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RESUMEN

Actualmente, las enfermedades cardiovasculares ocupan los puestos mds elevados en las
principales causas de muerte en paises desarrollados, con un gran incremento en los
ultimos afos.

Entre las enfermedades cardiovasculares mas importantes estan la aterotrombosis y el
tromboembolismo venoso, siendo la consecuencia mas grave la agregacién plaquetaria,
gue da lugar a una obstruccién en el interior de los vasos sanguineos, mortal en la mayoria
de los casos. Aunque existen numerosos farmacos antiplaquetarios y tromboliticos, los
efectos secundarios a los que pueden dar lugar, principalmente hemorragias masivas,
hacen que surja la necesidad de buscar nuevos agentes con mejor indice terapéutico, mejor
distribucidon y con un mecanismo de accién mas eficaz en el cuerpo humano. Por ello,
encontrar nuevas terapias que posean menor riesgo y mayor eficacia es muy importante a
nivel social pero también a nivel econémico.

La nanotecnologia abre un amplio campo para llevar a cabo estas mejoras. Nuevas terapias
capaces de diagnosticar y tratar a nivel molecular estas enfermedades es algo muy
esperanzador tanto para los pacientes como para los médicos e investigadores. Para la
deteccidén in vivo de las placas de ateroma, principal causante de las otras patologias, y de
los trombos se han desarrollado nuevas técnicas que incluyen agentes de imagen molecular
especificos como la resonancia magnética (MR). También, el uso de polimeros para recubrir
nanoparticulas es algo que esta ampliamente estudiado; en esta revision quedan
verificados cuales son los mas eficaces para que las sustancias que encapsulan logren
liberarse y llegar correctamente al sitio de interés terapéutico en el organismo.

Por otro lado, también se analizard el desarrollo de nuevas terapias antitromboticas
realmente eficaces, como algunos péptidos, agregados de nanoparticulas, derivados de N-
acilhidrazina, etc., que aunque aun no se estén utilizando en clinica, estan siendo
estudiados en ensayos con animales y obteniéndose resultados realmente prometedores.
Palabras clave: enfermedades cardiovasculares, placas de ateroma, aterotrombosis,

nanotecnologia, nanoparticulas
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1. INTRODUCCION

1.1. Nanotecnologia y su aplicacion a la salud y terapéutica.

La nanotecnologia, como tal, se refiere a una escala de longitud y como unidad de medida
de esa escala se usa el nandmetro. Su prefijo “nano” significa “mil millones”, que equivale a
una milmillonésima parte de un metro y lo cual hace situarnos en la manipulacién de la
materia a nivel atdmico y molecular (Andrada, 2012).

Con la nanotecnologia conseguimos materiales, dispositivos y sistemas que no son posibles
de obtener con la tecnologia tradicional, por ello abre (o ha abierto) un nuevo y amplio
campo de investigacion en el diagnéstico y tratamiento de multiples enfermedades hasta
ahora incurables o dificiles de tratar mediante la aplicacién de nanosistemas.

Como consecuencia, surge la Nanomedicina, que consiste en integrar la nanotecnologia en
la medicina para conseguir llegar a las estructuras biolégicas con una mayor precision, tanto
a nivel molecular como atdmico, para intentar mantener integra la salud del paciente, no
solo aplicando tratamientos, sino también diagnosticando y controlando sus funciones
bioldgicas.

Es importantisimo el hallazgo de “nanoterapias” con las cuales se logre llegar
selectivamente al érgano o tejido dafiado y podamos librarnos de los efectos secundarios
gue tenemos con los tratamientos convencionales.

De ese modo podriamos dividir la nanomedicina en tres amplias ramas (Centro de
investigacion biomédica en red, 2018):

1. Nanodiagndstico: se refiere al uso de nanosistemas para la deteccidon de enfermedades

en sus fases iniciales mediante analisis de imagen, lo cual brinda la oportunidad de tener un
diagndstico temprano y poder instaurar un tratamiento adecuado, mas especifico y
temprano que el que conseguiriamos con un diagndstico convencional, posibilitando una
mayor supervivencia para el paciente.

El diagndstico se puede realizar in vivo o in vitro, siendo el segundo el mds prometedor.
Este nanodiagndstico se puede realizar con nanoparticulas o mediante biosensores. Las
nanoparticulas se pueden utilizar como marcadores bioldgicos, recubriéndolas con
sustancias que reaccionan en contacto con las células que queremos detectar.

Por otro lado, el desarrollo de nanobiosensores también esta resultando bastante util a la
hora de detectar sustancias quimicas y bioldgicas en tiempo real con una elevada
selectividad y sensibilidad, sin tener que usar marcadores fluorescentes como en el método
anterior. Ademas, estos nanobiosensores son muy faciles de manejar y con ellos se pueden
obtener unos resultados mas fidedignos del estado real de salud del paciente, donde los

vamos a introducir. En este campo se trabaja para poder desarrollar dispositivos que
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contengan varios tipos de nanobiosensores que implantados en el organismo sean capaces
de detectar tempranamente células enfermas y emitir sefales, asi actuarian como
“centinelas” en el interior del organismo.

2. Nanoterapia: fundamentalmente desarrolla nanosistemas que llevan materiales que
logran reconocer la célula o tejido al que va dirigido el farmaco, de forma que se consigue
transportarlos y liberarlos en la zona adecuada, realizando de esta forma un tratamiento
mas especifico y efectivo con un minimo de efectos secundarios. La liberacién del farmaco
puede realizarse mediante un estimulo y ademds se debe liberar adecuadamente para
conseguir efectividad.

Estas nanoparticulas deben formularse de forma que el farmaco no se libere durante el
transito por el organismo ni en un lugar inadecuado.

Los principales tipos de nanosistemas que se usan en nanoterapia o nanomedicina son
nanoparticulas, nanocapsulas, liposomas, nanotubos, microgeles, micelas, etc.

3. Medicina regenerativa: pretende la reparaciéon o sustitucion de drganos o tejidos

lesionados con distintos métodos y herramientas nanotecnoldgicas para intentar promover
los mecanismos de reparacién propios del organismo.
Se usan variados materiales como nanoparticulas de hidroxiapatita o zirconia, nanotubos
de carbono, nanocomposites, nanofibras de polimeros biodegradables, etc. Con estos
materiales se intenta disenar y fabricar estructuras que estimulen el crecimiento de los
tejidos dafiados, estimulando la proliferacién y diferenciacién celular junto con la
produccién y organizacion de la matriz extracelular. Asi, algunas de las posibles aplicaciones
de la nanotecnologia a la salud y terapeutica son las siguientes:
e Diagndstico temprano: se usan nanosistemas como agentes de contraste en
técnicas de imagen como ecografia, tomografia y resonancia magnética, con beneficios
respecto a los agentes usados tradicionalmente ya que mejoran la biocompatibilidad, la
dispersidn optica, disminuyen la posibilidad de desnaturalizacion y es muy importante
su capacidad para unirse a ligandos, ya que al poder unirse a células blanco podemos
obtener imagen para el diagndstico y ademas transportar medicamentos, lo cual nos
acerca al objetivo de conseguir un tratamiento mas especifico y efectivo (Clavijo et al.,
2008).
e Cambios en la forma de administracion de algunos medicamentos: existen
medicamentos, como los péptidos y proteinas (vacunas, hormonas, insulina, etc.), que
son degradados enzimdticamente y no son aptos para administracidn oral. Mediante el
uso de nanoesferas y nanocdpsulas conseguimos administrarlos por via oral y ademas

disminuimos los efectos secundarios, consiguiendo asi aumentar su biodisponibilidad, su
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absorciéon y la estabilidad del compuesto activo mejorando de esta forma su eficacia
(Clavijo et al., 2008).

e Interferencia en la activacion celular: esta aplicacién supone un gran avance en el
futuro tratamiento de ciertas enfermedades dificiles de tratar como el cancer, la
distrofia muscular de Duchenne o la aterosclerosis grave.

En esta terapia, que esta basada en la interferencia de ARN, lo que se pretende es
activar el silenciamiento génico de forma selectiva y eficiente mediante la introduccién
de pequefios ARN de interfencia (siARN). Si en lugar de administrar los siARN por via
intravenosa como se ha hecho hasta ahora, los administramos unidos a nanoparticulas
disefiadas especificamente para ser “invisibles” se evita que esos siARN sean detectados
y destruidos por los mecanismos de control (inmunidad innata), consiguiendo un
tratamiento mucho mas selectivo, ya que ese siARN se unird especificamente a la célula
a la que va dirigido (Clavijo et al., 2008).

e Nanocirugia: aplicacion muy interesante ya que se han podido desarrollar
herramientas que actualmente se usan en intervenciones quirurgicas, tanto a nivel
atémico como molecular, como sistemas laser, nanopinzas, nanoalambres, nanojeringas
y dispositivos para manipulacién electrocinética, que sirven para poder manipular tanto
las células como sus organulos (Clavijo et al., 2008).

e Control de infecciones: con el disefio de los nanobiosensores se consigue un
diagndstico rdpido de las infecciones y ademas, se consigue dar al paciente un

tratamiento antimicrobiano especifico para él (Clavijo et al., 2008).

1.2. Ventajas del uso de la nanotecnologia

La aplicacion de la Nanotecnologia en distintas areas de la vida ofrece importantes efectos
y avances. Aplicados en la medicina general, podemos obtener diferentes beneficios o
aplicaciones, algunos a largo plazo y otros inmediatos, como por ejemplo (Euroresidentes,
2018; Monografias, 2018):
e Diagndstico, tratamiento e investigacion mas eficaces y seguros, lo cual permitira
actuar mucho mas rapidamente ante una enfermedad y con un coste menor.
e Tratamientos y diagndsticos mas especificos y variados, puesto que se pueden
implantar en el paciente sensores y dispositivos de muy pequefio tamafio que hacen que
el paciente esté continuamente monitorizado, pudiendo controlarlos y tratarlos
automaticamente.

e Mejora e incremento de la calidad de vida del paciente.
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e Deteccion y detencion de enfermedades nuevas con mayor rapidez y efectividad.

