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RESUMEN

El tromboembolismo pulmonar se encuentra entre las patologias de mayor impacto sobre
la salud poblacional en el mundo desarrollado, situdndose como la tercera causa de morbilidad
y mortalidad. Consiste en la aparicidn de un codgulo sanguineo en el sistema arterial pulmonar
gue obstruye el paso de la sangre de forma adecuada, comprometiendo la circulacién sistémica
del organismo y sometiendo al corazén a una sobrecarga que puede derivar en fallo cardiaco,
este hecho lo convierte en una enfermedad muy grave. En muchas ocasiones puede ser
prevenible, siempre y cuando los posibles factores de riesgo y los primeros sintomas sean
detectados de forma precoz, en este aspecto juega un papel muy importante realizar un
diagndstico correcto, pero el proceso puede resultar dificil porque que sus sintomas pueden ser

comunes a otras patologias, o bien, presentarse de forma asintomatica.

Si se emplean las técnicas apropiadas y se termina diagnosticando un caso se procederd a
la instauracion del tratamiento mds acorde a las caracteristicas del paciente. Los esquemas
terapéuticos van a tener como objetivo el restablecimiento del flujo sanguineo y que el sistema
arterial pulmonar recupere su correcto funcionamiento. La terapia se elegira en funcién del nivel
de riesgo que presente el paciente, en cuanto a las posibles complicaciones que pueda sufrir
como consecuencia de padecer la enfermedad. En casos de bajo riesgo seria suficiente la
administracién de heparinas o anticoagulantes orales, pero si el riesgo es elevado habria que

recurrir a una terapia trombolitica.

El presente trabajo se ha enfocado principalmente en el caso de un riesgo elevado. Para
atacar al trombo responsable de la obstruccién se emplean los farmacos tromboliticos, aquellos
qgue poseen la capacidad de romperlo y disolverlo. El problema que presenta este grupo de
farmacos es el escaso tiempo de permanencia en sangre, que conllevaria aplicar altas dosis; y el
efecto de sangrado a nivel sistémico. Para solucionar estos inconvenientes se han expuesto
distintos disefios terapéuticos empleando nanosistemas que han sido sometidos a una
optimizacion de su estructura con el fin de transportar los fdrmacos de la forma mas selectiva
posible hacia el trombo. Las nuevas perspectivas de tratamiento pretenden maximizar la eficacia
trombolitica empleando dosis de farmaco mas pequefias que hagan disminuir los efectos

secundarios.
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ABREVIATURAS

e Farmacos:
- rt-PA: activador del plasmindgeno tisular recombinante
- SK: estreptoquinasa
- t-PA: activador del plasmindgeno tisular

- UK: uroquinasa

e Otras abreviaturas:
- cRGD: péptido arginina-glicina-acido aspartico ciclico
- ICG: colorante verde de indocianina
- MNPs: nanoparticulas magnéticas
- NETs: transductores derivados de eritrocitos NIR
- NIR: infrarrojo cercano
- NPs: nanoparticulas
- NS: nanosistemas
- PEG: polietilenglicol
- TEV: tromboembolismo pulmonar

- TVP: trombosis venosa profunda
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1. INTRODUCCION

1.1. Fisiologia del tromboembolismo pulmonar

El tromboembolismo pulmonar (TEP) es una patologia producida como consecuencia de
una complicacién de la trombosis venosa profunda (TVP), la cual es resultado de la formacion
de un coagulo sanguineo (trombo) en el sistema venoso profundo de las extremidades inferiores
y la region pélvica. El desarrollo del TEP consiste primeramente en la fragmentacion de ese
codgulo formado, y posteriormente en su migracidn por el torrente sanguineo hasta localizarse
en el sistema arterial pulmonar provocando ahi la obstruccién parcial o total de la circulacién

sanguinea (Alba et al., 2012; Esteban-Jiménez et al., 2013).

La TVP desencadenante del TEP normalmente se desarrolla en las venas de la pantorrilla,
aunque también en valvulas y confluentes venosos de la vena poplitea, femoral o iliaca (Figura
1). Puede verse afectado un solo segmento venoso o varios (Otero y Jara, 2016). Los trombos
situados en las venas préximas a la rodilla son los que presentan mayor riesgo de embolia

pulmonar (Qaseem et al., 2007).
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Figura 1. Sistema venoso de las extremidades inferiores. En azul oscuro aparecen las

venas profundas y en azul claro las venas superficiales (Moumneh et al., 2018).

Como se muestra en la Figura 1 podriamos destacar las siguientes venas: 1. vena femoral

comun, 2. vena femoral profunda, 5. vena poplitea y 6. vena tibial, aquellas que,



fundamentalmente, desarrollan trombos que acaban migrando al sistema arterial pulmonar

(Moumneh et al., 2018).

Triada de Virchow

Resulta interesante mencionar la triada de Virchow, la cual explica que el mecanismo
fundamental del tromboembolismo venoso precisa de tres factores para producirse, estos son
la hipercoagulabilidad, la estasis de la sangre y la lesidn del vaso sanguineo. Entre estos factores

de riesgo, al menos uno de ellos va a contribuir en el desarrollo de la trombosis venosa.

Los coagulos de sangre que aparecen en la arteria pulmonar tienen su origen
mayoritariamente en venas alejadas, como son las venas de la pantorrilla en el caso de la TVP.
Segun esto ultimo, una trombosis en la arteria pulmonar in situ no suele producirse, sino que en
los pulmones va a prevalecer la aparicién de émbolos en lugar de trombos. Concretamente un
émbolo se trata de un trombo que se ha desprendido del endotelio vascular, de venas lejanas

en el caso de TEP, pasando a circular por el torrente sanguineo. (Cha et al., 2015).

Repercusiones

Cuando se desarrolla TEP la cantidad de sangre que regresa al ventriculo izquierdo del
corazon es menor, esto disminuye el gasto cardiaco (volumen de sangre bombeado por minuto),
y por lo tanto la circulacidn sistémica puede verse alterada y posiblemente comprometida; por
otro lado, la disminucidn de la presidn sanguinea en el ventriculo derecho provoca su sobrecarga
dilatdndose para compensar el gasto cardiaco, pudiendo sufrir una isquemia e insuficiencia
cardiaca derecha. Todo ello puede progresar a un infarto ventricular derecho, y en ultima

instancia causar la muerte por fallo del ventriculo derecho (Lualdi y Goldhaber, 1995).
Incidencia

Es una causa de morbimortalidad importante, en concreto, segun la British Thoracic Society
(una organizacién benéfica registrada) supone la tercera causa de muerte cardiovascular, tras la
cardiopatia isquémica y el ictus (Esteban-Jiménez et al., 2013) llegando a alcanzar el 30% de
mortalidad cuando no se recibe tratamiento. Es una enfermedad grave y frecuente, que va en
aumento. Es cierto que puede ser prevenible en muchos casos, para ello es importante detectar
posibles factores de riesgo y la deteccidn precoz de los primeros sintomas (Alba et al., 2012). En
la actualidad, la incidencia del TEP en la poblacidn general es de 1-2 casos cada 1.000 personas

al afo (Carrién-Martinez y Rivera-Caravaca, 2016).



Factores de riesgo

Los factores que pueden aumentar la predisposicidn a padecer esta enfermedad son los
siguientes: edad, genética, embarazo, cirugias, habitos de vida (sedentarismo, tabaquismo),
administracion de farmacos, presencia de manifestaciones clinicas agudas (accidente
cerebrovascular, infarto agudo de miocardio, traumatismos, neoplasias), o bien, de
manifestaciones crénicas (hipertensidon arterial, enfermedad pulmonar, diabetes mellitus,

obesidad, neoplasias) (Alba et al., 2012).

Signos v sintomas

El TEP se puede presentar, a veces, de forma asintomatica. Sin embargo, como se muestra
en la Tabla 1, cuando es sintomatico la aparicidn de disnea de forma subita supone el sintoma
mas frecuente cuando los pacientes acuden a urgencias. A la disnea le sigue, como segundo

sintoma mas frecuente, el dolor toracico de tipo pleuritico (Alba et al., 2012).

