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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

CaCU Cancer Cérvico-Uterino
cis-DDP cis-diaminodicloroplatino(II)
S.S.i Solucion salina isoténica
ROS Especies reactivas de oxigeno
GSH Glutation

RI Radiaciones ionizantes

e- Electrones

eV electron-volt

Q-R Quimio-radioterapia

T, Temperatura de transicion
CL Cama lipidica

T Tiempo de vida media



RESUMEN



RESUMEN

La necesidad de tratamientos mas eficaces contra los diversos
tipos de cancer que se presentan en la poblacidon mexicana ha sido
la directriz de este proyecto. En el presente trabajo, se muestran
las técnicas desarrolladas para la elaboracion de un nano-sistema
de quimio-radiacion con gran potencial terapéutico en el
tratamiento del cancer cérvico-uterino.

El sistema desarrollado se compone de nanoesferas lipidicas
(cominmente conocidas como liposomas) cargadas en su interior
con cis-diaminodicloroplatino(Il) y marcadas en su superficie con
nucleos radioactivos de In-111.

En este trabajo se muestran los resultados de la primera fase del
proyecto, que consistio en llegar a una formulaciéon de la
suspension de nanoesferas con niveles de encapsulacion de 600
ug/ml. El tamano de las nanoesferas fue satisfactoriamente
homogéneo en el orden de los 100 nm. De igual manera las
evaluaciones realizadas para determinar la eficiencia de marcado
con el radionuclido y su estabilidad en solucion salina y plasma,
fueron superiores al 80 % durante 72 h.



CAPITULO 1

OBJETIVOS
Y
JUSTIFICACION



OBJETIVO GENERAL.

e Desarrollo de nanoesferas lipidicas como vectores de quimio-
radiacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e FElaboracidon de una suspension estable de nanoesferas
lipidicas cargada de cis-diaminodicloroplatino(II) (cisplatino o
cis-DDP)

e Marcado de las nanoesferas en su superficie con el emisor de
radiacion In-111.

JUSTIFICACION

El uso de nanoesferas lipidicas cargadas de cis-DDP permitiria una
disminucion en la toxicidad inherente del farmaco, y el marcado en la
superficie con el nucleo radioactivo ofrece la posibilidad de producir
una irradiacion mejor localizada. En la practica, la encapsulacion de
farmacos en nanoesferas ofrece una mejoria en la farmacocinética de
¢stos, permitiendo un tratamiento mas eficaz. La combinacion de
cisplatino encapsulado con los nucleos radioactivos potenciaria el
efecto citotéxico de ambos incrementando el indice terapéutico del
sistema.

El uso de nucleos radiactivos emisores de particulas beta de alta
energia permitiria una irradiacion mejor localizada en el tumor; sin
embrago, durante el desarrollo de este proyecto de tesis no fue posible
la adquisicion de un ntcleo emisor de particulas beta, por lo que se
decidio utilizar Indio-111 que es un emisor de gammas. El marcado
con el emisor de betas se ha postergado para un futuro proximo.

Dado el objetivo de este trabajo, la informacion bibliografica
utilizada como apoyo se enfocé mayoritariamente en las generalidades
necesarias de la quimioterapia con cisplatino y radioterapia con
radionuclidos.






CAPITULO 2

INTRODUCCION



2.1 Cancer, generalidades.

El cancer, en sus diversas modalidades, sigue siendo un problema de salud
publica en diversos paises, en los cudles las principales neoplasias muestran un
patrén ascendente,”* esta situacion traec como consecuencia la necesidad de
desarrollar programas preventivos y tratamientos mas eficaces que representen
una esperanza de vida mayor para los enfermos de cancer.' ™"

De manera general, el cancer es un padecimiento provocado por células que se
comportan de manera anormal a causa de desordenes genéticos (mutaciones);
estas células presentan entre otras cosas, una reproduccién anormal, apareciendo
cumulos de cé¢lulas o tumores en el organismo del enfermo, eventualmente estos
cumulos de células inmortales provocan dafio a tejidos adyacentes y la muerte
del enfermo.” De entre todos los canceres, el cérvico-uterino (CaCU) es la
segunda causa de muerte en mujeres en el mundo.’>***’ En nuestro pais, ocupa el
primer lugar.****

2.2 Quimioterapia del cancer.

La quimioterapia es, de forma general, cualquier tratamiento basado en la
administracion de sustancias quimicas (fAirmacos), pero es comun que el término
quimioterapia se refiera a los tratamientos de enfermedades neoplésicas.” Los
farmacos empleados en el tratamiento de cancer tienen la funcion de impedir la
reproduccion de las células cancerosas. En general, su mecanismo de accion se
basa en producir una alteracion celular, ya sea en la sintesis de 4acidos nucleicos
o sintesis de proteinas. Sin embargo, debido a su inespecificidad afecta células y
tejidos sanos que se encuentran en divisidn constante (como las células del
epitelio gastro-intestinal), provocando efectos toxico secundarios.’

El céncer segiin su tipo y estadio puede ser tratado por medio de
quimioterapia, radioterapia, cirugia o combinaciones de éstos (tratamiento
multidisciplinar). La Tabla 1 muestra los antineopasicos mas comunes.>”*'!*

2.2.1Tipos de quimioterapia.

¢ Poliquimioterapia: Es el uso de varios citotoxicos con diferentes
mecanismos de accion (sinergismo) para disminuir la dosis individual de
cada farmaco y aumentar la potencia terapéutica del combinado.

« Quimioterapia adyuvante: Es la que se administra generalmente después
de un tratamiento principal como es la cirugia, para disminuir la
incidencia de metastasis."

« Quimioterapia neoadyuvante: Es la que se inicia antes de cualquier
tratamiento quirtrgico o de radioterapia para disminuir el tamafio
tumoral.”

* Quimioradioterapia concomitante: En esta modalidad el farmaco es
administrado de forma simultdnea con radioterapia con el fin de potenciar
el efecto de la radiacion, de actuar a la par con ella y disminuir la
radioresistencia en células con hipoxia.'**>*"!



Tabla 1. Quimioterapéuticos antineoplasicos mas comunes

Clase Nombre genérico Enfermedad
Leucemias, neuroblastoma, cancer de mama, ovarios,
Ciclofosfamida pulmones y testiculo.
Agentes de Semustina Tumores primarios de encéfalo, estomago y colon.
alquilacion
Dacarbazina Melanoma maligno y sarcoma de tejidos blandos.
Metotrexato Leucemias, canceres de seno, cabeza y cuello.
Cancer de mama, colon, estdbmago, pancreas, ovario,
Antimetabolitos 5-fluorouracilo cabeza y cuello.
Mercaptopurina Leucemias
Cancer de testiculo, pulmoén, mama, leucemia y
Etopdsido sarcoma de Kaposi.
Productos naturales Leucemias agudas, tumores de mama, tiroides,
Doxorrubicina pulmones y estdémago.
Céancer de estdmago, cuello uterino, colon, mama,
Mitomicina pancreas, vejiga, cabeza y cuello
Cancer de testiculo, ovario, cervix, cabeza, cuello,
Cis-platino vejiga, pulmon, uterino, endometrio y eso6fago
Agentes diversos Carboplatino
Hidroxiurea Leucemias
Tamoxifeno Céncer de mama

2.2.2 cis-diaminodicloroplatino(II)

El cis-diaminodicloroplatino(II) (cisplatino o cis-DDP), es uno de los
antineoplasicos mas usados desde finales de los 70’s, debido a la efectividad
mostrada en el tratamiento de diversos canceres.”'******® Eg un complejo de
coordinacion con platino divalente, ligandos de NH; y Cloruro. Presenta una
configuracion espacial tipo Cis- y una geometria plana cuadrada (Fig. 1).””"'*>
Es un polvo amarillo con un valor de solubilidad en agua de 0.253g/100g a 25°C
y de Img/ml en solucion salina isotdnica (s.s.1.), es insoluble en la mayoria de los
solventes organicos. El valor de MW es 300.05 g/mol.”"?

g2°
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\"P<91.9" \‘P< 91.5°
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Cisplatino Transplatino

Figura 1: Esquema Tridimensional de cis-DDP y trans-DDP. Rosenberg y colaboradores
demostraron que el Cis-DDP fue el responsable de los efectos citotoxicos mostrados en
sus experimentos, la especie trans- no mostré efectos importantes.*”

Comportamiento en solucién acuosa:

Para ser administrado el cisplatino, es preparado en s.s.i., para prevenir el
intercambio de sus CI labiles por los iones OH™ y/o por moléculas de H,O,
aunque es mas efectivo el acuo-compuesto (sobre todo la especie di-acuo) que el
que posee CI', también es mas nefrotoxico. Al ser disuelto en medio con NaCl



(0.9% w/v) se aminora la toxicidad renal pues se favorece la presencia del
compuesto como cloro-especie (Figura 2).”*
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Fig. 2. Se aprecia la formacion
y estructura de las diferentes
especies inorganicas platinadas pK, =73

que se forman como consecuencia de la cantidad de
CI' del medio en el que se encuentren, asi como
los pKa de estos. Es importante mencionar que las
hidroxiespecies son menos reactivas que las acuo-especies.® H:‘N\ ;UH

cis-diaminodihidroxiplatino(IT)

Mecanismo de accion:

En general, la union del cisplatino con el ADN de células tumorales (aductos)
es el fendmeno responsable de sus propiedades antitumorales.®'*!!!721:3762 |
dafio inducido al ADN puede interferir en la transcripcion normal y/o con los
mecanismos de replicacion.”'' 182370 Se  sabe también de la capacidad
inductora de estrés oxidativo del cis-DDP al favorecer la presencia de ciertos
radicales libres (especies ROS).'*"* Eventualmente estos desordenes provocan el
proceso citotoxico que desemboca en la muerte de las células tumorales.

Se ha planteado que mas del 50% del cis-DDP entra en las células por difusion
pasiva, 02170988 ¢ o] resto por influencia del potencial de membrana.'® En el
medio extracelular las concentraciones del ion CI son de = 100 mM, lo que
desfavorece la formacion de las especies mono y di-acuo de cis-DDP (Fig. 2). En
contraste, las concentraciones de CI” del medio intracelular caen hasta ser de 4-20
mM.' 221323799 AT haber niveles intracelulares bajos del ion CI', el cisplatino
intercambia sus ligandos labiles de CI" por moléculas de agua forméndose las
especies cargadas mono y di-acuo.'™''”"*® Estos cationes electrofilicos poseen
gran afinidad por centros nucleofilicos como proteinas, ARN vy
ADN 710.11.1520.21.25,57,69.88

El atomo de N 7 (Fig. 3)'""*'%2%*" ybicado en el anillo de imidazol tanto de la
adenina como de la guanina del ADN son los sitios mas accesibles con los que el



cisplatino puede reaccionar para formar uniones fuertes conocidas como
aductos.”'*1#16:20-3357.89 Eotas uniones pueden ser de dos tipos: monofuncionales
y bifuncionales. En el aducto monofuncional es la especie mono-acuo del
complejo platinado la que reacciona, muchos de estos posiblemente vuelven a
reaccionar para producir aductos bifuncionales (fig. 4).""”* Ambos interfieren
en la replicacion del ADN vy transcripcion del ARN, arrestdndose la célula en la
fase G2 del ciclo’ y/o programéandose la muerte celular (Fig. 5).'"
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Figura 3. En el esquema, se puede apreciar tanto en la adenina como en la guanina
de el ADN, el N7 nucleofilico con el que el cis-DDP reacciona formando aductos.

Se sabe que el dafio mas importante se debe a las di-acuo-especies de Cis-DDP,
pues se ha encontrado que el 60-65% de los aductos formados son del tipo Cis-
DDP-G-G, en donde la especie cis-[Ptu(NH3)2]** se une a dos Guaninas adyacentes
de una hebra del ADN, el 20-25% son del tipo cis-DDP-G-A, en donde la union
incluye Adenina de la misma hebra y el menor porcentaje que corresponde al 5-
10%, son del tipo cis-DDP-G-G siendo las Guaninas de hebras distintas.'®'''**

+ —— —
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PNy — P — ,_,Pt\
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Figura 4: Tipos de aductos con cis-DDP.
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Figura 5: Una vez formadas las acuo-especies de Cis-DDP que reaccionan
con especies nucleofilicas como el ADN, se puede ver afectada su lectura
normal durante la division celular, arrestandose la célula en la fase G2.