1.3. Principales sistemas hanométricos de aplicacion en salud

Existen una gran variedad de nanosistemas o sistemas nanométricos; incluso su fabricacion
y los materiales usados para ello son muy diversos. Esto hace que existan diferentes
clasificaciones.
De forma muy general, se podrian clasificar en dos grupos:
» Nanoestructuras organicas: se emplean materiales poliméricos para fabricar
nanoesferas, nanocdpsulas, micelas, liposomas, dendrimeros y conjugados polimero-
farmaco.
» Nanoestructuras inorganicas: aqui se incluyen las nanoparticulas de 6xidos metalicos,
nanoparticulas de silica mesoporosa y nanotubos de carbono (Rojas-Aguirre, 2016).
Los nanosistemas mds frecuentemente empleados en medicina son:
e Puntos cuanticos: son agregados de cientos de atomos de un determinado elemento
(cadmio, tecnecio, cinc o selenio, tantalio, indio), cubiertos externamente por solventes
no polares o solubles en medios acuosos, a los que ademas pueden afiadirse ligandos u
otros componentes y al emitir fluorescencia se usan para diagndstico de imagen y estudio
de procesos celulares (Verschraegen et al., 2004; Jain, 2007).
e Nanoliposomas: se trata de vesiculas en las cuales un volumen acuoso que,
normalmente, contiene el compuesto activo, es rodeado de una membrana fosfolipidica
similar a la membrana celular. Se usan para el transporte de medicamentos, agentes de
contraste y radiofdrmacos y ademas se encuentran en estudio para poder liberar
farmacos no solubles en agua (Sahoo, 2003; Jain, 2007).
e Nanoesferas: son sistemas de tipo matricial donde el farmaco se suele encontrar
encapsulado en el interior de la matriz. Se usan para el transporte de medicamentos y
como agentes de contraste para imagen (Koo et al., 2005; Pinto Reis et al., 2006 y Jain,
2007).
e Nanocdpsulas: sistemas vesiculares donde la sustancia activa estd confinada en un
nucleo lipidico o acuoso y rodeada por una membrana polimérica de una o multiples
capas.
Se destinan al transporte de farmacos y agentes de contraste para imagen (Clavijo et al.,
2008).
e Nanoemulsiones: son sistemas dispersos de aceite y agua en los cuales la fase dispersa

esta formada por gotas de la sustancia activa en escala nanométrica. Son estabilizadas en



Nanotecnologia de aplicacion en patologia cardiovascular

la superficie con una cubierta de sufactante y co-surfactante. Su uso mas comun es el de
transporte de farmacos (Koo et al., 2005; Clavijo et al., 2006; 2007).

e Dendrimeros: son estructuras esféricas poliméricas, altamente ramificadas,
compuestas por un nucleo central, (por ejemplo, NHi), y capas alternantes de
mondmeros, generalmente acido acrilico y etilen-diamina, cuya alternancia continda
hasta que se construye la ultima generacién deseada. Importantes en la deteccién de
cambios celulares especificos y como agentes de contraste. También se usan para
transportar medicamentos, como sensores de muerte celular y como transporte de
fragmentos de ADN (Clavijo et al., 2008).

e Nanocubiertas: se trata de estructuras dpticamente activas, formadas por un nucleo
de silicio rodeado por una delgada capa metalica, generalmente de oro. Se emplean para
la deteccidon de cambios celulares especificos y para el tratamiento del cancer (Clavijo et
al., 2008).

e Nanotubos: se constituyen de dtomos de carbono en disposicidn cilindrica, en una sola
capa (SWNT) o en varias (MWNT). Pueden hacerse solubles en agua y aumentar su
biocompatibilidad mediante la activacién de su superficie.

Utilizados en la deteccidon de cambios celulares especificos; como sistema liberador de
agentes de contraste para imagen y farmacos; y como sustrato de crecimiento celular y
regeneracién de tejidos (Clavijo et al., 2008).

o Nanoparticulas superparamagnéticas: usualmente preparadas por coprecipitacidon
alcalina de proporciones adecuadas de sales de Fe** o Fe*" en agua en presencia de un
polimero adecuado como dextrano o polietilenglicol. Se han descrito para diagndstico por

resonancia magnética (Clavijo et al., 2008; ResearchGate, 2018).

1.4. Enfermedades cardiovasculares

Cuando hablamos de patologia cardiovascular nos referimos a un amplio grupo de
enfermedades que perjudican tanto al corazén como a los vasos sanguineos.

1.4.1. Enfermedad Coronaria: se produce cuando en la cara interna de las arterias
coronarias se deposita una placa compuesta por colesterol y otras sustancias, lo cual da
lugar a la aterosclerosis. Esta placa se va a ir endureciendo con el paso de los afios y las
arterias se van a ir estrechando, pudiendo desembocar en una angina de pecho o en un
infarto agudo de miocardio en los casos mds graves. El infarto se produce normalmente por
el desprendimiento de un codgulo que interrumpe de forma brusca el flujo sanguineo al

corazon.
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Otra posible consecuencia de la enfermedad coronaria pueden ser la insuficiencia cardiaca
y las arritmias, que apareceran por debilitamiento del musculo cardiaco (Medline Plus,
2018a).

1.4.2. Enfermedad cerebrovascular (o ictus): se produce por una alteracidon en la
circulacion cerebral que afecta a parte del cerebro, pudiendo producir dafios permanentes,
por ello una rapida actuacion y deteccién de la enfermedad es fundamental aqui. Existen
dos tipos: el infarto cerebral, que se da por una obstruccién en el flujo sanguineo de una
arteria, que hace qué descienda el riego sanguineo de esa zona. El segundo tipo es la
hemorragia o derrame cerebral, dado por la rotura de una arteria y donde la isquemia
puede aparecer horas mas tarde (Clinica Universidad de Navarra, 2018).

1.4.3. Enfermedad vascular periférica: en ésta se va a producir un estrechamiento de los
vasos sanguineos de fuera del corazdn, en las arterias y venas periféricas que suministran
sangre a las extremidades. También es producida a causa de la aterosclerosis.

En estos vasos se acumula placa en la pared, que los obstruye y estrecha, interrumpiendo
asi el flujo sanguineo hacia las extremidades inferiores. Si la obstruccién fuera muy severa
se puede producir la muerte de tejidos e incluso llegar a la amputacién del miembro.
Cuando esta enfermedad afecta a las arterias se conoce como enfermedad arterial
periférica (Serrano Hernando, 2007; Medline Plus, 2018b).

1.4.4. Aterosclerosis: es una enfermedad caracterizada por la presencia de placas con un
alto contenido en lipidos y otros materiales en la pared de las arterias de medio y gran
calibre. Estas placas ricas en lipidos son conocidas también como “inestables”,
“vulnerables” o “de alto riesgo” porque tienen facilidad para romperse, desencadenando
un capitulo agudo. La principal manifestacidn clinica de esta enfermedad es la formacién de
un trombo agudo que se pega a la placa, la cual esta rota o erosionada, de modo, que el
término que definiria mas caracteristicamente a esta enfermedad es el de aterotrombosis

(Pedro-Botet, 2004; Ibaiez, 2007).

1.4.5. Aneurismas adrticos: los aneurismas son dilataciones parecidas a un globo que
tienen lugar en la pared de un vaso sanguineo. Los aneurismas adrticos son los que se
producen en la arteria aorta, que va desde el corazén al pecho y al abdomen. Estos
aneurismas pueden llegar a romperse por una dilatacién excesiva, a causa de que el
aneurisma vaya creciendo, produciendo un sangrado muy peligroso que, si no se controla a
tiempo, puede producir la muerte (Medline Plus, 2018c; Texas Heart Institute, 2018).

1.4.6. Trombosis: se caracteriza por la acumulacién de plaquetas y fibrina inducida por la

activacion de los factores de coagulacion, que desembocan en la formacién de codgulos de

sangre (trombos) que obstruyen el flujo sanguineo y que pueden dar lugar a sindromes

9
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arteriales agudos como el infarto agudo de miocardio o la embolia pulmonar, que ponen en

serio riesgo la vida (McCarthy et al., 2012).
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2. OBJETIVOS DE LA REVISION

Este trabajo de revisién tiene como Objetivo Principal recopilar las posibilidades que las
nanoparticulas podrian ofrecer a la terapéutica de las enfermedades cardiovasculares

mejorando la eficacia y seguridad del tratamiento farmacoldgico.

Para alcanzar ese objetivo principal se ha procurado desarrollar los siguientes objetivos

parciales:

i) recoger las principales enfermedades cardiovasculares,

ii) describir los principales sistemas nanoparticulares empleados en terapéutica, y

iii) analizar formulaciones de nanoparticulas que estan siendo estudiados para,
basandose en la demostracién de su eficacia y seguridad, ser propuestas como

alternativas terapéuticas.

3. METODOLOGIA

En la realizaciéon de este trabajo se ha realizado una revisién bibliografica de articulos
procedentes de distintas bases de datos, entre ellas PubMed y el catalogo FAMA de la
biblioteca de la US. También se han consultado distintas paginas web y articulos que no
estan en las bases de datos citadas.

Puesto que el trabajo trata sobre las enfermedades cardiovasculares y las posibles terapias
basadas en la nanotecnologia, las palabras clave incluidas en la busqueda fueron
nanotecnologia, nanoparticulas, enfermedades cardiovasculares, aterotrombosis y placas
de ateroma.

Después de la busqueda se seleccionaron los articulos que contenian informacién sobre
nanoterapias que actuaran lisando, detectando o tratando coagulos in situ. A continuacion,

se procedid a su lectura para extraer la informacidn necesaria para realizar esta memoria.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

El principal uso de la nanotecnologia en enfermedades cardiovasculares consiste en el
diagndstico de la placa de ateroma, si es estable o vulnerable, y la deteccidn de trombos in
vivo, para poder realizar un tratamiento farmacolégico adecuado.

