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RESUMEN

El presente trabajo se encuadra en un campo actualmente emergente, como es el
campo de la nanomedicina. Concretamente, se trata de un estudio preliminar basado
en el disefio y desarrollo de nanoparticulas que servirdn como sistema de
administracion de un farmaco fibrinolitico, el cual se quiere direccionar activamente
hacia los trombos patoldgicos formados por el proceso de la coagulacion sanguinea.
Para ello, se han sintetizado varios lotes de nanoparticulas de PLGA usando distintos
polimeros (Resomer® 504H y PLGA-PEG) y cantidades y concentracién de farmaco, el
rtPA (Actilyse®).

La sintesis se ha llevado a cabo mediante el Método de Doble Emulsién con
Evaporacién de Disolvente, obteniéndose particulas de un tamaifo nanométrico
adecuado que ronda los 200 - 300 nm, estrechas distribuciones de tamafio y potencial
zeta negativo.

Los ensayos realizados de eficacia de encapsulacién del farmaco parecen dar buenos
resultados, observandose una maxima eficacia para las particulas de PLGA-PEG
cargadas al 5 % p/p (activo/polimero), de un 97 %.

Para llevar a cabo el estudio preliminar del disefio de estas nanoparticulas para el
direccionamiento a los codgulos, se ha utilizado el pentapéptido CREKA para la
funcionalizacién superficial de las mismas, realizdndose asi un proceso de
bioconjugacién. Se ha observado un ligero aumento en el tamano medio de las
particulas y en los valores de Pdl, mientras que los datos de carga superficial obtenidos
nos muestran una posible mejor eficacia de conjugacién para las particulas de PLGA-

PEG. Sin embargo, estos datos de bioconjugacidon son muy preliminares.
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INTRODUCCION

1.1. Nanomedicina

El concepto de “nanociencia” nacié en 1959 gracias a Richard Feyman, quien en un
congreso de la sociedad americana de Fisica expuso la pionera idea de crear nuevos
materiales mediante la manipulacion y el reordenamiento de dtomos y moléculas
(Feynman, 1960).

Actualmente la nanotecnologia es una novedosa area de la ciencia, la cual estudia y
desarrolla sistemas a escala nanométrica. Se refiere a dimensiones muy pequefias,
tales como que un nandémetro equivale a 10° metros (1 nm=10" m) (Grieneisen y
Zhang, 2011). El mayor interés de la nanotecnologia reside en que las propiedades de
estos nuevos materiales son distintas a las que tienen a escala macroscépica.

Esta ciencia ha sido util en diversos campos; como el de la alimentacién, los materiales,
la energia, la comunicacidn... aunque donde mas se ha avanzado en los ultimos afios
ha sido en el drea de la medicina y la biologia. De este modo ha surgido, como campo
de conocimiento independiente, la “nanomedicina”, gracias a la cual se estan
desarrollando nuevos métodos de diagndstico y numerosos avances en la prevencién y
tratamiento de enfermedades (Rojas-Aguirre et al., 2016).

La nanomedicina ha implicado la aplicacion de la nanotecnologia al mundo de Ia
farmacia, contribuyendo a la creacion de nuevos modos de administracion de
medicamentos y el empleo terapéutico de farmacos o activos capaces de actuar de un
modo mucho mas especifico y selectivo.

De este modo, entre los avances de la nanomedicina, se encuentra el desarrollo de los
nanosistemas de liberacién de farmacos y direccionamiento de los mismos. Estos
sistemas actuan transportando los fdrmacos a través del organismo, protegiéndolos de
la degradacion prematura no deseada a la vez que se facilita su difusidon a través de las
barreras bioldgicas y, por lo tanto, favoreciendo el acceso a las células diana
(Aboelhassan et al., 2017; Al Thaher et al., 2017).

El nacimiento de estos nanosistemas esta suponiendo una serie de ventajas (Suri et al.,
2007) relacionadas con determinadas problematicas de los medicamentos

tradicionales (tabla 1):



PROBLEMA EFECTO DEL NANOSISTEMA

Baja solubilidad Proporcionan al medicamento un ambiente
hidrofébico e hidrofilico, aumentando asi

su solubilidad (ej: micelas o liposomas).

Daiio del tejido al producirse la La dispensacidn regulada de los sistemas de
extravasacion liberacion puede disminuir o eliminar el
dafo a los tejidos producido por la

extravasacion accidental.

Baja biodisponibilidad Protegen al farmaco frente a |Ia
degradacion prematura o pérdida de
actividad, posibilitando incluso el empleo

de dosis menores.

Poca especificidad Posibilitan una especificidad de accion y
ayuda a reducir los efectos secundarios que
se puedan producir y el dafio en drganos o

tejidos sanos.

Falta de selectividad para tejidos Los sistemas de liberacion pueden
aumentar la concentracion del

medicamento en el tejido diana.

Tabla 1. Soluciones aportadas por la nanomedicina a los problemas que surgen en el
uso de los farmacos tradicionales.

Estas ventajas que presentan los nanosistemas estan haciendo realidad numerosos
avances médicos, tales como el direccionamiento de proteinas, farmacos y genes, la
administracion via oral de principios activos que anteriormente sélo podian
administrarse por vias mas invasivas, y el desarrollo de otras posibles vias de

administracién (como la nasal u ocular) (Wang et al., 2011).

1.2. Nanoparticulas como sistemas de administracion de farmacos

En los ultimos afios, el uso de las nanoparticulas ha ido creciendo sobretodo en el
ambito de la biologia y la medicina (Xu et al., 2007).

Las nanoparticulas son estructuras sdlidas y esféricas, de muy pequefio tamafio que
rondan desde los 100 nm a los 400 nm. La sintesis de nanoparticulas seguras para el
organismo requiere el cumplimiento de ciertos requisitos con respecto al elemento

usado como soporte:




- Deben ser esterilizables y biocompatibles con el tejido diana.

- Sus productos de degradacién deben ser solubles en el medio fisioldgico.

- Debe provocar la minima reaccidn posible.

- No deben ser mutagenos, carcinégenos, antigénicos, toxicos ni teratogénicos.
Las nanoparticulas pueden utilizarse como forma de administracién de una gran
diversidad de farmacos, entre los que se incluyen farmacos hidrofilicos e hidrofébicos
de pequefio tamafio, pero también vacunas y macromoléculas biolégicas. Otra ventaja
del uso de nanoparticulas es que permiten ser dirigidas hacia una diana concreta, la
cual puede ser un drgano o célula, ademads, a dia de hoy es posible hacer una
liberacion controlada del farmaco (Mirakabad et al., 2014).

Para conseguir un buen disefio de nanoparticulas se necesita controlar:

- Eltamafio de la particula,

- Las propiedades de la superficie de la particula, y

- Laliberacidn de los agentes farmacolégicamente activos.

De este modo, se lograria la accién del principio activo en el sitio especifico a la
velocidad y régimen de dosis terapéuticamente éptimos.

Segln su composicién, las nanoparticulas se pueden dividir en dos grandes grupos:
nanoparticulas orgdnicas y nanoparticulas inorgdanicas; los cuales a su vez engloban
una gran variedad de tipos. A continuacion (tabla 2), se resumen algunas de las

nanoparticulas mas destacadas (Oropesa y Jauregui, 2012):

NANOPARTICULAS ORGANICAS NANOPARTICULAS INORGANICAS
Poliméricas NPs de Oxidos de Hierro
Liposomas NPs de Oro
Micelas Nanotubos
Dendrimeros Puntos cuanticos

Tabla 2. Clasificacion de nanoparticulas segun su composicion; y ejemplos destacables
de cada tipo.

Respecto a las nanoparticulas poliméricas (NPs), los polimeros ofrecen variedad en el
disefio de sistemas, la forma y el tamaio pueden controlarse de forma efectiva, y la

superficie puede ser modificada para crear targets selectivos (Wickline et al., 2006).




Existen diversos polimeros para la preparacion de NPs; sin embargo, son pocos los que
logran cumplir los requisitos de biodegradabilidad y biocompatibilidad para el
organismo. De este modo, los polimeros mdas usados por los investigadores de las
areas de la biologia y la medicina son los sintéticos, debido a que los biomateriales
naturales no suelen cumplir con alguno de los requisitos antes comentados
(Grabrucker et al., 2016).