Todas las uniones cisplatino-ADN provocan una modificacion estructural al
material genético, siendo al parecer de gran importancia la union cis-DDP-G-
G.!11620218357 Botndios de cristalografia de rayos X muestran que este aducto
provoca que el ADN en el sitio de unién se doble (32-35° vs los 13° de la union
cis-DDP-G-A). Estos cambios estructurales son los que probablemente
interfieren en la lectura normal del material genético generando asi un dafio
celular importante (fig. 6).'""'#'%2%7 Recientes investigaciones muestran que
entre otras cosas, el dafno producido al ADN por parte del cis-DDP provoca una
caida de la transicion de la permeabilidad mitocondrial (TPM),
consecuentemente disminuye la liberacion de especies ROS, de la proteina Bax y
Ca™, los cuales provocan su ruptura, liberandose asi entonces la procaspasa-9
(proteinasa aspartato-especifica 9), la cudl en medio citosdlico forma complejos
apoptoticos activadores de una serie de caspasas; la consecuencia final del
fenomeno es la muerte célular.'’

Resistencia:

Se sabe que en lineas celulares resistentes al farmaco hay una sobreproduccion
de algunas proteinas. Diversas publicaciones manifiestan el papel importante que
al respecto juegan el Glutation (GSH) y proteinas de bajo peso molecular
conocidas como metalotioneinas.'™'"'*'"® E] GSH tiene la capacidad de
reaccionar con compuestos electrofilicos como el di-acuo Cis-DDP formandose
conjugados platinados de menor reactividad.'®'' El conjugado GS-cispaltino
formado, puede ser expulsado al exterior celular mediante una bomba ATP-
dependiente.'™'""** Se sabe que concentraciones de GSH superiores a los 10mM
estan estrechamente relacionadas con la resistencia al féu’rnaco,11 de hecho estas
cantidades elevadas propician la formaciéon del complejo GS-cisplatino-SG que
es farmacologicamente inactivo,'™'! esto afecta la formacion de aductos



monofuncionales con el ADN vy las pequefias cantidades que aparecen pueden ser
eliminadas por reparacion del material genético por parte de enzimas como la
polimerasa a'® Si la formacién de aductos monofuncionales desciende, la
formacion de aductos bifuncionales practicamente desaparece. '

Las metalotioneinas son una familia de proteinas ricas en cisteina (las cuales
tienen el grupo —SH),'"'*!” Se ha observado una sobreproduccion de estas en
lineas celulares resistentes a cisplatino, estas pueden unirse al Cis-DDP en
proporcion 1:10, con esto se afecta la efectividad del farmaco. '8
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Figura 6: La union cis-DDP-G-G, provoca modificaciones estructurales
importantes, en ambas figuras se aprecia el doblez que aparece en el ADN.

Se sabe también que en lineas celulares resistentes, hay concentraciones
intracelulares del farmaco bajas, quizds haya una disminucion en la captacion de
este o un acarreo al exterior celular eficiente.'”''* En experimentos de
modificacion de la fluidez de membrana por hipertermia se ha observado un
incremento en la captacion del farmaco, pero se sabe que diversos agentes que no
modifican la permeabilidad de membrana alteran la captacion de cis-DDP, lo que
hace pensar en la existencia de proteinas mediadoras de la captacion. Farmacos
inhibidores de la sodio-potasio ATPasa disminuyen la captacion de cisplatino, de
modo que se ha definido que la acumulacion intracelular del farmaco puede ser
potasio-dependiente, es decir, esta en funcién del potencial de membrana.'®?' Se
conoce ya la presencia de una proteina de 48 kDa en células resistentes, lo cual
hace pensar que regula la captacion del cisplatino o su acarreo al exterior. "

Toxicidad:

La via de administracion de Cis-DDP es intravenosa y se usa como vehiculo
s.s.i. para disminuir la presencia de las acuo-especies y disminuir su
toxicidad.*™”” Después de la administracién, alrededor del 90% se encuentra



unido a proteinas plasmaticas, lo que reduce su excrecion urinaria y propicia la
deposicion en tejido. El problema toxicologico mas importante que se presenta es
la nefrotoxicidad,®’""026%7:6970 ogt4 trae como consecuencia perturbaciones en
los niveles de electrolitos apareciendo entonces problemas de hipomagnesemia,
hipocalcemia, hipopotasemia e hipofosfatemia.®’?" La ototoxicidad es otro
problema importante, se manifiesta por pérdida de la audicion de frecuencias
altas,””®® también es de importancia la neuropatia periférica, leucopenia,
trombocitopenia y anemia que se llega a presentar.”

2.3 Radioterapia del Cancer

El descubrimiento de los rayos X por W. Roentgen en 1895, de la
radioactividad natural tres afios después por H. Bequerel y del aislamiento del
radio por Pierre y Marie Curie pocos meses después, marcaron el nacimiento de
una nueva ciencia que se encargo del estudio de las radiaciones.******** Durante
el siglo siguiente la quimica, biologia y fisica aportaron la informacién necesaria
para el aprovechamiento clinico de las radiaciones ionizantes (RI).>****

2.3.1 Radiobiologia

La radiobiologia es el estudio de la accion de las RI en tejido vivo.”**** La

interaccion de las radiaciones con materia orgdnica es muy importante en el
campo de la radioterapia, si esta contiene la suficiente energia puede remover
electrones de los 4tomos en el material en el cual interactiian, proceso conocido
como ionizacion, y RI a aquellas que la producen.®

La energia necesaria para expulsar electrones (e’) fuera de sus orbitales varia
segun el elemento y el orbital afectado, en general los pares de iones formados en
los tejidos organicos provienen de expulsar e de los Ultimos orbitales ya que para
el proceso se requiere poca energia, aproximadamente 4.9 eV para romper el
enlace C = C y de menos de 32.5 eV en la ionizacién de moléculas organicas en
general**** Los cambios biologicos posteriores a una exposicion a RI dependen
de su energia y el tiempo de exposicion a ellas. A nivel celular también son de
importancia factores como la fase del ciclo celular y eficiencia en la reparacion
de los dafios en el DNA en la célula tumoral **

Las RI al interactuar con materia organica provoca un desplazamiento de ¢,
produciéndose moléculas positivas (electrofilos) y e, todas las radiaciones de
particula producen ionizaciones directamente, los rayos y y X las producen
indirectamente mediante los efectos fotoeléctrico y Compton (Véase anexo II).*°

2.3.2 Radioterapia

La radioterapia es el uso de las RI para el tratamiento de canceres como los de
piel, esdfago, laringe, cabeza, mama y cerviz.">’ La radioterapia puede ser
dividida en tres modalidades: Radioterapia externa (teleterapia),” Radioterapia
interna (braquiterapia)” y terapia con radionuclidos.*



Radioterapia con radionuclidos:

A pesar de los buenos resultados que se obtienen en la radioterapia, hay
pacientes con canceres de cabeza, cuello, es6fago, mama, prostata, colon y ovario
que no responden adecuadamente al tratamiento, sobre todo por la escasa o nula
oportunidad que se tiene de eliminar eficazmente las células malignas
diseminadas (metéstasis).** La terapia con radionticlidos busca sobre todo tratar
eficazmente esas diseminaciones tumorales peligrosas y ademas ofrecer dosis de
radiacion mejor localizadas y disminuir asi la toxicidad. Esto es hoy en dia
posible gracias al desarrollo de metodologias para la produccion de radionuaclidos
artificiales de interés médico.*"*'* El primer radionuclido utilizado
clinicamente fue el "' para tratar cancer de tiroides, posteriormente se utilizaron
quimicos marcados como el **P-ortofosfato en el tratamiento de policitemia y
trombocitemia.*”*""** Actualmente se avanza en la produccion de Cloruro de *’Sr
y 1**Sm para su uso en cancer de hueso.****

Mecanismo de accion:

En general, los efectos bioldgicos de la radiacion se deben a la aparicion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que dafian principalmente al ADN.>>%283%
37 En la década de los 30, se hizo cada vez mas evidente la importancia del
oxigeno en la efectividad de la radioterapia. Para finales de los 50, se sabia ya de
la radioresistencia que se presentaba en células tumorales con hipoxia, fenomeno
que motivo investigaciones dirigidas a describir los procesos involucrados en la
absorcién de radiaciones por tejido organico.”* Una vez que las RI interactian
con tejido orgéanico, esta segln su tipo y caracteristicas, provoca excitacion o
expulsion de e de una infinidad de moléculas presentes los cudles tienen una
capacidad de reaccionar con el ADN nuclear y producir una mutacioén (accion
directa de la radiacidon) o estos e- liberados actuan sobre especies quimicas
produciéndose especies ROS las cudles finalmente dafian el ADN mediante
rupturas en sus hebras (accion indirecta de la radiacion) (Fig. 7).2*2%3%%7

Accion indirecta
de la radiacion

Accién directa
de la radiacion

Figura 7: El esquema muestra las dos vias por las que la radiacion afecta
al material genético. Directamente la radiacion libera e- que posteriormente
provocan ionizaciones en el ADN. Indirectamente las radiaciones producen
radicales libres que son los que finalmente dafian el material genético.



La presencia de las ROS, desencadena en la célula blanco el proceso conocido
como estrés oxidativo. Tanto la radiacion y como X, no producen ionizaciones
directamente, solo provocan excitacion electronica.” %%’

Los efectos biologicos de las RI se deben a dos reacciones fotoquimicas que se
desencadenan por exposicion de tejido vivo a estas. Debido a la composicion
quimica de los organismos vivos (mayoritariamente agua y en menor proporcion
moléculas con abundantes grupos RH, donde R es cualquier radical organico), las
principales reacciones son:**°

Fotolisis del agua
Foto-oxidacion de moléculas RH

La fotolisis del agua produce de manera inmediata el radical hidroxilo (HO.) y
e, mientras que la foto-oxidaciéon de moléculas RH produce ¢ de manera
inmediata y dos de forma secundaria: el radical peroxilo (ROO.) y el alcoxilo
(RO.) (Fig, 8) 25323436

Fotélisis del agua
H,0 —~H,0™" + e-
H,O* + H,O0 ——HO. + H;0"

Foto-oxidacion lipidica
RH-"™.R. + e- + H*
R. + O,——ROO.

Figura 8: Esquema que representa la formacion de ¢’y de los radicales libres
Hidroxilo, peroxilo y alcoxilo durante la exposicion de tejido vivo a RI.

La propagacion de la produccion de especies ROS se da gracias al encuentro
de los ¢ y el oxigeno singulete (especie de O, altamente reactiva) (Fig. 9),2****
esta reaccion produce varios ROS: anion superdxido (O;.), radical hidroxilo,

radical didxido de nitrogeno (NO,), ademéds de H,O, y e, todos son muy
reactivos frente a moléculas nucleofilicas como el ADN (Fig. 10).>'”**" De lo
anterior, se deriva la explicaciéon de la baja efectividad de la radioterapia en
tumoraciones con hipoxia.***>2%-1:32

Loome s

l 1 1
- -~ > g0, g0,
oxigeno oxigeno singulete en sus
rmolecular 2 estados posibles

Figura 9: El esquema representa la formacion de la especie reactiva de oxigeno
conocida como oxigeno singulete, gracias a la excitacion de los electrones
desencadenada por la exposicion a RI.

Asi mismo, el estrés oxidativo generado provoca dafio al sistema de transporte
2+ o .
de Ca” que desemboca en la activaciéon de proteasas que desestabilizan a las



proteinas conocidas como metalotioneinas, las cuales a su vez liberan Fezi este
metal desencadena entonces la reaccion de Fenton (Fig. 11).** En suma, esta
cascada de reacciones en cadena provoca dafio severo a una gama amplia de
moléculas y componentes celulares sobre todo el material genético (Fig. 12).%

— i e- Ci
N e- _ A U2° —>Hy0p —»+0H —>H,0
0 —* 02+ _ _H
™ 0p¢ + NO—>0ONOO &= ONOOH—>+OH + *NO,

Figura 10: Propagacion de los efectos de la exposicion a RI, mediante
la formacion de mas especies ROS a causa del oxigeno singulete.