Cuando la placa de ateroma se rompe se produce un desequilibrio en el sistema de
coagulacién que puede dar lugar a la formacidon de trombos, de modo que la deteccidn
temprana de cualquier problema en la placa de ateroma sera determinante para evitar esos
desequilibrios y que se puedan formar trombos que den lugar a consecuencias mas graves
en el paciente.

La identificacion de alteraciones en la placa puede basarse en la deteccion de moléculas
especificas asociadas con la inflamacién o angiogénesis, para lo cual, se usan técnicas de
imagen celular y molecular, como por ejemplo la resonancia magnética (MR) (Wickline et
al., 2006).

Los principales tipos de nanosistemas usados para el tratamiento y diagndstico de
enfermedades cardiovasculares son:

a) Nanoparticulas de o6xidos metdlicos, pueden estar recubiertas por dextrano,
fosfolipidos u otros componentes que mejoran su estabilidad y les permitan ser
usados como agentes localizadores, puesto que las particulas de hierro al tener una
vida media bastante larga permiten detectar, mediante imagen de resonancia
magnética (MRI), procesos inflamatorios patoldgicos como las placas de ateroma.

b) Nanoparticulas de cascara de oro (120 nm), usadas para diagndstico por imagen y
tratamiento.

c) Nanotubos de carbono y fullerenos (4nm), utiles para el tratamiento de la oclusién
vascular.

d) Puntos cudnticos (2 a 8 nm), hechos de materiales semiconductores (p. €j.,
seleniuro de cadmio) con propiedades fluorescentes estables en varias longitudes
de onda dependiendo de su composicién. Para poder usarlas en vivo, deben estar
recubiertos de materiales (polimeros) que permitan que las particulas sean solubles
evitando también la lixiviacidon de los metales pesados téxicos (Schmitz et al., 2000;

Wickline et al., 2006).

4.1. Aplicaciones de la nanotecnologia en las enfermedades cardiovasculares

e Diagndstico y tratamiento de aterosclerosis. En el caso de las enfermedades
cardiovasculares, al ocupar los primeros puestos de mortalidad en los paises desarrollados,

es imprescindible detectar a nivel molecular y celular las lesiones aterosclerdticas. Esto
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puede hacerse mediante nanoparticulas que se unan a factores producidos por la
activacion de la placa aterosclerdtica a nivel local (factor tisular o fibrina). También se
pueden unir a marcadores de angiogénesis y macrofagos, lo cual es interesante, porque asi
se localiza la lesidn a la vez que se libera el farmaco que vehiculiza la nanoparticula,
logrando inhibir la angiogénesis y la proliferacidén celular responsables del estrechamiento
del vaso sanguineo que esta afectado por la placa (Clavijo et al., 2008).

Es interesante el hecho de que en determinados pacientes en los que ya existe isquemia
miocardica, ademds de permitir la obtencién de una imagen de la zona afectada, con la
utilizacion de nanoparticulas se podrian introducir en la maquinaria genética de las células
del corazén genes de factores de crecimiento, de este modo se estimularia a las células
cardiacas a fabricar proteinas “terapéuticas” (Wickline et al., 2006; Yang, 2007).

e Control del sangrado. Esta aplicacion podria conseguir una mejoria en los métodos
convencionales de hemostasia como, por ejemplo, cauterizacidn, presion o uso de
farmacos, que van a necesitar unas condiciones determinadas y ademds de ocluir el vaso
afectado mediante vasoconstriccion también afectan a los tejidos anexos, lo que lleva a la
afectacién por falta de oxigeno y nutrientes de esos tejidos y células sanas.

Se estdn probando soluciones nanohemostasicas que consiguen reducir el tiempo de
sangrado sin afectar a las células adyacentes, lo que permite usar como materia prima los
compuestos bdsicos de la propia célula (aminoacidos sobre todo) para el proceso de
regeneracién (Clavijo et al., 2008).

e Disminucion de posibles complicaciones al utilizar stents coronarios. Con el uso de
nanotecnologia se abre un campo alternativo a la cirugia de bypass. Se esta investigando el
uso cubiertas nanotexturizadas para estimular que el stent se quede “pegado” a las células
musculares lisas y endoteliales evitando de este modo que se produzca una nueva estenosis
con su consecuente trombosis (Caves y Chaikof, 2006).

e Deteccion del trombo crénico in vivo. La trombosis es una de las principales
complicaciones que derivan de una enfermedad cardiovascular. En los procesos
tromboéticos es muy importante lograr determinar tanto la edad como la situacion del
trombo in vivo; para ello, aunque es complicado, el uso de agentes de contraste de fibrina
resulta atil para la deteccion in vivo de trombos crénicos en comparacién con otras
técnicas.

Por ello es importante desarrollar terapias que consigan detectar y determinar la edad del
trombo para actuar y prevenir posibles complicaciones derivadas de la rotura de la placa.
Como ya sabemos, la formacion de un trombo supone un momento clave para que se

produzca un episodio de accidente cerebrovascular o coronario y algunos estudios avalan
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que el infarto agudo de miocardio viene precedido por la formacién de un trombo, el cual
se puede formar desde dias a incluso meses antes de que ocurra infarto, lo cual da la
oportunidad de poder actuar antes de que se produzca el episodio e incluso prevenirlo

(Ojio et al., 2000; Sirol et al., 2005).

4.2.Terapias estudiadas en la deteccion y tratamiento de las enfermedades

cardiovasculares

4.2.1. Activadores del plasminégeno encapsulados en nanoparticulas de PLGA recubiertos
con quitosano para acelerar la trombolisis (Chung et al., 2008):

Los principales farmacos antitrombdticos usados en la terapia convencional de
enfermedades cardiovasculares, como el infarto agudo de miocardio y el accidente
cerebrovascular, que han demostrado resultados favorables, son el activador del
plasminégeno tisular (tPA) y la estreptoquinasa (SK), cuyos efectos secundarios mas
desfavorables son las hemorragias y la reoclusion vascular. El hecho de poder encapsular
estos farmacos en sistemas como nanoparticulas ofrece la posibilidad de poder entregarlos
justo donde se encuentra el codgulo, para que se liberen y actten alli evitando los efectos
secundarios de estos farmacos tromboliticos.

Los resultados de estudios realizados en animales, tanto in vivo como in vitro, de Nguyen et
al. (1990) y Leach et al. (2003) demostraron que encapsular el tPA en liposomas o
microesferas poliméricas elevaba el potencial del farmaco en la terapia trombolitica.
Partiendo de ellos surgen novedosas ideas para el tratamiento de este tipo de patologias: si
se podia encapsular el tPA en esas estructuras poliméricas y de ese modo protegerle de sus
inhibidores, también se podrian usar sistemas nanoportadores que los llevasen
directamente al sitio del codgulo por presidn o por fuerzas impulsadas por conveccion.
Partiendo de esta base, Chung et al. (2008) realizarén los estudios para ver si el tPA
encapsulado en nanoparticulas de acido poli-(lactida-co-glicolida) (PLGA) recubiertas con
quitosano (CS) y otros biomateriales de recubrimiento (por ejemplo, el péptido RGD) eran
efectivos en la lisis de los codgulos, para ello, se experimentd en un modelo de tubo ocluido
con un coagulo.

El PLGA es un poliéster muy conocido con distintas proporciones de lactida y glicolida. Es
biodegradable y biocompatible. Normalmente, ha sido usado como portador en
nanoparticulas y microparticulas para administrar fdrmacos; en este trabajo Chung et al.
(2008), lo usarén como nucleo de las nanoparticulas que van a transportar el farmaco.
Chung et al. (2008) fabricaron nanoparticulas (NPs) de tPA encapsuladas en PLGA, PLGA/CS

y PLGA/CS-GRGD para determinar su tamafio de particula y los perfiles de liberacién vy,
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ademas, se compararon el tiempo de lisis del codgulo y la cantidad de codgulos digeridos
por estas NPs en comparacion con el uso de una solucidn de tPA libre en un modelo in vitro
de tubo ocluido con coagulos.

El quitosano (CS) es un amino-polisacarido (poli 1,4-D-glucoamina) no tdxico y
biocompatible, ampliamente usado en la administracion de farmacos, al igual que el PLGA.
El RGD, es un péptido de adhesion celular para células plasmaticas y proteinas
extracelulares, incluyendo el factor de Von Willenbrand, la fibronectina y el colageno
(Ruoslahti, Pierschbacher, 1987). Este péptido se ha usado para promover el crecimiento de
células en distintos biomateriales como por ejemplo, el poli-(e-caprolactona) (PCL) (Chung
et al., 2002; 2005) y en este trabajo Chung et al. (2008) lo usé injertado en quitosano (CS-
GRGD) para modificar la superficie de las nanoparticulas de PLGA y ver los efectos que
podia producir sobre la fibrindlisis.

Los materiales empleados para este trabajo fueron trombina procedente de suero bovino
(BSA), quinacrina (QR) y PLGA (con un 50% de lactida y un 50% de glicolida), péptido GRGD
y SANPAH (N-succinimidil-6-[40-azido-20-nitrofenilamino]-hexanoato), activador del
plasminégeno recombinante humano (rt-PA), lutrol F-68, acetato de polivinilo con grado de
polimerizacién de 2000, diclorometano, cloroformo, etanol y otros reactivos y quitosano
con un 96 % de desacetilacion.

Para elaborar las NPs de tPA con PLGA, y las recubiertas con CS y CS-GRGD, se usé un
método de recubrimiento similar al método de emulsién-evaporacién del solvente. Se vio
que el tamafio de particula de las NPs recubietas era mayor que el de las NPs de PLGA, y el
indice de poli-dispersion (PDI) que indica el grado de homogeneidad de la poblacién de
particulas producidas, mostrd para las distintas formulaciones una distribucién estrecha.
También se comprobd que las nanoparticulas de PLGA y de PLGA/CS eran esféricas y que su
didmetro estaba en un intervalo de entre 100-300 nm.