Otros ejemplos de nanoparticulas orgdnicas son los liposomas, los cuales se componen
de membranas de bicapa lipidica formando una vesicula que contiene un interior
acuoso.

También existen las micelas, quimicamente distintas a los liposomas, que se forman
por la emulsion de la mezcla “aceite en agua” (O/A) y estabilizada con un emulgente.
Por ultimo, dentro de las nanoparticulas de caracter organico, encontramos los
dendrimeros, cuya estructura consiste en una ramificacién alrededor del nucleo
central que da lugar a un patron geométrico tridimensional casi perfecto, de
configuracion globular (Oropesa y Jauregui, 2012).

Como nanoparticulas inorgdnicas destacan: i) las metalicas como las nanoparticulas de
oxidos de hierro, las cuales se han usado frecuentemente como agentes de
direccionamiento de farmacos; ii) las nanoparticulas de oro, empleadas tanto como
agente terapéutico como de imagen; iii) los nanotubos de carbono, interesantes
debido a su estructura flexible y su potencial uso como excipiente farmacéutico, y iv)
los puntos cuanticos, que son nanocristales coloidales semiconductores con un
didmetro de 2 a 10 nm (Wickline et al., 2006; Oropesa y Jauregui, 2012).

La figura 1 se muestra los principales tipos de nanoparticulas anteriormente descritas.

A
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Nanoesfera Nanocapsula Micela Liposoma

Nanoparticula Oxidos
de oro metdlicos

Nanotubo de
Dendrimero carbono

Figura 1. Principales tipos de nanoparticulas (Rojas-Aguirre et al., 2016).
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Este trabajo se centra en la utilizacion de NPs para la vehiculizacién de activos. Por
ello, se describen a continuacién algunos de los procedimientos usados para la

elaboracion de las mismas.

1.2.1. Eleccion del método de sintesis de nanoparticulas poliméricas

Para elegir qué técnica de elaboracién de NPs es la mds adecuada para cada caso, hay
gue basarse en las caracteristicas fisicoquimicas del polimero que formara las NPs, y
del principio activo que se encontrard encapsulado dentro de las mismas.
Ademss, es conveniente considerar otros factores:
- la actividad bioldgica del principio activo debe mantenerse durante todo el
proceso de encapsulacion;
- la técnica debe ser reproducible y generar un sistema que posibilite una
liberacién adecuada del farmaco;
- en el intervalo de tamafo de particula deseado debemos obtener un adecuado
rendimiento de produccién;
- debe conseguirse una alta eficacia de encapsulacién;
- debe obtenerse un sistema nanométrico libre de aglomerados de

nanoparticulas.

i. Método de Doble Emulsion

Una de las técnicas mds usadas para la sintesis de NPs es el Método de Doble
Emulsién, también llamado Método de Evaporacién de Disolvente-Doble Emulsién,
muy frecuentemente usando como polimero el acido polilactico-co-glicélico (PLGA).
Este método esta indicado para la encapsulacién de farmacos solubles en agua,
péptidos, proteinas o vacunas (Mirakabad et al., 2014).

Esta técnica, ilustrada de modo esquematico en la figura 2, origina una emulsién
A1/O/A, donde el farmaco, que tiene naturaleza hidréfila, queda contenido en la fase
acuosa interna (A;), los polimeros en un disolvente orgdnico en la fase oleosa (O), y por
ultimo se encuentra la fase acuosa externa (A,). El disolvente tiene que ser eliminado
por evaporacion ya que es téxico para el organismo humano; ademas, de este modo se
consigue aumentar la viscosidad de la fase interna y seguidamente se procede al

aislamiento de las NPs (Lamprecht et al., 2000).
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Figura 2. Esquema del procedimiento a seguir en el Método de Doble Emulsion

Es un método reproducible respecto al rendimiento y a la distribucion de tamafios
(Chiba et al., 1997; Kim et al., 2008). Sin embargo, hay que tener en cuenta numerosos
factores y controlarlos adecuadamente, ya que van a influir directamente sobre las
propiedades y caracteristicas de las NPs obtenidas (Wakiyama et al., 1981; Suzuki y
Prize, 1985; Tice y Gilley, 1985; Rosilio et al., 1991):

- El disolvente organico utilizado,

- Latemperatura de evaporacion de dicho disolvente,

- Lanaturaleza y cantidad de emulsionante,

- La naturaleza y solubilidad del principio activo,

- Larelacién de volumen de la fase orgdnica y acuosa,

- Larelacién de principio activo y polimero,

- Laestructura y masa molecular del polimero, y

- Eltipoy velocidad de agitacion.
A continuacién (tabla 3), se describen algunas caracteristicas de los disolventes y los
efectos del emulsionante utilizados en el proceso de doble emulsién de sintesis de

NPs.



DISOLVENTE EMULSIONANTE

Debe ser inmiscible en el medio de Disminuye la coalescencia y la coagulacion,

dispersion estabilizando el sistema

El punto de ebullicion ha de ser menor que Cubre y mantiene la forma esférica de la
el del medio de la otra fase si éste se gota durante la evaporacién del disolvente,
elimina por evaporacién evitando la agregacion hasta que las

microesferas se endurecen

Tabla 3. Caracteristicas del disolvente y el emulsionante que se usan durante la
elaboracion de NPs mediante el Método de Doble Emulsion.

Los disolventes mds usados son el acetato de etilo (AE) y el diclorometano por su baja
toxicidad, su rapida evaporacion y su excelente habilidad para disolver polimeros;
mientras que los emulsionantes mds empleados son el alcohol polivinilico (PVA), la
gelatina, la metilcelulosa, el polisorbato, el Span®y la lecitina.

La concentracion requerida de emulsionante y la efectividad de cada uno se determina
experimentalmente.

El PVA presenta unas propiedades idéneas para las NPs de PLGA; como son una alta
viscosidad en medio acuoso, una fuerte adsorcion sobre las gotas y una gran capacidad

estabilizadora de la emulsion (Feng y Huang, 2001).

ii. Otros métodos de sintesis
Considerando los diversos métodos de elaboracion de NPs; la organizacion estructural
de las particulas serd diferente dependiendo del proceso que se lleve a cabo
(Mirakabad et al., 2014).
El Método de Emulsion Simple suele ser utilizado cuando la naturaleza del farmaco que
se va a encapsular es hidrofébica, como por ejemplo los esteroides. Consiste en crear
una emulsion de fase interna oleosa y fase externa acuosa (O/A) (figura 3).
En esta técnica el polimero va disuelto en un disolvente organico, formandose de este
modo el medio en el que se encuentre el principio activo. Por ultimo, se emulsiona con
una fase acuosa utilizando surfactantes (Mirakabad et al., 2014).
Este tipo de emulsiones simples O/A son interesantes ya que suponen ahorro vy
simplificacion en el proceso de produccién debido al uso del agua como no solvente a

eliminar.
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Figura 3. Esquema del procedimiento a seguir en el Método de Emulsion Simple
(Mirakabad et al., 2014).

Otro conocido método es el de Nanoprecipitacion, también conocido como el “Método
de Desplazamiento de Solvente” (Fessi et al., 1989; Dinarvand et al., 2011). Ha sido
ampliamente utilizado para encapsular farmacos de naturaleza hidrofdbica, pero
actualmente también se utiliza para los hidrdéfilos. En esta técnica se utilizan tres
componentes fundamentales: el polimero, el disolvente del polimero y el no solvente
del polimero (Thioune et al., 1997).El polimero y el activo se encuentran disueltos en
un disolvente polar como el etanol, y esta mezcla se afnade gota a gota en una solucion

acuosa con surfactante (Mirakabad et al., 2014).

1.3. La coagulacion sanguinea: hemostasia y trombosis

La interrupcidén del flujo sanguineo normal al corazén, pulmén y cerebro es una de las
principales causas de muerte y de discapacidad adulta en el mundo occidental. La
trombosis, formacion de un coagulo de sangre en un vaso sanguineo, puede ser una de
las causas de esta obstruccion (Korin et al., 2012).

La trombosis, caracterizada por la acumulacion de plaquetas y la fibrina inducida por la
activacion de los factores de coagulacion, es un proceso regulado por la hemostasia
entre la coagulacién sanguinea (figura 4) y la fibrindlisis.

