChiSys™) [83, 84], las
pectinas de bajo grado de metilacion (LM-5y LM-12)
[53], la pectina (PecSys™) [53, 85] y las dextranas
(dextrana 40 y 70) [86].

Promotores de la absorcién

Considerando la baja biodisponibilidad de las protei-
nas y los péptidos se requiere incorporar excipien-
tes que actiien como promotores de la absorcion para
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garantizar la permeabilidad de la mucosa nasal a estas
macromoléculas hidrofilicas sin causarle dafios.

Los promotores de la absorcion deben ser:

e De accion inmediata y unidireccional, con du-
racion del efecto especifica, predecible y ade-
cuada.

» Inmediatamente después de removidos del teji-
do epitelial deben recobrar sus propiedades de
barrera.

* No deben mostrar efectos sistémicos y toxicos.

* No deben irritar o dafnar la superficie de la
membrana donde se han aplicado.

Deben ser fisicamente compatibles con un am-
plio rango de farmacos y excipientes farmacéuticos
[87, 88].

En la tabla 2 se presentan algunos de los promoto-
res de absorcion que se han empleado por via nasal
en estudios preclinicos y clinicos, asi como los me-
canismos de accidon propuestos. Aunque se han estu-
diado una gran variedad de ellos, solo unos pocos han
mostrado ser eficaces y seguros para ser empleados de
forma sostenida en seres humanos [93].

La tabla 3 agrupa algunos estudios de biodisponi-
bilidad de macromoléculas hidrofilicas administradas
en presencia de promotores de absorcion.

Dispositivos de administracion

La forma de administracion y el dispositivo emplea-
do también influyen en la absorcion del farmaco.
Las gotas nasales son los sistemas de dosificacion
mas simples, pero tienen la limitaciéon de que no se
puede medir con exactitud la dosis administrada,

por lo que en ocasiones puede haber una sobredo-
sis. Ademas, en ausencia de agentes mucoadhesivos,
el medicamento se drena rapidamente de la cavidad
nasal. Los dispositivos de atomizacion nasal (spray
nasal) garantizan una dosis mas exacta del farmaco,
por tener valvulas de dosificacion. Generalmente se
plantea que los dispositivos de atomizacion suelen
aplicarse en el atrium o la region anterior del epite-
lio respiratorio (cornete inferior y medio). Esta zona
esta cubierta sobre todo por el epitelio escamoso
que es mayoritariamente no ciliado, por lo que los
medicamentos se eliminan mas lentamente que las
gotas. Por lo general, las gotas se depositan en las
zonas superiores de la region respiratoria y la region
olfatoria, donde el epitelio es fundamentalmente ci-
liado y hay una mayor incidencia del aclaramiento
[10, 105, 106].

En un estudio con atomizacion nasal y gotas para
evaluar la distribucion y el aclaramiento de formula-
ciones con polimeros bioadhesivos, en la region del
epitelio olfatorio en seres humanos, se observo una
mayor deposicion en este epitelio con las gotas na-
sales que con la atomizacion nasal. Sin embargo se
plante6 que el método de administracion en posicion
supina, con la cabeza inclinada hacia atras, es impor-
tante para garantizar la absorcion del farmaco en este
epitelio y su llegada al SNC [53].

Actualmente se disefian y desarrollan nuevos dis-
positivos de administracion, para garantizar que el
medicamento llegue a las regiones superiores de la
cavidad nasal. Un ejemplo de ello es el atomizador
electronico ViaNase™, comercializado recientemente
por Kurve Technologies, Inc. [107].

Tabla 2. Tipos de promotores de absorcién mas empleados por via nasal

Tipo de promotor

. Ejemplo Posible mecanismo de accién Referencias
de la absorciéon
Sales biliares Deoxicolato de sodio, glicolato Ruptura de la membrana, apertura de las unio- [89, 90]
y sus derivados de sodio, aurodihidrofusidato nes estrechas, inhibicién enzimética y actividad
de sodio mucolitica
Surfactantes Laurilsulfato de sodio, polioxietileno- Ruptura de la membrana [91, 92]
9-lauril éter y saponinas
Surfactante de Ciclopenta decalactona Incrementa la fluidez de la membrana, que [93]
origen natural (CPE-215®) favorece la absorcion transcelular
Hidroxiéster CriticalSorb™ Potencia absorcién transcelular [93]
de acido graso Mecanismos de accién en estudio
de polietilenglicol
Alquilo sacarido Intravail® Potencia absorcién transmucosal [93]
Mecanismos de accién en estudio
Agentes quelantes EDTA y salicilatos Acomplejamiento de iones de calcio de la su- [18, 87]
perficie epitelial, que favorece la apertura de las
uniones estrechas
Inhibidor enzimatico  Bestatin, Amastatin, Puromicina  Inhibidor enzimatico [89, 91]
Oligosacéridos a-,B- y v- ciclodextrina, metil Ruptura de la membrana y apertura de las [94, 95]
ciclicos B-ciclodextrina uniones estrechas
Agentes mucoliticos N-acetil-cisteina Disminucién de la capa de mucus [50, 9¢6]
Compuestos Poli-L-arginina, poli-L-lisina, La interaccién de estos compuestos catidnicos [18,97,98]
policatiénicos quitosana y sus derivados con los sitios cargados negativamente en la
superficie de la célula reduce la resistencia
transepitelial, que favorece la apertura de las
uniones estrechas
Derivados del acido  Policarbofil y carbopol 934P, 971P  La formacién de complejos poli (acido acrilico) [18]
poliacrilico y 974P -Ca?* disminuye el calcio endégeno del epitelio
celular, que favorece la apertura de las uniones
estrechas reversiblemente
Inhibicién enzimatica
Péptido modulador PN159 Reduce la resistencia eléctrica transepitelial y [99]