Sintomas Signos

« Disnea 80% » Tagquipnea (= 20 rpm) B5%

+ Dolor toracico pleuritico 529 = Tagquicardia (= 100 |pm) 58%

« Dolor toracico opresive 12% = Fiebre (= 37,5%) 50%

+ Dolor en |la pantorrilla 39% = Signos de TVP extremidades inferiores 419
+ Sudoracion-ansiedad 36% = Cianosis 11%

+ Palpitaciones 10%

+ Dolor anginoso 1%

« Tos 20%

» Hemoptisis 119

+ Sincope 19%

Tabla 1. Manifestaciones clinicas, sintomas y signos, en el TEP ordenadas segun el porcentaje

de frecuencia en el que aparecen (Alba et al., 2012).

Diagnéstico

El diagndstico de esta patologia no es precisamente facil, ya que presenta signos y sintomas
inespecificos, de tal forma que ante la sospecha clinica de estar ante un caso de TEP puede que
realmente no sea asi. Debido a esto, es necesario recurrir a técnicas que posibiliten establecer

una valoracion clinica lo mas adecuada, objetiva y cientifica posible (Otero y Jara, 2016).

En la unidad de urgencias hospitalarias resultan muy beneficiosas las siguientes pruebas o

técnicas: el electrocardiograma, la gasometria (medicién de gases en sangre), la radiografia de
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torax, la gammagrafia de ventilacion/perfusion, la prueba del dimero D (producto de
degradacion de la fibrina), la angiografia por tomografia computarizada (angioTAC, técnica de
alta especificidad y sensibilidad, no accesible en todos los servicios vasculares), y la arteriografia

(no estd muy disponible) (Alba et al., 2012).

La informacidn clinica, extraida con las distintas pruebas o técnicas realizadas, supondra
una gran ayuda en el establecimiento de la probabilidad diagndstica y en la determinacion de la
gravedad del paciente; permitiendo ademas la construccién de distintas escalas de riesgo

(Baloira y Ruiz, 2010).

Cascada de coagulacién

A continuacién, se muestra en la Figura 2 un esquema de los pasos y factores que

intervienen en la cascada de la coagulacion.

Factores de contacto

Factor tisular

Fibrinégeno

Figura 2. Esquema de la cascada de coagulacion. La parte izquierda representa la via
intrinseca y la parte derecha representa la via extrinseca. En rojo se representa el

mecanismo de accion de los inhibidores de la coagulacion (Suchon et al., 2018).

La hemostasia se puede definir como la respuesta fisiolégica que se produce ante una lesién
de los vasos sanguineos, a consecuencia de la cual se va a formar un coagulo para mantener la

sangre en el interior del sistema vascular. Se divide en (Barmore y Burns, 2018):

e Hemostasia primaria: consiste en la formacién de un tapén blando de plaquetas que

conlleva un efecto vasoconstrictor.



e Hemostasia secundaria: consiste en la transformacion del fibrinédgeno en fibrina que
acaba convirtiendo el tapén blando de plaquetas en un coagulo insoluble y endurecido

de fibrina.

A continuaciodn, se explican las tres vias de coagulacidn que existen dentro de la hemostasia

primaria y secundaria (Barmore y Burns, 2018):

/7

+» 1.Via intrinseca: se corresponde con la lesion interna repentina del endotelio vascular.
Intervienen los factores de coagulacidn Xl (factor de Hageman), XI (antecedente de
tromboplastina plasmatica), IX (factor de Christmas) y VIII (factor A antihemofilico).

El comienzo de esta via consiste en la activacion del factor Xll, a través de la
interaccion con colageno subendotelial en presencia de un zimoégeno (proenzima o
precursor enzimatico en forma inactiva).

La activacién del zimdgeno a enzima es lo que se designa con la letra “a”, es decir,
los factores que llevan la letra “a” es porque se trata de su forma activa.

El factor Xlla activa al XI en Xla, lo que conducird a la activacion del IX en IXa (serina
proteasa). En el ultimo paso podemos observar cémo la unién Vllla-1Xa activa el factor
X en Xay se llega a la via o etapa final comun.

¢+ 2. Via extrinseca: se activa de forma secundaria ante el suceso de un trauma externo.

Intervienen los factores de coagulacién VII (factor estabilizador) y Il (factor tisular de
tromboplastina).

Esta via implica una menor complejidad para llegar a la via comun. El factor VIl al
unirse con el I (factor tisular), se transforma en una proteasa activa que va a convertir

el factor X en Xa y se llega a la via comun.

X3

%

3. Via comun: en ella van a confluir las vias intrinseca y extrinseca.
Intervienen los factores de coagulacién X (Stuart-Prower), V (proacelerina), Il
(protrombina) y por ultimo el Xlll (factor de estabilizacién de la fibrina). Los
megacariocitos (células gigantes de la médula désea) van a producir las plaquetas y
también van a participar en la produccién del factor V.

Esta via consiste en la conversién del fibrindgeno en fibrina y como paso final una vez
que la fibrina interacciona con el factor Xllla se desarrolla la red de fibrina que

conformara el coagulo.

De forma mas detallada, se procede a explicar la via comun: cuando se produce una lesiéon
vascular la protrombina (factor Il) pasa a trombina (factor lla) a través de la protrombinasa

(complejo formado por el factor Xa, Va, iones calcio y fosfolipidos). La accién de la trombina
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implica la transformacion del fibrindgeno en fibrina, la activacién de las plaquetas y el aumento
de la permeabilidad endotelial. Todo ello conduce por un lado a la detencidn de flujo sanguineo

en el lugar de la lesidon, y por otro lado a la reparacidn del sistema vascular dafiado.

Por este motivo, la importancia del mecanismo de accién del eje protrombina/trombina;
hay terapias anticoagulantes que enfocan su objetivo terapéutico en esta parte de la cascada

(Chinnaraj et al., 2018).

La reticulacion de la fibrina, en cuanto a las cadenas R y vy, es llevada a cabo por el factor
Xllla, esto incrementa la resistencia a la fibrindlisis caracteristica de los trombos agudos

(McCarthy et al., 2009).

1.2. Terapia del tromboembolismo pulmonar: farmacos segun el nivel de riesgo

Ya se ha comentado que en la trombosis se acumulan plaquetas y fibrina, inducidas por la
activacion de factores de coagulacién; es la antesala para padecer otros sindromes
cardiovasculares que resultan potencialmente mortales, como son el infarto de miocardio, un
accidente cerebrovascular y la embolia pulmonar (principales causas de muerte en el mundo

desarrollado).

Por esta razén, es muy importante localizar y caracterizar correctamente los trombos in
vivo, de manera que nos permita establecer el tratamiento mas adecuado (McCarthy et al.,

2009).

En el TEP es necesario conocer la situacion hemodindmica concreta del paciente en el
momento del diagndstico, ya que la elecciéon de la terapia serad en funcién de que presente bajo
o alto riesgo de sufrir complicaciones en su salud como consecuencia de padecer la enfermedad

(Castuera et al., 2015):

e En el caso de un riesgo bajo o intermedio el tratamiento de eleccién consiste en la
administracién de anticoagulantes en funcidn de las caracteristicas del paciente.
e En el casode un riesgo alto se recurre a fdrmacos tromboliticos, es decir, fdrmacos que

destruyen los codgulos sanguineos.
1.2.1. Ante riesgo bajo o intermedio: heparinas y anticoagulantes orales

Tratamiento tradicional

Consiste en la administracion por via parenteral de heparina no fraccionada (HNF), o bien,

heparina de bajo peso molecular (HBPM) (Paramo et al., 2015).
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Algunos ejemplos de heparinas empleadas son: heparina sédica y heparina calcica (HNF);

enoxaparina, nadroparina y tinzaparina (HBPM) (Moumneh et al., 2018).

En segundo lugar, se administran antagonistas de la vitamina K (implicada en la sintesis de
algunos factores de coagulacidén) que actian como inhibidores competitivos de la misma, en
concreto actdan inhibiendo la carboxilacién dependiente de vitamina K de los factores Il, VII, IX

y X, disminuyendo asi el efecto coagulante.

En este grupo tenemos la warfarina y el acenocumarol, que son anticoagulantes orales

(Paramo et al., 2015; Seguel, 2015).