Resistencia:

La resistencia que se presenta en algunas masas tumorales a radioterapia se
debe principalmente al estadio, tamafio de la masa tumoral, grado de
oxigenacién de éste y la fase del ciclo celular.”>?' Dependiendo de la intensidad
de radiacién, tiempo de exposicion a esta y tasa de dosis, se puede presentar de
manera importante el fenomeno conocido como resistencia por dispersion de
radiacion, que no es otra cosa que cé¢lulas tumorales resistentes debido al
contacto previd con los efectos quimicos propios de la radiaciéon de baja
intensidad, que le permiten manejar el exceso de especies ROS producidas y una
reparacion de dafios en el ADN,’' de aqui que se requieren calculos fisicos
rigurosos que permitan la administracion de sesiones de radiacidon Optimos para
evitar la radiacién subletal y la repoblacion tumoral consecuente a la
radioresistencia.**

ROS

DARIO AL SISTEMA DE
TRANSPORTE DE Ca2*
) REACCION DE FENTON
INCAPACIDAD PARA MANTENER
NIVELES BAJOS DE Ca2* Hy @, + Felll) — .OH+OH+ Fe (1)

ACTIVACION DE PROTEASAS Ca2t /

} Hg @, + Fell) —> OOHs H + Fefl)
AFECTACION A METALOTIONEINAS

¥ LIBERACION DE Fe 2

|

REACCION DE FENTON

Figura 11: Representacion que muestra el desencadenamiento
de la reacciéon de Fenton que libera mas especies ROS.



Efectos Toxicos:

Estos se deben a la afectacion de tejido sano,” el que inmediatamente es
afectado es el mucoso (a las 2 semanas de iniciado el tratamiento), apareciendo
mucositis.***> Los tratamientos de cancer de cabeza y cuello dejan secuelas
importantes, aparecen 3 afios después de la irradiacion. Se ha observado la
presencia de xerostomia, fibrosis de piel y musculo, necrosis de tejidos blandos,
hueso y de cartilago, dafio ocular a causa de cataratas o retinopatia, y del sistema
nerviosos central al inducir mielopatia.”> Quizas la consecuencia mas importante
es la aparicién de leucemia en niimero considerable de pacientes tratados.’**
Debido al papel del oxigeno en los efectos de las RI, las células tumorales con
hipoxia necesitan un incremento en la dosis de radiacién para efectos letales, ™'
esto trae como consecuencia dos efectos adversos: aparicion o incremento de la
radioresistencia y dafio a tejido sano.

2.4 Quimio-radioterapia

Desde aproximadamente 10 afos, la modalidad de quimio-radioterapia (Q-R)
para CaCU a aumentado la esperanza de vida en hasta 60% de las pacientes Vs el
30% que se venia teniendo en la modalidad de radioterapia.”” En esta forma de
tratamiento se usa cisplatino y radioterapia pélvica, recientemente se ha
comenzado a utilizar en cancer de cabeza y cuello.”?”**° Actualmente se
busca elaborar un esquema de Q-R que mejore los resultados
obtenidosg, 31:46:48.74.100

El CaCU es muy agresivo, invade estructuras cercanas y presenta metastasis
hacia los nodos linfaticos que complica su tratamiento. En consecuencia han sido
ideadas estrategias de tratamiento que representen una esperanza de vida cada
vez mayor para las pacientes,”’* Asi mismo recientes investigaciones estan
comenzando a evaluar el uso de cisplatino y 5-fluoruracilo en combinacién con
radioterapia en CaCU.”

Oxidacion de nucleosidos
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Figura 12: Se muestran dos reacciones entre componentes
celulares y especies ROS. destacan las modificaciones que se
desencadenan en el material genético.



Mecanismo de accion:

El mecanismo de accion de la Q-R aun no es conocido del todo, existe la
posibilidad que el cis-DDP incremente la sensibilidad de la masa tumoral a la
radioterapia, posiblemente porque cada uno afecte en diferentes fases del ciclo
celular simultaneamente,”’** otra hipotesis menciona que el cisplatino provoca
gradualmente la disminucion de la masa tumoral, permitiendo esto una mejoria
en la oxigenacion del resto de la masa y/o una inhibicidn de la reparacion celular
a causa de la radiacion subletal.”

Esquema de tratamiento:

La quimio-radioterapia ha venido siendo estudiada en dos modalidades:
neoadjuvante y concurrente.”'”’ En la primera, el cis-DDP es administrado antes
de la radioterapia para disminuir el tamafio de la masa tumoral, diversos articulos
cientificos postulan que, segiin reportes clinicos, esta modalidad no ha sido tan
efectiva para el grueso de los pacientes tratados, quizas esto puede deberse a la
aparicion de clones resistentes inducidos por la previa administracion de Cis-
DDP, comprometié¢ndose los resultados de la radioterapia.*” La Q-R concurrente
consiste en la administracion simultanea de cis-DDP (se ha utilizado también
hidroxiurea, mitomicina y 5-fluoruracilo) y radiacion. Diversos estudios in vivo e
in vitro han evaluado y demostrado el incremento citotdxico en lineas celulares
de cancer de cervix. Comparativamente esta modalidad ha sido mas efectiva que
la Q-R neoadjuvante.””’*' La quimio-radioterapia concomitante del CaCU, es
un campo clinico que ha mostrado resultados positivos. Este éxito hace necesario
determinar que dosis y de que fairmaco o farmacos utilizar, pero sobre todo de
desarrollar la manera de administrar ambos de una forma mas controlada, eficaz
y menos toxica.

2.5 Terapia dirigida

“Bala magica”, término acufiado por Paul Erlich para hacer mencion a agentes
quimioterapéuticos con afinidad especifica por los tejidos enfermos.”’ Esta
concepcidn inexistente en la practica clinica hasta antes del presente siglo, es hoy
una meta a alcanzar en practicamente todas las investigaciones que buscan la
cura eficaz de todos los tipos de cancer.

2.5.1 Radio-farmacos

El uso de radionuclidos unidos a farmacos con fines terapéuticos y de
diagnéstico, dio lugar al nacimiento de los radiofarmacos.***"** Como ejemplos
recientes de radiofarmacos utilizados con fines terapéuticos son: la meta-
iodobenzilguanidina marcada con "*'T o '*°I para el tratamiento de neuroblastoma
y analogos de somatostatina marcada con '''In para el tratamiento de tumores
neuroendocrinos.”” En el campo de metéstasis esqueléticas, se trabaja con '>>Sm-
EDTMP y '"Re-HEDP.**' Desde hace 15 afios aproximadamente, muchos
trabajos se han enfocado al estudio de anticuerpos monoclonales radiomarcados
con especificidad por algunos antigenos superficiales tumorales.* Debido a los



resultados obtenidos en tratamientos de tumores primarios y algunas metastasis a

base de radiofairmacos como los mencionados, hay gran interés en la seleccion
S 40,82

del radiontclido adecuado y de su vector.”™

2.5.2 Vectores de quimio-radioterapia

Existen, de manera tedrica como experimental, vectores para quimioterapia y
en mayor proporcion para radioterapia con radiontclidos, van desde iones
radioactivos, hasta nanoesferas lipidicas (Figura 13).%0:#9-24°7-60-62.64.66.70.72.74-
782106 Thvestigaciones sobre vectores de quimio-radiacion ain no existen.
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Figura 13: Agentes propuestos como vectores de radiontclidos.

2.5.2.1 Nanoesferas lipidicas (Liposomas):

Las nanoesferas lipidicas, han sido descritas desde hace 40 afos, desde
entonces han sido desarrollados métodos de elaboracion, controles de calidad,
etc.” %% 1 a5 nanoesferas han mostrado gran potencial para el transporte de
farmacos, ya que se reduce considerablemente la toxicidad inherente y mejora la
farmacocinética, 0> 700.62.6469-TLI4-TT.8LEIILI00  qo  hecho  existen  varias
formulaciones de nanoesferas en evaluaciones clinicas (SPI-77 para
cisplatino,””® vacuna tetano-hepatitis-difteria ambas en fase 1 Mikasome®
para Amikacina® y Nyotran® para Nystatina en fase II de investigacion®’) y
dos ya aprobadas para su uso en humanos en E. U. A. y paises Europeos, son:
Ambiosome® y Amphotec’™ ambos para administracién de Anfotericina B.”
También se han utilizado con éxito en el transporte de radiontclidos para
imagenologia nuclear,>¢!-03:66.71.73.77

Mecanismo de formacion:

En general, las nanoesferas lipidicas son particulas coloidales suspendidas en
un medio acuoso, estan formadas de fosfolipidos de una cabeza polar y doble
cadena hidrofobica (Fig. 14), arreglados en bicapas lipidicas similares a las
membranas celulares.’*>*¢*7L889L9294 yehido a la configuracién espacial
cilindrica de los fosfolipidos de doble cadena, la estructura estable que se forma



es la bicapa lipidica vs la estructura micelar que se forma con fosfolipidos de una
sola cadena de configuracion espacial conica (Fig. 15).°*°
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Figura 14: Esquema general de un fosfo-lipido de doble cadena hidrofobica.

Cada grupo OH del esqueleto de glicerol fue esterificado, dos de ellos con
el grupo COOH de los acidos grasos y el otro con acido fosférico.

Las nanoesferas se forman de manera espontdnea cuando el agua entra en
contacto con una mezcla anfifilica (como fosfolipidos y colesterol previamente
mezclados). Para estabilizarse el sistema las porciones hidrofilicas de los lipidos
(cabeza polar) quedan en contacto con la fase acuosa, mientras que las
hidrofobicas se intercalan entre si obteniéndose un arreglo espacial esférico

estable (Fig. 16).>*° Si es adicionado algiin agente a la fase acuosa, este quedara
atrapado dentro de las nanoesferas formadas.>*%%°"-%%*
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Figura 15: Debido a la configuracion de los fosfolipidos de doble cadena, el
arreglo espacial que se forma en medio acuoso es el de bicapas lipidicas.

Tipos de nanoesferas:

Existen varios tipos de nanoesferas lipidicas: estan las Ilamadas

multilaminales (MLV), y las vesiculas unilaminales (ULV), ambas pueden ser
pequedias (SUV), medianas (LUV) y grandes (GUV) (Fig. 17).>!:2?°%3860.63.66.73 g1



tipo de nano-esfera formada esta en funcion del tipo de fosfolipido (longitud de
las cadenas hidrofébicas y arreglo espacial de estas a causa de la distribucion de
los dobles enlaces presentes) y método de elaboracién empleado.”*

medic acuoso

Cabeza hidrofilica

colas hidrofobicas

Figura 16: Esquema representativo de una nano-esfera
lipidica, se observa el arreglo de los fosfolipidos en bicapas.

Propiedades fisico-quimicas:
¢ Fluidez de membrana:
Una caracteristica importante derivada de la composicion membranal de las
nanoesferas es la rigidez o fluidez de ésta. Los lipidos en una membrana
pueden estar de manera ordenada y rigida o de manera desordenada y
fluida.’*>*% En el estado ordenado, todos los enlaces C-C tienen
configuracion trans o anti (Fig. 17), mientras que en el estado desordenado
tienen la configuracion llamada gauche, que puede ser positivo (g+), si el giro
de un C de la cadena es en sentido de las manecillas del reloj y negativo (g-)
si es en sentido contrario. Si un C gira 120° en sentido de las manecillas del
reloj se tendria la configuracion ordenada g- (Fig. 18).>>°
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Figura 17: Diferentes tipos de nanoesferas.

