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PALABRAS CLAVE Resumen La hipertension arterial es una condicion médica considerada uno de los problemas
Nanofibras; mas importantes de salud pUblica en paises desarrollados, afectando alrededor de 1.000 millo-
Nanoparticulas; nes de personas en el mundo. Por lo tanto, resulta prioritario el estudio de sus mecanismos,
Nanotecnologia; desarrollo y tratamiento. De especial interés son multiples los factores que contribuyen, asi
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como también son importantes los esfuerzos realizados por los expertos para entenderla aca-
badamente. Sin embargo, resultan insuficientes y, en consecuencia, la atencion esta centrada
en la exploracion de nuevas terapéuticas. Surge asi un creciente interés por la nanotecnolo-
gia, dada la capacidad de ciertas estructuras para imitar el comportamiento de las matrices
extracelulares. Esto abre un promisorio campo en el tratamiento de enfermedades como la
hipertension arterial, en donde se destaca la ingenieria de tejidos y sus posibles aplicaciones,
que incorpora conceptos como la liberacion controlada de farmacos, la reduccion de efectos
adversos y la activacion de receptores a nivel local.
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Nanotechnology offers a promising therapeutic approach for hypertension treatment

Abstract Hypertension is a medical condition considered one of the most important public
health problems in developed countries, affecting around one billion people. Therefore, the
study of its mechanisms, development and treatment is a priority. Of particular interest are
the multiple contributing factors, and efforts by experts to fully understand it are also impor-
tant. However, studies are currently insufficient and consequently, attention is focused on the
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exploration of new therapeutic approaches. This raises a growing interest in nanotechnology
given the ability of certain structures to mimic the behavior of extracellular matrices. This
opens a promising field in the treatment of diseases such as hypertension, where it stands
to tissue engineering and its potential applications incorporating concepts such as controlled
release drug, reduced side effects and receptor activation locally.

© 2016 SEH-LELHA. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La nanotecnologia abarca la comprension, el control y la
manipulacion de la materia a una escala que —en tér-
minos generales— varia entre uno y 100 nanémetros. En
esas dimensiones los materiales adquieren novedosas pro-
piedades fisicas, quimicas y biologicas, manifestando asi
funciones notablemente diferentes de las observadas en la
escala macro. Tal es el caso del grafito, un alétropo del car-
bono, que se caracteriza por ser blando, mientras que en la
nanoescala los nanotubos de carbono muestran una fuerza
Unica de atraccion, y por ende, un elevado grado de dureza'.
De especial interés, muchas de las propiedades de los mate-
riales dependen de cdbmo se comporten los electrones que se
mueven en su seno y de como estén ordenados los atomos en
la materia. Asi, los denominados nanobiomateriales repre-
sentan novedosas herramientas biotecnolégicas y médicas
para el diagnostico, tratamiento y pronostico de multiples
enfermedades?.

La obtencion de estos nanomateriales depende de una
gran variedad de técnicas capaces de crear nanoestructu-
ras con diferentes grados de calidad, rapidez y coste. Entre
ellas, el electrospinning resulta la mas conocida y utilizada
para producir nanofibras o nanoparticulas. Esta técnica ha
ganado popularidad debido fundamentalmente al creciente
interés en las propiedades de la materia a nanoescala’
(fig. 1).

Una de las aplicaciones mas importantes de la nanotec-
nologia es la denominada ingenieria de tejidos, mediante la
cual pueden disenarse novedosas plataformas estructurales
o andamios que poseen la capacidad de cumplir diversas fun-
ciones organicas. En tal sentido, técnicas recientes utilizan
las nanofibras en combinacion con factores de crecimiento,
y esto permite una mejora significativa en el campo de la
medicina regenerativa“.

- N .

b

N\

Figura 1
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Estos andamios pueden ser sintetizados a partir de dife-
rentes materiales inorganicos, ya sean de tipo polimérico
o bioldgico®. En la presente revision se destacan los nano-
materiales de origen polimérico. Estos polimeros especificos
poseen caracteristicas particulares que permiten su implan-
tacion en diversos tejidos y o6rganos, sin producir efectos
adversos. Algunas de estas caracteristicas refieren aspectos
tales como la biocompatibilidad, atoxicidad y biodegradabi-
lidad, entre los mas destacados®.