Nuevos anticoagulantes orales

En los ultimos afios, los estudios clinicos realizados con nuevos anticoagulantes orales han
demostrado una eficacia similar e incluso superior al tratamiento tradicional, donde caben

destacar los siguientes grupos de farmacos (Paramo et al., 2015; Seguel, 2015):
a) Los inhibidores selectivos de la trombina

En la formacidn del codgulo sanguineo es esencial que la trombina convierta el

fibrindgeno en fibrina.

Estos farmacos son capaces de inhibir la accion de la trombina, tanto la que esta libre
por el torrente sanguineo como la que estd unida al codgulo, bloqueando asi el ultimo
paso de la cascada, es decir, la formacion de una red de fibrina por interaccién del factor
Xllla con la fibrina. Aqui tenemos el dabigatran que se emplea para prevenir la embolia,
su accion es reversible, apenas tiene interaccion con otros farmacos, no interacciona

con ningun alimento y no requiere una monitorizacién diaria.
b) Los inhibidores selectivos del factor Xa

El factor Xa supone un paso decisivo en las vias extrinseca e intrinseca de la

coagulacién, ya que en su ausencia no se puede formar la trombina.

Esta alternativa terapéutica tiene la ventaja de no precisar monitorizaciéon de la
coagulacion. En esta clasificacidn tenemos rivaroxaban, apixaban y edoxaban, que

también se emplean para prevenir la embolia.

En la Figura 3 se ilustra el mecanismo de accion de los antagonistas de la vitamina K (AVK)
sobre los factores de coagulacién VII, IX y X; y el mecanismo de accidn de los nuevos

anticoagulantes orales como inhibidores directos del factor Xa y de la trombina (Seguel, 2015).
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Figura 3. Lugar de accion de los antagonistas de la vitamina K (AVK) y de los nuevos

anticoagulantes orales en la cascada de coagulacion (Sequel, 2015).

1.2.2. Ante riesgo alto: farmacos tromboliticos

En las situaciones de alto riesgo se recurre a los fdrmacos tromboliticos o fibrinoliticos, son
aquellos que rompen los codgulos para posteriormente disolverlos. En este grupo farmacoldgico
tenemos (Baloira y Ruiz, 2010; Tadayon et al., 2015):

-Activador del plasmindgeno tisular (t-PA): enzima natural.

-Activador del plasminégeno tisular recombinante (rt-PA): enzima recombinante.

-Uroquinasa o activador del plasminégeno tipo uroquinasa (UK): enzima natural.

-Estreptoquinasa (SK): proteina no enzimatica obtenida a partir del cultivo de

estreptococos betahemoliticos (bacterias).

Como se representa en la Figura 4, la acumulacién de fibrina en el sistema intravascular
estd relacionada con el desarrollo de trombos, de modo que el proceso de fibrindlisis
(degradacion de la fibrina) va a ser fundamental para romperlos y proteger ante un proceso
agudo de trombosis; y es donde van a actuar los farmacos tromboliticos ya que activan el paso

de plasmindgeno a plasmina, lo que rompe las redes de fibrina (Flores-Rivera et al., 2014).
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En definitiva, el equilibrio entre la hemostasia y la fibrindlisis es lo que conservara la
integridad del sistema vascular. En el momento que se produzca una alteraciéon del equilibrio se

manifestaran eventos hemorragicos o trombdticos (Flores-Rivera et al., 2014).

‘ Plasminogeno ‘

Protrombina l tPA
ks A .
l Plaguetas Plasmina

Trombina — PAI-1
. —» Trombo
l Fibrina
2-AP
T ¢ TAFI
—'

Productos de
degradacion
de fibrina

Figura 4. Esquema que compara los procesos de coagulacion (parte izquierda) y fibrindlisis
(parte derecha). PAI-1: inhibidor del activador de plasmindgeno tipo 1, TAFI: inhibidor de la

fibrindlisis activado por trombina (Flores-Rivera et al., 2014).

Los tromboliticos anteriormente citados tienen unas propiedades farmacolégicas en
comun: i) permanecen poco tiempo en sangre (vida media demasiado corta) lo que implicaria la
necesidad de administrar dosis altas, y ii) desencadenan efectos secundarios importantes a nivel
sistémico (como el riesgo hemorragico) porque son incapaces de identificar el trombo para ir
directamente hacia él sino que implican una activacién sistémica del plasmindgeno ,que pasa a

plasmina, alterandose el equilibrio de la hemostasia (Zhang et al., 2018).

Es de especial importancia asegurarse de que no exista ninguna contraindicacién, puesto
que los tromboliticos pueden provocar un sangrado resultante bastante peligroso.
Generalmente, solo se administran a personas que estan padeciendo una embolia pulmonar que
puede poner realmente en peligro su salud e incluso causarles la muerte. Cuando exista un
riesgo bajo no deberia emplearse, y en caso de un riesgo intermedio habria que valorarlo

(Baloira y Ruiz, 2010).

Existen contraindicaciones absolutas para el uso de farmacos tromboliticos que son los
accidentes cerebrovasculares, los traumatismos, las intervenciones quirdrgicas recientes, la
propension al sangrado, las hemorragias digestivas recientes y las neoplasias intracraneales. Por
otro lado, las embarazadas son un grupo de riesgo donde la contraindicacion es relativa, es decir,

en los casos mas graves si estad permitido el tratamiento trombolitico (Baloira y Ruiz, 2010).
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La trombdlisis puede desencadenar complicaciones sobre la salud tales como fiebre,
nauseas, vomitos, hipotension, alergias..., pero la complicacién mas importante de todas es la
aparicion de hemorragias, con un riesgo de 6 a 20%. Dentro de las hemorragias, la mas
preocupante es la intracraneal cuya incidencia oscila entre 0,6 y 3%. Como factores de riesgo
tenemos la presencia de un catéter pulmonar, el incremento de la dosis administrada de
farmacos tromboliticos, el aumento de edad, la hipertension crdénica, una masa corporal bajay

el sexo femenino (Harris y Meek, 2005).

1.3. Objetivos

El presente trabajo tiene como Objetivo Principal el planteamiento de posibilidades

terapéuticas, basadas en innovaciones tecnofarmacéuticas, que podrian mejorar la eficacia y

seguridad del tratamiento farmacolégico del TEP.

Para ello ha sido necesario abarcar los siguientes objetivos parciales: i) conocer la
fisiopatologia, tratamiento y complicaciones del TEP, ii) describir los principales nanosistemas
usados para investigar la aplicabilidad y eficacia de estas innovaciones, y iii) explicar diferentes
formulaciones de nanosistemas cargados con activos tromboliticos que han sido estudiadas
para, basandose en la demostracion de su eficacia y seguridad, ser propuestas como alternativas

terapéuticas.
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2. METODOLOGIA

Para adquirir la informacién necesaria en la elaboracién de la presente memoria, se ha
recurrido a las bases de datos: ScienceDirect, PubMed y SciELO (pero fundamentalmente a las
dos primeras). En estas bases de datos se fueron introduciendo distintas palabras claves para ir
tratando cada objetivo de la revision. En el caso de ScienceDirect y PubMed como son bases de

datos en inglés, también se han empleado palabras clave en este idioma.
A continuacidn, se expone de forma mds detallada la estrategia de busqueda:

En cuanto a la introduccién:

- Para explicar la fisiologia de la enfermedad se buscé “tromboembolismo” dando un nimero
muy elevado de articulos, por lo que se concreté como “tromboembolismo pulmonar” para

facilitar la recopilacion de informacion.

- Para plantear la cascada de coagulacién y la fibrindlisis se emplearon los términos

”n u

“hemostasia”, “sistema hemostatico” y “fibrindlisis”.

- Para presentar las diversas terapias se introdujo primeramente “tratamiento trombo” y
después, para concretar mads, se puso “tratamiento tromboembolismo”. Algunos articulos
utilizados en la fisiologia ya incluian los tratamientos, por lo que se ha recurrido nuevamente a

ellos para desarrollar esta parte.

Se ha llevado a cabo una busqueda de documentos cientificos publicados desde el afio 2005
hasta la actualidad, exceptuando la explicacion de las repercusiones del TEP donde se
obtuvieron incluso referencias de 1995 porque se amplid el filtro de busqueda desde ese afio

hasta la actualidad.

También se ha recurrido a algun libro on-line, como “Manual de diagndstico y terapéutica
en Neumologia” (32Edicién, 2016), interesante para explicar el desarrollo de la TVP

desencadenante del TEP y la dificultad del diagnéstico de este ultimo.