Las NPs de PLGA presentaban potencial zeta negativo, mientras que el potencial zeta fue
positivo para las NP recubiertas con CS.

La eficacia de encapsulacion de estas NPs estuvo en torno al 65-70% y aunque se ven poco
afectadas por el recubrimiento de CS y de CS-GRGD, éstas si que eran considerablemente
mas grandes que las de PLGA.

Las NPs de PLGA/CS eran las que mostraban una liberacién mas répida, tanto la inicial como
la acumulada final, demostrando asi que el tamafio de particula no tenia nada que ver con
la velocidad de liberacién.

Por otro lado se estudié la trombolisis de los codgulos, en un modelo de tubo ocluido con

una solucién de plasma fresco, al afiadir soluciones de tPA libre y soluciones de tPA
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recubiertas por los otros biomateriales. Se vio que la lisis del coagulo se producia en menor
tiempo con las NPs de PLGA/CS y PLGA/CS-GRGD que con la solucidn de tPA libre, y ademas
eran también mas cortos respecto al de las NPs solo con PLGA. También se vio que las NPs
recubiertas digerian mayor cantidad de codgulos que la solucidn libre de tPA, siendo las NPs
de PLGA/CS-GRGD las que lisaron el codgulo de mayor tamafio.
Con esto, se llegd a la conclusidn de que las NPs recubiertas con PLGA/CS y PLGA/CS-GRGD
digerian coagulos de mayor tamaiio que las elaboradas solo con PLGA y ademas, aunque
éstas Ultimas poseian un tiempo mas corto de lisis de los codgulos que la solucién libre de
tPA, éste era superior en las NPs revestidas con CS.
Por ultimo, para comprobar la permeacién a los codgulos de sangre de las NPs con
recubrimientos, se les afiadié una capa de NPs fluorescente y se tomaron medidas de la
intensidad fluorescente media emitida por esas NPs en cada capa de los coagulos. Las NPs
de PLGA/CS-GRGD emitian la intensidad fluorescente mas fuerte, mientras que las
recubiertas sdlo con PLGA emitian la mas débil, indicando que las primeras se quedaban en
las capas superficiales del codgulo, con lo cual se conseguia una mayor lisis del mismo.
También era importante el hecho de que las NPs, dado su tamafo, podian formar
agregados, éstos fueron observados en los coagulos, y en mayor medida para las NPs de
PLGA/CS-GRGD que para las de PLGA.
Conclusiones:
Con este estudio, Chung et al. (2008), pone de manifiesto los efectos entre los distintos
biomateriales y la fibrina, de modo que se ve que las interacciones electrostaticas que se
producen entre la fibrina y éstos biomateriales, sobre todo el CS, hacen que la trombolisis
se produzca a una mayor velocidad. Las NPs recubiertas con quitosano: PLGA/CS vy
PLGA/CS-GRGD, son de mayor tamafio que las que sélo se elaboran con PLGA y ademas
producen potenciales zeta positivos (tabla 1), lo cual favorece que las NPs penetren en los
coagulos, que poseen potenciales zeta negativos.

Tabla 1. Tamano de particula, potencial zeta y eficiencia de encapsulacion de las

NPS (media £ S.D., n = 5). Tomada de Chung et al., 2008.

Propiedades PLGA NPs PLGA/CS NPs PLGA/CS-GRGD
Tamario de particula (nm) 265.27+7.4 320.97+7.2 320.1745.7
Potencial zeta (mV) -6.847+0.64 20.187+1.66 5.187+1.42
Eficiencia encapsulacion (%) 65.477+4.08 70.537+3.13 67.337+1.21

Con este estudio se pretendia acelerar la trombolisis y reducir el tamafio del trombo con

NPs cargadas con tPA, de modo que lo ideal seria que al llevar un recubrimiento de PLGA se
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evitara la inactivacidn del tPA por sus inhibidores, principalmente el inhibidor del activador
del plasmindgeno tipo-1 (PAI-1), consiguiendo una liberacidon mas rdpida del t-PA cerca del
coagulo y reduciendo la fibrindlisis sistémica (evitando efectos secundarios como las
hemorragias).

Los efectos de las de NPs de tPA con PLGA (reduccién del tiempo de lisis del coagulo y
aumento de la cantidad de codagulos digeridos) fueron demostrados, y si ademas se usan
recubrimientos con CS se ven aumentados esos efectos, lo cual corroboraba el hecho de
qgue las interacciones electrostaticas entre el CS y el codgulo eran beneficiosas. Las
interacciones electrostaticas o ligando-receptor entre las NPs de PLGA/CS y PLGA/CS-GRGD
y los componentes de los codgulos (fibrina y receptores GPllb/llla de la membrana
plaquetaria) eran importantes en la permeacion de estas NPs al interior del codgulo y para
poder producir la liberacion de tPA en su interior. Sin embargo, se descarté que la
permeacién por presion de las NPs en el coagulo tuviera efectos en la aceleracién de la
trombolisis, ya que la disminucidon de la presiéon en el modelo de tubo oclusivo era
praticamente cero (Figura 1).

El tamafio de las particulas también influia en la liberacién de tPA, ya que NPs de tamafo
entre 250 y 320 nm podian penetrar mas facilmente en la estructura porosa de los codgulos

(Wolber, 2007) y liberar el tPA en su interior, haciendo que aumente la trombolisis del

codgulo.
®
[—a—*—e—]
ol - . Figura 1. Tiempos de lisis para coagulos de
F . sangre con solucién de t-PA libre y NPs de
; 2 PLGA encapsulados en t-PA. Tomada de
i Chung et al., 2008.
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Los tiempos de lisis de codgulo para todas las NPs (Figura 1) son significativamente mas
cortos (P<0.01, n=5) que el de la solucién de tPA, que es el mas largo en este trabajo. Las
NPs de PLGA/CS tienen el mas corto, y es significativamente mas corto que el de las NPs de
PLGA/CS-GRGD (P<0.01, n=5). Ademas, el tiempo de lisis del codgulo para NPs de PLGA es
significativamente mas largo (P<0.01, n=5) que para NPs de PLGA/CS y PLGA/CS-GRGD.

La conclusidn final de este trabajo es que las NPs de PLGA portadoras de t-PA y recubiertas
con CS o con el sistema CS-GRGD, son capaces de acelerar la trombolisis mediante las

interacciones electrostaticas o ligando-receptor que se producen entre las NPs y la
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superficie del codgulo. Las NPs de PLGA/CS poseen el menor tiempo de lisis mientras que
las PLGA/CS-GRGD son las que digieren coagulos de mayor peso.

Por tanto, en un modelo de tubo ocluido la trombolisis es mas rapida usando estos
biomateriales que usando tPA libre. Cabe destacar el hecho de que las NPs de menor
tamafio (250-320 nm) penetran con mas facilidad en el codgulo y que al ser recubiertas
protegen al t-PA de sus inhibidores en el plasma (PAI-1), ayudando a que el tPA se libere en
el interior y haga su efecto.

Asi, los nuevos transportadores de NPs en el tratamiento trombolitico pueden beneficiar a

muchos pacientes que usan la terapia trombolitica convencional.

4.2.2. Nanoagentes multimodales para la deteccion de trombos intravasculares
(McCarthy et al., 2009):
Partiendo de la base de distintas estrategias de focalizacién y deteccién de la trombosis
como el estudio de Jaffer et al. (2004), en el que se sintetizd un agente peptidico marcado
fluorescentemente dirigido al FXllla, y usando la unién no covalente de un péptido
apetente por la fibrina de los trombos, se llegé a la conclusion de que se podian sintetizar y
caracterizar dos nanoagentes multimodales dirigidos a trombos, los cuales se podian unir a
ellos de forma covalente o no.
Para ello, McCarthy et al. (2009), tomaron nanoparticulas de 6xido de hierro reticulado
(CLIO) y las marcaron fluorescentemente con agentes peptidicos que fueron dirigidos a
fibrina y a FXllla y que al estar marcados por fluorescencia se podian detectar mediante
MRI e imagen 6ptica. El CLIO es un nucleo de 6xido de hierro de 5 nm que esta recubierto
por dextrano aminado y reticulado con epiclorhidrina (Josephson et al., 1999) cuya utilidad
es seguir in vivo la formacién de los codgulos.
La fluorescencia usada tenia distintos espectros de radiacidn, con lo cual se podia ver al
mismo tiempo codmo la fibrina y el FXllla actuaban en la formacién del trombo, ademas de
poder determinar su edad y ver la eficacia trombolitica de la terapia empleada.
Se llevd a cabo la sintesis de un determinado numero de péptidos y péptidos control para
poder realizar las distintas combinaciones de marcacién de las NPs CLIO y ver cual de ellas
era la mas eficaz. Los péptidos fueron los siguientes:

e Péptido GNQEQVSPLTLLKC para la focalizaciéon del factor XIlI: FXIII.

e Control del péptido de GNAEQVSPLTLLKC: CXIII.

e Péptido dirigido a fibrina: GPRPP.

e Péptido de control del péptido dirigido a fibrina: GPSPP.
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e CLIO-VT680: al CLIO se le agregé el éster succinimidilico de VivoTag 680.

e CLIO-Cy7: al CLIO se le agregd el éster succinimidilico de Cy7.

e Péptido CLIO-FXIII: compuesto por FXIII-CLIO-VT680.

e Péptido control CLIO-CXIII: compuesto por CXIII-CLIO-VT680.

e Péptido CLIO-GPRPP: compuesto por GPRPPGGSKGC-CLIO-Cy7.

e Péptido control CLIO-GPSPP: compuesto por GPSPPGGSKGC-CLIO-Cy7.
La sintesis de estos péptidos se realizé por sintesis del péptido/nucleo de secuenciacion de
proteinas utilizando estrategias convencionales de sintesis Fmoc vy, al igual que todos los
procedimientos llevados a cabo para ello, se describe con mas detalle en McCarthy et al.
(2009).
A continuacion, se realizé un ensayo de unidn a coagulos in vitro para ver si estos agentes
eran capaces de unirse a los coagulos. Los coagulos fueron creados con plasma fresco (FFP)
en pocillos. Una vez obtenidos los codgulos se tomaron imagenes por reflectancia de
fluorescencia (FRI) en los canales de Cy7 y VT680 (tiempos de exposicion de 1-10 s) y se
obtuvieron MRI del gel que contenia los codgulos en el sistema OV100 para la correlacidn
de imagenes de fluorescencia y resonancia magnética.
Los resultados obtenidos sobre la capacidad de los agentes sintetizados para unirse a los
coagulos in vitro fueron los siguientes:

> Para el agente dirigido a fibrina, CLIO-GPRPP, tras incubarlo con los coagulos se vié

que la sefial de fluorescencia medida con una radiacién comprendida entre 780 vy

2500nm (NIRF), era bastante mayor que la correspondiente a los codgulos incubados

con los agentes de control CLIO-GPSPP y CLIO-Cy7 (Figura 2).