Aspectos basicos de los nanomateriales de
origen polimérico

Los polimeros sintéticos son a menudo mejor caracterizados
que los materiales de origen natural, y ademas pueden resis-
tir a una gran variedad de técnicas de procesamiento. La
clase mas frecuente de polimeros biodegradables utilizados
en medicina son los poliésteres, tales como policaprolactona
(PCL), acido polilactico y acido poli (lactico-co-glicdlico).
En el caso del acido poli (lactico-co-glicolico), estos poli-
meros fundamentan sus propiedades en la union éster
escindible en un medio acuoso, degradandose en aci-
dos carboxilicos de bajo peso molecular que pueden ser
metabolizados o aprovechados por el propio organismo’
(fig. 2).

Otro grupo de polimeros ampliamente utilizados son los
policetales, una nueva clase de polimeros reabsorbibles muy
adecuados para el tratamiento de enfermedades inflamato-
rias debido a sus productos de degradacion biocompatibles.
Los policetales se han utilizado para entregar inhibidores
de moléculas pequenas y proteinas antioxidantes en mode-
los de rata con infarto de miocardio, observandose mejoras
notables en la funcion cardiaca. Los polimeros basados
en el enlace cetal proporcionan ventajas clave sobre los

Equipo basico de electrospinning; a: bomba de infusion, b: fuente de alta tension, bomba de infusion, jeringa y electrodo
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Microscopia electronica de nanofibras de PCL

poliésteres mas cominmente utilizados. El enlace cetal es
facilmente hidrolizable para producir acetona y un diol, en
un lapso de tiempo que se extiende desde dias a meses.
Los policetales tienen la propiedad Unica de disociarse a
compuestos neutros en lugar de subproductos acidos. Como
resultado, la degradacion de policetales in vivo no afecta
el pH local en el tejido circundante. Esta es una ventaja
potencial en el tratamiento de enfermedades en las que la
inflamacion desempena un papel central, como es el caso
de la disfuncion cardiaca después de un infarto, en la que
un minimo cambio en el pH local podria exacerbar la infla-
macion adicional”-®.

Por otro lado, resultan también de interés los péptidos
de autoensamblaje, miembros de una nueva clase de molé-
culas disefadas para la ingenieria de tejidos y la entrega
de proteinas. Tras su inyeccion en un ambiente fisiologico
los péptidos de autoensamblaje forman hidrogeles estables
de nanofibras. Estas son biocompatibles y pueden apoyar
el crecimiento tridimensional y la diferenciacion celular.
Los péptidos de autoensamblaje son candidatos promete-
dores para el suministro de proteinas especificas mediante
la union —no covalente— de las mismas, su inmovilizacion
o la incorporacidn de proteinas de fusion’. Las nanofibras
de autoensamblaje son oligopéptidos constituidos por ami-
noacidos hidrofilos alterados a hidréfobos que se ensamblan
rapidamente en nanofibras. De relevancia particular, aunque
las nanofibras se pueden preparar por diferentes meto-
dologias, el autoensamblaje es uno de los métodos mas
atractivos, debido al excelente control sobre la composi-
cion quimica, dimensiones y la naturaleza dinamica de la
fibra montada.

En reportes previos ha sido descrito el desarrollo
de un preparado a base de nanofibras de péptidos
autoensamblados que entrega efectivamente factores
paracrinos/endocrinos secretados por las células madre
embrionarias de ratén (CES), tanto in vitro como in vivo. En
este sentido, se ha sugerido que el uso de nanofibras prea-
condicionadas con las CES podria mejorar la reparacion renal

después del dafo, como consecuencia de enfermedades fre-
cuentes como la insuficiencia renal aguda, proporcionando
una plataforma de entrega acelular para moléculas bioacti-
vas liberadas a partir de las CES™.

Otros polimeros de interés son los liposomas o micelas
poliméricas que resultan de complejos de bloque de iono-
meros, nanogeles y dendrimeros. Estos complejos han sido
probados clinicamente y en modelos experimentales para la
entrega de farmacos, genes y agentes para el diagnostico
por imagenes. Ademas, en relacion con la neurorregene-
racion, nanotubos y nanofibras son actualmente evaluados
como andamios prometedores. Asi, novedosas estrategias
neuroprotectoras experimentales también incluyen el estu-
dio de los nanomateriales tales como fullerenos, que tienen
propiedades antioxidantes para eliminar especies reactivas
de oxigeno en el sistema nervioso central mitigando el estrés
oxidativo'".

