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RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria autoinmune
asociada a la inflamacién crénica de la membrana sinovial, lo que causa la destruccién
del cartilago y el hueso circundante provocando dolor, rigidez, hinchazoén e incluso la
pérdida de la funcién articular, cuya etiopatogenia aun se desconoce, y es causante de
discapacidad. A pesar del notable progreso que ha tenido lugar en el tratamiento
terapéutico de la AR, la administracién a largo plazo de medicamentos antirreumaticos
todavia presenta bastantes inconvenientes. Aun existe la necesidad de utilizar grandes
dosis y altas frecuencias de administracién que generan importantes efectos
secundarios. La Nanobiomedicina es el empleo de la nanotecnologia tanto en
aplicaciones diagndsticas como en la prevencién y tratamiento de enfermedades. Las
nanoparticulas (NP) son los nanosistemas mas empleados con fines biomédicos debido
a su gran versatilidad, ofreciendo estrategias prometedoras para mejorar y optimizar
el tratamiento de la AR. Diferentes tipos de nanovehiculos han sido desarrollados para
hacer posible la liberacién de los diferentes farmacos de forma especifica y controlada
en las dianas terapéuticas. Esto permitiria alcanzar una mayor concentracién y
efectividad del tratamiento en el lugar deseado, ademds de evitar los efectos
secundarios potenciales de la acumulacidn inespecifica de los fdrmacos en érganos
como el higado y el bazo. Este trabajo de revision se centra en NP que han sido
disefiadas para transportar farmacos anti-AR, en concreto, NP poliméricas, junto con
las estrategias de direccionamiento planteadas para acumular los farmacos en los

tejidos lesionados y facilitar su interaccién con las células que alli se encuentran.

Palabras clave: artritis reumatoide, nanovehiculos poliméricos, nanoterapia,

nanotecnologia, nanoparticula
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1. ABREVIATURAS

AINE: antiinflamatorio no esteroideo

AR: artritis reumatoide

AuNP: nanoparticulas de oro

CIA: artritis inducida por colageno

CPT: camptotecina

DEX: dexametasona

Dex: dextrano

DS: sulfato de dextrano

EPR: efecto de retencion y permeabilidad aumentadas
FA: acido félico

FAME: farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad
FR: receptor de folato

FUM: fumagilina

GC: glucocorticoide

HA: 4cido hialurénico

IL-6: interleucina-6

IndOH: indometacina libre

IndOH-NC: indometacina cargada en nanocapsulas
MP: metilprednisolona

MTX: metotrexato

NP: nanoparticula

PCL: policaprolactona

PEG: polietilenglicol

pHPMAmLac,: poli-N-(2-hidroxipropil)metacrilamida-lactato
PLGA: acido poli (lactico-co-glicélico)

PM: micela polimérica

SLX: Sialyl Lewis X

SR: receptor scavenger



SSM: micelas esféricas estabilizadas
TNF- a: factor de necrosis tumoral alfa
TCZ: tocilizumab

VEC: células endoteliales vasculares

VIP: receptor del péptido intestinal vasoactivo
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2. INTRODUCCION

La AR es una enfermedad de naturaleza autoinmune caracterizada por la
inflamacidén crdénica de la membrana sinovial de las articulaciones y presenta, ademas,
diversos sintomas generales inespecificos. Estd caracterizada por la destrucciéon
progresiva del cartilago, la osteoporosis y por la aparicién de manifestaciones
extraarticulares (Smolen et al.,, 2016). Las manifestaciones sintomaticas son dolor
articular, inflamacién local, rigidez matinal, y deformaciones éseas que derivan en la
pérdida de movimiento. Las articulaciones periféricas son las mas afectadas con la
particularidad de que se afectan de forma simétrica a ambos lados del cuerpo.

La AR es un gran lastre tanto para los pacientes como para la sociedad; los
costes asociados a la enfermedad se generan en su mayoria por ingresos hospitalarios
debidos a los brotes inflamatorios, a las comorbilidades asociadas a la enfermedad o
bien por la necesidad de una intervencién quirargica de las secuelas articulares. En
nuestro pais, estudios recientes estiman un coste sociosanitario anual de 1.120
millones de euros, derivado de la atencidn sanitaria directa, gastos indirectos y a bajas
laborales. Esta es una enfermedad que disminuye enormemente la calidad de vida de
los pacientes, tanto en su area fisica como en la psicoldgica, repercutiendo en el plano
familiar, social y laboral.

A nivel epidemiolégico, la AR afecta alrededor del 0.3-1% de la poblacion
mundial (Janakiraman et al.,, 2018), lo que implica entre 100 y 200 millones de
personas, y en concreto a mas del 2% de las personas mayores de 60 afios de edad.
Presenta una mayor frecuencia en mujeres que en hombres, en una relaciéon 3:1, con
una prevalencia mayor en la poblacién urbana frente a la rural. La AR se caracteriza
por la intervenciéon de factores genéticos, principalmente, ambientales, étnicos
(Garcia-Lechuz Moya, 2008), geograficos (Peldez-Ballestas et al., 2011) y nutricionales
(Ambriz Murillo et al., 2015). Un historial familiar positivo aumenta el riesgo de
aparicion aproximadamente de tres a cinco veces, como lo demuestra los estudios
llevados a cabo en los ultimos afios. En Espafia afecta aproximadamente al 0,5% de la

poblacion (Carbonell et al., 2008), es decir a mas de 200.000 personas, presentando
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una mortalidad 2 a 3 veces superior a la de la poblacién sin artritis reumatoide. Cada
afo se diagnostican unos 10.000-20.000 nuevos casos.

La etiologia de la AR es desconocida, se considera una enfermedad complicada
asociada a diversas causas; entre los factores genéticos y no genéticos se incluyen
infecciones, trastorno de las hormonas sexuales y determinantes ambientales (Dolati
et al., 2016; Liao et al., 2009).

