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nanomedicina per al tractament de la malaltia de Fabry
European "Smart-4-Fabry” project to develop a new nanomedicine

for the treatment of Fabry disease
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Resum: El projecte europeu «Smart-4-Fabry» té com a objectiu principal desenvolupar una nova nanomedicina, basada en

I'encapsulacio de I'enzim o-galactosidasa A en nanoliposomes, per al tractament de la malaltia minoritaria de Fabry. El pro-

jecte parteix d'una primera prova de concepte que dona suport a aquesta estratégia basada en la nanotecnologia, i té com a

repte avancar amb la seva optimitzacio fins al final de la preclinica requladora. Aquest article presenta d'una manera general

en queé consisteix i com esta organitzat el projecte a fi d'aconseguir aquesta fita. Per assolir reeixidament aquest objectiu, és

necessaria una estreta collaboracié entre equips de recerca de diferents disciplines cientifiques.

Paraules clau: Liposomes, nanomedicina, malaltia de Fabry, collaboracid interdisciplinaria, desenvolupament de farmacs.

Abstract: The European “Smart-4-Fabry” project aims to develop a new nanoformulation based on the encapsulation of the

a-galactosidase A enzyme in nanoliposomes, to improve the current treatment of Fabry disease. The project will advance from

the nano-GLA from a preliminary concept test to the end of the preclinical requlatory phase. This article presents this project

and explains how it is organized to achieve its goal, a process that will require a strong multidisciplinarity and cooperation

between the participating research groups.
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Introduccio a la malaltia de Fabry:
deficiéncia de I'enzim
oi-galactosidasa A

Algunes malalties presenten una incidéncia molt baixa en la
poblacio (1 de cada 2000 persones); son anomenades malal-
ties minoritaries. Malgrat aquest nombre reduit, si es conside-
ren en conjunt suposen una afectacio del voltant del 7 % de
tota la poblacié mundial.

En concret, dins de les malalties minoritaries hi ha un grup de
trastorns que s'engloben com a malalties per diposit lisosomic,
i sOn causades per una disfuncio metabolica en els lisosomes
de les celules. Pertanyen a aquest grup les malalties de Fabry,
Gaucher, Hunter i Sanfilippo, per a les quals actualment enca-
ra no s'ha trobat una cura definitiva. En general, aquests des-
ordres son deguts a la manca de funcionament d'un sol enzim,
necessari per al metabolisme de macromolécules com ara li-
pids, glicoproteines i mucopolisacarids. La seva deficieéncia
provoca I'acumulacio de diferents substancies no metabolit-
zades dins les céllules [1].
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Malgrat que encara no se n'ha trobat un tractament definitiu,
moltes d'aquestes malalties son tractades mitjancant la tera-
pia de reemplacament enzimatic (enzymatic replacement
therapy, ERT), que es basa en I'administracio intravenosa de
I'enzim deficient, normalment obtingut per biotecnologia re-
combinant. No obstant aix9, I'exit d'aquest tipus de terapia
sol quedar limitat per la inestabilitat i la baixa eficacia de
I'enzim exogen que s'administra [2]. Per aquest motiu, la ci-
éncia continua buscant noves vies d'investigacio i alternatives
terapéutiques que millorin aquestes limitacions de I'ERT en
totes les malalties minoritaries.

Concretament, en el cas de la malaltia de Fabry, aquesta alte-
racio funcional és deguda a la falta de I'enzim o.-galactosidasa
A (GLA), que provoca que alguns glicoesfingolipids (en particu-
lar, la globotriaosilceramida, Gb3) no es puguin degradar i
s'acumulin als lisosomes de les céllules endotelials de diversos
organs (ronyons, cor, cervell, etc.). Els simptomes son molts:
dolors a les extremitats, lesions cutanies, alteracions en la su-
doracio, vista frontal borrosa, problemes gastrointestinals, pér-
dues d'oida, etc. A llarg termini, acaba causant una vasculopa-
tia generalitzada que pot provocar fallida renal, problemes al
cor i afectacio al sistema nervids central (figura 1) [3].