Otra amplia clase de particulas poliméricas utilizadas
para la liberacion controlada de farmacos se basa en hidro-
geles de origen natural. En este caso, proteinas de matriz
extracelular tales como colageno, gelatina y fibrina han
sido utilizadas como matrices para la liberacion sostenida
de compuestos terapéuticos. Estos materiales a menudo se
complementan con hidrogeles sintéticos, tales como polieti-
lenglicol, con el fin de mejorar las propiedades mecanicas o
impartir funcionalidades especificas. Sin embargo, mientras
que estos materiales son tipicamente entregados como un
hidrogel inyectable o un parche de ingenieria tisular, algu-
nos se han formulado como vehiculos de administracion de
farmacos en microparticulas. Las microparticulas de gela-
tina se han utilizado para encapsular factores angiogénicos
y antifibroéticos. Estos incluyen plasmidos, proteinas como el
factor de crecimiento de fibroblastos y agonistas quimicos’.

Nanoestructuras y liberacion de farmacos

Una caracteristica estructural importante de los mate-
riales mencionados precedentemente es la existencia de
una cavidad hueca en algunos nanoconjuntos, util para la
encapsulacion de agentes quimioterapéuticos, inmunomo-
duladores y/o acidos nucleicos, entre otros.

Con relacion a la liberacion de farmacos cabe destacar
que son multiples las variables de relevancia a considerar,
como por ejemplo la via de administracion a utilizar, el
transporte a nivel celular y/o tisular, su eliminacion, resis-
tencia organica, distribucion, acumulacion total del farmaco
en los tejidos diana, toxicidad, antigenicidad, dosis y por
ltimo el régimen de administracion®.

Muy recientemente ha sido demostrada la utilizacion exi-
tosa de estas membranas biodegradables o andamios en el
tratamiento de enfermedades tales como la osteomielitis
a través de la liberacion controlada de antibioticos, como
la vancomicina y la ceftazidima, donde se alcanzaron con-
centraciones terapéuticas plasmaticas adecuadas durante
periodos de tiempo prolongados gracias a la capacidad de
los nanoimplantes en modular la cinética de liberacion de
los ingredientes activos que contienen en su interior'2. Por
otra parte, las nanoestructuras poliméricas por lo gene-
ral tienen perfiles de degradaciéon prolongados, lo que
permite un mayor tiempo para la transicion de la carga
del farmaco desde el andamio biodegradable a la matriz
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neo-extracelular, reduciendo asi en gran medida la frecuen-
cia en la posologia del farmaco, lo que resulta ventajoso
fundamentalmente en tratamientos crénicos convencionales
donde en la mayoria de los casos resultan tediosos y dificiles
de llevar a cabo'.

Otra de las ventajas comprobadas del uso de nanoan-
damios es la posibilidad de administrar in vivo y de
forma efectiva numerosos farmacos liposolubles. Esto Gltimo
muchas veces constituye un obstaculo para la accion tera-
péutica deseada por parte de ese tipo de farmacos. Este
hallazgo representa una alternativa util en el suministro de
farmacos a pacientes pediatricos, ancianos u otro tipo de
individuos con dificultades para una adecuada adherencia a
los tratamientos indicados para sus enfermedades'.