Cuando hay un desequilibrio en ese sistema hemostatico, se pueden formar trombos
gue ocluyen el flujo sanguineo dando lugar a peligrosos sindromes cardiovasculares
como el infarto de miocardio, la embolia pulmonar o el accidente cerebrovascular

(McCarthy et al., 2009; McCarthy et al., 2012).
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Figura 4. Esquema del proceso de coagulacion sanguinea

El proceso de trombosis puede comenzar debido a un dafio en la capa endotelial de un
vaso sanguineo, que como consecuencia pone en contacto el tejido subendotelial con
los elementos de la coagulacion; que se adhieren y forman un tapén hemostatico
inicial que se va fortaleciendo con la deposicidn de fibrina insoluble y otros factores de
coagulacion (Song et al., 2014).

Otras causas de la formacion de trombos pueden ser la estasis venosa o ralentizacién
del flujo sanguineo venoso, o la estenosis o estrechamiento de la luz vascular.

Es asi como, de un modo u otro, la fibrina juega un papel importante en el proceso
trombético. Es por ello que los codgulos, al contener una importante cantidad de
fibrina, se convierten en una diana perfecta para la deteccion e incluso el tratamiento
de microtrombos. La deteccidon temprana de estos microtrombos es muy importante
para evitar la formacion posterior de trombos visibles y la consecuente generacion de
la enfermedad cardiovascular (Song et al., 2014).

El tratamiento de la trombosis se basa en la fibrindlisis (figura 5) o disolucidén de estos
coagulos, y restablecimiento del flujo sanguineo normal, por accién de farmacos
fibrinoliticos. Otro tipo de farmacos, los anticoagulantes, se usan como tratamiento
preventivo a la formacion del trombo y para evitar la progresidon y extension de los ya
formados.

Los farmacos fibrinoliticos actuan como activadores directos o indirectos del

plasminégeno, dando lugar a la conversién de esta proenzima en su forma activa
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(plasmina), que a su vez cataliza la degradacién de fibrina o fibrindgeno y la
consiguiente disolucion del coagulo (McCarthy et al., 2012).

Los farmacos fibrinoliticos pueden subdividirse en activadores “fibrinespecificos”
y “no fibrinespecificos” (Gonzalez-Torres et al., 1995).

Los activadores “no fibrinespecificos”, como estreptoquinasa o uroquinasa, actdan
convirtiendo en plasmina tanto al plasminégeno plasmatico circulante como al unido al
coagulo, pudiendo dar lugar a una importante fibrinogendlisis sistémica.

Sin embargo, los activadores “fibrinespecificos”, como el activador tisular del
plasminégeno, presentan una relativa selectividad por el complejo plasmindgeno-
fibrina, de modo que provocan, fundamentalmente, la lisis de la fibrina de la superficie

del coagulo, sin afectar teéricamente al fibrindgeno plasmatico.

SISTEMA FIBRINOLITICO

Activador tisular del Pro-uroquinasa
plasmindgeno (rtPA) /
uroquinasa

7/

PLASMINOGENO > PLASMINA

!

FIBRINA P | PRODUCTOS DE
DEGRADACION

Figura 5. Esquema sistema fibrinolitico. Uroquinasa y rtPA

En algunas investigaciones se ha observado que la administracion de factores
activadores del plasmindgeno acelera el proceso de fibrindlisis, restableciendo
rapidamente el flujo sanguineo en pacientes que sufren alguna alteraciéon
cardiovascular (Sivaraman et al., 2016).

Sin embargo, una lisis extremadamente rapida tampoco seria deseable ya que una

repentina exposicion de la capa subyacente de la pared vascular a las proteasas y otras
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células inflamatorias es perjudicial (Sivaraman et al., 2016). Por eso, existe la necesidad
de conseguir una fibrindlisis controlada que tenga lugar a una velocidad adecuada.

De ahi la importancia de desarrollar nuevos tratamientos fibrinoliticos que sean
potencialmente eficaces y especificos en la unién con la fibrina, consiguiendo disolver
los codgulos lo mas pronto posible y de este modo disminuir la mortalidad vy
morbilidad debida a estas enfermedades isquémicas (Rodriguez et al., 2017).

La nanotecnologia farmacéutica ha desarrollado nanosistemas como candidatos para
lograr este objetivo; se estan estudiando incluso nanosistemas para el
direccionamiento de principios activos tromboliticos hacia la diana. Esta alta
especificidad logra que, por un lado, los efectos colaterales no deseados debido a la
administracion del farmaco disminuyan y, por otro, que aumente el tiempo de
circulacion de estos farmacos protegiéndolos frente a la degradacion (McCarthy et al.,

2012).

1.4. Nanosistemas de aplicacion en trombosis

Tradicionalmente, en el tratamiento de la trombosis que puede desencadenar
peligrosos sindromes cardiovasculares como la embolia pulmonar, el infarto de
miocardio o el accidente cerebrovascular, se suelen utilizar fairmacos tromboliticos o
fibrinoliticos. Su administracion debe ser lo antes posible tras el inicio de los sintomas
de embolia para obtener mayor eficacia en la disolucién del codgulo o trombo. La dosis
de fibrinolitico también es limitada debido al potencial riesgo de sangrado que existe al
distribuirse el activo por todo el cuerpo (Korin et al., 2012). Para superar estas
limitaciones, se han disefnado sistemas de administracion con nanoparticulas que
dirigen selectivamente al farmaco fibrinolitico hacia donde se encuentren los coagulos,
concentrandose Unicamente en estas zonas.

De este modo, frente a las formas tradicionales de administracion de farmacos, en los
ultimos afnos se han desarrollado nuevos métodos como los nanosistemas dirigidos al
trombo (“drug targeting”); cuyo objetivo principal es la acumulacién del farmaco en el
sitio de accion o diana, de forma mds o menos selectiva (Torchilin, 2000).

Cuando se administra un farmaco de forma convencional nos encontramos con ciertas
limitaciones, las cuales queremos solventar mediante esta nueva técnica de

direccionamiento (Torchilin, 2000; Gabathuler, 2010):
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- Afinidad. El farmaco puede carecer de afinidad por el lugar especifico de
accion, sin embargo, mediante el direccionamiento o drug targeting podemos
conseguir que sea afin.

- Barreras biolégicas. Muchos farmacos no son capaces por si mismos de
atravesar algunas barreras fisiolégicas del organismo (como la barrera
hematoencefdlica o la pared del tracto gastrointestinal). Con el
direccionamiento, podemos conseguir que el farmaco las atraviese y pueda
alcanzar el sitio de accion.

- Dosis. Hay ocasiones en las que usando los medicamentos tradicionales se
requiere una alta dosis del activo para poder alcanzar la concentracién
adecuada en la diana. Gracias al direccionamiento especifico del farmaco,
podemos disminuir la dosis y utilizar dnicamente la necesaria.

- Toxicidad. Del mismo modo, el drug targeting reduce la toxicidad asociada al
exceso de farmaco y disminuye los efectos secundarios no deseados.

Uno de los motivos que explican estas soluciones a los problemas que existian
anteriormente, es que las propiedades del farmaco se ven “enmascaradas” por las
propias de las nanoparticulas que usemos para administrarlo; lo cual es una gran
ventaja ya que podemos modificarlas en el laboratorio para conseguir nuestro
objetivo. Es decir, una vez encapsulado el activo en la nanoparticula, la distribucién por
el organismo hasta alcanzar la diana se regird por las propiedades de la nanoparticula
gue hayamos sintetizado.

Existen diferentes técnicas de direccionamiento o targeting, que se pueden clasificar
en targeting pasivo y targeting activo. La principal estrategia del targeting pasivo se
relaciona con el aumento de la permeabilidad y la retencién del principio activo en el
lugar de accién, aunque también existen otros mecanismos de targeting pasivo que se
basan en el empleo de materiales llamados “inteligentes”. Este tipo de materiales que
se usan en el targeting pasivo, son materiales sensibles a estimulos relacionados con
factores fisiolégicos como la temperatura y pH (targeting fisico), a un campo
magnético (targeting magnético), potencial redox, etc. (Mirakabad et al., 2014).