En las enfermedades autoinmunes, por causas aun desconocidas, el sistema
inmunitario fabrica autoanticuerpos que reaccionan contra tejidos propios del
organismo, siendo éstos, los responsables de las lesiones caracteristicas de los
trastornos autoinmunes. En el caso de la AR se produce, en concreto, la activacion de
células T y B, las cuales actuan de forma conjunta provocando una alteracién en la
membrana sinovial, lugar donde se inicia el proceso inflamatorio, formando parte del
infiltrado celular que alli se forma. Los linfocitos T y B juegan, como se observa en la
figura 1, un papel principal en la enfermedad; ademds de estas células en la infiltracidon
celular de la membrana sinovial participan fibroblastos, células endoteliales y
macrofagos activados que van a producir una serie de mediadores solubles, en su
mayoria citocinas, pero también factores de crecimiento, quimiocinas y mediadores de
sefializacion intracelular, cuyo efecto final es la destruccién del hueso vy el cartilago.
(Garcia-Sevillano, 2014).

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular que intervienen en la
comunicacion intercelular del sistema inmunitario. Tienen una vida media corta y se
clasifican en citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias. El factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-6 (IL-6) son las principales citocinas
proinflamatorias que actuan sinérgicamente en el proceso inflamatorio.

TNF-a es un intermediario importante para la regulacién de otras citocinas y
mediadores de la inflamacién como el éxido nitrico, la prostaglandina E2, enzimas
como las metaloproteinasas de matriz, etc. IL-6 es una citocina proinflamatoria
pleiotrépica con diferentes efectos sobre las células linfoides, como la induccién de la
secrecion de Ig por las células B, o la proliferaciéon y diferenciacion de las células T. En
resumen, las citocinas se unen a determinados receptores para desencadenar diversas

sefiales intracelulares que conducen a la inflamacién y al dafio (Pham, 2011).
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Figura 1. Esquema de los componentes principales de la etiologia y patogenia

de la AR (Pham, 2011)

La erosion del cartilago y del hueso estd asociada a la formacién de un
“pannus” proliferativo que recubre el cartilago; consiste en un tejido que se forma por
la hiperplasia e hipertrofia de las células sinoviales, las células inflamatorias e
inmunolégicas, las proteinasas y las citocinas que inducen al fendmeno de
hipervascularizacion de la zona afectada, promoviendo la acumulacién de todas estas
células (Cajas et al., 2019). El pannus invade el tejido articular que se encuentra en la
zona de union entre la membrana sinovial y el cartilago produciendo deformaciones
articulares que son las manifestaciones clinicas mas severas. En la figura 2 se muestran
los cambios que tienen lugar en la articulacién en un paciente con AR. La membrana
sinovial se hace mds gruesa y se aprecia una tumoracion, el pannus, que invade el

hueso y el cartilago (Garcia De Veas, 2015).
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Figura 2. Patogénesis de la AR (Garcia De Veas, 2015)

Actualmente, los grupos terapéuticos para la AR estdn basicamente divididos

en 4 categorias:

° Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FAME)
° Glucocorticoides (GC)

° Antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

° Terapia bioldgica

En las Ultimas décadas, los FAME han mejorado en gran medida el tratamiento
clinico en etapas tempranas de la AR. El FAME mas usado y estudiado es el
metotrexato (MTX), ya que muestra una excelente efectividad y por ello se considera
farmaco de primera linea (Yuan et al., 2012). El MTX inhibe de forma eficaz la
produccién de citocinas proinflamatorias, sin embargo, presenta una semivida baja, de
aproximadamente 6h y, su capacidad para concentrarse en las zonas inflamadas
también es baja. Ademads, al igual que el resto de los FAME, produce en ultima
instancia efectos secundarios graves en la médula dsea, higado y rifidén y alteraciones

gastrointestinales (Khan et al., 2012).
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Los GC, como la dexametasona (DEX), o la metilprednisolona (MP), son
antiinflamatorios clasicos con efectos farmacolégicos rapidos. Debido a su rapida
accién se utilizan generalmente como "terapia puente" en el tratamiento inicial de la
AR que cursa con sintomas agudos, hasta que los auténticos agentes modificadores de
la enfermedad, los FAME, consiguen ejercer su efecto terapéutico. De manera similar
al MTX, el tratamiento de los GC requiere altas dosis y frecuencias de administracion
para alcanzar cierta eficacia, debido a que se eliminan rdpidamente después de su
administracion. En este caso los efectos secundarios son mas significativos, entre los
mas importantes se encuentran: enfermedades cardiovasculares, atrofia muscular,
glaucoma, Ulcera péptica, infecciones y osteoporosis (Hoes et al., 2010).

Los AINE son inhibidores no selectivos de la ciclooxigenasa que interviene en la
generacioén de prostaglandinas, un mediador del proceso inflamatorio. Por lo tanto, al
suprimir su produccién, los AINE conducen a la remision del dolor y la inflamacién. Sin
embargo, su uso a largo plazo puede producir retencién de liquidos en las zonas
inflamadas, ademds de las ampliamente conocidas alteraciones gastrointestinales.
Ademas, son incapaces de impedir el progreso de la enfermedad y muestran una baja
eficacia terapéutica como farmacos anti-AR (Yuan et al., 2012).

La aparicion mas reciente de agentes bioldgicos ha revolucionado el patrén
terapéutico de la AR y ha mejorado la eficacia farmacoldgica de los tratamientos.
Como se ha indicado, el factor TNF-a, se considera un objetivo principal en el
tratamiento. Los primeros agentes anti-TNF-a para el tratamiento clinico se probaron
hace aproximadamente una década, entre ellos cabe destacar adalimumab,
certolizumab, etanercept, e infliximab. Ademas de los inhibidores de TNF-a, otras
terapias bildgicas incluyen, los inhibidores de la coestimulacién de células T
(abatacept), los antagonistas de las células B (rituximab), anticuerpos monoclonales
contra el receptor de interleucina-6 (tocilizumab), inhibidores de IL-1 (anakinra) y anti-
CD28 (abatacept). Los agentes biolégicos son altamente efectivos para aliviar los
sintomas e incluso revertir la progresion de la AR (Smolen et al., 2014). Sin embargo,
no funcionan bien en una gran parte de los pacientes con AR, casi el 50% de los
pacientes respondedores a los fadrmacos anti-TNF-a terminan abandonando la terapia
al final del primer afio, ya que el tratamiento va perdiendo eficacia de forma

progresiva (Singh et al., 2011). Se ha publicado que la combinacion de MTX con
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agentes anti-TNF-a funciona positivamente en alrededor del 60% de los pacientes, no
obstante, la cifra aun esta lejos de ser satisfactoria (Salliot et al., 2011). Por otro lado,
presentan efectos secundarios como son, infecciones locales en los sitios de infusién o
inyeccion, e infecciones sistematicas, como la tuberculosis; ademds el costo del
tratamiento es bastante elevado, pudiendo llegar a ser algunos de estos farmacos
incluso inasequibles.