También es de importancia al hablar de fluidez, la longitud o cantidad de
carbonos presentes en la cadena hidrocarbonada, asi como de la de dobles



enlaces o grado de instauracion de ésta. Si ademas de tener lipidos con
configuracion espacial g, hay presentes dobles enlaces con configuracion Cis,
habrd muy poca cercania entre las cadenas hidrocarbonadas, teniéndose como
consecuencia fuerzas de van der Waals débiles y un empaquetamiento de las
colas hidrofébicas desordenado, lo que a su vez puede provocar que entre las
cabezas polares hayan fuerzas electrostaticas débiles y una reducida
formacion de puentes de hidrégeno.”**>”® Por el contrario lipidos
saturados, de configuracion trans favorecen fuerzas de van der Waals
intensas, buena interaccion electrostatica entre las cabezas polares y un
empaquetamiento ordenado. Al respecto, la longitud de las cadenas
hidrofobicas puede contribuir también con la intensidad de las fuerzas de van
der Waals, ya que a mayor longitud, la probabilidad de establecer fuerzas de
este tipo entre las cadenas hidrocarbonadas aumentara.’”°
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Figura 18: La configuracion trans de los C en un fosfohpldo, provee un estado rigido
vs. el estado fluido (configuracion g). En el esquema, se muestra un fosfolipido de
configuracion g-.

e Temperatura de transicion :

La temperatura de transicion (T.) es un valor limite en la que nanoesferas con
valores de temperatura por debajo de esta, presenta membranas de
nanoesferas rigidas y ordenadas, con valores por arriba de esta, se presentan
membranas fluidas y desordenadas, ya que se favorece la configuracion
gauche en los fosfolipidos (Fig.19).”'*******7 Este valor de T, corresponde a
la media de los valores de temperatura de fusion de los fosfolipidos presentes
en la mezcla, un valor elevado de T, indica entre otras cosas, la presencia de
cadenas hidrocarbonadas largas con una cantidad de dobles enlaces pequena y
membranas empaquetadas ordenadamente.”*>%®

ardenamiento ardenamiento
nrevioala To posteriorala Tc

Figura 19: Representacion esquematica de la estructura fluida
y desordenada que aparece en bicapas lipidicas una vez que
pasan la Tc.



e Estabilidad de membrana:

El colesterol, es un componente importante que provee estabilidad a la bicapa
lipidica, rige de manera considerable la fluidez de membrana, se intercala
entre los lipidos de la bicapa, su grupo polar hidroxil permanece cerca de las
cabezas polares de los lipidos y es quien entra en contacto con la fase acuosa
(Fig. 20),°%® ¢l anillo esteroideo interactua con las cadenas
hidrocarbonadas y se reduce asi el movimiento de deslizamiento entre los
fosfolipidos,”>>> en otras palabras, el colesterol disminuye el movimiento
aleatorio de las cadenas hidrocarbonadas controlando asf la fluidez.”*>°
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Figura 20: En la imagen se aprecia como se da el empaquetamiento
entre los anillos del colesterol y las colas hidrofobicas de los fosfolipidos por
una parte, y de las cabezas polares y el grupo OH por la otra.

e (arga superficial:

El tipo de lipido que se emplea en la elaboracion de nanoesferas determina
también la carga superficial de ésta, existen tanto lipidos catidnicos, anidnicos
y neutros.”>* Es muy poco comun la elaboracion de liposomas con
fosfolipidos cationicos, de hecho su elaboracion se reserva a liposomas que
sirven como vectores de transfeccion de ADN.”' DOTMA y DOSPA son
ejemplos de dos fosfolipidos de este tipo (Fig. 21).”'~>**
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Figura 21: La imagen muestra dos ejemplos de
fosfolipidos cationicos.

En el caso de lipidos neutros, estos estructuralmente no poseen grupos que en
solucidn se disocien en grupos cargados pero hay los que a pH's fisioldgicos



se comportan como zwitterion teniendo asi una carga neta neutra; como
ejemplo del primer caso tenemos al colesterol y para el segundo caso HSPC
(véase anexo ), DMPE y DSPC, los cuales son tres fosfolipidos ampliamente
usados en la elaboracion de nanoesferas (Fig 22).°°**® Asi mismo para el
caso de lipidos anionicos tenemos como ejemplo al PEG,00DSPE (anexo I).86
Evidentemente la disociacion de los grupos que proveen de carga la superficie
liposomal esta en funcién de su valor de pKa y del pH del medio.™
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Figura 22: El esquema muestra dos ejemplos de Fosfolipidos
ampliamente usados en la elaboracion de nanoesferas.

e Estabilidad quimica:
Un fenémeno que afecta de manera importante la estabilidad de las
nanoesferas es la oxidacion de los fosfolipidos por la accion de ROS. El paso
inicial de este fendmeno es la abstraccion de un H de alguna cadena
hidrocarbonada, o bien, la oxidacion de los dobles enlaces por parte de
oxigeno. Como productos aparecen aldehidos, cetonas e hidroperoxidos (Fig.
23);> la consecuencia principal es el incremento en la permeabilidad de las
nanoesferas, pierda de rigidez y por lo tanto susceptibilidad a choque
osmoético,” se puede controlar mediante:>
a. Uso de reactivos libres de metales de transicion
b. Evitar procedimientos de elaboracion a altas temperaturas (no mas
de 70 °C).
c. Uso de cantidades suficientes de lipidos parcialmente hidrogenados
o enteramente como el DPPC o el DSPC.
d. Uso de antioxidantes como el a-tocoferol (vit. E) o vitamina C.
e. Almacenar los liposomas a bajas presiones de oxigeno y escasa luz.
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Figura 23: El esquema representa dos posibles vias de
oxidacion de una cadena hidrocarbonada de un lipido.

La hidrolisis de fosfolipidos es otro fendmeno importante que se debe
controlar (Fig. 24). Este depende sobre todo de la composicion del medio de
dispersién y de pH de éste. Puede controlarse de la siguiente manera:™
a. Mediante el empleo de fosfolipidos que favorezcan membranas rigidas
para controlar la permeabilidad.
b. Mantener las nanoesferas a pH por arriba de 4.
i
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Figura 24: El esquema muestra la hidrolisis general de un fosfolipido.

e Estabilidad coloidal:

En general, una suspensién de particulas coloidales cargadas es estable
cuando la fuerza de repulsion electrostatica es mas grande que las atractivas



de van der Waals. En el medio dispersor, juega un papel importante la
composicion ionica de éste, ya que puede contribuir en la disminucion de las
fuerzas repulsivas entre particulas desestabilizando al sistema.>*>%?>10%10°
Cualquier particula coloidal cargada, es capaz de generar una diferencia de
potencial entre la doble capa de Helmholtz y la capa difusa que forma en la
suspension, conocida como potencial € (fig. 25). Entre mayor sea el valor de
potencial zeta, mayor serd la repulsion entre las particula coloidales y mayor
serd la estabilidad de la suspension, el valor de potencial zeta puede
modificarse afiadiendo iones adecuados al medio para incrementar o
disminuir su valor,>*%%>96-104105

Doble capa de
Helmholtz

Capa difusa

Figura 25: Esquema representativo de la distribucion de cargas
en un sistema coloidal, formado por particulas coloidales de carga
negativa, que obligan a la formacion de la doble capa de Helmholtz
y la capa difusa, la diferencia de potencial entre estas dos capas es
conocida como potencial zeta (£).

Métodos de preparacion:

e Hidratacion de lipidos:

Esta técnica de elaboracion de nanoesferas describe un método en el que es
necesario realizar previamente una mezcla de los componentes lipidicos en
un disolvente orgénico, cominmente se utiliza cloroformo o la mezcla
cloroformo/metanol 3:1 (para lipidos de polaridad baja). La mezcla es
preparada en un matraz de bola mediante agitacion manual o mecénica hasta
garantizar su homogenidad.” El disolvente organico es entonces evaporado
a presion reducida via rotavapor para obtener una capa lipidica adherida al
interior del matraz cominmente llamada cama lipidica (CL). Para garantizar
el secado completo de esta capa, suele someterse a vacio por unas horas.
Seca la capa lipidica es hidratada con la solucidén acuosa de eleccion, la cual
tendrd disuelto al agente que se desea encapsular, se agita moderadamente a
la temperatura T, estimada para la mezcla de lipidos y se deja reposar. Es
comun que en este proceso se formen nanoesferas lipidicas del tipo MLV
(Fig, 25),53:545868.71

Un método alterno de hidratacion describe la disolucion de los lipidos en
etanol caliente, esta solucidon etanolica es goteada directamente en la fase
acuosa de eleccion, la cual debera estar a la temperatura T, y en agitacion



moderada. La suspension formada se mantiene a la temperatura T, hasta que
el disolvente organico se haya evaporado.”’

Figura 26: Representacion de la elaboracion de una suspension de
nanoesferas. 1. hidratacion de la cama lipidica con la solucion elegida,
2. agitacion mecanica y 3. formacion de las vesiculas.

e Vesiculas por sonicacion:

Esta técnica emplea energia sonora para la produccion de nanoesferas, para
tal fin es necesario preparar una dispersion de fosfolipidos en agua, la
muestra es entonces sometida a sonicacion por 10-15 minutos. Esta técnica
permite la elaboracion de nanoesferas del tipo SUV.>>>*

e Evaporacion de fase reversa:

Esta técnica aparecid a finales de los 70, en esta se prepara un pastel de
lipidos tal y como se describi6 en la técnica de hidratacion lipidica, ya seco
es nuevamente disuelto en dietil éter o metanol y se adiciona la fase acuosa
a 1/3 del volumen de la fase organica, este sistema bi-fasico es sonicado
para formar micelas reversas en la fase acuosa. A la mezcla obtenida le es
retirada la fase organica via rotavapor y si es necesario se puede adicionar
mas fase acuosa para mantener en rotavapor por varios minutos y garantizar
la efectiva eliminacion de la fase orgdnica y para tener la suspension a la
consistencia deseada.””’

e Eliminacion de Tensoactivo:

En esta técnica se prepara una mezcla CL/tensoactivo 10:2, al evaporar la
mezcla cloroformo/metanol 1:1 via rotavapor. La capa seca es hidratada con
la solucion de eleccidon y agitada moderadamente por algunos minutos, la
suspension de micelas obtenida es entonces sometida a un meétodo de
purificacion del tensoactivo como: Equilibrio Donan de membrana o
Cromatografia de filtracion en gel. Al disminuir gradualmente la cantidad
de tensoactivo del medio, se van formando las nanoesferas.™

Homogenizacion del tamafio de las nanoesferas:

Todas las suspensiones de nanoesferas elaboradas bajo cualquier método de
preparacion descrito anteriormente no presentan homogeneidad en cuanto a
tamafio. Es factible producir suspensiones con un tamafio elegido y homogéneo
de particula mediante el proceso conocido como extrusion, éste método ademas
permite reducir la cantidad de ldminas lipidicas en las MLV para dar paso a las
SUV o LUV. El procedimiento consiste en hacer pasar la suspension mediante



presion con N a través de filtros de policarbonato de tamafio de poro deseado a
la temperatura T, de la suspensién (Fig. 27).7*"

Entracla de la
suspension

Entracda de No
" apresion

temperatura Tc
Salida de la suspension

Figura 27: El esquema muestra uno de los tantos modelos
de equipos para extrusion que existen en el mercado.

Purificacion de la suspension:

La purificacion de la suspension, tiene por objetivo remover el material que no
se encapsuld durante la elaboracion o que fue liberado durante el proceso de
extrusion. La eleccion del método de purificacion depende de las propiedades
quimicas del agente que se desea remover, a continuacion se dan algunos
ejemplos:

e (Cromatografia de filtracion en gel (exclusion de tamafio):

Una columna para cromatografia de este tipo permite el paso de la
suspension a traves de ella por accion de la gravedad. Dentro de la columna
se encuentra un gel hecho de un polimero hidrofilico insoluble, un sistema
de este tipo ampliamente utilizado es el que utiliza gel SEPHADEX
(polimero de dextrano). Esta modalidad de cromatografia, no solo se ha
utilizado con el fin de purificar la suspension recién preparada del agente
no encapsulado, sino en la separacidon de esta en poblaciones de tamafos
diferentes de nanoesferas.”?%"%%

e Centrifugacion:

Es muy utilizada en la modalidad de gradiente de densidad, sobre todo si lo
que se desea es eliminar de la suspensién son nanoesferas del tipo SUV,
suele utilizarse glicerol a diferentes concentraciones para formar el
gradiente, también es ampliamente usado el Ficoll.”

e Equilibrio Donan de Membrana:

Este método de separacion es comunmente llamado dialisis, en este la
separacion se hace a través de intercambio de iones a través de una
membrana semi-permeable, la suspension a purificar es depositada en
membranas para didlisis de tamafio de poro adecuado y es depositada en
medio provisto de iones tolerables para que se de el intercambio y
consecuentemente la purificacion.””’