En cuanto a los resultados y discusidn:

- Para la descripcion de los tipos de nanosistemas se utilizaron las palabras “nanoparticulas”,

“nanotransportadores” y “liposomas”.
- Para los tipos de targeting se puso “targeting thrombus”.

- Para las nuevas estrategias terapéuticas fueron de gran ayuda los articulos que se habian

empleado en la introduccion porque ya se nombraban los distintos farmacos tromboliticos que
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podian emplearse. De este modo, se procedié a realizar la busqueda poniendo como palabra
clave “nanoparticulas” o “liposomas” o sus términos en inglés “nanoparticles” y “liposomes”,

seguido o antecedido del nombre del farmaco trombolitico concreto en espafol o inglés (este

apartado se ha centrado por completo en los tromboliticos), por ejemplo: i) “plasmindgeno

”n o«

liposoma” (en espafiol), ii) “urokinase nanoparticles”, “streptokinase nanoparticles” (en inglés),

n u

iii) otras palabras claves: “liposomas trombosis”, “nanoparticles thrombosis”.

Para obtener las terapias mas actuales se enfocd la blusqueda a titulos publicados entre
2013 y 2018, prestando mayor interés por las publicaciones entre 2015 y 2018, pero dando aln
mas relevancia a las de 2018, procurando la mayor actualizacidn posible porque este trabajo ha
sido propuesto con el titulo “Nuevas perspectivas” para el tratamiento del TEP. Ademas, se ha
considerado como aportacion importante la inclusion de los ensayos preclinicos y clinicos
realizados por las distintas investigaciones que han sido detalladas, ya que asi se ofrece mas

informacidn sobre la posibilidad de que se pudieran llevar a la aplicacion clinica de las terapias.

En cuanto a las imagenes que aparecen a lo largo de esta revision bibliografica han sido
obtenidas a partir de los articulos cientificos aqui incluidos; y no han sido modificadas respecto

a las fuentes bibliograficas de las que se han extraido originalmente.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Tipos de nanosistemas para vehiculizacion de farmacos

Para mostrar los resultados del trabajo primeramente se ha expuesto, de forma
generalizada, las caracteristicas de los nanosistemas (NS) mas usuales en terapéutica. En
segundo lugar, se ha explicado cémo se puede conseguir dirigirlos a la diana terapéutica, y por
ultimo se han abordado varios ejemplos de estrategias terapéuticas que podrian ser aplicadas

en el tratamiento del TEP.
3.1.1. Nanocapsulas y nanoesferas

Las nanoestructuras suponen una linea de investigaciéon de especial interés para la
tecnologia farmacéutica. Se incluyen dentro de este tipo de sistemas las nanoesferas y las
nanocdpsulas (Figura 5), ambas nos permiten llevar a cabo una vectorizacién de los farmacos
hacia las células o tejidos diana, optimizandose asi |la actividad farmacoldgica de los mismos, por
incrementar la selectividad de interaccidn con la diana terapéutica. Son de tamafo nanométrico

(Suné-Pou y Suné-Negre, 2016):

e Nanocapsulas: consisten en un nucleo (core) que puede ser liquido o sélido, y esta
envuelto por una membrana polimérica sélida. Si el nicleo es oleoso sirve para encapsular
farmacos lipdfilos, y si es acuoso sirve para los farmacos hidroéfilos. El farmaco se presenta
atrapado en el nlcleo aunque también puede encontrarse adsorbido a la envoltura
polimérica.

e Nanoesferas: consisten en una matriz polimérica sélida, cuya composicién puede estar
basada en lipidos, en un nanogel, o en un complejo polielectrdlito. El farmaco se localiza
atrapado en el interior de la red matricial aunque también puede estar adsorbido en la

superficie.

Nanocapsula Nanoesfera

eee®
Farmaco adsorbido en la superficie

Nacleo interior
(liquido o semisolido) ~ Membrana polimérica

R Matriz polimérica
Farmaco atrapado

Férmaco atrapado

Figura 5. Diferencias entre nanocdpsulas y nanoesferas (Sufié-Pou y Sufié-Negre, 2016).
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3.1.2. Liposomas

Los liposomas son vesiculas aproximadamente esféricas de tamafio nano o micrométrico,
compuestas por una parte lipéfila en forma de bicapa y otra parte hidréfila, de manera que son
moléculas anfifilicas, basadas en la estructura de las membranas bioldgicas. Se forman por una
agregacion espontanea de los lipidos (naturales o sintéticos) en un medio acuoso, de manera
que tenemos una fase acuosa interna rodeada de una o varias bicapas lipidicas. Es posible
incorporar tanto fdrmacos lipéfilos como hidréfilos; los de naturaleza lipéfila van a estar en los
dominios hidrofobos de esta bicapa y los de naturaleza hidréfila van a estar disueltos en el
interior acuoso de la vesicula. Este tipo de sistema fue descubierto por Bangham, también
permiten la vectorizacion de los medicamentos, y la consecuente reduccidn de posibles efectos

téxicos para el organismo (Lanio et al., 2009; Montenegro et al., 2018).

En mayor detalle, los lipidos estan formados por la unién de dos cadenas hidrocarbonadas
(parte hidrofdbica) con una molécula de glicerol (parte hidréfila) mediante un enlace éster
resultando la formacidn de glicerolipidos; aunque si en lugar de tener el glicerol tenemos como
parte hidréfila una molécula de ceramida resultaria la formacion de esfingolipidos. Tanto la
cabeza polar de glicerol como la de ceramida pueden llevar unidos grupos azucares

(glicolipidos), o bien, grupos fosfatos (fosfolipidos) (Lanio et al., 2009).

Los liposomas pueden clasificarse segin el nimero de bicapas concéntricas que presente

su estructura y segun el tamafio de los mismos en (Lanio et al., 2009):

e Vesiculas multilamelares: presentan varias bicapas lipidicas concéntricas con
espacios acuosos entre una y otra. En cuanto al tamafio es de 0.1-10 pum.

e Vesiculas unilamelares: presentan una sola bicapa lipidica con la fase interna acuosa
(Figura 6). En cuanto al tamafio pueden ser de 3 tipos: de diametro pequefio (<100 nm),

grande (100-500 nm), o gigante (21 um).

@ Phospholipid
® Hydrophilic drug

@ Hydrophobic drug

Figura 6. Estructura esquemadtica de un liposoma y la distribucion de los farmacos

segun su naturaleza (Li et al., 2015).

19



3.2. Targeting

En esta parte de la memoria se va a proceder a explicar los tipos de targeting que se pueden
poner en practica para mejorar la actividad terapéutica de los farmacos incorporados en los NS

descritos anteriormente, concretamente para el tratamiento del TEP.

El targeting son procedimientos de direccionamiento de los NS especificamente al tejido u
drgano diana. El modo de conseguirlo en muchas ocasiones esta directamente relacionado con

la patologia que se pretende tratar.
Existen dos tipos de targeting.
3.2.1. Targeting activo

El targeting activo consiste en afadir a los NS, a parte del fdrmaco, un elemento distinto
que les permita dirigirse de forma especifica hacia la diana terapéutica, el trombo, ejerciendo

alli su accién y no en otro sitio que no sea el de interés.

En el caso de los farmacos tromboliticos es muy comun que provoquen como efecto
secundario hemorragias a nivel sistémico e incluso, la mas peligrosa, hemorragia intracraneal.
Esto se debe a que no son capaces de concentrar Unicamente su actividad farmacolégica en la
diana cuando son administrados mediante inyeccidén intravenosa como moléculas de forma libre
sino que implican una activacion sistémica del plasminégeno a lo largo del sistema circulatorio

alterando el equilibrio hemostatico (Harris y Meek, 2005; Zhang et al., 2018).

Este problema se puede solucionar gracias a la incorporacion de elementos que reconozcan
exclusivamente al trombo que estd provocando la obstruccidon de la circulacidon sanguinea

desencadenante del TEP.

Existen disefios de terapias tromboliticas enfocadas en los epitopos de la fibrina que son
partes de la molécula reconocidas por el sistema inmunitario; de modo que se pueden disefiar
NS que incorporen anticuerpos para dirigirse selectivamente hacia la fibrina presente en el

coagulo (Vankayala et al., 2018).