Des de I'any 2001, a Europa esta disponible el tractament de
reemplacament enzimatic amb I'agalsidasa alfa (Replagal®,
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Ficura 1. La malaltia de Fabry es basa en la deficiéncia de I'enzim GLA, que té com a funcié metabolitzar lipids (en concret, Gb3) als lisosomes de les célules. Elaboraci6 propia.

Laboratoris Shire, Irlanda) i I'agalsidasa beta (Fabrazyme®, La-
boratoris Sanofi-Genzyme, EUA), dos farmacs orfes analegs a
I'enzim deficitari causant de la malaltia. Ambdues molecules
tenen la mateixa seqiiéncia d'aminoacids, i I'inica diferéncia
estructural entre elles és la de les cadenes laterals d'oligosa-
carids [4]. Als Estats Units, I'Administracio d'Aliments i Far-
macs (Food and Drug Administration, FDA) només va aprovar
I'us de I'agalsidasa beta, ja que, tenint en compte la legislacio
de farmacs orfes, només una de les dues molécules podia co-
mercialitzar-se [5].

Globalment, aquest tipus de terapia ERT ha demostrat efectes
positius en la disminucio dels cimuls no desitjats de Gb3 en
plasma i en alguns organs afectats, especialment el ronyo,
amb la qual cosa restableix parcialment la patogénesi de la
malaltia. No obstant aix0, aquesta estratégia presenta alguns
desavantatges relacionats amb els aspectes seglients: a) efi-
cacia limitada en pacients que es troben en un estat avancat
de la malaltia; b) temps de semivida de I'enzim curt, a causa
principalment del seu segrest per part del fetge i d'una pre-
séncia important d'anticossos anti-GLA; ¢) cost elevat del
tractament (280000 €/pacient a I'any), ja que cal administrar
repetidament una gran quantitat d'enzim i suposa un alt cost
produir-lo; d) no creuament de la barrera hematoencefalica
(BHE), que descarta qualsevol possible reduccié dels cimuls
de Gb3 al cervell.

Objectiu de I'eSmart-4-Fabry»:
de la prova de concepte fins

a la preclinica requladora

Una estrateégia interessant per tractar de superar les limitaci-

ons dels tractaments d'ERT és el disseny i desenvolupament de
noves nanoformulacions a fi d'augmentar I'estabilitat i I'efi-

cacia dels enzims terapéutics, com la GLA. Actualment s'estan
emprant amb exit diferents tipus de nanoestructures per mi-
llorar el subministrament d'actius i biomolécules terapéutica-
ment actives (drug delivery systems). Una de les nanoestruc-
tures més emprades son els sistemes nanovesiculars,
especialment els sistemes liposomics, que han mostrat resul-
tats favorables tant en estudis in vitro com in vivo [6].

Els liposomes, vesicules formades per una o més bicapes lipi-
diques concéntriques que separen un compartiment aquos de
la resta del medi, son un dels sistemes supramoleculars més
prometedors per ser utilitzats com a transportadors d'actius
terapéutics. La seva amplia funcionalitat és determinada per
una gran versatilitat respecte a la mida, la composicio, les ca-
racteristiques superficials i la capacitat de modificacid. A més,
des del punt de vista farmacologic, solen presentar una bona
compatibilitat, biodegradacio i baixa toxicitat [7]. En concret,
els liposomes que tenen una mida aproximada de 100 nm
desperten un major interés en el camp de I'alliberament de
farmacs, ja que son prou grans per evitar una primera elimi-
nacio a través dels ronyons, pero a la vegada son suficient-
ment petits per evitar el seu segrest per part del sistema fago-
citic, cosa que incrementa el seu temps de circulacié en sang
i, per tant, potencia la possibilitat d'arribar als organs i célu-
les diana i alliberar I'actiu.

La suma d'aquests factors ha motivat el desenvolupament

de sistemes liposomics en I'ambit de la salut, i fins i tot ha do-
nat lloc als primers productes basats en nanomedicina, apro-
vats per les agéncies requladores i ja presents en la practica
clinica (taula 1).