Figura 2. Imagen de reflectancia de fluorescencia de la unién in vitro de los agentes a

coagulos de FFP en el canal Cy7. Tomada de McCarthy et al., 2009.
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> Para el agente dirigido a FXllla, el CLIO-FXIII, incubado con los codgulos, la sefial NIRF
también era considerablemente mayor que para los codgulos incubados con los agentes

de control, CLIO-CXIIl y CLIO-VT680 (Figura 3).

Figura 3. Imagen de reflectancia de fluorescencia de la unién in vitro de los agentes a

coagulos de FFP en el canal VT680. Tomada de McCarthy et al., 2009.

Estos resultados daban a entender que los agentes dirigidos a FXllla marcados con VT680
tenian una mayor avidez por los trombos que los marcados con Cy7, que eran los dirigidos a
fibrina.

Para medir las capacidades multimodales de estos nanoagentes se utilizaron MRI y FRI. Se
tomaron MRI de los codgulos que obtuvieron los resultados mas relevantes en el
experimento previamente introducidos en agar al 2%. En las MRI para los agentes CLIO-
GPRPP (fibrina) y CLIO-FXIII (FXIlla) unidos a los coagulos se producia una gran pérdida de
sefial de MRI, mientras que los controles (CLIO-GPSPP y CLIO-CXIII), también incubados con
los codgulos, apenas sufrian cambios en la sefial de MRI.

En las FRI de los codgulos se vid que los agentes CLIO-FXIII se depositaban en mayor medida
en el canal VT680 y los agentes CLIO-PRPP se depositaban en el canal Cy7, corroborando de
esta forma que eran agentes multimodales.

Por ultimo, para medir la capacidad de focalizacién de lo nanoagentes se realizaron
estudios de trombosis in vivo con animales (ratones). Los trombos in vivo fueron inducidos
por dafio con cloruro férrico (FeCl;) en la vena yugular. Los ratones se anestesiaron usando
un preparado intraperiotenal (IP) compuesto por ketamina, xilazina y solucién salina estéril.
A continuacion, se realizdé una incisién en el cuello exponiendo aproximadamente 1 cm de
la vena yugular y el FeCl; se aplicd localmente en la vena yugular produciendo una lesién.

30 minutos después de producir la lesion, se inyectd por via i.v. a través de un catéter las
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NPs dirigidas al trombo (CLIO-GPRPP, CLIO-FXIIl) y el agente de control (CLIO-GPSPP, CLIO-
CXIl1). Luego, 30 minutos después de la inyeccién del agente los ratones fueron sacrificados,
la vena yugular que contenia el trombo y la vena yugular de control contralateral se
extirparon y su imagen fue captada en el canal Cy7 (fibrina) y VT680 (FXIIl) mediante FRI.
Las nanoparticlas CLIO con cada uno de los péptidos indicados anteriormente fueron
modificadas para que se les pudiera seguir, como agente de imagen, en su conjugacion con
fibrina y FXllla.

La principal diferencia entre los nanosistemas que usaron para la fibrina y el FXllla era la
longitud de onda del colorante fluorescente que usaron, para marcar el péptido CLIO-FXIII
se usd VT680 y para marcar el péptido dirigido a fibrina (CLIO-GPRPP) se usé Cy7, lo cual
permitia obtener imagenes in vivo a la vez de como se iban acumulando ambos agentes y
las imdagenes de fluorescencia simultdneas de ambos agentes (Cy7 y VT680 son
espectralmente distintas). Como resultado, estos dos agentes podian localizar trombos a
través de nanoparticulas dirigidas a fibrina y determinar la edad y lisis del trombo mediante
las dirigidas al FXIII.

Conclusiones:

En este trabajo, McCarthy et al. (2009), demostraron que era posible sintetizar dos
nanoagentes multimodales y dirigirlos a moléculas claves en los trombos, como son la
fibrina y el FXllla. Se comprobd in vitro que los codgulos se unian fuertemente a los
nanoagentes y que ademas esto se podia detectar por MRI y FRI. Con los estudios
realizados in vivo con ratones se pudo comprobar que los nanoagentes eran capaces de
acumularse mdas facilmente en los codgulos vasculares que los agentes de control
sintetizados de forma simultanea a los nanoagentes. Y, por uUltimo, se demostré que estos
nanoagentes también servian para poder comprobar la edad de los trombos gracias a la

visualizacidn de la fibrina y el FXIlla en los trombos agudos y subagudos.

4.2.3. Nanoagentes multifuncionales para la terapia fibrinolitica dirigida a trombos
(McCarthy et al., 2012):

Actualmente, solo los activadores del plasminégeno exdgenos son los encargados de lisar
coagulos, consiguiendo restaurar el flujo sanguineo muy rapidamente y disminuyendo la
mortalidad derivada de los trombos vasculares. Pero se ha visto que aunque esta terapia
consigue restaurar el flujo y prevenir la muerte de tejidos y érganos, cuenta con numerosos
“fallos”, ya que no es capaz de restaurar al 100% el flujo de los vasos afectados y ademas
puede llegar a afectar a la normalidad del sistema hemostdsico pudiendo provocar

hemorragias.
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En este estudio, McCarthy et al. (2012) propone la sintesis de determinados péptidos que
actuen, tanto in vitro como in vivo, como nanoagentes dirigidos y que cotengan
nanomateriales tromboliticos; en concreto, la sintesis del nanoagente CLIO-FXIII-PEG-tPA,
en el que el tPA es el agente trombolitico que va unido a un nanosistema transportador
constituido por CLIO-FXIII-PEG. El péptido FXIIl se une covalentemente al codgulo y lo
modifica (otros agentes dirigidos a trombos no se pueden unir covalentemente al coagulo)
pudiendo acumularse libremente en el codgulo sin que exista ninguna interferencia.

El objetivo de esta modificacidn, la adicién de un péptido que dirija al nanoagente a la
molécula diana, es que se produzca un conjugado estable.

También se sintetizaron NPs con la secuencia peptidica CXIlIl (GNAEQVSPLTLLKC).

Para conseguir la fluorescencia que permitiera detectar y evaluar la accion de las NPs, se
marcaron con VivoTag 680 (VT680) como fluoréforo NIR. Por otro lado, se les adiciond
polietilenglicol (PEG) para enlazar el farmaco fibrinolitico a la particula, ademas de
minimizar las interacciones estéricas.

El estudio de la unién de las NPs a los coagulos in vitro se realizdé con codgulos obtenidos a
partir de FFP, siguiendo el procedimiento que se describe en McCarthy et al. (2009) y para
evaluar la actividad fibrinolitica in vitro se realizé un ensayo ELISA IMUCLON (American
Diagnostica Inc., Stamford, CT).

Para evaluar la actividad del nanoagente in vivo se usaron ratones, en los que mediante una
microscopia de fluorescencia se pudo ver la trombosis arterial y venosa. Asi, induciendo
una embolia pulmonar en el ratén, se pudo determinar la actividad fibrinolitica de los
nanoagentes sintetizados compardndolo con la actividad el tPA libre.

McCarthy et al. (2009) describieron entre sus principales resultados los siguientes:

Los agentes tromboliticos obtenidos y sus respectivos controles fueron sintetizados capa
por capa, de modo que la capacidad de unién de estos nanoagentes a los coagulos se
comprobd en cada etapa de la sintesis, para asegurar que no se produjeran efectos
indeseados en la orientacién de los agentes a medida que se iban afiadiendo capas.
Mediante espectroscopia se cuantificd el nimero de péptidos que existian por particula, las
funcionalizadas con FXIIl y con CXIIl. El resultado fue de 34 péptidos, lo cual hizo que
aumentara minimamente el didametro hemodindmico de las NPs.

Como control se sintetizaron NPs CLIO-PEG-tPA, un nanoagente no dirigido ya que no
poseia el péptido FXIIl, siguiendo la misma metodologia que para el nanoagente dirigido.
Tras la incubacién de los nanoagentes con los coagulos se tomaron FRI y los resultados
obtenidos revelaron que todos los nanoagentes mostraban sefial de fluorescencia pero los

dirigidos con FXIIl eran las que mostraban mayor sefial en cada etapa de la sintesis.
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Tanto el nanoagente peptidico dirigido (CLIO-FXIII-PEG-tPA) como su control (CLIO-CXIII-
PEG-tPA) llevaban conjugados entre 3 y 4 moléculas de tPA, mientras que el conjugado no
peptidico (CLIO-PEG-tPA) sélo llevaba una, por ello, en posteriores estudios McCarthy et al.
(2012) abandonaron el estudio del conjugado no peptidico y siguid con los otros
nanoagentes, el CLIO-FXIII-PEG-tPA y su control CLIO-CXIII-PEG-tPA.