Otras estrategias de direccionamiento se encuadran en el llamado targeting activo,
gue consiste en modificar la superficie de las nanoparticulas anadiendo moléculas que

sean afines a los receptores de la superficie de las células diana. De este modo, se
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facilita la endocitosis y la liberacién de activos en el interior de la célula (Gabathuler,
2010). Con el uso de este tipo de direccionamiento se modifica la biodistribucién
favoreciendo la acumulacién del farmaco en el lugar de accién y se asegura el efecto
farmacolégico en el destino deseado, aumentando la especificidad de accién y
disminuyendo los efectos secundarios.

Concretamente, en el tratamiento de la trombosis se han investigado formulaciones
nanométricas basadas en estas dos diferentes estrategias de direccionamiento:

» Nanosistemas fibrinoliticos basados en targeting pasivo: utilizacién de la
fuerza de cizalla como mecanismo de targeting hacia los vasos obstruidos,
usando nanoparticulas sensibles al estrés por esta fuerza (Korin et al., 2012).

» Nanosistemas fibrinoliticos basados en targeting activo: sistemas
nanométricos decorados en su superficie con péptidos, por ejemplo el
tripéptido Arg-Gly-Asp (RGD) (Chung et al., 2008). Son péptidos de adhesidn
celular reconocible por proteinas de células plasmaticas y extracelulares,
incluyendo el factor Von Willebrand, la fibronectina y el colageno.

Uno de los mayores retos del targeting activo es encontrar un ligando que unido a la
superficie de la nanoparticula sea capaz de dirigirla selectivamente hacia la diana
terapéutica. Este proceso de modificacion superficial de la nanoparticula se denomina
bioconjugacién.

Uno de los péptidos usados para la bioconjugacién es el péptido CREKA (pentapéptidos
de Cisteina-Arginina-Acido Glutamico-Lisina-Alanina) con especial afinidad por el
complejo fibrina-fibrindgeno en los vasos sanguineos, por lo que es de esperar que
sirva para el direccionamiento selectivo de las NPs hacia la fibrina que se encuentra en
los codgulos (Song et al., 2014). De este modo, el fdrmaco accede mejor a la diana y en
consecuencia se consigue que la lisis de los codgulos sea mas eficaz y con menos

efectos colaterales.
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OBIJETIVOS

El presente trabajo de investigacién se encuadra en el mundo de la nanotecnologia y
se centra en las enfermedades vasculares potencialmente graves, debidas a
obstrucciones de los vasos sanguineos por coagulos, en los que tiene gran
protagonismo la fibrina.

El objetivo principal de este trabajo experimental es el desarrollo preliminar de una
formulacidn de un activo fibrinolitico que pueda ser utilizada para llegar a establecer
una estrategia de direccionamiento activo basado en una alta afinidad por el complejo
fibrina-fibrindgeno presente en los codgulos.

Para ello se plantean los siguientes objetivos parciales:

1. Formular nanoparticulas poliméricas a base de acido polilactico-co-glicdlico,
tanto pegilado como sin pegilar.

2. Caracterizar las nanoparticulas segun parametros de tamafo y distribucién de
tamafios, y carga superficial; evaluando la obtencidn de poblaciones de
nanoparticulas de tamafos adecuados y homogéneos, con valores de carga
superficial adecuados para la estabilidad de las nanoparticulas en suspensién.

3. Evaluar el proceso de encapsulacién del activo en términos de eficacia de
encapsulacion.

4. Proponer un método de conjugacidon de las nanoparticulas con un target
especifico al coagulo.

El empleo de esta estrategia en una terapia fibrinolitica es de gran interés en la medida
en que supone grandes ventajas en el tratamiento de la trombosis y en la lisis de los
coagulos incipientes; minimizando la dosis de farmaco y la toxicidad asociada al exceso

del mismo.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales
Para realizar este estudio, se han usado diversos materiales:
» Polimeros: Resomer® 504H, (Evonik Nutrition & Care GmbH, Alemania), acido
polilactico-co-glicdlico pegilado (PLGA-PEG) (Akina, Inc., Estados Unidos)
» Principio activo: Alteplasa (Actylise®, Boehringer Ingelheim International GmbH,
Alemania)
» N-(3-dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimida (EDC-HCI) y N-hidroxisuccinimida
(NHS) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
» Tensioactivo: Alcohol polivinilico (Panreac Quimica, Espafia)
» Kit de reactivos para analisis de proteinas BCA™ (Thermo Fisher Scientific, Inc,
Estados Unidos)
» Disolventes: acetato de etilo (Panreac Quimica S.A., Espafia), acetonitrilo (VWR
International Eurolab, Espafia) y agua purificada (Millipore Milli-Q®, Millipore

Ibérica, Madrid)

El Resomer® es un copolimero sintético biodegradable sintetizado por polimerizacidon
de acido lactico y acido glicdlico: “x” unidades de acido lactico e “y” unidades de acido
glicdlico (figura 6); siendo ambos dimeros ciclicos (1,4-dioxano-2,5-dionas) que se unen
por enlaces tipo éster formando el acido polilactico-co-glicélico (PLGA) (Mirakabad et
al., 2014).

Existen distintos tipos de Resomer® se diferencian seguin los grupos carboxilos libres
finales, la viscosidad inherente y sus distintos pesos moleculares. Los PLGA 50:50,
como el utilizado en nuestro estudio, son los polimeros mas hidréfilos que existen hoy
dia, y dentro de éstos, la presencia de grupos carboxilos finales hace que tengan aun
mas aumentado ese cardcter hidrofiilico (Elkheshen y Radwan, 2000; Rivera et al.,
2004).

El Resomer® 504H es un PLGA en proporcién 50:50, con un grupo carboxilo final. Es un
polimero sintético muy utilizado para la elaboracién de sistemas nanométricos

biodegradables. Fue aprobado por la FDA de Estados Unidos para su uso en sistemas

de administracion de farmacos, ya que es un material que presenta baja toxicidad, alta
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biocompatibilidad con los tejidos y células del organismo humano, ademas de

propiedades para una liberacion sostenida y controlada (Mirakabad et al., 2014).

0
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Figura 6. Estructura quimica de PLGA

Este material presenta una caracteristica muy ventajosa, y es que al hidrolizarse los
dos monédmeros que lo componen, el acido lactico y el acido glicélico, son enddgenos
del organismo y se incorporan al Ciclo de Krebs para metabolizare facilmente (figura
7). De este modo, el polimero terminara siendo eliminado como diéxido de carbono y

agua, minimizando la posibilidad de toxicidad sistémica (Gaillard et al., 2005).
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Figura 7. Esquema de la hidrdlisis de PLGA

El PLGA pegilado (PLGA-PEG) es un copolimero de PLGA al que se unen unidades de
polietilenglicol (PEG) (figura 8), esta transformacion del PLGA se conoce como
“pegilacion”. Se obtiene asi un poliéter muy utilizado en la industria, también

denominado cominmente como macrogol.
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Figura 8. Estructura quimica de PEG
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Al emplear ese PLGA-PEG se consigue modificar la superficie de las NPs elaboradas,
aumentando su hidrofilia y haciéndolas menos reconocibles por el sistema
reticuloendotelial, de modo que se incrementa el tiempo de circulaciéon de las
nanoparticulas en el organismo (Martin-Banderas et al., 2013).

Es conocido que las cargas superficiales de las nanoparticulas juegan un papel
importante en la interaccién con las células (Danhier et al., 2012). Las cargas catidnicas
suelen ser las mds deseadas, ya que favorecen la unién de las nanoparticulas con las
células; facilitando asi que el principio activo encapsulado en las mismas llegue a la
diana.

El caso de las NPs de PLGA tienen cargas negativas en su superficie; sin embargo,
resulta bastante facil modificarlas en su superficie si fuera necesario, y de este modo
dejarlas neutras o con cargas positivas.

La alteplasa es un activador tisular del plasminégeno obtenido por ingenieria genética
(rtPA), por tanto con actividad fibrinolitica. Se comercializa como Actilyse®.

La alteplasa es una enzima (glucoproteina) que, cuando se administra, permanece
relativamente inactiva en el sistema circulatorio ya que presenta cierta afinidad por el
complejo fibrina-plasminégeno del codgulo. Cuando entra en contacto con el coagulo
se fija a la fibrina del trombo y transforma el plasminégeno en plasmina, ocasionando
una fibrindlisis local con una protedlisis sistémica muy limitada.