No obstant aix0, un dels obstacles principals a I'hora de trans-
ferir les formulacions nanoliposémiques a la clinica és la com-
plexitat dels métodes actuals per a la seva preparacid i el poc
control que aquests metodes ofereixen sobre |'assemblatge
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Tauta 1. Farmacs basats en liposomes que hi ha al mercat actualment. Adaptat de [8].

del m?):]ucte Farmac Indicacio Ruta d'administracio a gir:::;z::la
AmBisome amfotericina B infeccions fungiques intravenosa 45-80 nm
Amphocil amfotericina B infeccions fungiques intravenosa 110-114 nm
DaunoXome citrat de daunorubicina sarcoma de Kaposi intravenosa 45nm
DepoCyt citarabina meningitis limfomatosa intravenosa 20 nm
Doxil doxorubicina sarcoma de Kaposi intravenosa 87 nm
Visudyne verteporfina sensibilitzador en terapia fotodinamica intravenosa 100 nm
Evacet doxorubicina cancer d'ovari intravenosa 150 nm
Lipo-Dox doxorubicina tumors solids intravenosa 20 nm
Epaxal virus inactivat d'hepatitis A (soca RG-SB) hepatitis A intramuscular -
Inflexal hemaglutinina inactivada de soques de virus de la grip A Grip intramuscular -

dels diferents components moleculars que les constitueixen.
Aixi doncs, avui dia encara és un repte obtenir sistemes nano-
liposomics per a us medic amb les caracteristiques fisicoqui-
miques i la qualitat que requereixen les agencies reguladores
del medicament. Cal desenvolupar nous processos per obtenir
nanovesicules lipidiques a gran escala, amb una reproductibi-
litat elevada, puresa i un cost baix, que compleixin els re-
queriments reqguladors —I'Agencia Europea del Medicament
(European Medicines Agency, EMA) i I'FDA— i que permetin
completar els estudis de sequretat i toxicologia preclinics, aixi
com totes les fases cliniques. En el projecte «Smart-4-Fabry»
s'utilitza una prometedora plataforma tecnologica anomena-
da DELOS-SUSP (de I'anglés depressurization of an expanded
liquid organic solution-suspension) [9, 10] per a I'encapsula-
cio, amb una sola etapa de procés, de I'enzim GLA en nanoli-
posomes (figura 2). Aquesta tecnologia basada en I's de ga-
sos comprimits —com, per exemple, el CO,— permet obtenir
sistemes vesiculars —com ara sistemes liposomics—, de mida
nanoscopica i amb una elevada homogeneitat morfologica
entre les unitats nanovesiculars. A més, el procés DELOS-SUSP
ha mostrat una bona reproductibilitat de lot a lot i la capaci-
tat per preparar, amb acid guanilic (GMP), quantitats sufici-
ents (fins al litre) de formulacions nanovesiculars per realitzar
assaigs clinics.

Mitjancant aquesta tecnologia, en els Ultims anys el nostre
grup ha estat investigant el desenvolupament d'un nou siste-
ma liposomic que millori el transport intracellular de la GLA
subministrada exdgenament i altres propietats farmacologi-
ques d'aquest enzim, i que permeti obtenir una terapia per a

la malaltia de Fabry millor que les actuals [9, 10]. L'encapsu-
lacié de I'enzim GLA en nanoliposomes pot aportar basica-
ment dues millores al tractament per ERT de la malaltia de
Fabry: 1) increment de I'eficacia in vivo gracies a la proteccio
del nanoliposoma contra la degradacid de I'enzim GLA durant
el temps de circulacio en sang, i 2) capacitat per creuar barre-
res biologiques (per exemple, membrana cellular, barrera he-
matoencefalica), que I'enzim per si sol no és capac de traspas-
sar, i accedir als diposits no desitjats de glicoesfingolipids per
a la seva reduccio.

La membrana del sistema liposomic desenvolupat per a la
proteccid i el transport de I'enzim GLA esta formada basica-
ment per tres components moleculars lipidics: dipalmitoilfos-
fatidilcolina (DPPC), colesterol (col) i colesterol funcionalitzat
amb el péptid RGD (arginina-glicina-acid aspartic) a través
d'una cadena de polietilenglicol (col-PEG-RGD).