En otros casos se tiene como objetivo las plaquetas activadas o los componentes de la
superficie celular del endotelio porque pueden aportar esa selectividad hacia los trombos

buscada (Bader et al., 2015).

En esta revision bibliografica se explican con mas detalle varios ejemplos de targeting activo

puestos en practica por distintos investigadores como, por ejemplo:
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I. Adicion de péptidos
v" Péptido del fibrindgeno: cadena gamma C-terminal del fibrindgeno (Absar et al.,
2013).
v" Péptido cRGD: péptido arginina-glicina-acido aspartico, en forma ciclica (Zhang

et al., 2018).

En ambos casos se produce una conjugacion de los NS con estas particulas en su
superficie, de modo que se dirigen al complejo GPllb/Illa implicado en la activacién de
las plaquetas formadoras del coagulo. Este complejo GPllb/llla es concretamente el
receptor que mas abunda sobre la superficie de las plaquetas activadas, participa en la
unién de estas al endotelio vascular y en la agregacién plaquetaria. Entre los posibles
ligandos de GPlIb/llla se encuentra el fibrindgeno (ligando principal) y otras proteinas
con la secuencia RGD, por este motivo se conseguiria focalizar la accién de un farmaco
trombolitico incorporado en NS que presenten cualquiera de los dos tipos de péptidos

propuestos (Lépez y Macaya, 2013).

Il. Adicién de polisacaridos
v" Fucoidan: dirige hacia la P-selectina, que es una glicoproteina transmembrana
sobreexpresada tanto en las plaquetas activadas que van a formar el coagulo
como en las células endoteliales activadas de los tejidos isquémicos. Al conjugar
el NS con fucoidan se posibilitaria un tratamiento dirigido del farmaco

trombolitico incorporado hacia el coagulo (Juenet et al., 2018).
3.2.2. Targeting pasivo

En este caso, el factor que desencadena el direccionamiento no esta incluido o no viene

definido estrictamente por el disefio del NS.

Consideraciones hemodindmicas (Epshtein y Korin, 2017)

Los vasos sanguineos estendticos se caracterizan por presentar una seccion estrechada,

esto hace que se diferencien de los vasos normales en el estrés o tensidn de cizalla del fluido.

La Figura 7 esquematiza un caso de estenosis local en un vaso sanguineo que provoca zonas
de alto y bajo cizallamiento, esto hace que el vaso sea mas susceptible a desarrollar un trombo,

contribuyendo en gran medida a que avance la enfermedad trombo-oclusiva.
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A High Shear Region Circulating Separated Flow

Figura 7. A) Representacion de las lineas de corriente en un vaso sanguineo estendtico.

B) llustracion cualitativa de la variacion de tension de cizalla (Epshtein y Korin, 2017).

En la Figura 7A la presioén inicial de entrada es P1, la presién en la zona de mayor
vasoconstriccién es P2 y la presidn corriente abajo tras el estrechamiento maximo es P3. En este

ultimo punto (P3) el vaso sanguineo recupera su anchura normal.

Las variaciones del flujo sanguineo y el solapamiento de las lineas de corriente van a ejercer
una fuerza sobre la pared del vaso que va a depender de la velocidad del flujo, pudiendo producir

tension de alto cizallamiento de forma transitoria.

La figura 7B ilustra de forma cualitativa la tasa de tensién a lo largo de un vaso sanguineo
estendtico, donde se da tension de alta cizalla en la cuispide del estrechamiento y justo antes de
él. Seguidamente, tras el estrechamiento maximo, se pasa a una seccién de recirculacion del
flujo corriente abajo donde se da una menor tension de cizalla. Se ha confirmado que la regién
de flujo perturbado y de baja cizalla conduce a la disfuncién endotelial, lo que esta intimamente

relacionado con el crecimiento del trombo.

Activacidn plaquetaria por cizallamiento (Epshtein y Korin, 2017)

Las plaquetas se pueden activar de forma mecdnica por un estrés de cizalla alto prolongado
durante un tiempo, al activarse van a unirse a la pared vascular y entre ellas (agregacion

plaquetaria).

En la Figura 8 se representan los elementos que fluyen por el vaso estenético como son las
plaguetasy los glébulos blancos, que estan sometidos a la alta cizalla de las paredes. Justamente
después del estrechamiento se desacelera el flujo y las plaquetas tienden a chocar unas con
otras y a agregarse quedando depositadas tras salir del vértice de estrechamiento, y van a

estimular el desarrollo del trombo.
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Figura 8. A) Representacion de la activacion plaquetaria por cizallamiento en una
estenosis vascular. B) llustracion de la activacion por cizallamiento de un agregado de

nanoparticulas (Epshtein y Korin, 2017).

Se puede visualizar en la Figura 8A que las plaquetas, primeramente, se activan en la
region de alto estrés de cizalla y luego se agregan en la regidon corriente abajo que sigue a la
estenosis vascular maxima. Por similitud a este mecanismo natural de las plaquetas, se refleja
en la figura 8B qué ocurriria con un agregado de nanoparticulas (NPs); este se va a romper en
la region de alto estrés de cizalla dispersandose en NPs individuales que van a quedar

adheridas localmente en el lugar de la corriente abajo.

En definitiva, una posible estrategia terapéutica podria consistir en aprovechar la tensiéon
de cizallamiento de la propia estenosis u obstruccién vascular como mecanismo para un

tratamiento dirigido de los NS de farmacos tromboliticos.

3.3. Terapias novedosas del tromboembolismo pulmonar con nanosistemas

En este apartado se abarca la descripcién de nuevas perspectivas para el tratamiento del

TEP basadas en NS de farmacos de accion trombolitica: t-PA, rt-PA, UK y SK.

La terapia aguda ante una embolia pulmonar requiere ser administrada al poco tiempo de
presentarse los sintomas para lograr un mejor resultado terapéutico. Consiste en combinar
farmacos tromboliticos, administrandolos a nivel sistémico, o bien, administrarlos a nivel
hospitalario mediante un catéter colocado previamente dentro del vaso sanguineo obstruido.
La dosis de estos farmacos tiene que ser limitada y bien controlada ya que hay un riesgo de
sangrado importante al estar distribuyéndose por todo el organismo libremente. Para intentar
evitar este riesgo, se ha llevado a cabo un disefio estratégico de NS de manera que dirijan y

concentren selectivamente los farmacos tromboliticos en el lugar obstruido (Korin et al., 2012).
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3.3.1. Agregados de nanoparticulas de t-PA activadas por cizallamiento (Epshtein y Korin,

2017)

En base a los conocimientos sobre la activacién plaquetaria inducida por estrés de cizalla
se ha abordado una estrategia nanoterapéutica que consiste en la elaboracién de agregados de
NPs sensibles a procesos mecdnicos como el citado estrés de cizalla; que va a inducir la
dispersion del agregado en sus componentes nanoparticulares individuales en la vasculatura

estendtica.

Las NPs han sido elaboradas a partir de un polimero compatible biolégicamente vy

biodegradable que es el poli (acido lactico-co-glicélico) (PLGA).

El gran tamafio de los agregados micrométricos minimiza la probabilidad de adhesidn a la
pared del vaso sanguineo al ser arrastrado por una fuerza hidrodindmica elevada, por esta razén

deben dispersarse en las NPs que lo componen para poder quedar adheridas.

Las NPs permanecen unidas en forma de agregado de tamafio micrométrico mediante
fuerzas de Van-der-Waals (uniones bastante débiles), hasta que llegan a una region de alta
fuerza de cizalla donde podran separarse unas de otras. Una vez que las fuerzas adhesivas que
mantenian unidas las NPs han sido vencidas, se produce el depdsito de éstas en la zona de

corriente abajo del vaso estrechado.

En la Figura 9 se puede observar el agregado, inicialmente micrométrico, compuesto por

particulas nanométricas agregadas entre ellas.

Figura 9. Morfologia de agregados de tamafio micrométrico (izquierda), y de

agregados de las NPs individuales (derecha) (Epshtein y Korin, 2017).