El CREKA es un pentapéptido lineal (cisteina-arginina-acido glutamico-alanina) con
afinidad especial para el complejo fibrina-fibrinégeno (Song et al., 2014). Es por ello
gue podria usarse para “decorar” las nanoparticulas de este trabajo para conferirles
una afinidad por la fibrina.

También se ha usado este péptido para el diagndstico y tratamiento de ciertos

tumores que implican una abundante deposicion de fibrina (Zhao et al., 2015).

3.2. Métodos

3.2.1. Preparacién de las nanoparticulas

De entre todos los métodos que existen actualmente para la elaboracién de NPs y
encapsulacion de un farmaco en su interior, en este estudio se ha utilizado el Método
de Doble Emulsidn-Evaporacién de disolvente. El principal motivo por el que se ha

escogido este método es la naturaleza hidrofilica del principio activo que vamos a
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encapsular, ya que en otros estudios similares con farmacos hidroéfilos se utiliza este
mismo método (Liu et al., 2010; Miesch et al., 2012).

Para ello, ademas de los polimeros anteriormente nombrados, en este estudio se
utilizé como emulsionante una solucién acuosa de PVA 0,5 % p/v, como disolvente AE,
y como principio activo Alteplasa (rtPA).

El PVA presenta unas propiedades idéneas para las NPs de PLGA; como son una alta
viscosidad en medio acuoso, una fuerte adsorcién sobre las gotas de la emulsiéon y una
gran capacidad estabilizadora de la emulsion (Feng y Huang, 2001).

Por el método de Doble Emulsion se crea una emulsién A;/O/A; en la que el activo,
que es hidrdfilo, se va a encontrar encapsulado en la fase acuosa mas interna (A;).

Para hacer la doble emulsién, primero se hace una emulsién O/A; y después se afiade
la segunda fase acuosa (A;), resultando la emulsidn final.

En el bafio de ultrasonido se gotea una alicuota de solucidn acuosa de PVA 0,5 % p/v
sobre 2 mL de la soluciéon del polimero, Resomer® 504H o PLGA-PEG, en AE, a
concentracién de 40 mg/mL. En el caso de las formulaciones cargadas de rtPA, se
diluye éste en la solucién de PVA en la proporcion p/p respecto al polimero
correspondiente para cada formulacién. Tras sonicar durante un minuto, se obtiene
una primera emulsion O/A; homogénea.

Siguiendo con el procedimiento, se gotea esta primera emulsion O/A; recién
preparada sobre 10 mL de solucién acuosa de PVA 0,5 % p/v (A,). Este proceso se lleva
a cabo en un equipo especifico para preparar emulsiones llamado Polytron® PT 2500 E
(Polytron, Canada), homogeneizando a 24,000 rpm durante un minuto.

Una vez formada la doble emulsion, las formulaciones bajo agitacidn, se disponen en la
campana extractora de gases durante dos horas para que se evapore el AE de la fase
organica. Este proceso es necesario porque este disolvente es téxico y no puede ser
ingerido por el ser humano.

Una vez eliminado el AE, se procede a separar las nanoparticulas elaboradas. Para ello,
la suspensidn preparada se somete a centrifugacion, 10,000 rpm durante 45 minutos a
4°C (Centrifuga Eppendorf 504R, Eppendorf AG, Alemania). Tras este proceso, se
obtienen las NPs en el precipitado; se reserva una alicuota del sobrenadante para la

cuantificar posteriormente el rtPA no encapsulado, y el resto se elimina.
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En el presente estudio se prepararon diferentes formulaciones de NPs considerando
las siguientes variables: utilizando como polimeros el Resomer® 504H o el PLGA-PEG;
variando la proporcién p/p de principio activo respecto al polimero usado (5y 10 %); y
usando diferentes volumenes de fase acuosa A; (50 y 100 uL) y por tanto distinta
concentracion de la solucion fdrmaco que se pretende encapsular.

Para poder evaluar la influencia de las variables que se pretenden estudiar sobre las
caracteristicas de tamafio de las NPs y la eficacia de la encapsulacién del farmaco, se
elaboran lotes de NPs blancas sin rtPA en su formulacion.

Todos los lotes se elaboraron por triplicado para poder tener una idea preliminar de la

reproducibilidad del proceso.

3.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas

Es necesario llevar a cabo la caracterizacion de las particulas para conocer sus
propiedades de tamafio, carga superficial y carga de farmaco, debido a la posible
influencia de estos parametros sobre la biodistribucidon y accién farmacolégica del
nanosistema formulados.

Este estudio de caracterizacidon incluye un estudio sobre el tamafio medio y la
distribucién de tamafios de la poblacién de NPs de cada lote elaborado, y la carga

superficial de las NPs, y la eficacia de encapsulacion del rtPA.

i.  Tamaiio y distribucion de tamafios

El tamafio y la distribucién de tamafios de una poblacién de nanoparticulas son
caracteristicas fundamentales que pueden determinar su distribucién en el organismo,
toxicidad, aplicacidn bioldgica e, incluso, su grado de direccionamiento. Ademas, se
pueden relacionar tanto con la carga y liberacion del farmaco, como con la estabilidad
de las nanoparticulas (Bawarski et al., 2008).

El tamano de las nanoparticulas, determinado como las medidas de los diametros
hidrodindmicos (escala nanométrica) asi como el indice de polidispersion (Pdl), para
definir el grado de homogeneidad de tamafio de las NPs, se llevaron a cabo mediante
un equipo de difraccién laser Zetasizer Nano Z590 (Malvern Instruments Ltd., Reino
Unido). Para la determinacion del tamafio de las particulas este aparato se basa en la

medida de la dispersién en diferentes intensidades de la luz laser provocada por el
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movimiento browniano de las particulas en suspension, y la convierte en una medida
de tamafio y distribucién de tamafios utilizando la relacion de Stokes-Einstein (Lerma
et al., 2015).

El equipo estd configurado para ofrecer una medida de tamafio para cada muestra

resultado de un analisis por triplicado.

ii.  Carga eléctrica superficial
El Potencial Zeta de las nanoparticulas es util para caracterizar la carga eléctrica
superficial que poseen. El conocimiento de este pardmetro proporciona un valor del
potencial electrocinético de la nanoparticula, y depende de la composicion de la
particula y del medio en el que se dispersa (Mayoral et al., 2014).
Este dato resulta de gran interés cuando se pretende estudiar el comportamiento de
filtracién, sedimentacion, interaccion con membranas bioldgicas, etc. (Zhao y Feng,
2010).
Al igual que para el analisis de tamafio y Pdl de las NPs, el dispositivo que se usé para
la determinacién del Potencial Zeta fue Zetasizer Nano Z590 (Malvern Instruments,
Reino Unido). Esta técnica consiste en aplica un voltaje a través de dos electrodos
situados en los extremos de una celda especial, que contiene la suspensién de NPs. Las
particulas cargadas seran atraidas por el electrodo con carga opuesta y, midiendo la
velocidad de migracién, se puede determinar su movilidad electroforética y asi su
carga superficial (Tucker at al., 2015).
Para llevar a cabo las medidas se tomaron muestras de las suspensiones de NPs, previa
dilucién en agua purificada. Las medidas para cada muestra analizada fueron tomadas

por triplicado.

iii.  Eficacia de encapsulacion del farmaco
Para el calculo de la cantidad de rtPA encapsulado se utilizd el método del acido
bicinchoninico (BCA), basado en la deteccion por colorimetria (562 nm) de un complejo
de color purpura que se forma por la quelacion de dos moléculas de BCA con un ién
cuproso (Cu*') obtenido por reduccién del i6n ctiprico (Cu*?) en presencia de proteinas

en un ambiente alcalino (Smith et al., 1985).
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Para este ensayo se utiliza un lector de microplacas (modelo Synergy HT, BioTek®)
dotado de una lampara flash de Xendn, para realizar medidas de absorbancia tanto en
el UV como en el visible, y un monocromador para seleccionar la longitud de onda
deseada.