Respecto a la capacidad fibrinolitica del nanoagente peptidico dirigido (CLIO-FXIII-PEG-tPA)
in vitro, ésta se evalud con el ensayo del dimero-D. El nivel de dimero-D en sangre nos
indica la presencia o no de un trombo, niveles bajos indicarian que no existiria un trombo.
Los resultados obtenidos de dimero-D cuando se usé el nanoagente dirigido eran similares
a los obtenidos usando tPA libre, lo cual indicaba una eficacia trombolitica similar.

A continuacion, la capacidad de unidn del nanoagente dirigido al codgulo in vivo se evalud
en un modelo murino de arteria y trombosis venosa. Tras la induccién local del trombo se
les inyectd a los animales un dextrano de alto peso molecular marcado fluorescentemente
(FITC-dextrano) para poder ver la vasculatura y dénde se encontraba el trombo. Luego, se
les inyecté a los animales el nanoagente dirigido y su control, y se les dejo circular
libremente por el torrente sanguineo durante una hora para a continuacion tomar
imagenes mediante una microscopia de fluorescencia intravital (IVFM). A continuacidn, se
vid que el nanoagente dirigido, CLIO-FXIII-PEG-tPA, se podia dirigir muy facilmente hacia los
trombos mientras que el control no. También, segun la fluorescencia observada, se
comprobd que CLIO-FXIII-PEG-tPA quedaba fundamentalmente en la periferia del coagulo
pero no era capaz de penetrarlo (Figura 4A), de modo que en las imagenes se veia el centro
del coagulo oscuro y su periferia marcada intensamente con un anillo fluorescente que
indicaba la unién con el nanoagente, con lo cual la unién del nanoagente a la superficie del

trombo es un proceso que esta favorecido.

AR BN
.

Figura 4. Imagenes de microscopia de fluorescencia intravital (IVFM) (A) muestran como el
nanoagente se une a la superficie del codgulo (rojo); (B) donde no se aprecia unién alguna

del nanoagente al codgulo. Tomada de McCarthy et al., 2012.
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Sin embargo, en los ratones que recibieron el control se vié que la unién de éstos a los
coagulos era insignificante (Figura 4B).

Por ultimo, para analizar la capacidad fibrinolitica in vivo del nanoagente usaron un modelo
de embolismo pulmonar murino humanizado. Primero se marcd el fibrindgeno humano

nativo con ['*

I] en tubos de yodacidn y con la inyeccion de un coagulo de plasma humano
marcado con '®| en la vena yugular del ratén, se indujo la embolia pulmonar. A las 2 horas
de la inyeccion los ratones fueron sacrificados para poder visualizar la radioactividad
residual del trombo. Diferentes grupos de animales fueron tratados con tPA libre y con
nanoagente CLIO-FXIII-PEF-tPA. Se comprobd que cuando se trataba a los animales con
CLIO-FXIII-PEF-tPA y tPA libre, a la misma dosis, la eficacia de disolucidon del coagulo
marcado radiactivamente del nanoagente era muy similar a la del tPA libre.

Sin embargo, los autores de esta investigacién indican que un posible impedimento estérico
entre el nanoagente y la molécula diana, puede provocar una disminucién de la unién a
fibrina y por tanto de actividad.

Conclusiones:

En este estudio no se demostrdé que el nanoagente estudiado tuviera una eficacia superior
frente a los farmacos libres (por ejemplo, el tPA libre), pero si se demuestra que es un
prometedor agente dirigido a los trombos para poder diagnosticarlos y tratarlos con,
ademas, un buen perfil de seguridad. Su empleo podria evitar el principal efecto secundario
de los farmacos tromboliticos que es la hemorragia, especialmente la hemorragia
intracraneal, ya que los nanoagentes no consiguen atravesar la barrera hematoencefalica,
de modo que se podrdn asociar a los nanoagentes distintos farmacos tromboliticos

disminuyendo los efectos secundarios y consiguiendo una mayor eficacia.

4.2.4. Nanoterapias activadas por cizallamiento para la orientacion de farmacos a los
vasos sanguineos obstruidos (Korin et al., 2012):

Se trata de una técnica muy importante para tratar enfermedades potencialmente mortales
derivadas de la obstruccidon aguda de los vasos sanguineos del corazén, cerebro y pulmdn
principalmente.

Con este tipo de nanoterapia lo que se pretende conseguir es una disolucién rapida del
coagulo, haciendo que el flujo sanguineo vuelva a ser normal. Todo ello mediante
nanoparticulas que van a ir cargadas con el activo deseado y que van a ser activadas por
cizallamiento en la zona de la oclusién del vaso. Esta estrategia va dirigida a llevar mds
especificamente el farmaco al sitio deseado, es decir donde esté la obstruccién v,

mantenerlo ahi en lugar de que pueda acceder libremente al resto del cuerpo como hacen
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los farmacos fibrinoliticos tradicionales, evitando asi los posibles efectos indeseados que se
puedan producir, principalmente las hemorragias como ya hemos dicho anteriormente.
Cuando la pared vascular estd engrosada por la placa de ateroma se produce una elevada
fuerza de cizallamiento entre el flujo y la placa de modo que estos nanosistemas
aprovechan esa gran fuerza de cizalla para pegarse al coagulo que se ha formado y poder
disolverlo.

Los nanosistemas desarrollados en este trabajo (SANT) consisten en agregados de varias
nanoparticulas de tamafio nanométrico, de modo que el agregado es similar al tamafio de
una plaqueta (1-5 mm diametro).

La hipdtesis de trabajo es que estos microagregados se desagregaran por cizallamiento de
modo que las nanoparticulas individuales ejercerdn su efecto sobre el coagulo. Cuando
estos agregados se ven sometidos a una elevada fuerza de cizalla se van a romper, de modo
que las NPs van a quedar libres y al ser tan pequefas sufren menor arrastre pudiendo
adherirse mucho mas facilmente a la superficie donde esta el codgulo.

Ademads, estas NPs se van a poder recubrir con moléculas especificas que se unan a su
diana, en este caso al coagulo de fibrina. Asi, se conseguiria reunir una mayor cantidad de
agente terapéutico en el lugar de la oclusién vascular.

Los SANTs se obtuvieron mediante secado de pulverizaciones de soluciones concentradas
de PLGA para obtener agregados de tamafio micrométrico (microagregados) compuestos
de particulas mas pequenias (Figura 5A).

Los microagregados de PLGA se mantienen estables en soluciones acuosas gracias a su
hidrofobicidad pero se rompen cuando las fuerzas cohesivas que unen las nanoparticulas se
ven vencidas por fuerzas mecdanicas como la fuerza de cizallamiento (Figura 5B).

A continuacion, se comprobd la posibilidad de vehiculizar los SANTs selectivamente a la
region obstruida de los vasos con unas condiciones determinadas de flujo hemodinamico.
Los microagregados SANTs se marcaron fluorescentemente y se mide su sensibilidad a la
fuerza de cillaza mediante un reémetro, que aplica fuerzas de cizallamiento controladas in
vitro. Para ello se usé un modelo tridimensional que imitaba a los vasos sanguineos con una
obstruccion del 90%, lo cual producia una fuerza de cizalla aproximadamente 100 veces
mayor a la del flujo sanguineo normal, comprobando de esta forma que cuando se
alcanzaban las 100 dinas/cm? aumentaba 16 veces la liberacién de las NPs en comparacion
con niveles normales de cizallamiento (1 6 10 dinas/cm?) (Figura 5C), lo cual era positivo

puesto que esta fuerza de cizalla se produce en multiples enfermedades cardiovasculares.

25



Nanotecnologia de aplicacion en patologia cardiovascular

SA-NTs

1.2 normal palholoqical D

1.0
120 ' \
0.8
: Ly, ~— stenosis
0.6 4 ‘ .
' o 40 . S -
0.2 A
0.0 ‘J normal pathological

10 100 1000
Shear stress (dyne/cm?)

Figura 5: (A) Imagenes de microscopia electrénica de SANT (izquierda) (~ 2-5 mm) y las NPs
de PLGA (~ 180 nm) (derecha). (B) Micrografias de fluorescencia que demuestran SANTs
intactos (arriba) y NPs dispersas tras su exposicion a 1000 dinas/cm” durante 10 minutos
usando un reédmetro. (C) Liberacién de NPs fluorescentes de los SANTs por la fuerza de
cizalla (aumenta la liberacién al aumentar la fuerza de cizalla a niveles patoldgicos). (D)
Simulaciones fluidodinamicas computacionales (CFD) del esfuerzo cortante fluido en una
arteria coronaria normal (izquierda) y en un vaso estenético con una obstruccion del 60%
(derecha). Angiograma de la arteria coronaria izquierda estendtica den un paciente de 63

afos en el recuadro izquierdo Tomada de Korin et al., 2012.

Para evaluar la capacidad de estos SANT para disolver coagulos in vivo, lo que se hizo fue
marcar fluorescentemente las nanoparticulas recubiertas con un farmaco trombolitico, el
activador del plasmindgeno tisular (tPA), aprobado por la FDA, y se indujo la formacion de
un codgulo in vivo de forma enddgena en un ratdn, que sera el modelo arterial, mediante la
exposicién directa con cloruro férrico. Lo cual llevd a que se formaran enormes codgulos de
sangre en muy corto periodo de tiempo (minutos) en las arterias mesentéricas,
obstruyendo los vasos en un 80% y aumentando la fuerza de cizalla unas 15 veces
(aproximadamente 450 dinas/cm?).

A los 8 minutos de producir la lesién fueron inyectados por via i.v. los SANTs que contenian
el tPA y que fueron marcados fluorescentemente. De este modo se consiguié visualizar
claramente la lesién y ademds se vio como el tPA que llevan las nanoparticulas comenzaba

a erosionar el trombo a los 5 minutos de haber sido inyectados.
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También se conseguia hacer un seguimiento continuo de los vasos durante 15 minutos
confirmdndose que los SANTSs seguian circulando por el torrente sanguineo donde no habia
coagulos (vasculatura normal) intactos sin romper los microagregados.