Andlisis Quimico:

La cantidad de fosfolipidos presentes en las nanoesferas, es un parametro muy
importante, existen varias metodologias analiticas para determinarla, a
continuacion dos de ellas:

e Ensayo Bartlet:

Este ensayo se basa en una determinaciéon colorimétrica de fosfato
inorgéanico. Para tal fin, es necesario que los fosfolipidos presentes en las
nanoesferas sean sometidos a acido perclorico para obtener fosfato
inorganico a partir de ellos. El fosfato inorganico es transformado por la
adicion de molibdato de amonio a acido fosfo-molibdico, el cual es
reducido a un complejo de color azul por la accion de ac. 4-amino-2-naftil-
sulfonico en calentamiento, El complejo colorido puede ser determinado
espectrofotométricamente a 830 nm.>>%*

e Reaccion de Stewart:

El ensayo de Stewart para fosfolipidos contempla la formacién de un
complejo entre los fosfolipidos y ferrotiocianato de amonio en medio
orgéanico, donde desaparece la necesidad de formar fosfato organico. Para
tal fin, es necesario secar una muestra de nanoesferas de agua, su bicapa
lipidica es disuelta en cloroformo, el ferrotiocianato de amonio (en fase
acuosa) es adicionado y ambas fases son agitadas para favorecer la reaccion
mencionada y la fase organica es entonces leida a 488 nm.”>™

Cuantificacion del principio activo encapsulado:

La determinacion de la cantidad del principio activo encapsulado es otro
parametro importante. Su cuantificacion depende de las propiedades quimicas del
agente y ademas de la gran gama de técnicas analiticas que existen.”*™

Modificacion superficial y estabilidad in vivo:

Investigaciones pasadas realizaron la elaboracion de nanoesferas lipidicas
evaluando diferentes componentes lipidicos y en diferentes cantidades para llegar
a una formulacion que, entre otras cosas, presentard buenos niveles de
encapsulacion y estabilidad; un caso especial fueron aquellas que contenian un
elevado porcentaje de colesterol, al ser evaluadas in vivo, eran eliminadas de la
circulacion, encontrandose una acumulacion importante en células de Kupffer,
asi como en macrofagos del bazo, lo que llevd a la conclusion de que eran
reconocidos  rapidamente  por el sistema  reticulo endotelial
(RES), 0:52.33.38.59.63.65.7277.198183  o5t0  evidentemente afectaria la efectividad
terapéutica, ya que habria una captacion y degradacion importante de las
nanoesferas cargadas de principio activo, de cualquier manera el fendémeno
depende de muchas cosas como tamano de particula, carga superficial y fluidez
de membrana. De manera general el tiempo de vida media en circulacion (T, )
disminuye si aumenta el tamafio de particula, la densidad de carga negativa
superficial y si la fluidez de membrana es alta,’*->>>¢>727677:81

El mecanismo por el cual las nanoesferas son retiradas de la circulacion no se
conoce aun en detalle, pero se sabe que plasma que ha estado en contacto con
nanoesferas muestra una disminucion en la cantidad de proteinas, esto hace



suponer que son captadas por la superficie liposomal mediante simples
interacciones electrostaticas, este hecho fue de importancia ya que se encontrd
una relacion que a mayor captacion de proteinas plasméticas, mayor era la
remocion de las nanoesferas.” Este hecho hizo suponer que el exceso da cargas
negativas superficiales posiblemente favorece el reconocimiento por receptores
membranales de los macrofagos.”’”® Experimentos con liposomas de carga
superficial neutra, se presentd el mismo fendmeno de remocidn, en este caso
participando activamente factores de la via del complemento y opsoninas, de
aqui que se pensara en la necesidad de poner superficialmente algin agente que
interfiriera en la unidén de proteinas plasmaticas y/o del complemento a las
nanoesferas.’’”>>*>’® Estudios posteriores mostraron que la incorporacion de
pequeiias cantidades de algunos glucolipidos elevaban de manera considerable el
tiempo de circulacion en sangre y por lo tanto aumentaba la probabilidad de
captacion de las nanoesferas por el tejido tumoral murino.’>*"*** Esas
nanoesferas fueron llamadas “stealth liposomes”, afios después fue introducido el
término  “Nanoesferas  estéricamente  estables” (Sterically  Stabilized
liposomes).”*>**77821% Fye asi como se comenzé a evaluar la posibilidad de

probar con polimeros sujetos a la superficie, se probd con polimeros derivados de
dextrano y con el poli(etilenglicol) de cadena lineal (PEG), el cual extendi6 el

tiempo de circulacion de manera considerable, asi como de su captacion por
50,52,53,58,59,72,76,77,79

células tumorales (Fig. 28).
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Figura 28: Esquema representativo de una nano-esfera PEGilada.

Estas nanoesferas fueron conocidas como “PEG-coated liposomes” o
“liposomas PEGilados” (PEGylated liposomes), la presencia de este polimero en
baja proporcién molar, posiblemente interfiere espacialmente (estéricamente) en
la unién de cualquier proteina a la superficie.”>>**07>7¢1% Agi mismo la
longitud de éste es un factor de importancia, pues al ser de 2000 Da y estar en
proporcion molar menor a 5%, aumentaba 6ptimamente el T, . 0,53



Debido a la importancia farmacologica que se observo de los liposomas
PEGilados, se disenaron diversos métodos de incorporacion del polimero en la
superficie,” un método importante fue la incorporacion de un fosfolipido unido
al PEG dentro de la membrana liposomal. En la actualidad es ampliamente
utilizado el PEG-fosfolipido PEGa40DSPE (anexo I, apartado A 1.2).°0°%360:86

Es muy importante mencionar que la cantidad de PEG adicionado a la
superficie liposomal es un pardmetro critico, ya que si esta en elevadas
cantidades, puede interferir en la captacion de la nano-esfera por parte de la
célula tumoral. Una hipotesis sostiene la posibilidad de que estas sean captadas
por contacto entre las bicapas lipidicas, lo cual desencadena una fusion de ellas y
por lo tanto la entrada del principio activo encapsulado.”®™’

Marcado con radionuclidos:

Debido a los pobres resultados obtenidos en la encapsulacion de material
radioactivo en nanoesferas para imagenologia nuclear, como pérdida de la
actividad del radiontclido a causa del tiempo invertido en su elaboracion y una
exposicion importante a radioactividad, principalmente de personal, fue
necesario el desarrollo de técnicas de marcado de nanoesferas pre-
formadas, 60:66.71.77:80

La presencia de cargas eléctricas en la superficie de las membranas permitid
idear un marcado de éstas con nucleos radioactivos por simple interaccion entre
cargas; los estudios al respecto mostraron una pobre estabilidad del marcado en
ensayos in vivo, debido a la fuerte interaccion electrostatica que se presentd entre
el radiontclido y proteinas plasmaticas, sobre todo de la conocida como
transferrina lo cual trajo como consecuencia un intercambio considerable del
radionticlido hacia los centros mas electronegativos de las proteinas.®®

También fue ideado un método de marcado mediante la asociacion del
radiontuclido a la bicapa gracias a su previa incorporacion en un agente lipofilico
afin a la bicapa membranal, tal es el caso del complejo oxina-radioniclido, este
mediante incubacidn con calentamiento moderado es introducido a la membrana
de las nanoesferas consiguiéndose asi la incorporacion del radionticlido,****"%
pero en pruebas in vivo se observd una captacion del agente lipofilico marcado
por membranas celulares circundantes, lo cual limit6 la practica de esta técnica.®

La incorporacidén de un agente quelante en la superficie liposomal, permitiria
también un marcado de las nanoesferas preformadas, es asi como se disefid la
incorporacion del acido dietilentriamin-pentacético (DTPA) a un fosfolipido
como el DMPE vy tener asi el compuesto conocido como DMPE-DTPA (véase
Anexo I), el cual es afiadido a la mezcla de fosfolipidos con los que se elaboraran
las nanoesferas y permite el quelado de iones radioactivos en la superficie de
estas.”” 01036080 Fota reciente forma de marcado de nanoesferas permite la
obtencion de suspensiones marcadas de mayor estabilidad in vivo, ya que el
quelado obtenido es muy estable a pH fisiologico.”® Gracias a esta metodologia,
se ha permitido elaborar liposomas para imagenologia nuclear con *’Ga, '''In y
#MTe en la superficie membranal ¢! 008081

El uso de liposomas como vectores para la administracion de radiontclidos
con fines terapéuticos aparecié una vez que se perfeccionaron y aparecieron



nuevas técnicas de marcado mediante formacion de quelados, asi como del
desarrollo de la quimica de coordinacién de los diversos radionuclidos,” %%
de esta manera se ha elaborado nanoesferas marcadas con '*°Re, "**Re y 'l 'y se
avanza en el marcado con “’Cu, y "'I. Antes del quelado de los radionuclidos,
estos eran cargados en el interior de las nanoesferas, de hecho hay gran cantidad
de informacién de su elaboracion con *’™Tc principalmente (ya que se utilizaban
otros radionuclidos), pero debido a que experimentalmente es mucho maés
complicado y menos eficiente que el quelado, se esta aceptando la forma alterna
de marcado.®*%%"!

Caracterizacion y controles de calidad:

Debido al potencial enorme que tienen las nanoeferas lipidicas para el
transporte de farmacos, es imprescindible el desarrollo de controles de calidad
que contemplen todos aquellos parametros necesarios para determinar una
seguridad total para experimentacién en animales de laboratorio, pero sobre todo
para su administracién en humanos.”®> Un parametro evidentemente critico de
control de calidad son los niveles de esterilidad y pirogenicidad. En la tabla 2, se
muestran los principales parametros de control.”*>*>*

Tabla 2. Parametros de control de calidad

Estudios generales Equipo

pH pH-imetro

Conductividad Conductimetro

Concentracion de fosfolipidos Ensayo Barlett o Stewart

Concentracion de colesterol Ensayo del colesterol oxidasa, HPLC fase
normal y reversa

Cantidad de agente encapsulado Espectrofotometria, HPLC,

Solventes organicos residuales NMR

Caracterizacion fisica

Distribucion del tamafio de particula |Dispersion dinamica de luz, cromatografia de
Exclusion de tamafio, microscopia electronica.

Estabilidad Quimica

Oxidacion de fosfolipidos Determinacion de peroxidacion lipidica,
composicion lipidica.

Hidrdlisis de Fosfolipidos Composicion lipidica

Esterilidad Cultivos en medio aerdbico y anaerobico

Pirogenicidad y endotoxinas Ensayo de lisado de limulus amebocito

Farmacologia general:

La farmacocinética de las nanoesferas esta en funcion de las mismas variables
de las que depende el mecanismo de captacion. Asi mismo, se habia discutido
anteriormente el papel importante que juega el PEG en la prolongacion efectiva
del T,,, asi como de su tamaﬁo,50’52’53’59 al respecto aparentemente la



composicion lipidica no influye significativamente. En cuanto a la carga
superficial, se ha observado que a mayor presencia de cargas negativas, mayor es
la captacion por parte del RES.”*">*

Posterior a la administracién de la suspension de liposomas, se ha observado
que su distribucion depende primeramente del sitio de inyeccion, en la
administracion intraperitoneal, nanoesferas de 100nm de didmetro son absorbidas
en 1 hora hacia la circulacién con una eficiencia del 30-40% de la dosis inicial
con un Ty, = 11 horas. También, después de la inyeccion, migran pequenas
nanoesferas hacia los nédulos linfaticos cercanos al sitio de administracion.”®™
Una hipétesis plantea que una vez que las nanoesferas se encuentran en el
torrente circulatorio, se acumulan en las zonas periféricas a la masa tumoral por
extravasacion de éstas a través de lesiones porosas presentes en los vasos
sanguineos (endotelio fenestrado) que alimentan al tumor’>’, las cuales van
desde 100 hasta 700 nm de didmetro vs los 6 nm en promedio que presenta el
endotelio de los vasos de tejidos sanos. Una vez alli, comienza la interaccion
liposoma-tejido blanco (Fig. 29). De manera general, hay cuatro hipotesis que
explican la interaccion que sucede entre la célula y una nanoesfera (Fig. 30).°>
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Figura 29: La figura muestra la acumulaciéon de nanoesferas en la
periferia de células tumorales a causa de la fenestracion de la importante
vascularizacion que poseen.