A pesar de que se logra cierto grado de efecto terapéutico con todos estos
tratamientos, todavia conllevan un alto riesgo de tolerancia terapéutica y de
alteraciones funcionales inducidas por las elevadas dosis utilizadas. La eficacia de estos
farmacos depende de que sus concentraciones estén a unos niveles plasmaticos
adecuados durante un cierto periodo de tiempo mas o menos prolongado. Sin
embargo, la administracion convencional origina variaciones en las concentraciones
plasmaticas que pueden dar lugar a periodos alternativos de ineficacia o de toxicidad,
hecho particularmente problematico si estan muy préximos los niveles minimos de
toxicidad y de inefectividad. En la actualidad se estan desarrollando mejoras en los
sistemas de administracion de farmacos con el fin de disminuir estos efectos adversos
y, ademas, aumentar la eficacia de los medicamentos. El nuevo reto consiste en
conseguir que estos farmacos accedan de un modo especifico al tejido,
direccionandolos mediante un vehiculo o vector (Prasad et al., 2015).

Se define la vectorizacidn como la operacion tecnoldgica destinada a dirigir y
liberar de forma selectiva principios activos a nivel de 6rganos, tejidos o células sobre
los que han de ejercer su accién, mediante la utilizacién de transportadores. En
farmacologia, se conoce como vector a la forma farmacéutica que engloba al farmaco.
Por consiguiente, un vector permite la liberacién controlada del agente terapéutico,
evitando su biodegradacion antes de llegar a la biofase y minimizando los efectos
secundarios indeseables. Se consideran dos grandes grupos de sistemas de
vectorizacién: vectores macromoleculares y vectores de tamafo de particula que se
clasifican a su vez en vectores microparticulares y vectores nanoparticulares (Saez et
al., 2004). El uso de nanoparticulas frente a microparticulas presenta ventajas debido a
su pequefio tamafio, ya que pueden atravesar los tejidos inflamados y ser
administradas via intravenosa sin peligro alguno de formacion de trombos, ya que su

didametro es menor que el de los capilares sanguineos.
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La nanotecnologia es la ciencia del disefio, produccién y aplicacion de
estructuras mediante el control del tamafio a escala nanométrica, siendo un
nanémetro (nm) la mil millonésima parte, o 10~°, de un metro. (Aston et al., 2005). La
nanotecnologia permite la fabricacion de dispositivos en la misma escala en la que se
encuentran células y biomoléculas, escala donde ocurren la mayoria de los procesos
biolégicos. Los materiales cuando se hallan a estos niveles nanométricos sufren
cambios en sus propiedades fisicas y quimicas (Lechuga, 2010) que los hacen
interesantes para la aplicacion en enfermedades inflamatorias autoinmunes.

Los vectores nanoparticulares o NP son particulas coloidales sdlidas, su tamafio
nanomeétrico les permite atravesar poros y membranas por lo que son facilmente
captadas por las células e interactian de forma facil tanto con las moléculas de
superficie como con las del interior celular. El reducido tamafio aumenta también su
velocidad de disolucién, alcanzando limites de saturacién, es decir, mejoran la
biodisponibilidad del farmaco. Tienen como ventajas la posibilidad de encapsular
farmacos poco solubles y permeables, una alta semivida biolégica y especialmente, las
NP poliméricas de entre todos los sistemas de vehiculizacidn, tienen un papel vital en
la industria debido a sus propiedades biocompatibles y biodegradables (Janakiraman
et al., 2018).

La NP debe disefiarse teniendo en cuenta: las propiedades del principio activo,
el objetivo hacia el que va a ser direccionada, el medio fisiolégico por el que va a
transitar antes de alcanzar dicho objetivo y el medio en el que se encuentra la diana
terapéutica. La administracidn selectiva de farmacos puede ser activa o pasiva. Las
caracteristicas de las NP como son la superficie y la morfologia, determinan su
biodistribucién por los diferentes tejidos y o6rganos, es decir, sus propiedades
fisicoquimicas contribuyen al direccionamiento pasivo de los principios activos. La
orientacidén activa, sin embargo, se logra mediante la conjugacién de la NP a un ligando
de células especificas. Como se muestra en la figura 3, los principios activos pueden
administrarse y acumularse de forma selectiva en los dianas terapéuticas a través del
direccionamiento pasivo o activo de nanovehiculos (Pham, 2011).

El uso de materiales biocompatibles, biodegradables, como los polimeros,
proporciona una ventaja frente a la administracién convencional. Las NP poliméricas se

formulan empleando homopolimeros o copolimeros de diferente hidrofobicidades que
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pueden encapsular farmacos hidrofilos y/o hidrofobos, asi como proteinas vy
macromoléculas de acido nucleico (Wang and Wang, 2014). Estos materiales no
generan respuesta adversa y tras su interaccidon con el medio fisiolégico se degradan
en componentes no téxicos, como es el caso del PLGA (acido poli (lactico-co-glicélico)),
un copolimero del lactico y el glicdlico que se ha empleado en la preparaciéon de
vectores nanoparticulares, debido a su versatilidad quimica. El éxito del PLGA es
debido a que, en su degradacidn hidrolitica, genera mondmeros de acido lactico y
acido glicélico, ambos biodegradables por la via del acido citrico.