Hipertension arterial: aportes de la nefrologia
actual

La hipertension arterial (HTA) es una de las enfermedades
mas complejas de entender debido a la multiplicidad de
factores causales, y que en su mayoria se encuentran aso-
ciados a un fuerte componente genético. En este sentido,
y a pesar de que la base genética de la enfermedad ha
sido firmemente establecida, mas el hecho de que se han
producido avances importantes en el campo de la biologia
molecular en los ultimos afos, sin embargo pocos estudios
se ocupan de evaluar las consecuencias de los eventos que
concurren en el desarrollo y mantenimiento de la misma
HTA™. En este sentido, el deterioro nefrogénico se aso-
cia a menudo con bajo peso al nacer y ha sido reconocido
como un importante factor de riesgo para la enfermedad
renal con reduccion de la tasa de filtracion glomerular, lo
que condicionaria una progresion mas rapida de la enfer-
medad renal y de la HTA'®. El dafo renal es un evento
importante en el desarrollo de la HTA. Esto fue verificado
previamente con la restriccion de alimentos maternos y
su impacto alterando la expresion de genes clave del pro-
ceso de nefrogénesis, tales como el factor de transcripcion
del tumor de Wilms (WT1); esto también parece contri-
buir al desarrollo de HTA'>'8, Ademas, algunos genes clave
implicados en el desarrollo de la HTA también dependen
de WT1. Mas especificamente, la transcripcion del gen de
renina esta regulada por WT1, y por otro lado, las muta-
ciones heredadas en el gen WT1 pueden conducir a HTA.
Estos hallazgos podrian explicar los resultados de pacien-
tes con altos niveles de renina e HTA'. En este sentido,
nuestro laboratorio demostré en modelos experimentales de
HTA una relacion inversa entre la expresion renal de WT1
y los valores de presion arterial. Por otra parte, estudios
recientes mostraron en estados hipertensivos niveles bajos
de vitamina D asociada con la exaltacion del sistema renina-
angiotensina-aldosterona?®-?%; al respecto también ha sido
demostrado en el cultivo primario de células tubulares pro-
ximales de ratas hipertensas que la proteina de choque
térmico 70 (Hsp70) protegeria contra la HTA inducida por
la angiotensina i al ejercer un efecto protector?. En este
mismo modelo, también pudimos establecer que la induc-
cion de receptor de la vitamina D (VDR) induciria a Hsp70,
con una disminucion en la expresion del receptor de angio-
tensina 1, tipo 1 (AT;) proporcionando proteccion renal?*.
Estas contribuciones son consistentes con informes previos

de otros laboratorios que dieron cuenta de asociacion fisica
entre WT1 y Hsp70, localizada en las células embriona-
rias de rindn de rata, en muestras de tumores primarios
de Wilms y en células cultivadas con expresion inducible
de WT12°. También ha sido descrito que la proteina Hsp70
es un cofactor importante para la funcion de WT1, y ade-
mas se ha sugerido un papel potencial para esta chaperona
durante la nefrogénesis. Adicionalmente, se ha informado
de que el VDR humano esta regulado por WT1%°, Estos hallaz-
gos refuerzan nuestros resultados recientes en HTA. Aqui
establecimos, a nivel mitocondrial, un significativo corre-
lato anatomico-funcional en consistencia con la expresion de
los marcadores/moduladores mencionados anteriormente
(AT4, VDR y Hsp70)%. Estos factores estan directamente
vinculados a la respuesta oxidativa e inflamatoria y, en
consecuencia, la evidencia actual sugiere que las especies
reactivas del oxigeno y la inflamacion desempefan un papel
importante en el desarrollo de la HTA?” %, En este sentido,
nuestro laboratorio propuso una novedosa vision sobre la via
inflamatoria y sus implicaciones en la posible modulacién de
Hsp70 y WT1 sobre la sefalizacion mitocondrial, y donde el
efecto neto propuesto sugiere la supervivencia celular por
WT1 estabilizando a Bcl,, limitando el potencial para la libe-
racion del citocromo C de la mitocondria?®. Por otro lado, y
de especial interés para la presente revision, nuestro grupo
demostrd que la expresion de WT1 seria modulada por la
biodisponibilidad del 6xido nitrico (ON) y su interaccion con
Hsp70. El ON ha sido identificado como un factor clave en
el rindn en desarrollo. Estos hallazgos sugieren que tanto
Hsp70 como el ON podrian tener un papel critico y funda-
mental en la capacidad de modular tanto la via apoptotica
como el estrés oxidativo durante el desarrollo renal. Por lo
tanto, el diseno de protocolos experimentales que evallen
la funcionalidad del epitelio renal en este contexto podria
contribuir a la comprension del desarrollo renal y las altera-
ciones condicionantes de enfermedades tales como la HTA.
De interés, y previo al incremento de la presion arterial,
nuestro grupo de investigacion pudo establecer una pobre
expresion de WT1, VDR y Hsp70 en rifiones de ratas neona-
tales espontaneamente hipertensas (SHR). Esto sugiere que
la desregulacion de la expresion de WT1 y su impacto en
la cito-arquitectura y funcionalidad renal podria ser cru-
cial para comprender mejor el desarrollo y progresion de la
HTA. En consecuencia, estas y otras observaciones clinicas
y experimentales aportan nueva evidencia sobre el protago-
nismo de los rifiones en la regulacion de la presion arterial.
El deterioro renal con natriuresis alterada y HTA crénica
pueden ser resultantes de factores que reducen la tasa de
filtracion glomerular o incrementan la reabsorcion tubu-
lar renal de sal y agua. Estos factores incluyen el sistema
nervioso simpatico, la angiotensina, el estrés oxidativo, la
inflamacion, el ON (fig. 3) y diversos factores natriuréticos
relacionados®'.