de las uniones
estrechas

con ello favorece la apertura de las uniones
estrechas
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Tabla 3. Biodisponibilidad de macromoléculas hidrofilicas administradas por via nasal en presencia de

promotores de absorcién

Macromoléculas  Peso molecular  Biodisponibilidad

Promotor de la

Modelo (ruta) Referencias

hidrofilicas (Da) (%) absorcién
Calcitonina de 3432 27 Rata (i.v.) N-acetil-L-cisteina [50]
salmén
Insulina 5808 3.4-5.0 Seres humanos (i.v.) Ciclodextrinas (89]
7 Quitosana 0.5 %
12 Seres humanos (s.c.) CPE-215® [100]
G-CSFhr 18 800 8.4 Carnero (s.c.) SSMS y LPG [101]
Hormona del 22 000 7.8 (0.05 Ul/kg) Seres humanos (i.v.) L-alfa-fosfatidilcolina [102]
crecimiento humano 8.9 (0.10 Ul/kg)
3.8 (0.20 Ul/kg)
17.4 Rata (s.c.) 5.0,7.5y10% 193]
34.4 CriticalSorb™
49.9
Neuro-EPO 34 000 0.26 (LCR) Macaca fascicularis Polisorbato 80 y [103]
EDTA
FITC-dextrana 71 200 0.05 Ratas Taurocolato de sodio [104]
y EDTA

DIT: marcaje de dextrana con diyodo-L-tirosina; FITC: isotiocinato de fluoresceina; G-CSFhr: factor estimulador de colonias de
granulocitos humano recombinante; LCR: liquido cefalorraquideo; LPG: L-alfa-lisofosfatidil glicerol; Neuro-EPO: eritropoyetina con
bajo contenido de dcido sidlico; SSMS: microesferas de almidén pequefas; i.m.: intramuscular i.v.: intravenosa; s.c.: subcutdneo; Ul:

unidades internacionales.

Agentes neuroprotectores
suministrados por via intranasal
en estudios preclinicos y clinicos

La neuroproteccion es una estrategia de tratamiento
terapéutico y profilactico, cuyo objetivo fundamental
es prevenir u oponerse a la pérdida neuronal por enfer-
medades del SNC de diverso origen, como el infarto
cerebral, el neurotrauma y las enfermedades neuroin-
flamatorias y neurodegenerativas. Una de las mayo-
res dificultades en el desarrollo de un neurofarmaco
es lograr que llegue al SNC tras permear la barrera
hematoencefalica. Generalmente los productos neuro-
protectores se deben administrar por las vias intrace-
rebro ventricular y parenteral [108].

Aln no existe un farmaco suficientemente efec-
tivo, especifico y de seguro acceso al SNC, para ser
usado como neuroprotector en enfermedades neuro-
logicas en las etapas aguda y cronica. La mayoria de
los agentes terapéuticos neuroprotectores efectivos en
biomodelos de isquemia, fallan por no ser bien tolera-
dos clinicamente [109].

En la literatura cientifica con frecuencia se describe
la utilizacion de la via nasal para hacer llegar medica-
mentos al SNC. Las causas que pueden explicar esta
tendencia son varias; entre ellas, el desarrollo de la in-
dustria biotecnologica, potente fuente de nuevos far-
macos como péptidos y proteinas. Estas macromolé-
culas, generalmente obtenidas por las tecnologias del
ADN recombinante o sintesis quimica, no logran lle-
gar al SNC desde la circulacion sanguinea, por la fina
regulacion del paso de moléculas e iones por la barrera
hematoencefélica. Sin embargo, algunas macromolé-
culas pueden traspasar la barrera hematoencefalica
a través de las dos rutas que conducen directamente
al liquido cefalorraquideo: la via olfatoria y la via del
trigémino.

El empleo de moléculas con actividad terapéutica,
producidas por el propio organismo humano y ad-
ministradas por via intranasal, es una propuesta re-
ciente en la investigacion neurocientifica. Los factores
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neurotrdficos, las citoquinas y la insulina son algunas
de estas proteinas.