Por otro lado, una de las caracteristicas excepcionales de los polimeros es su
capacidad para ser conjugados con ligandos. Numerosos equipos de investigaciéon se
dedican actualmente a estudiar la sobreexpresién de determinadas moléculas en
células implicadas en la patogenia de la AR, de modo que si se conoce qué receptores
estan sobreexpresados en las dianas terapéuticas se podrian conjugar a estos
polimeros ligandos de unidn a receptores que faciliten el direccionamiento activo del
nanovehiculo. Esta estrategia de direccionamiento serd analizada con detalle mas
adelante debido a su importancia y aplicabilidad.

Otro de los factores a tener en cuenta, es el aclaramiento radpido que sufren las
NP mediante el sistema fagocitico mononuclear del higado y el bazo, y mediante
mecanismos en los que intervienen las opsoninas y la activaciéon del complemento.
Una técnica empleada para disminuir el aclaramiento de las NP cuando estan en
circulacidn, consiste en conjugarlas con cadenas de polietilenglicol (PEG) de forma
covalente, en un proceso que se conoce como pegilacidn, al proporcionar una barrera
hidrdfila y estérica contra la opsonizacidn (Lechuga, 2010). La eficacia de estas cadenas
de PEG para modificar la biodistribucion de las NP, se ha puesto de manifiesto a través
de estudios in vivo, en los que han observado un aumento drastico en el tiempo de
circulacion en sangre de las NP con el aumento de la densidad de PEG a nivel
superficial (Alexis et al., 2008).

Los beneficios del uso de la nanotecnologia son, por un lado, la reduccién de los
dafos en otros érganos debido a que ahora la distribucion de los farmacos fuera del
objetivo no se produce y, por otro lado, los nanotransportadores proporcionan
proteccion frente a la biodegradacidn de los agentes terapéuticos. Esto significa que la

liberacion de los principios activos se dard ahora de forma sostenida y con una cinética
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de circulacion prolongada. Por lo tanto, los nanovehiculos aumentan la solubilidad y la
biodisponibilidad de farmacos, evitando la utilizacion de grandes dosis y la
administracion repetida de inyecciones (Ulbrich and Lamprecht, 2010).

En resumen, las NP son capaces de: (a) encapsular y evitar la degradacion de los
principios activos, (b) mejorar el direccionamiento, (c) controlar la liberacidon de las
drogas, y (d) ser producidos a grandes escalas y de forma reproducible (Anselmo and
Mitragotri, 2014).

Por lo general, el sistema de administracion de farmacos a nanoescala
direccionado parece ser una opcidon valida para el tratamiento de la AR. Los
nanotransportadores se han empleado ampliamente para la administracion de
farmacos antirreumaticos, entre los mds empleados encontramos liposomas,
dendrimeros, micelas, nanocdpsulas, NP metalicas y NP poliméricas entre otros (Dolati
et al., 2016). Algunos de estos sistemas de administracion se tratardn en detalle a

continuacion.

3. OBJETIVOS

El objetivo del presente Trabajo de Fin de Grado ha sido realizar una revision
bibliografica sobre el uso de sistemas nanométricos para el tratamiento de las

enfermedades autoinmunes, concretamente en la Artritis Reumatoide.

4. METODOLOGIA

El trabajo se ha llevado a cabo realizando una busqueda bibliografica en las
principales bases de datos Pubmed, SciFinder, Scopus y Web of Science. En cada una de
las bases de datos se introdujeron palabras claves en funcién del contenido de cada
uno de los diferentes apartados del trabajo. En la primera parte del trabajo, la
Introduccidn, se utilizaron términos como “Rheumatoid arthritis”, “nanotechnology”,
“nanoparticles”, “active targeting and pasive targeting”.

Para el apartado de resultados y discusion se combinaron términos como

“polymeric nanoparticles”, “receptors”, “ligands”, “nanomedicine”, “nanotherapy”,

“target”.

13
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Ademas, se han utilizado los filtros disponibles, como el afo o el tipo de
publicacién, que ofrecen estas bases de datos para hacer una busqueda mas precisa.
Los articulos tipo review y las publicaciones posteriores al afio 2014 fueron los
principales objetos de busqueda, no obstante, se han incluido referencias de afios
anteriores debido a la necesidad de informacién mds bdsica para aquellas partes mas
complejas. A modo de ejemplo si introducimos el término “Rheumatoid arthritis” en el
buscador de Web of Science, este nos arrojard 171.876 resultados, para acotar la
busqueda refinamos con el término “nanoparticles” y el resultado ahora es de 535
articulos. Para hacer un andlisis de la cronologia de las publicaciones sobre el uso de
NP en AR nuevamente refinamos la busqueda, ahora por nimero de publicaciones por
afos y el resultado es el siguiente: el numero de publicaciones aumenta
progresivamente a partir del afio 2014, alcanzando el mayor nimero de ellas en 2018

con un total de 97 publicaciones totales.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Direccionamiento de nanovehiculos para el tratamiento de AR

5.1 Estrategias de direccionamiento pasivo
Las dos caracteristicas mas notables de la AR son la alteracién de los vasos
sanguineos y la presencia de un infiltrado de células inflamatorias, especialmente en la
membrana sinovial, es por ello que estos fendmenos son utilizados como objetivo para
el direccionamiento de las NP. La inflamacidn crénica que tiene lugar en la AR provoca
la aparicibn de vasos sanguineos altamente permeables. La estrategia de

direccionamiento pasivo se basa en el efecto de retencién y permeabilidad
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aumentadas, EPR (Enhanced Permeability and Retention), es decir la presencia de una
abundante vascularizaciéon inmadura con grandes fenestraciones, hace que en estos
tejidos se acumulen mayor cantidad de NP que en los tejidos sanos (figura 3) (Doello et
al., 2015). La angiogénesis provoca que el tejido sinovial crezca rdpidamente debido al
aumento del aporte nutricional que ofrecen los capilares. Durante este proceso se
forman amplios huecos de 700nm entre las uniones de las células endoteliales (Jain et
al., 2013). El efecto EPR permite a los nanovehiculos con tamafos apropiados penetrar
a través de estos huecos y quedar atrapados permitiendo una liberacién mds lenta del
farmaco; esto es indicativo de que el tamafio de los nanovehiculos es un factor

decisivo en el proceso de direccionamiento pasivo.
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Figura 3. Diferentes tipos de “targeting” de las NP: El “targeting” pasivo y el

“targeting” activo (Doello et al., 2015)

5.1.1. FAME

Dentro de este grupo terapéutico, son los nanovehiculos de MTX los que mas
se han desarrollado para optimizar la eficacia terapéutica y el perfil de seguridad, e
incluso la forma de administracion. Estos nanotransportadores son capaces de dirigir
los agentes terapéuticos especificamente hacia los tejidos inflamados y liberarlos
lentamente durante un periodo prolongado de tiempo (Williams et al., 2000).