In vivo es bien conocida la captacion de las nanoesferas no PEGiladas por
parte de los macréfagos, la interaccion posiblemente esta mediada por receptores
y desemboca en una endocitosis o fagocitosis de la particula, el endosoma
formado es fusionado con lisosomas para ser digerido. Este fenomeno sirvid de
base para formular las 4 teorias mencionadas y concluir ademds que la



interaccion liposoma-célula blanco esta en funcion de muchas variables de entre
las que destacan el tipo de célula blanco, composicidén superficial de la nano-
esfera y de la célula, carga superficial composicion lipidica y tamafio de la nano-
esfera asi como de la composicién del suero.™

Ventajas farmacoldgicas del uso de nanoesferas:

De manera general, a través de la encapsulacion de agentes de quimioterapia
en vectores de transporte como las nanoesferas lipidicas, se reduce el volumen de
distribucion del farmaco y aumenta la concentracion de este en el interior
tumoral. Esto resulta en el incremento en la cantidad de fairmaco efectivamente
liberada en el tumor y en un mayor efecto terapéutico.””>>~""*% Esto es posible
gracias a que las nanoesferas protegen el farmaco del metabolismo e inactivacion
que sucede en el plasma, y por ser vehiculos que transportan elevadas cantidades
de farmacos, evitandose la pérdida de mas del 90% de éste en comparacién con
lo que sucede en la administracion tradicional de cis-DDP.” Asi mismo, ofrecen
una nueva forma de administracion de radioterapia, esta seria mas segura y
efectiva, pues los indices necesarios de radiacion disminuirian al lograrse la
deposicion de esta dentro de la masa tumoral o en la periferia, ademds de que la
radiacion en transito que el vector suministraria a las diversas zonas del
organismo en su viaje desde el sitio de administracién hasta el tejido blanco,
seria menor que el que recibe el tejido sano en la radioterapia tradicional.
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Figura 30: El esquema representa las cuatro posibles formas de entrega
del principio activo encapsulado en nanoesferas. 1) El farmaco es
liberado fuera sin necesidad de previa interaccion nano-esfera/célula
blanco para posteriormente ser introducido 2) Previa interacciones
membranales nano-esfera/célula blanco, es liberado el farmaco en
la periferia. 3) La nano-esfera es introducida al interior celular, luego
de ser digerido el fagosoma, el farmaco es liberado. 4) El farmaco es
liberado posterior a la fusion de la membrana celular/nano-esfera.



Nanoesferas lipidicas cargadas de cis-DDP:

Debido a los severos efectos secundarios que aparecen como consecuencia del
uso terapéutico del cis-DDP, fueron desarrollados analogos de menor toxicidad
como el carboplatino y oxaliplatino, pero debido al interés que existe a nivel
mundial en el desarrollo de terapias menos agresivas a tejido sano, muchas
investigaciones se enfocaron en reducir su toxicidad y aumentar su actividad
terapéutica mediante la encapsulacion en nanoesferas lipidicas.”****"’

SPI-77, es una formulacion de cisplatino encapsulado en nanoesferas en fase |
de investigacion, posee en su superficie metoxi-poli(etilenglicol) (que provee una
vida media de 70-100 horas), de un diametro aproximado a los 100nm. En
estudios preclinicos ha resultado ser menos tdxico en comparacion con la
administracion tradicional de ciplatino y en general los efectos antitumorales son
mejores que los mostrados por carboplatino y cisplatino en pacientes.”””®

Nanoesferas lipidicas como vectores de quimio-radiacion:

Debido a los considerables y muy numerosos trabajos experimentales que
muestran los resultados tan prometedores de las evaluaciones realizadas a
diversas formulaciones de farmacos y radionuclidos encapsulados en nanoesferas
lipidicas, estos vectores se muestran ideales para alojar ambos agentes para ser
un vector de quimio-radioterapia. Hay evidencia necesaria para saber que es un
vector practicamente inocuo para el organismo, su composiciéon a base de
agentes lipidicos naturales no representa peligro toxicologico, la estabilidad
frente al sistema inmunolégico, dado por el PEG, les proveen un T;, en
circulacion adecuado para que tanto la radioterapia como la quimioterapia surtan
efecto farmacologico importante, ademas de que posiblemente se disminuya la
quimio-resistencia y radio-resistencia por ser un sistema que administre ambas
terapias simultaineamente. La quimica de coordinacion y la produccion artificial
de radionuclidos de diversos valores de vida media y tipos de emisioén
radioactiva adecuados para sistemas biologicos, ha puesto al alcance los
conocimientos tedricos para la manipulacion adecuada de estos en un sistema de
nanoesferas, y el principal y mas importante factor, este sistema es susceptible de
en un futuro ser disefiado y elaborado como vector especifico por células
tumorales, mediante la adicién del marcador adecuado en sus superficie que le
permita ser captado exclusivamente por el tejido canceroso.



CAPITULO 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL



3.1 Técnica de elaboracion de nanoesferas.

3.1.1 Hidratacién de fosfolipidos previa evaporacion de disolvente
Orgénico:53’65’68’71’79

En un matraz de bola para rotavapor, se deposita la cantidad de masa a utilizar
de HSPC/Colesterol/***PEG-DSPE/DMPE-DTPA/a. Tocoferol (véase anexo I)
en relacion molar 50:46:1.5:1.5:1, estos son disueltos en cloroformo (Sigma
U.S.A.) en relaciéon volumen final de suspension preparada/cloroformo de 1:2.
La mezcla es sometida a agitacion en rotavapor (Laborota 400, Heidolph,
Alemania) a 90 rpm por 10 minutos. Es entonces retirado el disolvente organico
a presion reducida manteniendo el sistema a 40°C y 240 rpm

Finalizada la evaporacion, una CL es obtenida en el matraz de bola, esta es
mantenida a presion reducida y agitacion a 60 rpm durante 30 minutos. Para
garantizar la sequedad total de la CL, el matraz de bola es introducido en una
campana de vacio por 5 horas.

Una solucion de cisplatino (6 mg/ml) (Sigma, Alemania) es preparada en S.S.I.
(Baxter, México) en un vaso de precipitados (el volumen de solucion platinada
esta regido por la relacion en masa cisplatino/compuestos hidrofobicos 1:8), se
mantiene a 65°C por 1 hora. Al término, esta es pasada a través de un filtro de
acetato de celulosa de 0.22 um de tamafio de poro (Corning, U. S. A.) y es
depositada sobre la cama lipidica seca, se mantiene el sistema en agitacion a 60
rpm por 1 hora en rotavapor a presion atmosférica normal.

La suspension formada, es entonces dejada en reposo a temperatura ambiente
por 2 horas. Al término, un precipitado de cisplatino se observa en el fondo
del matraz, éste es eliminado por decantacion de la suspension, la cual es
almacenada en tubos coénicos de 15 ml (Falcon U.S.A.) a 4°C.

En la técnica de elaboracion de nanoesferas, fue utilizado material estéril y el
trabajo fue realizado en una campana de flujo laminar (Sterilgard III, Baker
Company, U. S. A)).

La suspensién es depositada en membranas para dialisis (Spectra/Por®
MWCO: 3500, Canada) y es depositada en medio de purificacion NaCl (3
mM)/Sacarosa (6 % w/v)>’ en proporcion 1:20 suspension/medio por 24 horas.
Al término, la suspension es guardada a 4°C.

3.2 Homogenizacion del tamafio de nanoesferas.
3.2.1 Extrusién:™’

La suspension recibida de la primera purificacion, es diluida 1:2 con S.S.I. Es
montado el equipo de extrusién (Lipex™ Extruder, Northern Lipids, Canada) y
mantenido a la temperatura T, aproximada de 65°C, la suspension es depositada
en el equipo provisto de un filtro de policarbonato (Whatman Nucleopore
Northern Lipids, Canada) de 400 nm de tamafio de poro y se hace pasar por
empuje a presion con N, (Aga, México) a través de €l 2 veces, al término es
repetido el procedimiento 2 veces a través de un filtro de 200 nm y 4 veces a
través de filtros de 100 nm.



La suspension recibida es depositada en tubo cénico de 15 ml y guardada a
4°C. El proceso de extrusion fue llevado a cabo con el equipo y material de
laboratorio estéril y en una campana de flujo laminar.

3.3 Purificacion de la suspension via equilibrio Donan de membrana.

La suspension recibida del proceso de extrusion es sometida a purificacion
(apartado 3.1.1 ultimo parrafo), a las 24 horas, se cambia el medio de
purificacion, el cual nuevamente es retirado 24 horas después. Es entonces
cuando la suspension es llevada a pH = 3 y se depositada en medio de
purificacion también a pH = 3, para una purificaciéon en medio 4cido, el cual es
retirado a las12 horas.

3.4 Evaluaciones analiticas.

3.4.1 Cuantificacion de cis-DDP encapsuladozgg’89

Cromatografia de liquidos de alta resolucion

Las muestras de nanoesferas fueron cuantificadas siguiendo dos protocolos
para HPLC desarrollados en el laboratorio de Farmacologia del INCan. Fueron
cuantificados 100ul de suspension de nanoesferas

Condiciones del equipo

El sistema consistié de una unidad de inyeccidon de solvente 650E solvent
delivery (Waters Assoc. Milford MA, USA), un inyector de 20 ul (Rheodyne,
Cotati Ca, USA), un detector UV 486 y columnas Synmetry C18 de 150 x 3.9
mm y 5 um de tamafio de particula. Las muestras fueron leidas a 254 nm y 23°C
de temperatura.

3.4.2 Cuantificacion de lipidos del sistema.

3.4.2.1 Reaccion de Stewart: >

Preparacion de NH ,FeSCN.

Se disolvieron 27.03 g de FeCl;-6H,0 (Sigma-Aldrich, Alemania) y 30.4 g de
NH,SCN (Sigma-Aldrich, Alemania) en 1 litro de agua desionizada.

Curva patron

Se prepardé una solucion de HSPC (0.1 mg/ml) en cloroformo, de la cual
fueron preparadas por triplicado diluciones para la realizacion de la curva patron.

Tanto del HSPC (0.1 mg/ml) como de sus diluciones, fueron tomados 2 ml y
se mezclaron mediante agitacion en vortex con 2 ml de la solucion de
NH4FeSCN (reactivo en exceso) durante 2 minutos. Al término, cada muestra se
centrifugo a 500 rpm (Centrifuge 5702 R, Eppendorf, U. S. A.) por 3 minutos. La



fase organica fue leida a 488 nm (DU® 530, Beckman coulter TM, U. S. A.) en
celdas de cuarzo de 1 ml de capacidad y 1 cm de longitud de paso optico.

Muestras de nanoesferas

Fue cuantificado un volumen de 2ul de suspensién concentrada (apartado
3.5.2) y uno de 4ul de suspension sin concentrar. A cada muestra le fue removida
el agua con vapor de N, (-190°C), una vez secas, se les adicioné 2 ml de
cloroformo. Al término se adicion6 2 ml de la solucion de NH,;FeSCN. La
muestra se mezcldo mediante agitacion en vortex durante 2 minutos. Al término,
la muestras fueron centrifugadas a 500 rpm por 3 minutos. La fase organica fue
leida a 488.

3.4.3 Imagenes y tamafio de particula.

- . e 72,77,96
Tamario por dispersion dinamica de luz.

De una suspension extruida hasta 100 nm, se tomaron 2 muestras, una fue
diluida 1:10 y la otra 1:100 en S: S. I., de cada dilucidn, tres alicuotas de cada
una, fueron leidas en un equipo de dispersion dindmica de luz (Zetasizer Nano,
Malvern, UK) a 25°C, 1.33 de indice de refraccion y 0.8872 cP de viscosidad.’

Microscopia electrénica:”

Las iméagenes fueron obtenidas con un microscopio electronico de transmision
(FEG 2010 FASTEM). Para la determinacion, un volumen pequeio de
suspension fue depositado en discos pequefios para secarse a temperatura
ambiente, para posteriormente ser depositada en el ocular del microscopio.

3.5 Marcado de la suspensién con In-111.47%3

3.5.1 Radionuclido:

Fue utilizado '"'InCl; (T, = 2.8 dias, emision de gammas con energias de
171.3 y 245.4 keV) disuelto en HCL 0.03 N (MIYMSA radiofarmacia, México)
La actividad del radiontclido y de las muestras marcadas fue determinada
mediante un activimetro digital (Deluxe, Nuclear Associates, USA).

3.5.2 Marcado de la suspension:®

Se realizd6 el marcado utilizando nanoesferas lipidicas de 100 nm. La
suspension fue concentrada eliminando el 50% de agua mediante centrifugacion
al vacio (SpeedVac Concentrator, Termo Electrén Corporation, U. S. A.) por 2
horas a 1700 rpm y 40°C. Posteriormente, la suspension fue marcada a razén de
0.5 mCi de actividad de radionuclido por cada 2 ml de suspension, la incubacion
se llevo a cabo a pH = 3, y temperatura ambiente por 1 hora. Finalmente, se
determind la actividad del radiontclido y de la muestra de nanoesferas.