Cabe hacer hincapié en que la médula renal se caracte-
riza por estar constituida mayoritariamente por células del
asa de Henle, que reabsorben entre el 20-30% del total de
NaCl filtrado por el glomérulo. Estas células son altamente
sensibles a variaciones del equilibrio del medio interno®23 y
poseen escasa capacidad de regeneracion*. Como resultado
cualquier tipo de dano en este segmento tubular provoca
hasta ahora cambios irreversibles a nivel clinico. Este dafo
condicionaria una deficiencia funcional renal que, en caso
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Figura 3

Inmunohistoquimica de la enzima dxido nitrico sintasa inducible; a: corteza renal de rata hipertensa (baja produccion

de 6xido nitrico), b: corteza renal de rata normotensa (alta expresion de 6xido nitrico). Magnificacion x 600.

de llegar a ser inferior al 20%, sera motivo de derivacion a
hemodialisis®>*¢ y/o tratamiento prolongado por HTA.

Activacion de receptores con implantes a base
de nanofibras como potencial tratamiento
antihipertensivo

Dentro de las nuevas propuestas farmacologicas para tratar
a la HTA resultan potencialmente Utiles los cannabinoides y
sus analogos sintéticos, que modulan una amplia variedad
de funciones fisioldgicas, incluidas las variables cardiovas-
culares, siendo el componente mas importante su accion
hipotensora. Los mecanismos cardiovasculares in vivo resul-
tan complejos y pueden implicar al sistema nervioso central
y periférico, como asi también efectos directos sobre el pro-
pio miocardio y la vasculatura. Mas especificamente existen
varias lineas de evidencia que indican que los efectos depre-
sores cardiovasculares de los cannabinoides estan mediados
por receptores del tipo 1 (CB;) periféricos’.

La activacion de receptores CB; regula funciones fisio-
logicas como la disminucion del tono vascular, la presion
arterial y la frecuencia cardiaca®®*°. La administracion de
ligandos de receptores CB; demostrd la relevancia de estos
como importantes estimuladores de la reabsorcion de iones
en la médula renal en animales normotensos a través de un
mecanismo mediado por el ON*’. Ademas, el mismo estu-
dio comprobd que casi el 50% del consumo de oxigeno por
parte de la rama gruesa ascendente del asa de Henle es el
resultado del transporte activo de iones en la membrana api-
cal. Mediante ensayos realizados con anandamida (activador
especifico de receptores CB,) y otros ligandos inhibidores de
receptores CB; se llegd a la conclusion de que la anandamida
disminuye el consumo de oxigeno en las células anterior-
mente mencionadas, mediante una cascada que produce la
activacion de la enzima oxido nitrico sintasa, favoreciendo
asi la produccion de ON, y que a su vez resultaria respon-
sable del bloqueo de los transportadores de sodio apicales
Na*/H* y Na*/K*/2Cl-. Este evento derivaria en una mayor
excrecion de sodio urinario, aumento en la diuresis y, como
consecuencia de ello, disminucién en la presién arterial®
(fig. 4).