El calculo de rtPA encapsulado se lleva a cabo de forma indirecta, ya que se cuantifica
la cantidad de activo en el sobrenadante obtenido tras la centrifugacién de la
suspension de las NPs recién elaboradas, y por lo tanto no encapsulado. La eficacia del
proceso se expresa en términos de % p/p respecto a la cantidad inicial de rtPA usada

en cada formulacion.

EE % = cantidad experimental fco.en las NPs 100
*~ " cantidad teorica de fco.enlas NPs x

Ecuacion 1. Eficacia de encapsulacion del activo (EE %)

Para esa determinacion, con anterioridad, ha sido necesario poner a punto y validar el
método de WBCA para la cuantificacion de rtPA y construir la pertinente recta de

calibrado (Das et al., 2011).

3.2.3. Bioconjugacion de las nanoparticulas

En el presente trabajo se ha llevado a cabo una prueba inicial de lo que pudiera ser un
proceso de bioconjugacion de las NPs con CREKA, siguiendo el método de la
carbodiimida. Con este método, se modifica la superficie de la nanoparticula uniéndole
un ligando, que en nuestro caso es el pentapéptido CREKA; los grupos carboxilos
terminales del PLGA interaccionan con los grupos aminos del péptido formando un
enlace amida (Das et al., 2011).

El protocolo que se ha seguido para la funcionalizacién de las NPs comienza con la
resuspension de una alicuota de NPs en agua purificada. Seguidamente, en agitaciéon
continua, gota a gota se activan los grupos funcionales del polimero formador de las
NPs con N-(3-dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodimida (EDC-HCI) y N-hidroxisuccinimida
(NHS); dejandolo durante cuatro horas a temperatura ambiente en agitacién. Tras este
periodo de tiempo se centrifuga a 10,000 rpm durante 30 minutos y a una

temperatura de 4 °C. Como resultado, obtenemos un sobrenadante que se desecha y
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un precipitado que son las NPs activadas. Estas se vuelven a dispersar en agua
purificada y a continuacién se aflade CREKA en solucidn acuosa, gota a gota, siempre
con agitaciéon que se mantiene durante dos horas a temperatura ambiente para
favorecer la conjugacion. Por dltimo, se deja incubando toda la noche a 4 °C para
centrifugar una vez pasado ese tiempo, y finalmente separar las NPs conjugadas.

Tras el proceso de conjugacidon se realizaron los controles oportunos de tamafio y
potencial zeta siguiendo el mismo procedimiento indicado en los apartados 3.2.2.i y

3.2.2.ii.

i.  Eficacia de conjugacion de las nanoparticulas.

Con objeto de evaluar el proceso de bioconjugacion de las nanoparticulas con CREKA,
se adaptdé un método de HPLC descrito por Zhao et al. (2005) para cuantificar la
cantidad del péptido CREKA de los sobrenadantes obtenidos por centrifugacién de las
muestras de nanoparticulas conjugadas. De este modo que el cdlculo de la eficacia de
conjugacién serd de nuevo un calculo indirecto.

La cuantificacion de CREKA en los sobrenadantes se determiné mediante un sistema de
HPLC (Hitachi) con una columna analitica ZORBAX-C18 (Agilent®; 250 mm x 4,6 mm;
tamafio de poro 5 micras) a temperatura ambiente. La fase moévil es una mezcla
6,4:93,6 (v/v) de acetonitrilo y una solucién acuosa de 4cido trifluoroacético al 0,1%.

El flujo de elucién fue de 1,0 mL/min, y la longitud de onda fue fijada en 220 nm,

siendo el volumen de inyeccion de 15 pl.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas sintetizadas

En el apartado 3.2.1 de Materiales y Métodos se explicd el procedimiento de
elaboracién de las NPs que se pretenden evaluar como vehiculos del principio activo
fibrinolitico Alteplasa.

Habiéndose utilizado para ello dos diferentes polimeros y diferentes cargas iniciales de
farmaco a encapsular, y voliumenes de fase acuosa Ay, se ha podido evaluar de forma
preliminar las diferentes caracteristicas de las NPs desarrolladas en funcién del
polimero utilizado, segun la cantidad inicial que se ha dispuesto para la encapsulacion

del farmaco, y la concentracidn de éste en la fase acuosa interna primera (A;).

4.1.1. Tamano vy distribucion de tamarios (Pdl)

El método para determinar el tamaio de particula y la distribucién de tamarios fue el
descrito en el apartado 3.2.2.i de Materiales y Métodos.

En la tabla 4 se muestran los datos de tamafio de particula y Pdl obtenidos para las
formulaciones de NPs blancas (sin carga de farmaco), para sendos polimeros utilizados
en el presente estudio, y utilizando diferentes volimenes de fase acuosa A4, en la que

mas tarde se va a afadir el fdrmaco a encapsular.

) Volumen Diametro
Lotes Polimero 1Cqs59, Pdi
fase A1 (ul) (nm)
Lote 1A PLGA 504H 50 250,7+1,5 | 249,1-252,4 | 0,068 £ 0,04
Lote 1B PLGA 504H 100 282,1+6,1 | 275,2-288,9 | 0,077 = 0,02
Lote 2A PLGA-PEG 50 209,7+2,2 | 207,2—-212,1 | 0,135%0,03
Lote 2B PLGA-PEG 100 208,5+0,8 | 207,7—-209,4 | 0,141+0,02

Tabla 4. Tamario, intervalo de confianza del 95 % (icos%) y Pdl (media + DE) de NPs blancas
obtenidas por el Método de Doble Emulsion con los dos polimeros y distintos volimenes de
fase A; (n=3)

Como podemos observar en la tabla 4, los diametros medios obtenidos para las NPs
blancas se situan en el intervalo 200 - 300 nm, siendo las NPs de PLGA-PEG las de

menor tamafo.
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Una explicacion al menor tamano de las NPs elaboradas con PLGA-PEG podria ser que
las cadenas de PEG son de naturaleza hidrdéfila, de modo que podrian disminuir la
tension interfacial entre las fases de la emulsidn, estabilizando el sistema durante la
sintesis y resultando en un menor tamaino medio de particula.

Respecto a la distribucién de tamafios, se observa que todas las formulaciones
ensayadas presentan una adecuada homogeneidad y uniformidad de tamafios, con
valores de Pdl por debajo de 0,15. Los datos de Pdl nos muestran unos valores
ligeramente mayores para las NPs con PLGA-PEG como polimero formador, lo que
podria justificarse con una ligera tendencia a la agregacién de las NPs pegiladas debido
a su menor tamano.

Por otra parte, se observa cierta diferencia de tamafio al emplear diferente volumen
de PVA en la fase A; para las NPs de PLGA 504H, obteniéndose particulas ligeramente
mayores cuando se aumenta la cantidad de PVA. No obstante, en este estudio
preliminar no hay suficientes datos para establecer que esa diferencia sea
estadisticamente significativa, aunque pareciera que pudiera serlo; nétese los datos de
intervalos de tamafio de cada lote producido establecidos para un 95 % de confianza.
Para asegurar este hecho, haria falta ampliar el estudio haciendo mas repeticiones de
cada lote.

Una vez comprobado que con esta metodologia obtenemos particulas de tamafios
nanométricos adecuados, se procede a evaluar las NPs al incorporar el farmaco.

Para ello, en primer lugar se va a evaluar la influencia de la concentracion de la
solucién de fase A;, que se empleard para incorporar el farmaco Alteplasa. Este se
afiade siempre en una proporcion p/p respecto a la cantidad de polimero.

Se elaboraron lotes de NPs de PLGA 504H que usan nuevamente 50 y 100 pL de
solucién de PVA con cantidad de farmaco suficiente para que guarden una relacién con
el polimero del 5y 10 % p/p.

En este caso no se han hecho lotes de NPs de PLGA-PEG ya que, como hemos
comentado anteriormente, parece ser que son Unicamente las NPs de PLGA 504H las
gue presentan diferentes tamafios en funcidn del volumen de fase A; empleada.