En un estudio reciente, se han disefiado nanoesferas de Au cargadas con MTX

para ser empleadas en tratamiento fototérmico. A través de la aplicacion de radiaciéon
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de infrarrojo, este nanosistema libera la carga en el lugar de interés. Para su disefio se
han empleado copolimeros de PLGA pegilados (PEG-PLGA-Au/MTX). La NP se
administré via intraarticular seguida de una radiacidon fototérmica que permitia la
liberacion del farmaco “a demanda” en lugares especificos. El copolimero permitié una
dispersién homogénea del farmaco en la NP, siendo su liberacién el resultado de una
combinacion del proceso de difusién del farmaco junto con la degradacién de la
envoltura polimérica. Esta liberacion controlada y continua, junto con las conocidas
propiedades del PEG a favor de la estabilidad de la NP, permite una mayor actividad
del MTX observdndose un efecto antinflamatorio prolongado en modelos de AR in

vitro (Costa Lima and Reis, 2015).

5.1.2. Glucocorticoides (GC)

Al igual que en el caso del MTX, los GC han sido vehiculizados. Esto ha
permitido una mejora en su eficacia terapéutica, lo que ha hecho posible una
administracion mas reducida en cuanto a dosis y frecuencia, resultando en una
disminucion de la toxicidad sistémica. Estas mejoras han sido observadas en diferentes
nanoestructuras liposdmicas que encapsulaban glucocorticoides como la MP y la DEX
(Bartneck et al., 2014; Ulmansky et al., 2012).

En esta misma linea, se ha estudiado la influencia de micelas poliméricas (PM),
en el control de la liberacién de GC; para ello se ha analizado la velocidad de liberacién
de la DEX tras su encapsulaciéon en un nucleo micelar. Las micelas son particulas
coloidales nanométricas, generalmente esféricas, con un interior hidrofébico y un
exterior hidrofilico. Los farmacos pueden ser atrapados en el interior de las micelas o
adherirse covalentemente a las superficies de ellas (Oropesa-Nufiez and Italiano,
2012). La DEX, practicamente insoluble en agua, fue conjugada con tres polimeros

metacrilicos diferentes mediante enlaces tipo éster.
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Figura 4. Esteres polimerizables derivados de la DEX (Crielaard et al., 2012).

Estos polimeros hacen posible el control de la liberacién porque contienen
enlaces tioéteres con diferentes grados de oxidacidon, que les otorgan diferentes
velocidades de hidrélisis de enlace (Crielaard et al., 2012) (figura 4).

Las PM se formaron a partir de copolimeros en blogque, compuesto por un
bloque de PEG, hidréfilo y un bloque de poli-N-(2-hidroxipropil)metacrilamida-lactato
(PHPMAmLacy), termosensible, el cual dependiendo de la temperatura, presenta un
comportamiento hidréfilo o hidréfobo. El copolimero se empled a una temperatura en
la que el bloqgue pHPMAmLac, presentaba un comportamiento hidrofébico,
consiguiendo de esta manera que se formasen micelas compuestas por un nucleo de

pHPMAmLacy, hidrofdbico y una envoltura de PEG, hidrdfila (figura 5).
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Figura 5. Esquema de representacién de PM cargadas con DEX (Crielaard et al.,

2012).

Los resultados mostraron que las PM enlazadas a través del éster de sulfona

presentaban una tasa de liberacién mas alta, en condiciones fisioldgicas (37°C, pH 7.4).

5.1.3. AINE

Dentro de los AINE, la indometacina ha sido utilizada como tratamiento
antiinflamatorio en pacientes con AR. Es una molécula practicamente insoluble en
agua, y cuyos efectos secundarios sobre la mucosa intestinal se intensifican
especificamente en personas que padecen esta enfermedad (Nagai and Ito, 2014). En
2008, Bernardi y su grupo, demostraron que la indometacina cargada en nanocapsulas
(IndOH-NC) presentaba una efectividad mds potente para disminuir la viabilidad y la
proliferacion celular de las lineas de glioma, que la indometacina libre (IndOH) y sin
presentar efectos toxicos significativos, ya que eran varios los estudios que habian
sugerido que los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) son agentes
anticancerosos prometedores. Estas nanocapsulas cargadas se prepararon por
deposicidn interfacial de polimero empleando para ello poli (e-caprolactona).

En 2009, este mismo grupo, realizé una serie de experimentos con estas
nanocapsulas para evaluar la toxicidad gastrointestinal de la IndOH-NC en relacién con
la IndOH, tras la administracion a largo plazo de ambas formulaciones. Para ello se
analizaron los intestinos de un grupo de ratas con AR inducida y determinaron los

indices de dafio por separado, en duodeno, yeyuno e ileon. Como se muestra en la
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figura 6, los indices de lesién en los animales tratados con IndOH-NC se redujeron

significativamente cuando fueron comparados con la IndOH.
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Figura 6. indice de lesidn intestinal en modelos de animales con artritis (Bernardi et al.,

2009)

Sorprendentemente, los animales tratados con nanocdpsulas no cargadas
también mostraron un aumento de los indices de lesién gastrointestinal en
comparacion con los grupos control. Este efecto en nanocapsulas no cargadas no se
habia observado previamente, sin embargo, es importante tener en cuenta que en el
presente estudio los animales fueron tratados créonicamente, y este periodo
prolongado de tratamiento puede ser el causante de la toxicidad leve que se elucida
en la figura 6 (Bernardi et al., 2009). IndOH-NC produjo un aumento de la eficacia
antiinflamatoria en los modelos a largo plazo de la inflamacién, junto con una
seguridad gastrointestinal mejorada. Esta formulacidn podria representar una
alternativa prometedora para el tratamiento de enfermedades inflamatorias crdénicas,

con efectos indeseables reducidos.