Els nous liposomes nano-GLA protegeixen I'enzim GLA i en re-
dueixen la degradacio6 i la immunogenicitat, incrementen el
temps de semivida en sang i permeten una millor biodistribu-
cio per tot el cos. A més, els nanoliposomes es troben funcio-
nalitzats amb el peéptid RGD, unit covalentment a les molecu-
les de colesterol presents en la membrana lipidica del
liposoma a través d'una cadena de polietilenglicol (PEG) (figu-
ra 3). La funcid del péptid RGD és augmentar I'afinitat dels
nanoliposomes per a les céllules endotelials, molt afectades
per la malaltia de Fabry. En els pacients Fabry, les céHules en-
dotelials tenen una sobreexpressio d'integrines cv3 a la part
exterior de la membrana cellular. El peéptid RGD t€ una gran
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Ficura 2. Esquema del procés DELOS-SUSP per a la preparacié de nanoliposomes

amb enzim GLA: a) carrega, a pressio atmosférica, del reactor amb una solucio
organica dels components moleculars de la membrana liposomica (DPPC, colesterol,
colesterol-PEG-RGD); b) addici6 del CO, comprimit per produir una solucié
expandida amb tots els components de membrana dissolts, a la pressio de treball
(10 MPa); c) despressuritzacié de la solucié expandida sobre una solucié aquosa que
conté I'enzim lliure GLA, a fi de produir els nanoliposomes de GLA (nano-GLA).
Adaptat de [10].

afinitat per aquest tipus de receptors cellulars, i, mitjancant
la funcionalitzacié dels nanoliposomes amb RGD, es pretén
afavorir el transport i el subministrament de la GLA a les cel-
lules endotelials. En estudis previs del grup, es va corroborar
que els nanoliposomes que contenien el péptid RGD presenta-
ven una internalitzacio cellular trenta vegades superior que
els nanoliposomes sense peptid a la seva superficie. Amés a
més, es va observar que la conjugacio de la GLA als nanolipo-

somes, mitjancant interaccions no covalents, també n'aug-
mentava |'activitat enzimatica, a causa de la immobilitzacié
de la proteina quan interacciona amb la membrana del nano-
liposoma, cosa que suggereix una millor exposicio del centre
actiu de I'enzim [10].

El desenvolupament dels nanoliposomes de GLA es va iniciar
en el marc d'un projecte de collaboracié interdisciplinari, fi-
nancat per la xarxa CIBER-BBN (Centre de Recerca Biomédica
en Xarxa - Biotecnologia, Biomaterials i Nanomedicina) [12] i
per la Fundacio Marato de TV3 [13]. La collaboracio de quatre
grups de recerca amb arees d'investigacié complementaries,
adscrits al CIBER-BBN, va ser clau per arribar a la prova de
concepte, actualment protegida amb una patent internacio-
nal i la llicencia de la qual la té I'empresa Biopraxis [14]: el
grup Drug Delivery & Targeting del Vall d'Hebron Institut de
Recerca (VHIR), especialistes en I'avaluacio in vitroi in vivo de
nanomedicines; la Unitat de Quimica Combinatoria del Parc
Cientific de Barcelona (PCB), especialistes en el disseny i sin-
tesi de péptids; el grup Nanobiotechnology de I'Institut de Bio-
tecnologia i de Biomedicina de la Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB), especialistes en el disseny i sintesi de protei-
nes recombinants; i el nostre grup Nanomol, de I'Institut de
Ciéncia de Materials de Barcelona del CSIC, especialistes en el
disseny i la sintesi de materials moleculars per al desenvolu-
pament de nanomedicines. En el marc del projecte Lipocell
(financat per I'empresa Biopraxis i el consorci CIBER-BBN) i el
projecte Terarmet (financat pel Ministeri d'Economia i Em-
presa), es va avancar en els estudis preclinics no reguladors. El
2016, la Comissio Europea va concedir el projecte «Smart-4-
Fabry», de quatre anys de durada i amb un pressupost de
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Els nanoliposomes aporten dues funcions principals: proteccid i direccionalitat. Estan compostos pel fosfolipid DPPC,

colesterol i el péptid RGD unit a una part de les unitats de colesterol a través d'una cadena de PEG. Elaboracio propia.
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Tauta 2. Objectius especifics del projecte «Smart-4-Fabry» i mesura de I'exit. Elaboracio propia.