En esta investigacidn, las NPs que conforman los agregados estdn recubiertas con el
trombolitico t-PA, de modo que el fdrmaco actla una vez que se produce la desagregacion de
las NPs alcanzandose una lisis del trombo mas eficaz con una menor dosis, lo que permitiria

reducir el riesgo hemorragico.
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Se ha probado la capacidad de lisis de émbolos tanto ex vivo como in vivo en un modelo de

ratdn con embolia pulmonar inducida obteniéndose buenos resultados:

e Exvivo: la presidn de la arteria pulmonar volvié a niveles normales tras la aplicacion de
los agregados de NPs de t-PA, y para lograr el mismo efecto se tenia que administrar
una cantidad de t-PA libre mucho mayor; entonces esta estrategia suponia una ventaja

en cuanto a la reduccién de la dosis.

e In vivo: se consiguid la supervivencia de la mayoria de los ratones, quedando
demostrada la eficacia trombolitica. Ademas, posteriormente se ha estudiado en varios

modelos in vivo quedando también demostrada su eficacia.

Sin embargo, hay que aclarar que esta estrategia también puede presentar limitaciones,
una de ellas es que la capacidad de permanencia en la circulacidn sanguinea de las NPs es corta,
aunque siempre mayor que la del t-PA que presenta una semivida de minutos. En cualquier caso,

siempre es beneficioso cualquier incremento en el tiempo de permanencia en la circulacion.
3.3.2. Nanoparticulas de magnetita conjugadas con uroquinasa (Prilepskii et al., 2018)

La magnetita es un mineral de hierro y el Unico material magnético aprobado por la FDA y
la EMA para la administracion intravenosa de activos farmacoldgicos. Las mas empleadas para
la elaboracién nanoparticulas magnéticamente dirigibles (MNPs), por aplicacion de un campo
magnético externo, son las basadas en 6xido de hierro (Fes0s) puesto que son las mas

biocompatibles a largo plazo.

Los estudios realizados por Prilepskii et al. (2018) explican que la UK se podia unir a la
magnetita quedando inmovilizada, empleando para ello silice o polimeros organicos y moléculas
que actlan como enlazadoras, pero la biocompatibilidad del producto final podia verse
afectada. Ademads, evaluaron que las NPs asi elaboradas no implicaran efectos téxicos graves, ni
que se alcanzara la dosis de farmaco capaz de provocar la muerte del 50% de los individuos del

ensayo (LDso).

Habiendo comprobado en estudios anteriores que la estructura de magnetita aseguraba la
estabilidad de las enzimas protegidas en su interior, investigaron el atrapamiento de enzimas
tromboliticas como la UK; en esta investigacion demostraron que estas MNPs de UK eran mas
activas que la UK libre y, ademas, tanto los efectos secundarios como la dosis requerida eran
menores. No obstante, aunque obtuvieron buenos resultados, el rendimiento seguia siendo bajo
(en cuanto a sintesis, purificacién y filtracion) de modo que decidieron probar una variacién en

la formulacion, la conjugacion de la enzima trombolitica en la superficie de la MNP.
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Entonces probaron la elaboracién de MNPs con un recubrimiento de heparina, la cual
actuaria como un agente de reticulacién proporcionando la interaccién electroestdtica necesaria

con la enzima UK para que quedase, en este caso, adsorbida en superficie.

La heparina se eligié por varios motivos, como son, su propia actividad anticoagulante, su
compatibilidad biolégica y su capacidad de interaccién con la superficie de magnetita al
presentar grupos carboxilicos y grupos sulfatos con cargas negativas. Debido a la carga positiva
que presenta la UK se consiguié por un lado una gran adsorcién de esta y, por otro lado, una

gran estabilidad del sistema coloidal final.
Se evidencid una mayor actividad trombolitica a través de los estudios:

= In vitro: empleando un modelo de coagulo, generado por la adicién de trombina a
plasma sanguineo, se pudo observar la lisis del mismo.

= In vivo: en modelos animales de ratas y conejos que desarrollaron codgulos inducidos
por una solucion de cloruro de hierro y acido ascérbico. La inyeccidén intravenosa
proporciond una disolucion del codgulo muy eficaz, superando a la de UK libre, sin
complicaciones téxicas graves ni hemorragia sistémica que comprometiesen la vida de
los animales tras probar distintas dosis terapéuticas. Solo se observé cierta acumulacién
de hierro en algunos érganos como rifidn, higado y bazo sin complicaciones graves, de

forma temporal.

Esta nueva formulacidn permitia la conjugacion de una cantidad elevada de UK sobre la
superficie de las MNPs, un hecho que compensaba la actividad de los inhibidores plasmaticos

situados cerca del codgulo; asi se prolongaba el tiempo de lisis

En definitiva, quedd demostrado con este estudio que se trataban de NPs biocompatibles
y de preparacién sencilla, capaces de combatir los codgulos sanguineos permitiendo la
recuperacion de un flujo sanguineo normal. Por otro lado, la heparina no supuso ningln efecto

inhibidor sobre la actividad del farmaco.

Es fundamental resaltar que el control magnético, por aplicacién exterior de una pauta
magnética dirigida, mejord todavia mas la eficacia trombolitica porque permite que sea un

tratamiento dirigido especificamente al trombo.

En la figura 10 se esquematiza una administracién hipotética de la nueva estrategia en
humanos para que actue sobre el sistema arterial pulmonar obstruido por un trombo, pero no

se ha llegado a hacer ningun ensayo clinico.
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Figura 10. llustracion de una posible administracion de MNPs conjugadas con UK

(Prilepskii et al., 2018).

3.3.3. Nanoparticulas conjugadas con estreptoquinasa y t-PA: biosintesis extracelular a partir

de Streptococcus equi (Tadayon et al., 2015; Tadayon et al., 2016)

En el ambito de la nanotecnologia, se han empleado diversas formas de produccion de NS;

la sintesis bioldgica supone otra opcién mas que resulta atractiva y no debe pasar desapercibida.

El proceso de biosintesis extracelular presenta una serie de ventajas: requerimientos
energéticos inferiores, disgregacién en medio acuoso, no toxicidad y coste bajo. Ademas,
permite la obtencién de farmacos dirigibles porque hay microorganismos, como las bacterias,
gue pueden reducir el hierro de su metabolismo obteniéndose magnetita como producto final
con un tamafio nanométrico ya definido y esto permitiria la elaboracién de MNPs. Ademds de
la magnetita se pueden obtener otros metales del metabolismo bacteriano, como por ejemplo

el cobre.

Los autores elaboraron MNPs y NPs de cobre empleando un sobrenadante de cepas de
Streptococcus equi (procedente de caballos de Irdn) para la biosintesis extracelular, en gran
volumen, de las mismas. Al evaluarse la capacidad productiva de S.equi se vio que las NPs

producidas resultaron ser estables y con buena dispersién.

En la Figura 11 se compara la sintesis quimica de las MNPs con su biosintesis a partir de un
sobrenadante de S.equi; y ademas se representa la biosintesis de las NPs de cobre a partir del
mismo sobrenanante. En ambos casos, los NS obtenidos fueron recubiertos con éxido de silicio
(SiO,) para cargar los farmacos puesto que aportaba gran cantidad de poros uniformes; y con
grupos amino porque se sabia que este hecho aumentaba la velocidad de fibrindlisis. En el
ultimo paso se conjugaron las moléculas de SK y t-PA que fueron inmovilizados mediante
glutaraldehido (agente de reticulacidn). Posteriormente se probo la eficacia trombolitica de
ambos NS guiados por un iman externo, tras ser inyectados por via intravenosa en un modelo

de rata con embolia.
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Figura 11. Obtencion de NPs metdlicas (de magnetita y de cobre) conjugadas con SK y t-PA, e

inyeccion en modelo de rata (Tadayon et al., 2016).

En la investigacién de Tadayon et al. (2016), la lisis local, en un modelo de rata con
embolismo inducido, pudo ser evaluada tras someter al animal a un campo magnético externo
con un iman que permitia el tratamiento dirigido, siendo asi menor el tiempo necesario para
obtener la accidn farmacoldgica. Ademas, se logré minimizar el riesgo hemorragico y la dosis, y

aumentar la semivida de los farmacos.