5.1.4. Terapia biolégica

Los agentes bioldgicos son disefiados para actuar de forma especifica sobre las
principales citocinas involucradas en la patogénesis de la AR. En lo que respecta a su
direccionamiento, también han sido disefiado y sintetizado nanovehiculos con el
objetivo de reducir sus efectos adversos. En un estudio llevado a cabo durante 2014,
se prepararon nanoparticulas de oro (AuNP) recubiertas de acido hialurdénico (HA-

AuNP), con el objetivo de vehiculizar tocilizumab (TCZ), anticuerpo monoclonal
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humanizado que se une al receptor celular de la IL-6, la segunda citocina mas
combatida en el tratamiento de la AR. El HA es un componente que encontramos de
forma natural en nuestro propio cuerpo, forma parte del cartilago y del liquido
sinovial, por lo que se presenta como una sustancia biocompatible, biodegradable, sin
efectos téxicos e incapaz de originar respuesta inmunoldgica. Sus excelentes
propiedades reoldgicas convierten al HA en un elemento ideal como lubricante y
protector del cartilago (Lee et al., 2014), ademds de incrementar drasticamente la
estabilidad de las nanoparticulas de oro con tocilizumab (AuNP/TCZ).

Lee realizé estudios in vivo para estudiar la eficacia de HA-AuNP/TCZ en
modelos animales con artritis inducida. Los animales fueron divididos en 4 grupos
diferentes, y cada grupo fue inyectado con una formulacidn distinta: el grupo 1 recibié
PBS (tampdn fosfato salino), el 2, HA-AuNP, el 3, TCZ y el grupo 4, HA-AuNP/TCZ. La
figura 7 muestra los resultados clinicos observados en las patas inflamadas. Aunque el
grupo 2 muestra una pequena mejora de la inflamacidn con el tiempo, las diferencias
entre los grupos 1 y 2 no son significativas. Sin embargo, los grupos 3 (TCZ) y 4 (HA-
AuNP/TCZ), si muestran una mayor supresion de la inflamacidn, siendo mas evidentes

los efectos terapéuticos en el grupo 4.
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Figura 7. Resultados clinicos obtenidos tras la administracién en las patas de animales

con artritis inducida: (a) PBS, (B) HA-AuNP, (c) TCZ y (d) HA-AuNP/TCZ (Lee et al., 2014).
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Para confirmar el efecto terapéutico de estas nanoparticulas, HA-AuNP/TCZ,
analizaron los niveles de IL-6 con detalle. Como se observa en la figura 8, el grupo 4
mostrd, como se esperaba, una mejora significativa en la eficacia de la supresion de la

citocina proinflamatoria.
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Figura 8. Niveles de IL-6 en el grupo control de animales sin artritis inducida y
en los grupos con artritis inducida tras la administracion de: PBS, HA-AuNP, TCZ y HA-

AuNP/TCZ (Lee et al., 2014).

Conforme a todos estos resultados podemos confirmar que el nanosistema HA-

AuNP puede ser usado para optimizar la eficacia terapéutica del agente bioldgico TCZ.

5.2 Estrategia de direccionamiento activo

Mientras las estrategias de direccionamiento pasivo sirven para acumular los
farmacos de forma local en los tejidos inflamados, las estrategias de direccionamiento
activo, sin embargo, mejoran la eficacia terapéutica debido a la alta afinidad que
presentan los ligandos para unirse de forma especifica a los receptores expresados o
localizados en las células implicadas en la patogenia de la enfermedad. En la AR, se
activan células implicadas en la inflamacién (macréfagos y células T) y células
endoteliales vasculares (VEC); las cuales cuando se activan, sufren una serie de
cambios que las diferencian de las que se encuentran en los tejidos sanos, en la
mayoria de los casos estos cambios afectan fundamentalmente a la expresion de

dichos receptores (figura 9).
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Figura 9. llustracion esquematica del direccionamiento activo de varios

farmacos encapsulados en nanovehiculos (Yang et al., 2017).

Por lo tanto, la interaccidn entre ligandos y receptores dirige la biodistribucién
de los agentes terapéuticos y reduce la acumulacién del fdrmaco en los tejidos sanos

aun mas de lo que el direccionamiento pasivo conseguia (Yang et al., 2017).

5.2.1 Células implicadas en la inflamacién

Como ya hemos visto, las células implicadas en la inflamacién son
principalmente macrdéfagos y células T. Las estrategias de direccionamiento activo
tienen como objetivo multiples receptores especificos, como el receptor de folato (FR)
(Low et al., 2008; Paulos et al., 2004), los receptores scavenger (SR) (Kim et al., 2013), y
los receptores del péptido intestinal vasoactivo (VIP); los cuales estan sobreexpresados

en la superficie de dichas células.

5.2.1.1FR

Los FR se unen al acido folico (FA) con alta afinidad. De entre los cuatro

subtipos de FR, el FRB es el que se expresa en los macréfagos sinoviales activados y en
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las células CD14+ de pacientes con AR. Van Der Heijden, publicé que los antagonistas
de folato con alta afinidad por los FR se unen de forma selectiva a los macroéfagos
sinoviales de ratas con artritis adyuvante inducida con mayor afinidad en comparacién
con los macrofagos sinoviales de las ratas sanas. Por ello los FR se consideran un
ligando potencial para el direccionamiento activo (Van Der Heijden et al., 2009).

El dextrano (Dex) es un polisacarido que presenta excelentes propiedades
biolégicas, es decir, favorable biocompatibilidad, biodegradabilidad v
polifuncionalidad. Por ello se ha usado como biomaterial en nanosistemas
transportadores de farmacos. Asi en 2016, el equipo dirigido por el profesor Yang,
sintetizaron un conjugado de Dex-MTX direccionado con folato (Dex-g-MTX/FA) junto
con otra formulaciéon no direccionada de MTX (Dex-g-MTX) para evaluar sus
propiedades fisicoquimicas. Las formulaciones se prepararon a través de una reaccién
de condensacion entre los grupos hidroxilo del Dex y los grupos carboxilo del MTX y/o
FA y ambas poseian propiedades anfifilicas, debido a la hidrofilia del Dex y a la
hidrofobicidad que exhiben MTX y/o FA. En ambiente acuoso, estos conjugados se
autoensamblaron en micelas esféricas de 90nm de diametro. Este tamafio fue
apropiado para la acumulacién mediante direccionamiento pasivo por el efecto EPR.
Sin embargo, la importante supresion de la inflamacidén que se observd en los animales
de experimentacidon se logré a través de la administracidon intravenosa de Dex-g-
MTX/FA debido a la especificidad del FA para orientarlo hacia las células inflamatorias,
las cuales redujeron la produccién de citocinas proinflamatorias.