Objectiu Mesura de I'&xit
. Aconseguir un control de qualitat en |'autoassemblatge dels components moleculars Procés de fabricacio per a la produccio de la nano-GLA amb criteris d'especificacions
que formen la nano-GLA, aixi com en les seves caracteristiques fisicoquimiques. de qualitat.
) Proporcionar un estudi complet d'eficacia, farmacocinética i toxicitat preclinica per a Resultats en assaigs de seguretat de la nano-GLA per suportar els requeriments
la formulacio final de nano-GLA (nano-GLA-v4). reguladors necessaris abans d'iniciar els primers estudis clinics amb humans.

. Resultats positius de la nano-GLA en proves de microperfusié de flux obert cerebral
3 Desenvolupar una nano-GLA capag de creuar la barrera hematoencefalica (BHE). L . i
(cOFM), técnica que permet I'estudi del creuament a través de la BHE.

. Construir una planta pre-GMP per a la produccid de les quantitats necessaries de Produccié del primer lot de nano-GLA-v4 amb els requeriments apropiats de quantitat i
nano-GLA-v4 per als estudis preclinics d'eficacia (no-GLP) i de toxicologia (GLP). qualitat per completar els estudis preclinics.
5 Desenvolupar una formulacié de nano-GLA seguint els requeriments de la industria Implementacio de presa de decisions de projecte «go/no-go» d'acord amb les directrius
farmaceutica i de les autoritats reguladores. reguladores de I'EMA.
Crear un pla d'explotacio i model de negoci realista basat en I'experiencia de les
6 | empreses del mercat de malalties minoritaries, per tal d'assegurar la translacio dels Pla de negocis consolidat i estratégia d'explotacio per a la nanoformulacié obtinguda.
resultats del projecte als pacients de Fabry.
5,8 milions d'euros, el qual té€ com a objectiu principal I'opti- produccio de nanoestructures i desenvolupament farmaceutic
mitzacid del sistema liposomic nano-GLA per obtenir una ver- sota les directrius de les agencies reguladores, per dur a terme
sio final de la nanoformulacioé (nano-GLA-v4), amb la qualitat, el pla de treball del projecte (taula 3).
seguretat i eficacia requerides per poder iniciar assaigs clinics
amb humans. Aq uesta nova nanoformulacid de I'enzim GLA Tauta 3. Consorci del projecte «Smart-4-Fabry», format per deu socis que
. o inclouen centres de recerca i empreses de cinc paisos diferents. Elaboracid propia.
ha de permetre un increment en I'eficacia del tractament de b P prop
la malaltia de Fabry, per reemplacament enzimatic, en com- Soci Pais Institucié Area de coneixement
paracié amb I'actual que existeix amb GLA no nanoformulada. xarxa
. . , . , 61667_6611 Espanya nanotecnologia i biomedicina
Aquest guany en eficacia permetria I'Us d'una dosi clinica més de recerca
petita ifo espaiar la pauta posologica actual. El benefici final centre caracteritzacio fisicoquimica de

. ., . Technion | Israel
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Organitzacio i paquets de treball
del projecte «Smart-4-Fabry»

El pla de treball per assolir els objectius del projecte esta or-
ganitzat en onze paquets de treball (work packages, WP), re-
lacionats entre si, tal com esta esquematitzat en la figura 4.

WPO. Produccio de I'enzim GLA

Aquest paquet de treball té€ com a objectiu principal el desen-
volupament d'un procés de produccio basat en la transfeccio
estable per obtenir d'una manera eficient I'enzim GLA, que no
tingui cap limitacio productiva ni legal per arribar a la clinica.
En el marc d'aquest paquet de treball també es produeixen les
quantitats necessaries de GLA, de qualitats diferents, per al
desenvolupament de la nanoformulacio liposomica nano-GLA.