En algunos estudios preclinicos con roedores se
han suministrado proteinas de alto peso molecular
como el factor de crecimiento nervioso (NGF) de
26.5 kDa, el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) de 26.984 kDa y el factor neurotrofico ciliar
(CNTF) de 22.706 kDa [110], el factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF-2), de 24 kDa y el factor de cre-
cimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) de 7.5 kDa por la
via intranasal y se ha demostrado su llegada al SNC
[111], donde se expresan ampliamente. Actualmen-
te se profundiza en sus propiedades de restauracion
del tejido cerebral al potenciar la angiogénesis y la
regeneracion axonal, lo cual es trascendental en la
rehabilitacion de las enfermedades neurodegenerati-
vas, como el infarto cerebral y las enfermedades de
Alzhéimer y Parkinson [112, 113].

En otros estudios preclinicos también se han eva-
luado algunas citoquinas como el interferon B-1b y
la eritropoyetina humana recombinante (rHu-EPO).
El primero posee propiedades antinflamatorias y se
emplea por via intramuscular y subcutanea, durante
el tratamiento de la esclerosis multiple: enfermedad
cronica, caracterizada por la inflamacion y desmieli-
nizacion de placas en las regiones del tronco cerebral,
el cerebelo, el nervio optico y la médula espinal. Con
la administracion intranasal del interferon f h-1b se
libera mayor cantidad hacia el SNC que con la admi-
nistracion intravenosa [114].

La rHu-EPO es una glicoproteina que se expresa
en el cerebro y es regulada por el factor inducible por
hipoxia-1 (HIF-1). Su receptor (r-EPO) aumenta su
expresion durante la isquemia, lo que sugiere su parti-
cipacion en un sistema neuroprotector endégeno en el
cerebro de los mamiferos [115, 116]. En un modelo de
isquemia focal en ratas, se administré por la via nasal,
y se demostraron sus efectos neuroprotectores [117].
La complicacion potencial del tratamiento con dosis
repetidas con rHu-EPO estuvo dada por el aumento de
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la actividad hematopoyética, que llevo a la busqueda
de variantes no-hematopoyéticas que mantuvieran las
propiedades neuroprotectoras [116, 118].

Una variante prometedora en Cuba es la eritropo-
yetina humana recombinante con bajo contenido de
acido sialico (Neuro-EPO), cuyo contenido de acido
sidlico es inferior a 10 moléculas por cada molécu-
la de eritropoyetina. En el Centro de Investigacion y
Desarrollo de Medicamentos (Cidem) se desarrolld
una formulacién de Neuro-EPO para administracion
nasal, en la que se empleé la HPMC K4M como
polimero bioadhesivo y el EDTA sal disddica como
promotor de absorcion. Esta formulacion se probo en
evaluaciones preclinicas con primates no humanos
y roedores, y llegd rapidamente y de forma segura
al SNC, sin estimulo de la eritropoyesis [103, 119,
120]. En tratamientos agudos en varios modelos de
isquemia cerebral en roedores ha mostrado eficacia
terapéutica [116, 121-123]. Actualmente el Centro de
Inmunologia Molecular (CIM), en colaboraciéon con
el Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio (Cenpalab) y el Cidem, trabajan acelera-
damente para dar inicio a los estudios clinicos fase I
de esta formulacion [124], tras su reciente aprobacion
por el Centro Estatal de Control de Medicamentos
(Cecmed).

Una de las investigaciones mas avanzadas se reali-
z6 con insulina en seres humanos. En ella se evidencio
el paso de la proteina desde la mucosa nasal al LCR
[17]. Estudios pilotos han demostrado que mejora la

memoria, la atencion y el estado funcional de pacien-
tes en etapas tempranas de la enfermedad de Alzhéi-
mer sin provocar alteraciones en los niveles sangui-
neos de insulina o glucosa [65, 125, 126].

Conclusiones

Para el desarrollo de formulaciones nasales de pépti-
dos y proteinas hacia el sistema nervioso central, des-
de el inicio del disefio es necesario conocer todos los
factores que pueden incidir en su baja biodisponibili-
dad, pues muchas veces el fracaso de la formulacion
se debe a que se trabaja considerando solamente la
estabilidad del producto en el tiempo. El conocimien-
to de las barreras que actan inhibiendo la absorcion,
los factores que inciden en su baja biodisponibilidad,
el uso terapéutico previsto y las caracteristicas fisico-
quimicas de la proteina objeto de estudio constituyen
una herramienta para el farmacéutico en la seleccion
y optimizacion de los excipientes mas adecuados en
cada caso.

El desarrollo de formas terminadas a partir de pép-
tidos y proteinas con potencialidades terapéuticas
como neuroprotectores constituye actualmente un
reto para la comunidad cientifica internacional. Los
factores neurotroficos, el interferon B-1b, la rtHu-EPO,
la Neuro-EPO y la insulina estan entre los posibles
candidatos para la evaluacion de nuevos productos
biotecnologicos nasales con efectos neuroprotectores
capaces de lograr mayor eficacia y seguridad en el
tratamiento.
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