La eficacia in vitro de las MNPs, cuya composicién se refleja en la Figura 11, habia sido
demostrada anteriormente por Tadayon et al. (2015), empleando sangre humana procedente
de un voluntario sano (extraida varias veces), a la que afiadieron trombina para obtener los
coagulos. Se aplicé un campo magnético que redujo el tiempo de trombdlisis. Dedujeron que la
inmovilizacion de SK y t-PA (con el agente de reticulacién glutaraldehido) retendria su actividad

hasta llegar a la diana, lo que disminuiria el riesgo de sangrado.

Es interesante destacar que las MNPs obtenidas a partir de este método, en comparacién
con la sintesis quimica, eran mads estables porque fueron preparadas en el sobrenadante
bacteriano de S.equi. Por otro lado, este método también proporcionaba un control adecuado
de la magnetita y de la temperatura del NS (requiriéndose una temperatura mas baja que en la

sintesis quimica).
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3.3.4. Liposomas pegilados de t-PA funcionalizados con un péptido del fibrindgeno (Absar et

al., 2013)

La pegilacion o union de cadenas de polietilenglicol (PEG) aporta estabilidad a los
preparados liposomales, y NS en general, prolongando el tiempo de vida media de los farmacos

incorporados en ellos con un perfil de liberacion mejorado.

Absar et al. (2013) prepararon liposomas pegilados cuya superficie fue recubierta con la
secuencia peptidica de la cadena gamma C-terminal del fibrindgeno. La finalidad de adicionar
estas cadenas peptidicas era propiciar la unién selectiva del liposoma a las glicoproteinas

GPlIb/llla expresadas por las plaguetas activadas en un proceso trombdtico.

El objetivo terapéutico consiste en afianzar la liberacion del t-PA de forma continua para
evitar la reaparicion de un evento trombético, lo que resulta bastante comun tras la

recuperacion del fluido normal dentro de los vasos sanguineos.

En la Figura 12 se representa el esquema de esta estrategia terapéutica basada en el

tratamiento dirigido hacia las plaquetas activadas que forman el trombo.

A In the circulation, tPA is
retained within the vesicles

Homing peptide: C-
terminal gamma
chain sequence of
fibrinogen

PEG-linker

Phosphelipid bilayer

Tissue plasminogen
attivator

Binding of liposomes
with activated platelets

Release of tPA at the clot-site

Figura 12. llustracion de liposomas pegilados de t-PA y cubierta peptidica. A) Preparado

liposomal objetivo. B) Interaccion liposoma-codgulo (Absar et al., 2013).
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La interaccion de estos liposomas con el trombo se detalla en la figura 12B de la siguiente
forma: (a) el fdrmaco esta atrapado en la vesicula liposomal, (b) las vesiculas interaccionan con

las plaquetas activadas, (c) el farmaco se libera para ejercer su actividad sobre el trombo.
Las distintas propiedades de estos liposomas fueron evaluadas de la siguiente forma:

= |nvitro se ha observado: i) la actividad fibrinolitica del t-PA (en placa de agar con fibrina
y ensayos de lisis de sangre humana coagulada), ii) el perfil de liberacion y estabilidad.

= |n vivo, a partir de un modelo de rata con trombosis en vena cava inferior, se ha
evaluado: i) el anclaje de liposomas marcados con péptidos fluorescentes a las plaquetas
activadas (por microscopia de fluorescencia), ii) el perfil farmacocinético (ensayo
cromogénico de la concentracién de tPA en extraccion de sangre), iii) eficacia

anticoagulante (observacion y pesada de los codgulos).

Con esta estrategia, se puede acumular el t-PA atrapado dentro del liposoma de forma
especifica sobre el codgulo que obstruye el paso de la sangre, por el anclaje selectivo explicado
anteriormente; pudiendo reducir su efecto sistémico sobre los distintos factores de coagulacion
circulantes, siendo mayor la cantidad de t-PA que llega al trombo objetivo para su posterior lisis.
Asi se reduce el riesgo de hemorragias que si implica la administracidn de t-PA libre y se mejora

la actividad farmacoldgica.

3.3.5. Liposomas pegilados de uroquinasa funcionalizados con el péptido cRGD (Zhang et al.,

2018)

El péptido cRGD puede servir para funcionalizar liposomas pegilados cargados con UK. Se
sabe que la activacion plaquetaria conlleva la formacion del complejo GPlIb/Illa que puede ser
detectado, con una elevada afinidad, por el péptido cRGD. En esta propuesta, el péptido
guedaria unido covalentemente a la superficie del liposoma a través del PEG, favoreciendo asi
la unién de los liposomas a las plaquetas activadas y no a aquellas que estan en reposo. Se ha

demostrado que en su forma ciclica el péptido tiene mayor potencial que en forma lineal.

Los liposomas pegilados conjugados con el péptido cRGD y UK encapsulada van a ser
conducidos especificamente hacia el codgulo, basicamente porque se van a unir a las plaquetas
activadas y estas forman el codgulo. La demostracién de este suceso se puso de manifiesto

gracias al uso de la microscopia de fluorescencia y la citometria de flujo.

El mecanismo de interaccion del NS propuesto se puede apreciar en la Figura 13 de forma
mas detallada. Una vez que el NS se encuentra con el coagulo va a interaccionar con las

plaguetas activadas.
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Figura 13. Representacion de la actividad fibrinolitica del liposoma pegilado de UK

funcionalizado con péptidos cRGD (Zhang et al., 2018).
Las propiedades del liposoma fueron estudiadas de la siguiente forma:

= |nvitro, sobre codgulos sanguineos se pudo apreciar: i) un perfil de liberacion estable de
la UK, pero incompleto, ii) selectividad por las plaquetas activadas, iii) potencial como
fibrinolitico (reduccidn del tamafio del codgulo) pero se liberd solo la mitad de la UK
cargada, y iv) se evitd la degradacion de la UK por otras enzimas plasmaticas.

= In vivo, en un modelo de ratén con trombosis mesentérica (inducida por cloruro de
hierro) se pudo observar que: i) se podia conseguir actividad fibrinolitica dirigida,
derivando de ello menos efectos secundarios (menor tiempo de hemorragia en ensayos
de sangrado de cola, comparado con la UK libre empleando la misma dosis), y ii) seria

posible una reduccidn de las dosis para lograr una actividad trombolitica mejorada.

De ambas observaciones se deduce que la formulacidn desarrollada por Zhang et al. (2018)
podria ser una terapia prometedora para ser aplicada en clinica con objeto de mejorar la eficacia
de lisis de los codgulos con menos efectos secundarios, en contraposicion con la UK libre. Sin
embargo, la capacidad de carga de estos liposomas para la enzima UK no era significativamente
alta; esto implicaria que antes de su aplicacion en clinica habria que optimizar en mayor medida

la encapsulacién.
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3.3.6. Nanoparticulas de rt-PA funcionalizadas con fucoidan (Juenet et al., 2018)

El fucoidan se trata de un polisacarido muy sulfatado de origen natural (procedente de algas
marinas), denominado asi por su alto contenido en L-fucosa (monosacarido), que no presenta

riesgo de caracter inmunogénico.

Las plaquetas activadas formadoras de codgulos sanguineos expresan una glicoproteina
transmembrana denominada P-selectina. Por otro lado, las células endoteliales vasculares se
activan en los tejidos isquémicos sobreexpresando también la P-selectina. Por ambos motivos
se deduce que la P-selectina seria una buena diana terapéutica para el tratamiento de

enfermedades trombo-oclusivas.

El fucoidan tiene gran afinidad por la P-selectina porque su estructura molecular imita la
del ligando principal de esta selectina, dicho ligando recibe el nombre de PSGL-1 (P-selectin

Glycoprotein Ligand 1).

En la figura 14 se refleja la composicién de las NPs poliméricas propuestas para ser dirigidas

selectivamente al trombo.
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Figura 14. Obtencion de NPs de rt-PA funcionalizadas con fucoidan; y representacion de su

interaccion con la P-selectina de las plaquetas activadas (Juenet et al., 2018).

Se pueden diferenciar tres etapas en la interaccion con el trombo de esta nueva
estrategia: 1. Acumulacidn selectiva de las NPs en el trombo e interaccidn con la P-selectina a
través del fucoidan. 2. Difusidn del rt-PA al interior de la red de fibrina formando un complejo

con el plasmindgeno unido a fibrina. 3. Fibrindlisis provocada por la plasmina.