Multiples estudios sugieren que ademas de endocannabi-
noides como la anandamida, también los fito-cannabinoides,
como el A-9-tetrahidrocannabinol y el cannabinodiol,

pueden actuar como agonistas de receptores CB; y dismi-
nuir asi la presion arterial*'. Desafortunadamente, estas
moléculas tienen efectos adversos a nivel del sistema ner-
vioso central*?, sitio al que acceden facilmente por ser de
naturaleza lipofilica®’. En este sentido, el uso potencial de
la nanotecnologia responderia a la necesidad de aumen-
tar y localizar o dirigir la liberacion de este farmaco,
por ejemplo mediante un implante intrarrenal dentro de
un area fundamental para el funcionamiento del 6rgano,
como es la médula. De este modo se restringiria la distri-
bucién a otros drganos como el sistema nervioso central.
Estrategias similares, tales como las de canulacion, fueron
utilizadas previamente por el Dr. Silva, y lograron resultados
equivalentes®.

La policaprolactona épsilon (PCL) es un polimero hidro-
fobico semicristalino, lo que permite darle forma a una
temperatura relativamente baja. Su cristalinidad tiende a
decaer con el peso molecular*-#, el cual puede variar entre
3.000 a 80.000. La buena solubilidad de PCL, su bajo punto
de fusion y su excepcional compatibilidad con otros polime-
ros ha estimulado la investigacion de su potencial aplicacion
en el campo médico. Posee propiedades reoldgicas y visco-
elasticas superiores a otros polimeros reabsorbibles, lo que
la transforma en un polimero facil de producir y modelar en
una gran variedad de dispositivos de liberacion controlada
de farmacos, en especial para cannabinoides**°,

Respecto a la activacion de receptores con implantes
a base de nanofibras como potencial tratamiento anti-
hipertensivo, nuestro equipo de trabajo desarrolla en la
actualidad una inédita metodologia sobre la posible imple-
mentacion de esta tecnologia en la médula renal de ratas
de la cepa SHR. Resulta de interés que las ratas SHR fue-
ron originalmente obtenidas por endogamia de ratas Wistar.
Estas ratas desarrollan HTA alrededor de la 6.2 semana de
vida, y resulta relevante la similitud de su fisiopatologia
con respecto a la hipertension esencial humana®'. Espe-
cificamente presentan predisposicion genética a elevar su
presion arterial sin una etiologia conocida, también exhiben
un incremento de la resistencia periférica total sin expan-
sion de volumen y poseen una respuesta similar al paciente
hipertenso respecto al tratamiento farmacologico clasico.
Ademas, la rata SHR se usa como modelo de hipertension
humana porque sigue la misma evoluciéon que los pacien-
tes hipertensos, con una fase de prehipertension seguida
por una fase de desarrollo y un periodo donde la HTA queda
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Figura 4
cuente incremento en la natriuresis.

establecida. Estos periodos en la rata SHR tienen una dura-
cion de unas pocas semanas, lo que permite su estudio en
un lapso de tiempo corto. En adicion, y como ocurre en el
ser humano, la HTA en ratas SHR se desarrolla mas rapido
en machos que en hembras, llegando a ser también mas
severa®.

Finalmente, resulta de especial interés proponer en el
modelo de rata SHR que la activacion de receptores CB,
intramedulares con implantes de anandamida a base de
nanofibras de PCL podrian representar una potencial herra-
mienta nanotecnoldgica en el tratamiento de la HTA. Como
resultado se podria incrementar la excrecion de sodio a
través de la activacion de dichos receptores en la médula
renal, y esto eventualmente podria disminuir los valores
de la presion arterial. De concretarse este primer objetivo,
posteriormente se avanzara en el desarrollo de formulacio-
nes farmacéuticas que brinden una mejor calidad de vida
y comodidad para los pacientes hipertensos, ampliando la
posibilidad de tratamiento para esta enfermedad.

Conclusiones y perspectivas

El uso de la nanotecnologia permite la liberacion controlada
de farmacos en sitios especificos, es decir, en forma loca-
lizada, restringiendo parcialmente la distribucion a otros
organos, disminuyendo asi las posibilidades de observar
efectos adversos o indeseables de los compuestos bioacti-
vos que se estan utilizando y aprovechando al maximo el
efecto terapéutico deseado.

Esto constituye el empujon inicial para dar comienzo
al disefio y creacion de alternativas terapéuticas diferen-
tes a las conocidas en la actualidad para el tratamiento de

Esquema simplificado del procedimiento para incorporar nanofibras con cannabinoides en la médula renal y su conse-

enfermedades como la HTA, y que brinden una mayor como-
didad al paciente y consecuentemente un mejor control
sobre su enfermedad.
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