En la tabla 5 se muestran los resultados de tamafio y Pdl para estos nuevos lotes.
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%
Lotes Polimero Diametro 1Cqs5 Pdl

rtPA
Lote 1A_0 PLGA 504H-50ul 0 265,9+1,7 | 264,0-267,9 | 0,069 £ 0,02
Lote 1A_5 PLGA 504H-50ul 5 236,3+6,3 | 229,1-243,5 | 0,086 0,01
Lote 1A_10 | PLGA 504H-50ul 10 248,0+ 18,6 | 227,0-269,1 | 0,095 +0,01
Lote 1B_O0 | PLGA 504H-100ul 0 277,8+3,4 | 274,0-281,6 | 0,081 0,02

Lote 1B_5 PLGA 504H-100pl 5 231,7+2,8 | 228,6-234,8 | 0,094 +0,02

Lote 1B_10 | PLGA 504H-100pl 10 239,0+5,2 | 233,1-244,8 | 0,085*0,04

Tabla 5. Tamafio medio y Pdl (media + DE) de NPs obtenidas por el Método de Doble
Emulsion con polimero PLGA 504H, con distinta cantidad de fase Al y distintas
concentraciones de fdrmaco (n=3).

Si se observan los lotes de NPs sin carga (lotes 1A_0y 1B_0), parece que se vuelven a
encontrar diferencias en los tamafios de particula, volviendo a ser ligeramente
mayores las NPs blancas de PLGA 504H con 100 uL de PVA.

Sin embargo, esta diferencia se atenua cuando se cargan las particulas con farmaco. Al
encapsular Alteplasa al 5 %, independientemente de la cantidad de PVA que lleve la
formulacién de la fase A3, las NPs disminuyen su didmetro. A su vez observamos que,
cuanto mayor sea el porcentaje de activo en la fase A;, mayor se hace
proporcionalmente el diametro de la nanoparticula.

Esta tendencia a reducirse el tamafio de las NPs al cargarlas con el principio activo
puede deberse al efecto tensioactivo del mismo. La hidrofilia del fadrmaco favorece que
el sistema emulsién se mantenga estable al ponerse en contacto con el polimero
formador, que este caso es el PLGA 504H.

En cualquier caso, segun el Pdl, se sigue observando que la metodologia propuesta da
lugar a poblaciones de NPs de tamano homogéneo.

A continuacién, dado que las diferencias de tamafio se reducen cuando se elaboran las
NPs con carga de farmaco, y dado que tecnoldgicamente es mas facil el proceso de
produccién empleando un mayor volumen de fase A; (100 pL), se fija esta cantidad y
se completa el estudio elaborando nuevos lotes de NPs de los dos polimeros
estudiados con diferentes cargas iniciales del farmaco para luego evaluar la carga

superficial de las NPs y eficacia de encapsulacion de farmaco.
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4.1.2. Carga eléctrica superficial: Potencial zeta

Siguiendo la metodologia del apartado 3.2.2.ii de Materiales y Métodos, se determiné
la carga eléctrica superficial para las NPs sintetizadas por el Método de Doble
Emulsién. Para ello, una vez fijados los 100uL de A;, se hacen nuevos lotes de NPs

segln las condiciones mostradas en la tabla 6:

Lotes Polimero Carga rtPA | Didmetro Pl Potencial
(%) (nm) Zeta

Lote 1B_O | PLGA 504H-100uL 0 263,1+2,0 | 0,091+ 0,028 | -159+2,4
Lote 1B_5 | PLGA 504H-100uL 5 218,5+2,9 | 0,091+0,018 | -20,5+1,6
Lote 1B_10 | PLGA 504H-100pL 10 2440+0,4 | 0,116 £0,025 | -23,4+2,2
Lote 2B_0 PLGA-PEG-100uL 0 201,9+7,3 0,143+ 0,015 | -6,7+t1,4
Lote 2B_5 PLGA-PEG-100puL 5 225,8+1,0 | 0,177+0,014 | -15,5+1,8
Lote 2B_10 PLGA-PEG-100pL 10 2146+4,1 | 0,151+0,010 | -16,8+1,1

Tabla 6. Tamaiio medio, Pdl y potencial zeta (media + DE) de NPs obtenidas por el Método
de Doble Emulsion con ambos polimeros estudiados, con 100 uL de fase A1y distintas
concentraciones de farmaco (n=3).

Se observa de nuevo la diferencia de tamafios que existe entre las NPs formadas por
cada polimero, disminuyéndose el didametro medio para las NPs elaboradas con PLGA-
PEG.

Las NPs de PLGA 504H siguen el mismo comportamiento, descrito anteriormente, al
cargarlas con farmaco. Sin embargo, en la tabla 6 se observa como las NPs de PLGA-
PEG aumentan su tamafio al cargarlas con farmaco al 5 %, y al formular con una
proporcion de farmaco del 10 %, el tamafio vuelve a disminuir de nuevo. La naturaleza
preliminar de este estudio y la reducida magnitud de esa diferencia de tamanos,
indicaria que seria necesario repetir este estudio con un mayor numero de
experiencias en cada lote (n>3) para poder determinar si las diferencias son
estadisticamente significativas.

En cuanto a la carga eléctrica superficial, los valores de potencial zeta de las NPs de
PLGA 504H son ligeramente mas negativos, debidos a la presencia de grupos carboxilo
en la estructura quimica del polimero. En el caso de PLGA-PEG, se obtienen valores
ligeramente menos negativos ya que estos grupos acidos han sido ocupados por las
cadenas de PEG; cabria esperar una mayor adhesién de estas NPs a las membranas

bioldgicas facilitdndose la entrada de éstas a las células (Zhao y Feng., 2010).
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También se observa como los valores de potencial zeta se hacen ligeramente mas
negativos, para ambos polimeros estudiados, en las formulaciones con carga de
farmaco. Este hecho puede deberse a que la presencia de farmaco encapsulado
modifica la carga superficial de la nanoparticula.

Hasta el momento se puede concluir que la técnica de Doble Emulsién propuesta:
permite encapsular correctamente el farmaco originando poblaciones de NPs de
tamafio adecuado y homogéneo con valores de potencial zeta indicativos de sistemas
estables con menor tendencia a la agregacion (Martin-Banderas et al., 2013).

A continuacidn se comprueba cémo de efectiva ha sido esa encapsulacién de farmaco,
y por tanto si el método propuesto es valido para la encapsulacion de un fibrinolitico

de caracter hidréfilo como la Alteplasa.

4.1.3. Eficacia de encapsulacién del principio activo

Una vez obtenidas las NPs cargadas con Alteplasa y caracterizadas por su tamafio y
potencial zeta, se calculd la eficacia de encapsulacién segun el procedimiento descrito
en el apartado 3.2.2.iii de Materiales y Métodos, de manera indirecta, cuantificando la
cantidad de farmaco no encapsulado presente en el sobrenadante.

A continuacion se muestra la recta de calibrado obtenida para la cuantificacion de rtPA

por el método de BCA (figura 9).
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Figura 9. Recta de Calibrado para el Actilyse® en el método de BCA. Intervalo de

concentraciones ensayado: 5-1.000 ug/mL
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Puede observarse una adecuada linealidad en la respuesta colorimétrica para un
amplio intervalo de concentraciones, 5 — 1.000 pg/mL. Sin embargo, al evaluar la
precisiéon (C.V. medio = 7,8 %) y exactitud (recuperacion media = 104,9 %), se obtuvo
que habria que reducir al intervalo de concentraciones al comprendido entre 40 y
1.000 pg/mL para una cuantificacidn precisa y exacta de rtPA.

En la tabla 7 pueden observarse las eficacias de encapsulaciéon calculadas para los lotes

elaborados con diferente carga inicial de farmaco, para ambos polimeros estudiados.

Lotes Polimero Carga tPA (%) | EE (%)

Lote 1B_5 PLGA 504H 5 89,37 £ 14,7
Lote 1B_10 | PLGA 504H 10 57,28 £ 13,8
Lote 2B_5 PLGA-PEG 5 97,05 %5,1
Lote 2B_10 | PLGA-PEG 10 85,26 + 13,5

Tabla 7. Eficacia de encapsulacion (EE%) para las NPs ensayadas.

Los primeros resultados indican una buena eficacia de encapsulacion con el método de
elaboracion propuesto. Se observa como parecen obtenerse mejores valores de
encapsulacién para el polimero PLGA-PEG. Por otro lado, para ambos polimeros se
obtiene mejor EE (%) cuando se ha usado una carga inicial de fdrmaco menor (5 %);
estos resultados pueden deberse a que la carga de saturacién de las NPs estd

comprendida entre esos dos valores de carga inicial (5 —10 %).