La biodistribucién selectiva de las formulaciones se evalué en un test de
fluorescencia ex vivo como se muestra en la figura 10. Utilizando un agente de imagen
para marcar los nanovehiculos, se observd que Dex-g-MTX/FA producia una sefal
fluorescente mayor en las patas afectadas que la formulacion que no estaba
modificada con FA (Dex-g-MTX). El principal resultado a favor del direccionamiento
conseguido fue la mejora en la eficacia terapéutica y el alivio de los sintomas de la
artritis (Yang et al., 2016). Otra de las mejoras observadas con respecto al vehiculo no
direccionado fue en relacién al perfil de liberacion. Como observamos en la figura 10 el
nanovehiculo dirigido con FA mejord la farmacocinética, observandose una liberaciéon
de Dex-g-MTX/FA mas lenta, posiblemente debido a la hidrofobicidad adicional que

aporta el FA.

23



Nanoparticulas para la artritis reumatoide

A Dex-g-MTXFA  Des-g-MTX

—=— Dex-g-MTX/FA
—o— Dex-g-MTX

)
=
=

S
B 2000 , =
w
7] D
= & 30+
® 1000
z =
@
2 0-
e
=] T T T T
E 0 20 40 60
0- Time (h)
3
o *'g,m\‘* W
- Pe
A\

Figura 10. (Izq) Imagenes de las articulaciones del test ex vivo y promedio de la
sefial detectada; (Dch) liberacidon de MTX desde los nanovehiculo Dex-g-

MTX/FA y Dex-g-MTX (Yang et al., 2016)

5.2.1.2 SR

Los SR, son una familia de glicoproteinas de superficie en macroéfagos, que
participan en la captacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas y
acetiladas. En condiciones inflamatorias se estimula la expresiéon de los SR en la
superficie de los macréfagos y desencadenan la internalizacidén de la albumina sérica,
las macromoléculas polianidnicas y las LDL oxidadas (LI and Glass, 2002).

El sulfato de dextrano (DS) reconoce especificamente los SR, particularmente
los de clase A, a través de la interaccion ligando-receptor. Se ha preparado un
copolimero anfifilico, usando DS como bloque hidrofilico y policaprolactona (PCL)
como bloque hidrofébico. El copolimero anfifilico DS-b-PCL sufrid un proceso de
autoensamblaje en condiciones acuosas que dio lugar a la nanoparticula polimérica. La
biodistribucién del conjugado se analizé en ratones con artritis inducida por coldgeno
(CIA), como principal pardmetro de eficacia del direccionamiento. La senal de
fluorescencia de las patas traseras fue mas intensa en los ratones con CIA que en los
ratones salvajes donde solo se detectd una distribucion minima del farmaco. La
intensidad de fluorescencia en las articulaciones afectadas fue casi 10 veces la

intensidad en los ratones salvajes (figura 11) (Kim et al., 2013).
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Figura 11. Mecanismo de direccionamiento usando NP de DS-b-PCL (Kim et al., 2013).

En un estudio mas reciente, Yang y colaboradores sintetizaron un conjugado de
MTX y lo direccionaron de forma activa con DS, DS-g-MTX (figura 12), y utilizaron Dex-
g-MTX como control. La captacidn celular in vitro y la acumulacién in vivo en los sitios
inflamados aumentaron evidentemente en DS-g-MTX en comparacion con Dex-g-MTX
y MTX libre. Ademas, la formulacidn direccionada no solo redujo la citotoxicidad en los
tejidos sanos, sino que también optimizé el efecto antiinflamatorio de MTX (Yang et
al., 2017). Debido a todos estos hallazgos, se establece la unién de DS a SR como una

estrategia de direccionamiento efectiva en la terapia de AR.

Intravenous Injection

MTX Prodrug Inflamed Joint
Figura 12. Esquema de la sintesis y administracion de DS-g-MTX en ratones CIA (Yang

etal.,, 2017).
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5.2.1.3 Receptores del VIP

En la AR los receptores de VIP estdn sobreexpresados en células T y en varias
células inflamatorias, como macroéfagos y sinoviocitos (Delgado et al., 2004). VIP es un
neuropéptido de 28 aminodcidos, con alta afinidad por estos receptores, que presenta
una amplia biodistribucién in vivo y multiples funciones, participando, en la regulacién
de la homeostasis del sistema inmunitario y en la regulacién de la inflamacion (Souza-
Moreira et al., 2011). Sin embargo, el uso en clinica del VIP libre es inviable, primero
porque sufre degradaciéon enzimatica rapida y segundo, porque produce una bajada
acuciada de la tensién arterial. Para solucionar estos problemas, el grupo del profesor
Koo, fabricd micelas esféricas estabilizadas (SSM) con PEG. En este estudio
demostraron que las SSM-VIP se dirigian preferentemente a las articulaciones
inflamadas y mejoraban los signos de la enfermedad a bajas dosis. Lo mds importante
fue, que las SSM-VIP eliminaban completamente los efectos hipotensores del VIP libre.
Ademas, frente a las micelas convencionales, estas SSM-VIP son relativamente estables
debido a la concentracion minima, pero eficaz, de PEG. A partir de este momento, los
investigadores comenzaron a interesarse en el VIP y sus receptores como estrategia en
el direccionamiento activo de farmacos (Koo et al., 2011).