Con la liberacién inducida de SANTSs se consigue volver a abrir las arterias ocluidas y retrasar
el tiempo de obstruccion del vaso en comparacion con la administracion de tPA libre. No se
obtuvieron los mismos resultados con microagregados de tPA termofundidos (que no se
disocian frente a elevadas fuerzas de cizalla) o de nanoparticulas de tPA (tPA-NP).

En ensayos donde el vaso estaba casi totalmente obstruido, los SANTs-tPA fueron capaces
de unirse al coagulo y degradarlo, logrando su total destruccion y la recanalizacidn del vaso.
Asi, se concluyd que los SANTs eran eficaces para llevar la terapia trombolitica al sitio de
oclusion vascular y obtener una visualizacién in situ a tiempo real de la lesién vascular.

A continuacioén, se realizaron otros 2 ensayos mas con el fin de evaluar el potencial de estos
SANTs para tratar patologias oclusivas embolicas que hacen peligrar la vida del paciente,
uno para estudiar la embolia pulmonar in vitro y otro para la embolia pulmonar en ratones
Vivos.

El primero de estos ensayos se realizé en un modelo in vitro de embolia pulmonar para
evaluar si los SANTs tienen la suficiente capacidad de cizalla como para contrarrestar los
efectos de la embolia. Se usé un pulmdn entero de ratén al que inyectaron por la arteria
pulmonar una solucién con los codgulos ya preformados y en los que se formaron
microcodgulos que al ocluir la arteria hacian que aumentara la presion pulmonar mas del
triple de sus valores normales, 30 mmHg frente a 8 mmHg. A continuacidn, se infundieron
los SANTs recubiertos con tPA y se realizé un andlisis fluorescente microscépico que
efectivamente confirmd que se producia un aumento de las NPs con tPA superior a 25
veces en el sitio de oclusién vascular y, ademds, se conseguia la regularizacién de la presiéon
arterial pulmonar 1 hora después de la infusién de los SANTs a través de la lisis de los
coagulos. Esto era muy positivo puesto que para conseguir los mismos efectos con tPA
soluble se deberia administrar una dosis 100 veces superior, ya que a la misma
concentracién no se observaban efectos significativos.

El segundo y ultimo ensayo, estudid la embolia pulmonar en ratones vivos. Los coagulos
inyectados por la vena yugular eran mas pequeiios y se acumulaban en los vasos
periféricos. Si los SANTs recubiertos con tPA se administraban justo después de los
coagulos, se conseguia disminuir el tamafio y el nimero de codgulos mas del 60%, mientras
que si los administraban 30 minutos después solo se conseguia reducir un 30%.

También se administré una infusidon de codgulos de un tamafo mayor, los cuales se iban

depositando en las arterias pulmonares, similar a lo que ocurre en los humanos en el caso
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de una embolia pulmonar. Se hicieron 2 grupos, al primero, el grupo control, se le
administré solo el tPA libre y al segundo, los SANTs recubiertos con tPA, inmediatamente
después de administrar los coagulos. En el grupo 1, la tasa de supervivencia fue cero,
mientras que en el grupo 2 sobrevivieron mas del 80% de los ratones y ademas, no se
observaron dificultades respiratorias en ninguno de ellos.

Conclusiones:

Por un lado, se vio que los SANTs presentaban una serie de ventajas que eran bastante
aprovechables de cara al desarrollo de nuevas terapias ya que mejoraban la seguridad de
las terapias tromboliticas consiguiendo disminuir la dosis de farmaco usada obteniendo los
mismos resultados, minimizaban el sangrado y la neurotoxicidad al poder ser eliminados
rapidamente de la circulacidn (80% de aclaramiento en 5 minutos), al ser de mayor tamafio
que el tPA libre era mas dificil que pudiesen entrar en los tejidos lesionados y se podian
usar en la prevencion de la formacién de trombos cuando las caracteristicas de la lesion
cambian.

Por otro lado, también se demuestra que la técnica de cizallamiento presenta buenos
resultados, ya que trata y disuelve coagulos de fibrina en pacientes que ya han sufrido un
accidente cardiovascular (infarto agudo de miocardio, accidente cerebrovascular, etc.), al
aumentar la fuerza de corte cuanto mas estrechamiento se produce en el vaso nos ofrece
una estrategia muy util para la orientacion del farmaco, con lo cual se podria llegar a
conseguir la administracidon inmediata de la terapia en aquellos pacientes en los que se
sospecha puedan tener un coagulo que amenace su vida y esa administraciéon podria
hacerla tanto el cuidador como cualquier sanitario incluso antes de que el paciente llegue al
centro hospitalario.

Por tanto, este estudio arroja la esperanza de que en un futuro, se pueda llegar a disefiar y
fabricar SANTs cargados con mas de un medicamento o también con agentes de imagen
para poder asi visualizar y localizar en tiempo real las patologias relacionadas con la

oclusidn vascular.

4.2.5. Nanosistemas con agentes antiplaquetarios derivados de N-acilhidrazina (Sathler et
al., 2014):

Basandose en el estudio de Jorddo et al. (2009), dénde se caracterizd el perfil
antiplaquetario de una serie de derivados N-sustituidos-fenilamino-5-metil-1H-1,2,3-triazol-
4-carbohidrazidas, a los que nombraremos como 2a, 2c, 2e, 2g y 2h (Figura 6), se vio que

algunos de ellos conseguian inhibir la agregacion plaquetaria por acido araquidénico (2c-
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ICso = 8.8 ug/mL), epinefrina (2h-1Cso = 7.8 pug/ml) y ADP (2a — ICso = 19.04 pg/mL), pero sus
perfiles antitromboticos in vivo y su toxicidad in vitro no se pudieron determinar.

Por ello, en este estudio Sathler et al. (2014) pretendia caracterizar in vitro e in vivo el perfil
bioldgico y toxicolégico de los derivados de N-acilhidrazina comparandolos con la aspirina
(antiagregante plaquetario cldsico), ademas de corroborar que las NPs eran las moléculas
mas prometedoras para la administracion de farmacos antitrombdticos, comprobando
también la estabilidad del compuesto mas activo una vez encapsulado en las NPs de PLGA y

PCL.
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Figura 6. Estructura quimica de los derivados de N-acilhidrazina. Tomada de Sathler et al., 2014.

Para evaluar la actividad antihemostasica se realizaron dos ensayos:

» Ensayos de agregacidon plagquetaria: se tomaron muestras de sangre de voluntarios
adultos que no hubieran consumido farmacos en los 15 dias previos, para que no se
produjesen interferencias con el experimento y se obtuvo el plasma humano por
centrifugacidn diferencial. Seguidamente, se analizé el efecto de los derivados contra la
agregacion plaquetaria inducida por trombina usando plaquetas humanas lavadas como
se describe Assafim et al. (2013). Las distintas concentraciones del vehiculo (DMSO 1%) y
los derivados se preincubaron durante 2 minutos antes de afiadir el agonista, en este caso
el coldgeno (3 ug/ml) y la trombina (30 unidades de trombina (NIH)/ml de trombina).

Los ensayos se realizaron por triplicado y los datos obtenidos se analizaron
estadisticamente y se compararon con los que obtuvo el grupo de investigacion utilizando
como agonistas el 4cido araquiddnico, ADP y epinefrina.

Estos datos indicaban que de los 5 derivados el 2e tenia mayor efecto sobre la agregacion
plaquetaria inducida por colageno (68%) que una concentraciéon similar de aspirina (62%),

pero cuando se usé trombina no se observo efecto alguno para ningln derivado.
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Por otro lado, los ensayos para determinar la concentracion que inhibe el 50% (ICsp) de la
agregacion plaquetaria inducida por coldgeno dieron como resultado que el valor mas
bajo era para el derivado 2e (ICso=65.6 pg/ml), seguido de 2a (ICsp = 72.4 ug/ml), 2¢ (ICso =
90.1 pg/ml) y 2g (ICso = 99.6 pg/ml). Estos resultados eran cercanos a los de la aspirina
(ICsp =54.4 pg/ml) que usamos como control y a los de otros agonistas que también se

usaron (Figura 7).

400- Figura 7. Comparacion del perfil
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S M inducida por coldgeno y por otros
98 :: agonistas descritos por Sathler et
A al., 2014, incluye acido

o e araquidonico  (AA), ADP vy

2 % % I 2 ASA epinefrina  (EP). Tomada de

Sathler et al., 2014.

» Ensayo de coagulacion: para realizar los ensayos de tiempo de tromboplastina parcial
activada (PTTa) y de tiempo de protrombina (PT) se usaron distintas muestras de plasma
citratadas de voluntarios del Hospital Universitario Antdonio Pedro (HUAP) que no tuvieran
alteraciones en el sistema hemostasico.
El resultado de los efectos de los derivados de N-acilhidrazina sobre la coagulacién de la
sangre mostré que ninguno de ellos tenia efecto significativo sobre el PTTa y el PT en
comparacion con los controles, que en este caso fueron heparina y argatroban (figura 8A
y 8B).
A continuacién, se determind el perfil toxicoldgico in vitro e in vivo para ver asi, cual era el
derivado mas prometedor. Para ello, se realizaron distintas pruebas de toxicidad: ensayo de
reduccion de MTT, ensayo de captacion de rojo neutro, ensayo de hemolisis, ensayo de
toxicidad in vivo y ensayos antitrombéticos.
En los 3 primeros, donde los derivados fueron incubados con una solucién de eritrocitos, los
resultados arrojaron que los derivados 2g y 2c presentaban un menor nivel inhibitorio de
células viables en 8h, similar a la aspirina. Todos los compuestos presentaron un nivel de
citotoxicidad mas bajo que la aspirina (25%) y no presentaban un perfil hemolitico
significativo después de 3h de incubacion.
Para ver los resultados de los ensayos antitrombdticos y de toxicidad in vivo se usé un
modelo animal de tromboembolismo pulmonar para detectar la supervivencia de estos

derivados in vivo, para ello se usaron ratones y se administraron los derivados por via oral

30



Nanotecnologia de aplicacion en patologia cardiovascular

(10 mmol/Kg). Se comprobd que los derivados tenian unas tasas de supervivencia elevadas,

hasta del 83% en 24h, en comparacién con la aspirina (33%).
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A continuacidn, se realizaron analisis histopatoldgicos del tejido pulmonar de los ratones de
los grupos tratados con los derivados de N-acilhidrazina y se vio una disminucién en la
formacién de los trombos en el pulmdén en comparacién con los del grupo control que no
tenian tratamiento alguno. Los tratados con los derivados 2c, 2e y 2h ademas, presentaban
menos hiperemia y hemorragia que los tratados con aspirina, sin embargo, los tratados con
los derivados 2a y 2g presentaron una hemorragia intensa.