WP1. Nanoformulacié de GLA en nanoliposomes

multifuncionals

Aquest paquet de treball té I'important objectiu d'optimitzar la
nanoformulacio de GLA inicial, anomenada nano-GLA-v1 i

punt de partida del projecte, per aconseguir un prototip final,
que anomenarem nano-GLA-v4, amb unes caracteristiques fi-
sicoquimiques i bioldgiques dptimes per completar un avangat
paquet d'estudis preclinics (no reguladors i reguladors) que
doni suport al futur desenvolupament clinic de la nano-GLA.

Per aixo cal millorar atributs critics de qualitat, com ara aug-
mentar |'estabilitat colloidal del sistema, disminuir la polidis-
persivitat, augmentar |'eficiéncia d'encapsulacio de la GLA en
els nanoliposomes i aconseguir una concentracio total de GLA
major en el sistema nanoliposomic que permeti les dosificaci-
ons requerides en els assaigs in vivo preclinics. En la figura 5 es
troben representades les diferents estrategies per optimitzar
els nanoliposomes de GLA del projecte «Smart-4-Fabry». Per
exemple, en el marc d'aquest paquet es desenvolupen nanoli-
posomes amb cadenes de PEG de llargada diversa per unir el
peptid RGD al colesterol, i nanoliposomes amb diferent densi-
tat del peptid RGD a la seva superficie, per arribar a una nano-
formulacio liposomica amb unes caracteristiques superficials
optimes. El prototip final sera el resultat d'aquesta optimitza-
cio i tindra la qualitat requerida i apropiada per completar els
estudis preclinics no reguladors (WP4) i reguladors (WP5).

A més, en aquest paquet de treball també s'exploren altres
peptids alternatius a I'RGD, a fi d'estudiar I'impacte d'aques-

WPO. Producci6 de I'enzim GLA

WP2. Caracteritzacid

Nano-GLA
(Caracteritzacié per crio-TEM)

WP7. Desenvolupament empresarial i explotacio

WP9. Gestié del projecte

WP8. Proteccié de propietat intel-lectual, activitats de divulgacié i comunicacid

WP1. Nanoformulacié de GLA en
nanoliposomes multifuncionals

WP4. Avaluacid in vitro i in vivo
fisicoquimica i control de qualitat ~de la nanoformulacié de GLA

WP6. Requeriments reguladors

WP3. Escalat i produccié pre-GMP
g

WPS. Estudis de preclinica reguladora

-

.

WP10. Requeriments étics

Fiura 4. Interaccio entre els diferents WP del projecte «Smart-4-Fabry». Elaboracio propia.
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Ficura 5.  Les tasques del WP1 es divideixen principalment en dos objectius: 1) optimitzacio de la nanoformulacié de GLA de la
versio 1 a la versi6 4 per assolir els requisits necessaris amb vista a avancar-la cap a les fases cliniques, i 2) preparacié

de liposomes amb altres lligands per millorar el creuament de la barrera hematoencefalica. Elaboracio propia.

tes modificacions de la superficie dels nanoliposomes en el
creuament de barreres biologiques, com la BHE.

WP2. Caracteritzacio fisicoquimica i control
de qualitat

Aquest paquet s'encarrega de la caracteritzacid fisicoquimica
de la nano-GLA, a fi d'establir correlacions entre les caracte-
ristiques estructurals de la nanoformulacio i la seva eficacia
biologica. S'empren metodologies ben establertes per a la ca-
racteritzacié detallada i estadistica d'aquests sistemes en els
nivells molecular, supramolecular i nanoscopic, per tal de po-
der dissenyar protocols de control de qualitat. Mitjancant la
técnica de criomicroscopia electronica (crio-TEM) es realitza
I'observacio directa de la morfologia i la mida dels nanolipo-
somes. La composicio quimica de les nanoformulacions es de-

termina amb técniques de cromatografia de liquids d'alta
pressio (high- efficiency liquid chromatography, HPLC). La dis-
tribucié de mida dels nanoliposomes de les diferents formula-
cions es caracteritza basicament per dues técniques de dis-
persio de llum: la dispersio dinamica de la [lum i la dispersio
de raigs X d'angle petit. Aquesta darrera ens dona informacio
estadistica de la morfologia dels liposomes (per exemple,
gruix de la membrana, nombre de lamelles en els liposomes,
etc.). Mitjancant técniques de microcalorimetria, es deter-
minen la naturalesa i la intensitat de les interaccions inter-
moleculars entre els diferents components dels nanoliposo-
mes de GLA.