En estudios recientes, han preparado SSM cubierta con VIP (SSM-VIP) con el
objetivo de crear un nanotransportador para la camptotecina (CPT), un farmaco
citostatico que se usa en pacientes con AR debido a su capacidad de inhibir la
proliferacion de sinoviocitos, metaloproteinasas de matriz, la expresidon de condrocitos
y el fendmeno de angiogénesis. El conjugado de VIP-CPT-SSM mostrdé una liberacion
mas sostenida y una remision acelerada en ratones con artritis inducida por coldgeno,
en comparacion con el conjugado no direccionado CPT-SSM. Ademds, en el grupo VIP-
CPT-SSM, los efectos secundarios del farmaco se redujeron junto con la disminucién de

la dosis requerida de CPT (Sethi et al., 2013).

5.2.2 VEC
La angiogénesis ocurre en la etapa temprana de la AR y con frecuencia conduce
a la infiltracion inflamatoria y la proliferacion del pannus sinovial, que en Uultima

instancia es el causante de la erosiéon gradual del cartilago e incluso del hueso
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subyacente (Koch, 2000). Ademds de proporcionar transporte de oxigeno y nutrientes
para facilitar la proliferacion del tejido sinovial, la angiogénesis también favorece la
adhesion y el reclutamiento de células inflamatorias a las areas de sinovitis y acelera la
secrecion de citocinas inflamatorias (Koch, 2003).

La sobreexpresién de las moléculas de adhesion, como la integrina avpf3 y la E-
selectina, permite distinguir a las VEC en los sitios inflamados, de los tejidos sanos, lo
gue hace que las VEC se conviertan en posibles objetivos en las estrategias de

direccionamiento activo.

5.2.2.1Integrina a3

La integrina avB3 es un miembro de la familia de proteinas integrales asociadas
con la regulacion positiva de la angiogénesis. En el tejido sinovial de la AR, la integrina
avBs se encuentra sobreexpresada en las VEC de forma desproporcionada en
comparacion con los tejidos sanos. En base a este hecho, se adopté la integrina avf3
como otro biomarcador para el sistema de direccionamiento activo de farmacos. La
fumagilina (FUM) es una micotoxina producida por Aspergillus fumagatus que inhibe la
angiogénesis, sin embargo, las dosis requeridas para obtener efectos terapéuticos
producen neurotoxicidad. Estudios llevados a cabo por el profesor Zhou, permitié
desarrollar una NP polimérica de perfluorocarbono que fueron direccionadas de forma
activa hacia la integrina con un antagonista péptidomimético de la vitronectina, un
ligando de unidn a la integrina afs.

Los ratones tratados con estas NP, mostraron un estado de recuperacidn
superior, caracterizado por una reduccién muy marcada de los marcadores de la ARy
del grosor del tobillo en comparacidn con el grupo control no tratado o tratado con las

NP no cargadas a los niveles que se muestran en la figura 13.
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Figura 13. Gradacién en la AR y en el grosor del tobillo de las ratas a las que se

le ha inducido AR (Zhou et al., 2009).

En la figura 14 se observa la disminucion del nimero de leucocitos y vasos

sanguineos, y el

mantenimiento de la integridad del proteoglicano que son

representativos de la efectividad de las NP cargada con FUM. Por otra parte, la

nanoparticula dirigida a la integrina avPB3 se acumuld especificamente en las patas

afectadas por la artritis, mientras que la distribucion fuera del objetivo del tratamiento

se evitd en gran medida (Zhou et al., 2009). Por lo tanto, se llegd a la conclusién de que

esta NP podria reconocer especificamente y administrar medicamentos a las

articulaciones afectadas mediante estrategias de direccionamiento activo, y conducir a

una reduccidn significativa de la inflamacién y la angiogénesis.
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Figura 14. Representacion de la variacién del nimero de leucocitos, de

proteoglicano y el nimero vasos sanguineos (Zhou et al., 2009).
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5.2.2.2E-Selectina

La E-selectina es una glicoproteina que pertenece a la familia de la selectinas
gue se sobreexpresa en células endoteliales en condiciones inflamatorias y de
neovascularizacién (Barthel et al., 2007). Sin embargo, la E-selectina no se detecta en
tejidos sanos, lo que la convierte en otra diana molecular favorable para el
direccionamiento activo para la AR. Por otro lado, el Sialyl Lewis X (SLX) es un
carbohidrato que se expresa en la superficie de los leucocitos y que funciona como
ligando de unién a E-selectina, mediando en la adhesién de aquellos al endotelio. Es
por ello por lo que se han preparado liposomas con SLX y se han comparado con
liposomas no marcados. En esta ocasién ambos tipos de liposomas se han
administrado por via intravenosa a ratones con artritis inducida, el 52 dia después de la
induccién, cuando los indices inflamatorios fueron maximos. Tras 24 h de la
administracién de liposomas, los animales se sacrificaron. La microscopia electrénica
de transmisién de los tejidos sinoviales detectd dentro de los lisosomas de los
macréfagos sinoviales grupo de liposomas SLX. (Maehara et al., 2014). Los resultados
del estudio demostraron que los liposomas SLX dirigidos principalmente a la E-
selectina en células endoteliales activadas podrian potencialmente liberar su
contenido en células inflamatorias alrededor de los vasos sanguineos sinoviales, en las

articulaciones artriticas.

6. CONCLUSION

a. La AR es una enfermedad autoinmune que presenta una patogénesis compleja
en la que se ocasiona un importante dafio dseo y que puede llegar a producir
discapacidad fisica.

i. A pesar de los avances considerables en la investigacién de la AR, ni el
tratamiento en monoterapia ni la terapia combinada de farmacos han
obtenido resultados satisfactorios.

b. El uso de la nanotecnologia ofrece la oportunidad de desarrollar un nuevo
modelo terapéutico.

i. Se han obtenido excelentes avances y logros, tanto a nivel del laboratorio

como en la préctica clinica.
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C. Para abordar estos problemas, se han desarrollado nanotransportadores.
i. Todos los modelos experimentales reflejan mejoras en la efectividad, sobre
el tratamiento convencional.
d. Con el objetivo de mejorar la capacidad de direccionamiento de los
nanovehiculos se estan estudiando ligandos especificos de unién a receptores que son

expresados o secretados por las células implicadas en la patogenia de la AR.
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