3.5.3 Eliminacién de In-111 no quelado:””*'"!

Para la eliminacion del radiontclido no encapsulado, se usaron columnas de
cromatografia para filtracion en gel Sephadex'™ G-25 M (PD-10 Amersham



Biosciences, Suecia). Primeramente a la columna se le permitio eluir el buffer de
fabrica, y posteriormente fue lavada 3 veces con S. S. I. pH = 3 para luego ser
depositada la suspension marcada. Al término de la separacion cromatografica se
determiné la actividad restante en la suspension, para evaluar la eficiencia de
marcado.

3.5.4 Eficiencia de marcado:
Este valor se obtuvo mediante las ecuaciones siguientes:

Actividad suspension previa cromatografia
E = J ¥ 100

Actividad suspension post-cromatografia

Actividad medida

Actividad suspension = -
p volimen total

3.6 Estabilidad de marcado.***

3.6.1 Evaluacion:

Se utilizo la técnica de cromatografia instantdnea en papel impregnado de
silica gel (ITLC). Fueron tomados 2 ul de nanoesferas marcadas con el In-111,
de la mezcla plasma/nanoesferas (3:1) (prueba in Vitro) y del radionuclido
utilizado (referencia) (Apartado 3.5.1) y cada una fue depositada por separado en
papel para cromatografia ITLC (Gelman Sciences, U.S.A.) de 1 cm de ancho por
10 cm de alto, se permitio la elusion completa de la fase movil (Acido
acético/Metanol/Agua 1:1:1 llevado a pH = 3 con HCI diluido) hasta la parte
superior del papel. Al término de la separacion, cada papel fue cortado a la mitad.

3.6.2 Lecturas de actividad:

En cada seccion de papel de cromatografia fue medida la actividad utilizando
un detector gamma de pozo de Nal(Tl) (Canberra, U. K.). Durante cada medicion
se determind el valor de radiacion de fondo (antes y después de las mediciones y
se obtuvo su valor promedio). Al final este valor de fondo fue restado a cada una
de las lecturas experimentales.

3.6.3 Determinacion de la estabilidad:
El célculo de estabilidad del marcado se realizd a partir de las siguientes
ecuaciones:

actividad papel parte superior

% In-111 liberado = o : i — :
actividad papel parte inferior + actividad papel parte superior

A 100

actividad papel parte inferior

% In-111 unido = — . . — A
actividad papel parte inferior + actividad papel parte superior

X 100




CAPITULO 4

R ESULTADOS
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DISCUSTION



4.1 Cuantificacion de cis-DDP encapsulado:

La Tabla 4.1a, muestra los resultados obtenidos en la cuantificacion de dos
muestras de suspension de nanoesferas sometidas a extrusion y purificacion.

Tabla 4.1a.
Muestra cis-DDP (ug/ml)
1 607.45
2 601.65

Como se observa, la cantidad de cisplatino encapsulada en las nanoesferas
(604.5 + 2.9), correspondid a aproximadamente 1/10 de la concentracion inicial
de cisplatino, cantidad aceptable para los fines de este trabajo.

4.2 Cuantificacion de lipidos del sistema:

La Tabla 4.2a, muestra los resultados obtenidos en la cuantificacion de
fosfolipidos en las nanoesferas. El ensayo A se refiere a las muestras sin
concentrar y el B a muestras concentradas en un 50%. Por ultimo, la Tabla 4.2b
muestra los promedios correspondientes de concentracion del analito.

Tabla 4.2a

ensayo mg/ml lipidos
0.047
0.046
0.044
0.05
0.053
0.051

||| > >

Tabla 4.2 b.

ensayo mg/ml fosfolipidos totales
A 0.0457 +/- 0.0015
B 0.0513 +/- 0.0015

Los resultados indicaron que la muestra no concentrada present6 una cantidad
mayor de fosfolipidos, respecto a la muestra concentrada. No hay elementos para
suponer que el proceso de concentracion (eliminacion del exceso de agua)
provoque pérdida de lipidos del sistema.



4.3 Tamaiio de particula:

La Tabla 4.3 a presenta los
de las nanoesferas.

resultados obtenidos para el tamafio de didmetro

Tabla 4.3a
Dilucién Diametro (nm) Indice de polidispersion (pdi)
1:10 114.7 +/- 0.6 0.045 +/- 0.017
1:100 114 +/-0 0.076 +/- 0.009

Como se observa, el tamano de diametro obtenido en ambas diluciones, es del
orden de los 100 nm. El indice de polidispersion (pdi) mide la homogeneidad de
la muestra de liposomas, respecto al didmetro. Un valor de 0.0 representa una
muestra totalmente homogénea, mientras que un valor de pdi de 1.0 representa
una muestra totalmente heterogénea.

4.4 Imagenes de las nanoesferas:

Las siguientes imagenes corresponden a las fotografias obtenidas mediante
microscopia electronica de una muestra de nanoesferas a 100 nm. Las fotografias
son de la misma muestra de nanoesferas, solo que la ultima es una ampliacion.




g R um

Es importante destacar que las imagenes muestran la morfologia esférica
esperada para las nanoesferas. La escala mostrada en cada una de las imagenes
permite hacer referencia al tamafio de los 100nm de didmetro que ya se habia
obtenido en el analisis de tamafio por dispersion dinamica de luz.

4.5 Marcado con In-111

A continuacidn, se presentan los datos correspondientes al experimento de
marcado.

Se utilizdé un volumen de 0.89 ml de radionuclido con una actividad de 1.13
mCi/ml; este volumen fue diluido hasta un volumen final de 2 ml con S.S.1., pH
=3, con lo que se obtuvieron 0.5 mCi/ml de actividad. La Tabla 4.5a, muestra los
parametros mas importantes determinados antes del marcado de la suspension y
la Tabla 4.5 b los valores después del marcado.



Tabla 4.5a

Volumen de | Volumen de Actividad radiontclido Volumen total de
suspension | radionuclido | antes del marcado (mCi) | incubacion (Vi) (ml)
(ml) (ml)
Ensayo 1 1.9 0.8 0.40 2.7
Ensayo 2 2 0.8 0.41 2.8
Tabla 4.5b.
Vi(ml) | Actividad i mCi/Vi | V.f | Actividadf | mCi/Vf | Eficiencia
(mCi) (mCi/ml) (mCi) (mCi/ml)
Ensayo 1 2.7 0.399 0.148 2.9 0.36 0.124 84%
Ensayo 2 2.8 0.404 0.144 3 0.36 0.12 83%

1 =inicial f= final
Vf=volumen de suspension obtenido al final de la cromatografia.

Como se observa, los valores obtenidos de eficiencia de marcado fueron muy
homogéneos, 83.5% de valor promedio.

4.6 Estabilidad de marcado:

Los datos de la Tabla 4.6a corresponden a las pruebas de estabilidad in Vitro
del marcado de las nanoesferas en solucion salina (ensayo 1) y en el plasma
(ensayo 2). La Tabla 4.6b muestra la prueba de referencia cromatografica con In-

I11.
Tabla 4.6a
ensayo 1 ensayo 2
tiempo | % Unido | error | % Libre | error % Unido error % Libre error
0.25 97.81 0.56 2.19 0.19 98.34 0.19 1.66 0.19
0.5 97.61 3.37 2.39 1.49 97.47 1.49 2.53 1.49
1.5 96.78 0.45 3.22 12.17 90.59 12.17 9.41 12.17
3 98.29 1.83 1.71 0.71 98.79 0.71 1.21 0.71
24 98.18 1.27 1.82 5.20 93.55 5.20 6.45 5.20
48 97.40 0.51 2.60 0.45 88.03 0.45 11.97 0.45
72 98.71 1.77 1.29 10.30 88.90 10.30 11.10 10.30

%Unido = porcentaje de In-111 unido a las nanoesferas.
% Libre = porcentaje del In-111 liberado de las nanoesferas.




Tabla4.6 b

Promedio de % B Promedio de % T Error B Error T

2.547 97.353 0.645 0.645

B = actividad parte inferior del papel, y T = actividad en la parte superior.

A continuacidon se muestran las curvas de estabilidad correspondientes a los
ensayos de la Tabla 4.6 a.

Curva ensayo 1 (estabilidad en s.s.i.)
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Curva ensayo 2 (estabilidad en plasma)
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Es importante destacar el arrastre de mas del 97 % de In-111 en la
cromatografia de referencia (tabla 4.6b). Este valor es muy importante, ya que lo
podemos interpretar como la confiabilidad que tienen los resultados presentados
en la Tabla 4.6a y consecuentemente de las 2 curvas anteriores.

Basados en lo anterior, los resultados que muestran las dos graficas
representan el comportamiento de la estabilidad de marcado. La grafica
correspondiente al ensayo 1 (en solucidn salina a temperatura ambiente), muestra
que el marcado es estable (>95%) durante las 72 horas del muestreo.

La curva para estabilidad en plasma (37 °C), correspondiente al ensayo 2,
muestra una estabilidad > 95 % durante las primeras 24 h, observandose una
disminucion a 85% después de 24 horas. Se sabe que proteinas plasmaticas
conocidas como metalotioneinas tienen gran afinidad por cationes metalicos,
posiblemente esto explique tal comportamiento observado.



4.7 Representacion esquematica del sistema elaborado:

Nanoesfera

DMPE-DTPA

Como se puede observar, la imagen anterior, representa esquematicamente una
nanoesfera lipidica cargada con cis-diaminodicloroplatino(II) y marcada con '''In
en su superficie.



CAPITULO 5

CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método para la produccion de nanoesferas lipidicas
cargadas con cis-DDP y marcadas en su superficie con nucleos radioactivos
de In-111 con potencial como sistema de quimio-radiacidon en tratamiento
de cancer.

Para el desarrollo del sistema fue de gran importancia determinar:

a) Una técnica de elaboracion de la suspension de nanoesferas.

b) Eleccion los compuestos hidrofobicos a utilizar y la relacion molar
entre  ellos  (HSPC/Colesterol/**’PEG-DSPE/DMPE-DTPA/a.-
Tocoferol, relacion molar 50:46:1.5:1.5:1).

c) La relacion en masa de estos compuestos respecto al cis-DDP
encapsulado.

d) La metodologia de marcado con el radionuclido (necesariamente el
medio debe estar a pH acido).

e) Condiciones cromatograficas en la estabilidad de marcado

f) Condiciones de purificacion de la suspension, tanto de cis-DDP
como de '''In’",

Utilizando técnicas de dispersion dinamica de luz y fotograficas con
microscopio electronico de transmision, se pudo verificar que el tamafo de

las nanoesferas producidas fue del orden de los 100 nm de didmetro con un
ipd de 0.08.

La técnica de marcado con el '"'In*" en medio acido y temperatura
ambiente, permiti6 la obtencion de una suspension con valores de
eficiencia de marcado superiores al 80%. Aunado a lo anterior, la prueba de
estabilidad de marcado mostro valores superiores al 90%, decreciendo a
partir de las 24 horas para los experimentos en plasma (37°C).
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ANEXOI



Monografias de los compuestos hidrofébicos empleados.

A 1.1 HSPC® (Northern lipids Inc. Vancouver Canada)

e Fosfatidil colina de soya hidrogenada (HSPC):
Polvo blanco de MW = 762 g/mol,’* T, ~ 64°C

@]
HSPC A )l\
i % B (CHg),45CHs
{CH\:_,]&NCHzCHzD_T_O T D (CH2]146H3
I Y

O

A 1.2 PEGy40)DSPE® (Northern lipids Inc. Vancouver Canada)

e N-[Metoxi(polietilen glicol)2000]carbonil-2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina sodica (PEG,y DSPE):
Polvo blanco de MW: 2810.3 g/mol

PEG;000DSPE
C|‘ (CHz)16CH;

CH30(CH,CH,0),—C ~NH,CH,CH,0- F'—O 0 (CH2)TGCH3

Dande n = 45paraPEG 2000

A 1.3 DMPE-DTPA™'? (Avanti polar lipids, U.S.A.)

o 12 Dimistiroil-sn-Glicero-3-Fosfoetanolamina-Dietilentriamin-
pentacetico acido (DMPE-DTPA):
Polvo blanco de MW: 1096.35 g/mol

)Iﬂ DMPE-DTPA
4H N 0 /\H
ﬁ ”
0
{CH2}1ECH3

ﬁ 0 ﬁ o

O S

M o- 0\)\/ (CH3)42CH,
r _O’M \)‘l\ /f\\v/



A 1.4 Colesterol (Calbiochem. Canada)

e C(Colesterrol:
Polvo blanco de MW = 386.7 g/mol , pf. = 148.5°C

lﬂFHf;ﬁRu,ﬁHﬁrEHz

CH,

HO

A LS5 Vitamina E (Biochemka, Suiza)

e Vitamina E:
Aceite amarillento, MW = 430.72 g/mol,

CH,
HO

CH
3 CH, CH, CH, CH,

CH,

Alfa tocoferol
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Apuntes de apoyo a la introduccion

A.1 Fisica de radiaciones, conceptos:

Radiacion:
De manera general, es energia transmitida a través del espacio o medio
: I , i 3038
material en forma de ondas electromagnéticas o particulas energéticas.”