Un objectiu important d'aquest paquet de treball és la defini-
cio dels atributs critics de qualitat i de les seves especificaci-
ons que permetin garantir la reproductibilitat de lot a lot i du-
rant el procés d'escalat.



WP3. Escalat i produccid pre-GMP

L'objectiu principal d'aquest paquet de treball és dissenyar i
construir una planta pilot que permeti escalar el procés de
produccio DELOS-SUSP, desenvolupat a escala del laboratori,
dels nanoliposomes de nano-GLA. En el marc d'aquest paquet
de treball es determinen els marges dels parametres de pro-
cés, dins dels quals es produeix nano-GLA amb els atributs
critics de qualitat desitjats i establerts en el WP2. Aquest WP
també s'encarrega de validar que la tecnologia de produccio
de la nano-GLA pugui ser implementada sota la normativa de
bones practiques de fabricacid, requerida per a la produccio
de lots de nano-GLA per a assaigs clinics.

WP4. Avaluacio ‘in vitro'i ‘in vivo'
de la nanoformulacio de GLA

L'objectiu d'aquest WP és testar in vitroi in vivo les nanofor-
mulacions de GLA obtingudes en els paquets de treball WP1 i
WP3, per avaluar-ne I'eficacia, la farmacocinética, la biodis-
tribucid, la toxicitat preliminar i la capacitat de creuar la BHE.
S'utilitzen models cellulars i animals en qué s'ha eliminat el
gen que codifica I'enzim GLA i s'obtenen sistemes knock-out
(KO) que mimetitzen els efectes de la malaltia de Fabry. Aixo
permet estudiar I'impacte de les variacions estructurals dels
nanoliposomes de GLA (variacions en els components de
membrana, en la densitat de péptid a la superficie del nanoli-
posoma, en la concentracio de I'enzim GLA, etc.) sobre |a seva
capacitat de creuar barreres bioldgiques —membrana cellular
i barrera hematoencefalica—, I'activitat enzimatica in vitroi
in vivo i poder seleccionar la millor formulacié de nano-GLA
candidata a entrar als assaigs de seguretat i toxicologia de
preclinica requladora.

WP5. Estudis de preclinica reguladora

L'objectiu d'aquest paquet de treball és avaluar la sequretat
de la nanoformulacio a través d'estudis toxicologics i farma-
cologics in vivo, emprant una espécie rosegadora (la rata) i
una de no rosegadora (el gos) com a animals model per asse-
gurar que el producte compleix tots els requeriments de sequ-
retat necessaris per entrar a les fases cliniques amb persones.

WP6. Requeriments requladors

La principal missio d'aquest paquet de treball és assequrar
que els assaigs per avaluar I'eficacia i la toxicologia dels na-
noliposomes nano-GLA es realitzen d'acord amb les directrius
reguladores de I'EMA. A través del procediment del scientific
advice, s'ha obtingut assessorament de I'EMA sobre aspectes
de qualitat i de preclinica per donar suport al futur desenvo-
lupament clinic de la nano-GLA.

WP7. Desenvolupament empresarial i explotacio

Les tasques d'aquest paquet de treball estan centrades en la
implementacio d'un pla de negoci detallat, i en I'avaluacio de
les novetats de I'estudi de mercat ja desenvolupat a I'inici del
projecte. S'hi inclouen |a identificacio de resultats clau explota-
bles, a mesura que es van generant; la gestid dels drets de pro-
pietat intellectual; I'avaluacié del mercat; I'avaluacié del cost
del procés de produccid i dels productes obtinguts; el full de
ruta de comercialitzacio, o I'avaluacio de riscos, entre d'altres.