4.2. Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas bioconjugadas

Con el fin de evaluar la propuesta de produccion de NPs conjugadas con CREKA a partir
de las NPs obtenidas por el Método de Doble Emulsién, se ha seguido la metodologia
descrita en el apartado 3.2.3 de Materiales y Métodos, para llevar a cabo la

bioconjugacién de NPs blancas de ambos polimeros: PLGA 504H y PLGA-PEG.

4.2.1. Tamano y distribucién de tamarios (Pdl)

Con objeto de conocer las caracteristicas de las NPs modificadas superficialmente
mediante bioconjugacion con el péptido CREKA, éstas han sido caracterizadas segun la
metodologia descrita en el apartado 3.2.2.i para asi determinar el tamano medio de las

particulas y su Pdl.
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Era de esperar que el tamafio de las NPs aumentara tras ser conjugadas con CREKA,
debido al tamafio de dicho péptido.
A continuacién, la tabla 8 muestra las variaciones de didmetro y Pdl de las

formulaciones ensayadas, las cuales son sin carga de farmaco y variando el tipo de

polimero.
Carga rtPA Didmetro + DE
Lotes Polimero Pdl £ DE
(%) (nm)
Lote 1C_0 PLGA 504H 0 272,6 £ 16,4 0,287 £+ 0,140
Lote 2C_0 PLGA-PEG 0 219,01+ 8,6 0,170 £ 0,036

Tabla 8. Tamafio medio y Pdl (media + DE) de NPs bioconjugadas con CREKA con ambos

polimeros estudiados y sin carga de farmaco (n=3).

Si comparamos los resultados de tamafio con los recogidos en las tablas 4, 5 y 6 para
las NPs blancas no parecen aumentar los tamafios de las NPs de PLGA 504H al
conjugarse. Sin embargo, parece verse afectado ligeramente el tamafio de las NPs de
PLGA-PEG, lo que podria deberse a una mayor eficacia de unién del péptido a la
superficie de la particula. Aun asi, este hecho no se puede comprobar adecuadamente
porque algunas muestras resultan dificiles de redispersar (figura 10), obsérvense los
valores algo mas elevados de PdlI.

De hecho, se observa cdmo se ha incrementado el Pdl, fundamentalmente en el caso
de las NPs de PLGA 504H, indicando una homogeneidad ligeramente menor para las

poblaciones de NPs conjugadas.

Size Distribution by htensity
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Figura 10. Distribucion de tamafio de NPs de PLGA 504H conjugadas con CREKA
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La disminucion de homogeneidad en las NPs conjugadas puede deberse a un aumento
de la agregacién de las particulas, ya que al tener grupos carboxilos en la superficie se
pueden ver atraidos por las cargas positivas del pentapéptido CREKA de otras NPs

conjugadas, formando entre si agregados.

4.2.2. Carga eléctrica superficial: Potencial zeta

Siguiendo la metodologia del apartado 3.2.2.ii, se determind la carga eléctrica
superficial para las NPs bioconjugadas con CREKA. Tedricamente, se deberia esperar
qgue el potencial zeta se vaya haciendo menos negativo a medida que aumente el
numero de moléculas de CREKA en la superficie de las NPs, debido a la ocupacién de

los grupos carboxilo de las NPs por éste.

Lotes Polimero Potencial Zeta
Lote 1C_0 PLGA 504H -17,15+ 2,6
Lote 2C_0 PLGA-PEG -12,0+8,8

Tabla 9. Valores de Carga Eléctrica Superficial de NPs bioconjugadas con CREKA con ambos

polimeros estudiados, y sin carga de farmaco (n=3).

Si comparamos los datos de potencial zeta mostrados en la tabla 9 de las NPs blancas
de ambos polimeros conjugadas con CREKA, con los datos de potencial zeta obtenidos
anteriormente en la tabla 6 de las NPs blancas de ambos polimeros sin ser conjugadas,
se observa como la carga eléctrica superficial parece mantenerse en los mismos
valores para las NPs de PLGA 504H, pero parecen hacerse ligeramente mas negativos
para las particulas de PLGA-PEG.

Estos resultados podrian indicar una mejor eficacia de conjugacion de las NPs de PLGA-
PEG, lo que apoyaria que la homogeneidad de tamafio de las NPs de PLGA 504H sea
menor al permitir la menor eficacia de conjugacién la interaccion de entre las NPs vy,
por tanto, la agregacion.

A pesar de todo, estos son datos muy preliminares, y no son concluyentes.

4.2.3. Eficacia de conjugacién de las nanoparticulas

Segun lo indicado en el apartado 3.2.3.i de Material y Métodos, se estudio la puesta a

punto y la validacidn de un método para la cuantificacién de CREKA.
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El método de HPLC empleado se puede considerar lineal, exacto y preciso en el
intervalo de concentraciones de 0,125 — 1,5 mg/mL, para el que se obtiene la siguiente
recta de calibrado:
Absorbancia = 824844 x Concentracion + 257757 (r* = 0,9811)

Empleando este método para cuantificar CREKA en los sobrenadantes de los lotes de
NPs conjugadas, no se ha podido obtener resultado reproducibles, se piensa que
debido a que parece aprovecharse todo el CREKA usado en el proceso de conjugacion
propuesto de modo que los sobrenadantes tiene una concentracién de CREKA por
debajo o muy cercana al limite de cuantificacion del método de HPLC empleado
(estimado en 0,55 mg/ml).

Aunque por los resultados preliminares antes obtenidos de tamafio y potencial zeta
podrian hacer pensar que la cantidad de CREKA unido a las particulas no es muy

elevada.
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CONCLUSIONES

Como se indicé anteriormente, este trabajo experimental se ha centrado en el estudio

preliminar de nanoparticulas cargadas con un farmaco fibrinolitico con el objetivo de

crear una posible estrategia de direccionamiento activo hacia los trombos sanguineos,

basandose en la afinidad por el complejo fibrina-fibrindgeno presente en los mismos.

Para conseguir dicho objetivo principal, se plantearon una serie de objetivos parciales

en base a los cuales se han estructurado las concusiones obtenidas en este trabajo, y

que se exponen a continuacién.

1.

El método de produccién de nanoparticulas propuesto es vdlido para
encapsular rtPA, un farmaco hidrosoluble, tanto al emplear PLGA como PLGA
pegilado, como polimeros formadores.

Se han obtenido NPs de tamaifo nanométrico en el intervalo de 200 - 300 nm, y
distribuciones de tamafios estrechas y reproducibles (Pdl < 0,15), ademas de
valores de potencial zeta en el intervalo de -16 a -23 mV que deberian ayudar a
una buena estabilidad de las NPs en suspensién.

Las NPs pegiladas han sido las de menor tamafio por lo que podrian tener la
ventaja de ser absorbidas mejor, en el caso de administrarse via extravasal, y
evitar ser reconocidas por los macrdéfagos, y asi, alcanzar su objetivo, el
coagulo, de forma mas exitosa.

Se ha encapsulado el activo fibrinolitico obteniendose una buena eficacia de
encapsulacion, los mejores resultados se obtienen cuando se formulan las NPs
al 5 % de farmaco, destacando la mejor EE% para las NPs de PLGA-PEG.

Se ha propuesto de forma preliminar un método para la funcionalizacién de la
superficie de las NPs obtenidas por medio de un proceso de bioconjugacién con
un pentapéptido denominado CREKA, por el que se obtienen particulas de
tamafio nanomeétrico y suficientemente homogéneo, asi como valores de

potencial zeta aun negativos.

Algunos de los datos obtenidos de este estudio muestran resultados preliminares; por

lo que habria que seguir investigando para llegar a conclusiones firmes y fiables.
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ANEXO

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS:
NPs: nanoparticulas poliméricas
AE: Acetato de etilo

PVA: Alcohol polivinilico

PLGA: Acido polilactico-co-glicélico
PEG: Polietilenglicol

PLGA-PEG: PLGA pegilado

rtPA: Activador tisular del plasmindgeno recombinante
DE: Desviacion estandar

EE%: Eficacia de encapsulaciéon
PdlI: indice de polidispersién

BCA: Acido bicinchoninico
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