Radiacion electromagnética:

Este tipo de radiacién es la responsable de la propagacion de energia de
fendmenos como la luz, temperatura, radio, radiacion U.V., rayos X y 7; la
energia se propaga mediante ondas electromagnéticas, una onda electromagnética
consiste de un campo eléctrico y uno magnético perpendiculares entre si que se
propaga también en direccion perpendicular, la energia asociada a ella se obtiene
como hv (h= cte. de Planck y v = longitud de onda) (Fig. A).**363%3%%7

componente
eléctrica

componente
magneética

Figura A: representacion esquematica de una
onda electromagnética

Radiacion de particula:

Se le llama asi a la emision y propagacion de energia a través del espacio por
particulas cargadas y no cargadas (electrones, protones neutrones, etc.), con un
determinado valor de energia cinética.’*>*"’

Unidades:>°
Actividad: la actividad corresponde al nimero de desintegraciones que
manifieste el material radioactivo por unidad de tiempo, esta definida como:
1 Bq (Bequerel) = 1 dps (desintegracién / minuto)
1 Ci (Curie) =3.7 X 10" dps =3.7 X 10'° Bq

Exposicion: corresponde a la cantidad de ionizaciones (cantidad de carga)
producidas en 1 kg de aire por rayos X o vy, esta definida como:
1 R (Roentgen) = 2.58x10™ C/kg

Dosis absorbida: determina la cantidad de energia absorbida por unidad de
masa, se define como:
1 Gy (Gray) = 1J/kg = 100 rad
lrad=100erg/g



Energia de un haz de radiacion:
1 eV (electron volt) = 1.6022 X 107" J

Decaimiento radioactivo:

La radioactividad es un proceso nuclear mediante el cual ciertos nucleos
inestables emiten energia en forma de radiacion electromagnética (como los
rayos y) o particulas cargadas (a0 o ) para llegar a un estado estable. El
decaimiento radioactivo se refiere al indice mediante el cual un 4tomo inestable
emite energia o se desintegra con respecto al tiempo. Matematicamente, el
decaimiento radioactivo se calcula mediante la siguiente ecuacion: **%4*%7

Aty =Ag et

Donde A, corresponde a la actividad inicial, A es la constante de decaimiento (especifica para
cada radionuclido), y t corresponde al tiempo.

Isotopo:

Se refiere a atomos cuyo nucleo posee el mismo numero de protones pero
diferente numero de neutrones, es decir, se tiene el mismo valor de Z (nimero de
protones nucleares) y diferente de N (ntimero de neutrones). Es importante
recordar que ambas cantidades de particulas estdn relacionadas en el nimero de
masa (A), esta se define como A= Z + N304

Emision (Radiacion) a:
En nucleos inestables pesados, es comun el desprendimiento de particulas o.

Una particula o esta formada por dos neutrones (n) y dos protones (p')
34,36,42,97

expulsados del ntcleo de un 4tomo (Fig. B).

Particula ¢

= 2 protones
* 2 neutrones

Radio-226 Raddén-222
* 56 protones * 86 protones

+ 138 Meutrones + 136 neutrones

Figura B. La figura muestra el decaimiento o que se
da en un Radionuclido pesado como el radio-226.

La particula a es idéntica en carga y masa al nucleo del atomo de He. Debido a
que son particulas relativamente pesadas,’**®* interactiian intensamente con los
atomos del material que les acoge, transfiriendo su energia intensamente
(Transferencia lineal de energia “LET” o poder de frenado “SP”). Ejemplos de
emisores de particulas o son Ra, Rn, Thy U.*

Debido a este tipo de desprendimiento, el nicleo puede tener neutrones en
exceso, entonces una emision a suele ir acompafiada de un decaimiento 3.



Decaimiento p:

En ntcleos inestables con un exceso de neutrones o protones se presenta la
desintegracion B, esta existe en dos modalidades: B y B". Si se tiene un exceso
nuclear de n, entonces un neutrén se transforma en un p+, un antineutrino (v') y
un electron (e7). El electrén formado en el nucleo escapa de €1 como particula 3
(radiacion p).>704%%7

Si el exceso es de p’, entonces un p se transforma en un #, un positron (e') y
un neutrino (v). El positron formado en el nicleo escapa de el y se anula con su
antimateria (e’) formando dos rayos y coplanares de direcciones contrarias entre
si (reaccion de aniquilacion) (Fig. C).*%*”

= - NN NN

Positron Electron 2 rayos gamma opuestos

Figura C: creacion de dos fotones por la aniquilacion
de un par electronico electron-positron en colision.

Radiacion vy:

Los rayos gamma, son un tipo de radiacion electromagnética muy utilizada en
radioterapia, estos son emitidos espontdneamente por nucleos radioactivos como
el *°Ra, U y “°Co por mencionar algunos. Cada elemento decae a una tasa
especifica, y desprende energia en forma de rayos gamma principalmente y
mediante la emision de particulas como forma secundaria de estabilizacion. Si es
emitido un fotén en un nucleo inestable, este es llamado radiacion y.*°**"" La
energia asociada al foton esta dada por la siguiente ecuacion:*

(A) = 12.4
: E (keV)
Radiacion X:

La radiaciéon X no es un fenémeno radioactivo, es decir, no se producen al
estabilizarse un nucleo, son una consecuencia de ello. Hay ciertos nucleos con
exceso de p’ que no poseen la energia suficiente para producir un e (decaimiento
B"), entonces el nuicleo capta un e de su orbital electronico mas proximo (captura
electronica CE) para ser unido a un p’ y formar un n. El espacié dejado por el e-,
es remplazado por un movimiento en cascada de e- de los niveles energéticos
proximos, lo que trae como consecuencia la liberacion de un quantum de energia
o foton en forma de un rayo X caracteristico (Fig. D).**3**%4%7

También un rayo X puede ser producido al ser desplazado un electron
mediante un foton proveniente del nucleo (rayo y). La unica diferencia entre
radiacion y y X es el lugar donde se origino el foton, si este proviene de
fendmenos originados en los orbitales es llamado X, si proviene de fendmenos
nucleares es llamado y.****"’

Los rayos X producidos por los equipos para radioterapia son generados
mediante el fenomeno llamado radiacion de frenado. Los equipos que emplean



este tipo de fendmeno para producir radiaciones son las fuentes de ortovoltaje y
los aceleradores lineales (Fig. E). De manera general, una fuente de orto-voltaje
produce e’ libres de un filamento caliente de W (proceso termoidnico), que por
diferencia de potencial llegan a un blanco del mismo material y producen un haz
de rayos X, la energia del haz de radiacion producido es de 10-50kV.**%
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Figura D: la captura electronica produce un rayo gamma
no nuclear.

Un acelerador lineal (Linac), se encarga de acelerar particulas cargadas (e")
que al interactuar con un blanco produce el haz de radiacion.”** El Linac
impulsa electrones, generados al calentar un filamento de W (emision
termoidnica), mediante microondas hacia un blanco del mismo material; como
resultado de la interaccion se obtiene un espectro continuo de rayos X cuya
energia corresponde a la energia cinética de los electrones, el haz de radiacion
producido es mas energético que el de la fuente de orto-voltaje, la energia de su
haz de radiacion puede llegar hasta los 8 MV. >

Figura E: la fotografia muestra un acelerador lineal (Linac).

Efecto fotoeléctrico:

Se le denomina asi al fendmeno mediante el cual un fotébn de energia T
interacciona con un electron ligado. El fotén desaparece y el electron es
expulsado del atomo. La energia cinética maxima de los electrones liberados es:



k=T-¢

donde ¢ es la energia de ligadura del electron en el orbital atomico (Fig. F).
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Figura F: En el esquema se aprecia la liberacion de un
¢ debido a la absorcion completa por parte de este de la
energia de un foton.

Efecto Compton:

Este fenomeno también produce ionizaciones a causa de radiaciones
electromagnéticas. Si se tiene un € en un orbital de energia hv. Si este e
interactiia con un fotdn proveniente de una radiacion electromagnética de energia
T=hv mayor que la del e, habrd transferencia de esta energia cinética que
desencadena la expulsion del e de su orbital y produccion de un fotén de energia
igual a la diferencia entre hvgy, - hv.. (Fig. 1).>*

El fotén de menor energia producido puede seguir interactuando con mas ¢ del
medio y producir asi mas expulsiones de estas particulas. Debido a que las
energias de los orbitales de enlace en una molécula son mas bajas que las
energias de los orbitales de un atomo y debido a la composicion de los
organismos vivos, tanto el efecto fotoeléctrico como el Compton participan en la
expulsion o excitacion de e de enlaces.**

Electrén
libre

Fotén incidente
Fotén de menor energia

Figura I: Esquema representativo del efecto Compton.



A.2 Radioterapia

Radioterapia externa o teleterapia:

Se entiende a la teleterapia como el uso de RI sobre una cierta parte del cuerpo
a una cierta distancia con el fin de tratar masa tumorales malignas.***’ El haz de
radiacion puede ser producido por una fuente radioactiva como el *°Co
ampliamente usado hasta antes de los 90 (irradiador de cobalto), aceleradores
lineales o por tubos convencionales de rayos X comunmente conocido como
fuentes de orto-voltaje.***

Radioterapia interna o braquiterapia:

Este tipo de terapia es ampliamente usado para el tratamiento de céncer de
utero y cervix, consiste en dar dosis de radiacion y en pequefias areas del
cuerpo.”** En la modalidad intracavital se insertan pequefias fuentes radioactivas
selladas cerca de la masa tumoral de manera temporal,”**>*? las fuentes mas
usadas en esta modalidad son 137Cs,24’29’35 60C0,35 1921r,24’35 198Au,35 12535 y
'pd.* En la braquiterapia intersticial se colocan las fuentes radioactivas dentro
del tumor, colocadas mediante cirugia por lo que el paciente requiere
hospitalizacion (Fig. J).>**** La ventaja de esta modalidad de radioterapia, es
que ofrece dosis mejor localizadas sobre el tumor, gracias a la cercania entre la
masa tumoral y el implante que permite un mayor aprovechamiento de la
radiacién emitida.***>

Figura J: la imagen corresponde a una radiografia
que muestra semillas de '*’I en un paciente con
cancer de prostata..
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Parametros cromatograficos

Especificidad del método.

La fase movil de eleccion (apartado 3.4.1) resolvio el cisplatino con
eficacia (Fig. I y II). El tiempo de retencion para el fdrmaco fue de 3.9
minutos.
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Figura 1. Se aprecia un cromatograma de la mezcla de 40 pl de solucion de cisplatino (40
pg/ml), 60 pl de nanoesferas blanco y 10 ul de dietilditiocarbamato de sodio (DDTC).
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Figura II. Cromatograma correspondiente a 100 pl de nanoesferas blanco y 10 ul de
dietilditiocarbamato de sodio (DDTC).



Linealidad y precisioén del método.

Se determind la linealidad mediante 6 concentraciones diferentes de
cisplatino (0, 10, 20, 40, 60 ug/ml), cada una fue inyectada en el equipo 6
veces, a cada pico obtenido en los respectivos cromatogramas se les
determind el valor de area (tabla I11 y Figura 1V).

Tabla 111
Cisplatino (pug/ml) Promedio (n=6) % Precision (CV)
0 0 0
10 377068.25 8.33960
20 649851.833 6.79118
40 1240779.67 8.69023
60 2045089.67 10.48646
y =33177x - 56.68
2500000 R? = 0.9951
2000000 - 4
1500000 +
(5]
o 2
©
1000000 -
500000 -
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
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Figura IV. Curva para la determinacion de la linealidad del método cromatografico basada en
los datos de la tabla III.

Como se puede observar, el método posee una linealidad y precision
aceptables (" = 0.9951 y CV < 15%).
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