En el analisis histopatoldgico de los érganos de los ratones tratados con los derivados de N-
acilhidrazina a una dosis terapéutica, se vidé que los pulmones se conservaban intactos pero
con pequefias zonas hemorrdgicas y cierta dilatacién en los vasos sanguineos debidas a las
alteraciones vasculares. Los rifiones tanto de los ratones tratados con los derivados como
de los tratados con aspirina presentaban pequefias zonas hemorragicas y vasos sanguineos
hiperémicos, ademas los pretratados con los derivados 2a, 2e y 2h presentaban perdida del
area glomerular. Los analisis del tejido hepatico revelaron la existencia de hepatocitos
conservados sin areas hemorragicas en los ratones pretratados tanto con los derivados

como con la aspirina en comparacidn con el grupo control no tratado.
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Por otro lado, la preparacidn y caracterizacidon de las nanoparticulas de PLGA y PCL que
contenian los derivados de N-acilhidrazina se hizo mediante el método de evaporacién-
precipitacion del solvente similar al que usé Barichello et al. (1999), que consistia en usar
75 mg de PLGA 6 10 mg de PCL y 1.3 mg de cada derivado y disolverlos en 5 ml de acetona
con una solucion de metanol (90:10). Las nanoparticulas se formaron de manera inmediata
y los disolventes organicos se quitaron de la suspension coloidal por evaporacion rotatoria
a 252C bajo presion reducida (Sathler et al., 2014).

También se llevaron a cabo determinaciones del indice de polidispersidad (PDI), del
didametro, del potencial zeta de la NPs y de la eficacia de carga (LE) de los derivados.

Se comprobd que el derivado 2c presentaba un significativo potencial antitrombdtico ya
qgue aumentaba la supervivencia de los ratones con coagulacién intravascular diseminada
(DIC) un 80% (casi el doble de lo que se conseguia con la aspirina) y ademas presentaba un
mejor perfil de seguridad siendo menos citotdxico que la aspirina. El derivado 2c, por tanto,
era el que poseia mayor supervivencia, mayor efecto inhibitorio y menor toxicidad, siendo
éste el elegido para llevar a cabo un posible tratamiento para la trombosis.

Durante el estudio se corroboré que los mejores polimeros para preparar las NPs que iban a
contener al derivado 2c eran el PLGA y el PCL. La morfologia esférica y el tamafio en escala
nanomeétrica eran compatibles con los obtenidos en las mediciones de dispersion dindmica
de la luz (DLS), su tamafio de 300 nm era adecuado para que las NPs pudiesen circular por
el torrente sanguineo, incluso por los capilares de menor tamario, sin problema alguno. El
potencial zeta dio valores negativos para ambas NPs, lo cual hacia posible aumentar el
tiempo de circulacion en el organismo del nanosistema debido a la repulsidn electrostatica
que se produce entre las cargas del nanosistema y el endotelio vascular.

Por ultimo, se determind la liberacidon de farmacos in vitro. Para realizar estos estudios se
agregaron 7.5 ml de la suspension de NPs de PLGA con el derivado 2c en un tubo de dialisis
y se usé un método cromatogréafico para analizar la solucidon. Todo el proceso se hizo
siguiendo el descrito por Prabu et al., (2009).

Los resultados obtenidos indicaban que el nanosistema que contenia el derivado 2c tuvo
una liberacion inicial del mismo durante la primera hora del 36.37%, alcanzando una
liberacion de casi el 51% en su quinta hora. El perfil de liberacién resulto ser lineal del dia 8
al 21 y al finalizar la tercera semana (21 dias) la liberacién habia sido del 100%. Ademas, los
valores bajos del indice de polidispersidad indicaban que presentaban una alta
homogeneidad en la liberacién del compuesto encapsulado.

Conclusiones:
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Los derivados 2c y 2g resultaron ser los mejores de la serie de los 5 derivados y también en
comparacién con la aspirina, ya que mostraron el mejor perfil en los ensayos de
citotoxicidad in vitro.

De estos dos el mejor resulté ser el 2c, puesto que presentaba la mejor actividad
antitrombdtica con los menores efectos secundarios (incidencia hemorragica mas baja) en
el modelo in vivo de tromboembolismo pulmonar inducido por trombina y ademas, no
presentaba perfil hemolitico. También fue el que tenia el mejor perfil bioldgico, era el
mejor inhibidor de la agregacién plaquetaria y el que tenia mayor supervivencia en el
organismo, con lo cual se llegd a la conclusion de que este derivado seria el adecuado para
el desarrollo de los nanosistemas que interesaban.

Por otro lado, se comprobé que los polimeros PLGA y PCL resultaban adecuados para
contener al derivado 2c y que la nanoprecipitacion, tal como describié Barichello et al.
(1999), era el mejor procedimiento para encapsularlas. El hecho de la que las NPs fueran
esféricas y su alta eficiencia de carga, indicaban que estos nanosistemas serian atiles, en un
futuro, como tratamiento terapéutico antitrombético.

Por ultimo, se pudo constatar que las NPs de PLGA tenian una liberacidon inmediata durante
la primera hora, observando un perfil de liberacién constante entre 8 y 21 dias, lo cual
indicaba que poseian un elevado control sobre la tasa de liberacidon de 2c.

Con todos estos resultados, se puso de manifiesto que el derivado 2c encapsulado en
nanoparticulas de PLGA era viable como sistema de antiagregacién plaquetaria en la
primera hora tras alcanzar el torrente sanguineo y ademas, 2c contribuye al cumplimiento y
adherencia al tratamiento debido a su perfil de liberacién controlada, haciendo que el

numero de dosis administradas al paciente sea menor.
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5. CONCLUSIONES

1. Queda corroborado que el recubrimiento de las NPs aporta numerosas ventajas, ya
que el fdrmaco trombolitico que vamos a recubrir o a asociar con nanoagentes, va a ver
aumentada su eficacia al estar protegido de sus inhibidores. Esto conlleva que la liberacidn
del fdrmaco sea mas rdpida y mas cercana al coagulo y asi, el proceso de trombolisis se
produzca de forma mas rdpida.

2. El hecho de usar otros polimeros, aparte del PLGA, para recubrir NPs hace que éstas
posean unas caracteristicas diferentes, facilitando entre otras cosas la penetracién de las
NPs en los codgulos logrando que la trombolisis se produzca en menor tiempo.

3. Aprovechando las interacciones electrostaticas que se producen entre las NPs
recubiertas con CS o con el sistema CS/GRGD y la superficie del codgulo o entre los
componentes del codgulo, por ejemplo la fibrina, se consigue acelerar la trombolisis.

4. El uso de agentes multimodales es una técnica muy prometedora para la
determinacion de la edad del trombo, aspecto muy importante en la patologia
cardiovascular. Ademas estos agentes multimodales presentan un perfil de seguridad
adecuado.

5. Se demuestra que la técnica de MRI es una de las mejores para poder detectar los
codgulos marcados con las NPs, al igual que la fluorescencia.

6. Se abren nuevos campos de investigacion para visualizar y localizar en tiempo real las
patologias vasculares y también la administracion inmediata de la terapia desde el primer
momento que se sospecha de la aparicién de un coagulo.

7. La técnica de activacidn por cizallamiento demuestra ser muy adecuada para tratar y
disolver codgulos en pacientes que ya han sufrido un accidente cardiovascular.

8. La nanotecnologia mejora la seguridad de las terapias tromboliticas consiguiendo una
disminucién del sangrado (efecto secundario de la terapia trombolitica tradicional) y de la

neurotoxicidad.
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ABREVIATURAS

CLIO: particulas de éxido de hierro reticulado.

CS: quitosano.

CS-GRGD: péptido injertado en quitosano.

DLS: dispersion dindmica de la luz.

DMSO: dimetilsulfoxido.

FDA (Food and Drug Administration): administracion de alimentos y medicamentos de
EE.UU.

FeCls: cloruro férrico.

FFP: plasma fresco congelado.

FRI: imagenes de reflectancia de fluorescencia.

IP: preparado intraperitoneal.

IVFM: microscopia de fluorescencia intravital.

MR: resonancia magnética.

MRI: imagen de resonancia magnética.

NHI: unidades de trombina.

NIRF: fluorescencia medida con una radiacién entre 780 y 2500 nm.
NP: nanoparticula.

PAI: inhibidor del activador del plasmindgeno tipo-1.

PCL: poli-(e-caprolactona).

PDI: indice de poli-dispersion.

PEG: polietilenglicol.

PLGA: acido poli-(lactida-co-glicolida).

PT: tiempo de protrombina.

PTTa: tiempo de tromboplastina parcial activada.

rt-tPA: activador del plasmindgeno tisular recombinante.

SANT: nanosistema con agregados de varias nanoparticulas de menor tamafio.
siARN: ARN de interferencia.

SK: estreptoquinasa.

tPA: activador del plasmindgeno tisular.
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