WP8. Proteccio de propietat intellectual, activitats
de divulgacio i comunicacio

Aquest paquet de treball s'encarrega de gestionar la difusid
dels resultats que es van obtenint durant la realitzacio del
projecte a un ampli ventall de publics, tant a la comunitat ci-
entifica com al public en general. Abans de la seva difusio, en
el marc d'aquest paquet de treball, s'avalua la possibilitat i in-
terés de protegir els resultats generats a través de patents. Els
mitjans de comunicacio que s'empren son la pagina web del
projecte (http://smart4fabry.eu), revistes cientifiques, con-
gressos internacionals, Twitter, premsa local, participacio en
iniciatives de divulgacio cientifica, etc.

WP9. Gestio del projecte

Tal com indica el nom, les tasques d'aquest paquet de treball
estan relacionades amb la creaci6 d'un marc de gestio ade-
quat, que enllaci tots els components del projecte i permeti la
coordinacio entre les diverses tasques i els collaboradors, i as-
seguri la bona implementacio del pla de treball per assolir els
objectius del projecte i la bona administracio dels diners re-
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buts de la Comissio Europea. Mitjancant el portal de partici-
pacid de la Comissio Europea, la coordinacio del projecte |i
tramet de manera regular, a través d'informes de treball, els
resultats que es van obtenint i el progrés en la implementacio
del projecte.

En el projecte «Smart-4-Fabry» s'ha dissenyat una comunitat
virtual de collaboracié basada en I'eina Ulearn i UPCnet, que
permet I'establiment i el registre de xats entre els membres de
I'equip, la gestio de tota la documentacio i el registre dels in-
tercanvis de materials entre els participants. Aquests tipus
d'eines son clau per a la gestio del desenvolupament de nano-
medicines que vulguin arribar a fases requladores, ja que per-
meten I'emmagatzematge i la tracabilitat de totes les dades
generades.

WP10. Requeriments étics

L'objectiu d'aquest paquet de treball és garantir que tots els

grups participants en el projecte «Smart-4-Fabry» apliquin de
manera rigorosa els estandards etics i les directrius d'"Horizon
2020, independentment del pais on es realitzi la investigacio.

Conclusions

Tal com s'ha exposat, el projecte «Smart-4-Fabry» té I'objectiu
d'avancar el grau de desenvolupament d'una nova formulacié
basada en I'is de nanoliposomes amb vista a millorar I'efica-
cia de I'enzim GLA en terapies de reemplacament enzimatic
per tractar la malaltia de Fabry, gairebé fins a les portes de les
fases cliniques. Durant els primers dos anys del projecte, s'ha
aconseguit optimitzar la nanoformulaci6 de GLA, de manera
que compleix els criteris de qualitat establerts i conté I'enzim
en unes concentracions adequades per seguir amb els assaigs
in vivo. A més, I'EMA ens ha donat el seu scientific advice per
dissenyar els assaigs preclinics in vivo, de manera que perme-
tin prendre facilment la decisi6 d'avancar o no a les fases cli-
niques. Fins al final del 2020, es realitzaran estudis per com-
parar la farmacocinética i I'eficacia de I'enzim encapsulat en
nanoliposomes amb les de I'enzim sense encapsular; també es
comparara la nano-GLA amb I'activitat d'un enzim GLA avui
aprovat com a medicament. Durant aquest temps també es
realitzaran totes les proves toxicologiques per garantir la se-
guretat de la nano-GLA en un marc requlador.

Finalment, perd no per aixd menys important, es completara
I'escalat del procés d'obtencio de la nano-GLA a una escala
quaranta vegades més gran que la de laboratori, i en condici-
ons pre-GMP.

La metodologia de treball establerta en el projecte «Smart-4-
Fabry», a més a més de permetre el desenvolupament farma-
ceutic dels liposomes nano-GLA fins a la preclinica requlado-
ra, pot ser un model per al desenvolupament d'altres
nanomedicines basades en I'encapsulacio de proteines tera-
peutiques en nanoliposomes.
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