Las NPs poliméricas, sobre todo aquellas basadas en polisacaridos permiten integrar el

fucoidan junto con moléculas de rt-PA. En esta investigacidn, se disefiaron NPs basadas en
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polisacaridos (dextranos y dextranos aminados) que fueron oxidados (mediante iones Cerio 1V)
quedando un radical libre para comenzar la polimerizacién por emulsién con monémeros de
isobutilcianoacrilato dando lugar a copolimeros en bloque lineales y de cardcter anfipatico, todo
ello en presencia de fucoidan. En medio acuoso las NPs se ensamblan como nanocdpsulas
(estructura de nucleo y envoltura). El Gltimo paso es la conjugacién de rt-PA por interacciones

electrostaticas con los grupos aminados.

El estudio de Juenet et al. (2018) pretendia comprobar la eficacia del NS disefiado
conteniendo rt-PA en forma de Actilyse®. El medicamento Actilyse® contiene rt-PA (también
llamado alteplasa); en su formulacién se emplea el aminodcido L-arginina (que tiene varios
grupos aminos en su estructura molecular) para estabilizar el fdrmaco. Esa es la razén por la cual
se afiadid dextrano aminado en el momento de disenar las NPs, buscando la estabilizacion del
trombolitico. El hecho de incorporar dextrano aminado con carga positiva en la preparacion de
las NPs tenia como objeto proporcionar interacciones electrostdticas que imitasen los lugares
de unidn de la fibrina. Por esto mismo en la preparacion farmacéutica del rt-PA se emplea la L-

arginina para aumentar su estabilidad.

Juenet et al. (2018) consideraron que seria interesante investigar el uso de otro aminodcido
a la hora de cargar el agente trombolitico; por ejemplo, la lisina ya que se puede unir a ciertos

dominios del rt-PA que son los dominios kringle.
El potencial terapéutico de estas NPs fue evidenciado de la siguiente forma:

= In vitro, se evalud bajo flujo: i) la liberacién gradual del farmaco rt-PA del NS (por
citometria de flujo), ii) la capacidad de interaccidn con P-selectina recombinante
(visualizado por microscopia de fluorescencia) y con plaquetas activadas, iii) el potencial
fibrinolitico (ensayo de lisis de fibrina).

= |nvivo, empleando ratones con trombosis venosa mesentérica (inducida por cloruro de
hierro), se observé: la liberacién adecuada del farmaco del NS, demostrando su eficacia

como fibrinolitico (observacion de la densidad plaquetaria por microscopia intravital).

Por lo tanto, con los estudios preclinicos realizados parece prometedora la eficacia de estas
NPs para el tratamiento de una trombosis aguda, los investigadores incluso argumentan que
podria tratarse de una estrategia prometedora para ser aplicada en otras patologias donde

existe una sobreexpresion de la P-selectina como ocurre en la trombosis.
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Esa selectividad del polisacarido fucoidan por la P-selectina permite la acumulacion de los
NS sobre el trombo, sin necesidad de administrar dosis elevadas, de modo que podrian

disminuirse los posibles efectos secundarios provocados por la administracidn de rt-PA libre.

No obstante, los autores aclaran que para los estudios in vivo planteados se ha recurrido a
un modelo de ratén que se encuentra lejos de la variabilidad o complejidad de los trombos que
puedan llegar a desarrollar los seres humanos, pero sin lugar a duda no deja de ser una nueva
perspectiva terapéutica relevante que habra que seguir investigando su comportamiento in vivo
para alcanzar su introduccién en clinica. Ademads, por el momento se desconoce cudl deberia ser

el tamano mas adecuado de las NPs.
3.3.7. Nanoparticulas derivadas de eritrocitos conjugadas con t-PA (Vankayala et al., 2018)

Los eritrocitos, como material bioldgico con fin terapéutico, presentan una ventaja
respecto a otros sistemas de vehiculizacion de fdrmacos, se trata del tiempo que son capaces de
circular por el torrente sanguineo, el cual es bastante largo (permanecen en sangre entre 90 y
120 dias), de este modo los NS elaborados a partir de eritrocitos podrian aumentar la

permanencia de un farmaco fibrinolitico en el torrente circulatorio.

A partir de eritrocitos se han elaborado unos sistemas de eritrocitos fantasmas (incoloros)
de tamafio nanométrico que podian suministrarse con agentes de imagen, estos sistemas se

llamaron transductores derivados de eritrocitos NIR (NETs).

El término NIR hace referencia al infrarrojo cercano, es decir, estos nuevos sistemas eran
capaces de proporcionar imagenes al ser excitados mediante una luz cuya longitud de onda
correspondiese al infrarrojo cercano (NIR). Para que pudiesen proporcionar las imagenes habia
que encapsular los NETs con el colorante verde de indocianina (ICG) que actuaria como el agente

de imagen, esta aprobado por la FDA.

A parte del farmaco y el colorante ICG, hay un tercer elemento que interviene como
molécula enlazadora del farmaco y se llama DSPE-PEG-CHO (1,2-distearoil-sn-glicero-3-

fosfoetanolamina-polietilenglicol-aldehido).

En el proceso de disefio de esta novedosa estrategia se obtienen unos eritrocitos fantasmas
con moléculas enlazadoras de DSPE-PEG-CHO; tras la obtencién del tamafio nanométrico y la
inclusidn del colorante ICG se podran conjugar con las moléculas de t-PA gracias al DSPE-PEG-

CHO (Figura 15).
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Figura 15. Esquema de elaboracion de NETs conjugados con t-PA y el agente de imagen

ICG atrapado (Vankayala et al., 2018).

Los NETs poseen actividad fibrinolitica al estar conjugados con moléculas de t-PA (de forma
covalente a través del DSPE-PEG-CHO) y permanecen mas tiempo circulando por la sangre (sin
que se produzca hemdlisis de los eritrocitos portadores) comparado con el t-PA de forma libre.
Asi al administrar los NETs se emplearia una dosis mds baja y disminuirian los efectos tdxicos

(riesgo de hemorragias y toxicidad neuronal) asociados al t-PA libre.

No es imprescindible que las moléculas de t-PA tengan que separarse de los NETs para que
posean la facultad de inducir la fibrindlisis. Seria éste un buen sistema para disolver coagulos ya
que cumple las caracteristicas de ser biocompatible, eficaz y seguro; por otro lado, a través de

la obtencién de imdagenes gracias al ICG, es posible la visualizacidn de la actividad farmacoldgica.

En conclusion, los resultados ofrecidos por el estudio de Vankayala et al. (2018) han
justificado que estas nuevas NPs presentan una actividad fibrinolitica efectiva en modelos de
sangre coagulada in vitro. En los estudios era importante, antes de emplear animales, optimizar
tanto la concentracion de colorante ICG como la concentracidn de t-PA con el objetivo de poder
tratar la enfermedad trombolitica de la manera mas eficaz posible. Los autores plantean

investigar, en estudios posteriores, la efectividad in vivo empleando modelos de ratén.
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4. CONCLUSIONES

1. Numerosos investigadores plantean la optimizacidn de nanosistemas transportadores y
su direccionamiento al coagulo como unas interesantes alternativas terapéuticas para la
administracién de tromboliticos como el t-PA, el rt-PA, la uroquinasa y la estreptoquinasa.

2. Existen fundamentalmente dos estrategias para direccionar los sistemas mencionados en
el punto anterior hacia el coagulo:

a) La funcionalizacién superficial de los nanosistemas con distintas moléculas con
afinidad hacia el trombo (targeting activo).

b) La desagregaciéon de microaglomerados de nanoparticulas por el alto estrés de cizalla
caracteristico de los vasos sanguineos estendticos, seguido del depdsito de los
nanosistemas y liberacion del farmaco en la region de bajo esfuerzo de cizalla donde
esta el codgulo (targeting pasivo).

3. El uso de nanotransportadores dirigidos de tromboliticos, en contraposicién con la
administracion de los farmacos como moléculas libres, ha mostrado un incremento de la
actividad trombolitica y una reduccién tanto de dosis como de efectos indeseables (hemorragias
principalmente) en los estudios en animales de experimentacion.

4. La consecucion de una trombdlisis dirigida podria posibilitar la aplicacién clinica de un

tratamiento del tromboembolismo pulmonar mas eficaz y seguro.
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