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Resumen

RESUMEN.

En México, el cancer cérvico uterino (CaCu) representa la primera causa de
muerte por cancer en mujeres. El uso de quimio-radioterapia concomitante
basada en cisplatino es el tratamiento estandar utilizado clinicamente en
pacientes con etapas avanzadas de cancer. A pesar de los buenos resultados
obtenidos en esta modalidad, los efectos secundarios asociados a ambos
agentes terapéuticos siguen siendo considerables debido a su falta de
especificidad. En este contexto, en el laboratorio de Fisica Médica de la Unidad
de Investigacion Biomédica en Cancer INCAN-UNAM trabajo en el desarrollo
de nanoesferas lipidicas cargadas en su interior con cisplatino y marcadas en
su superficie con nucleos radiactivos que permitan un efecto terapéutico mejor
localizado en el tumor, reduciendo los efectos secundarios asociados al

cisplatino y a la radiacion.

El presente trabajo consistid en la evaluacion de la biodistribucion y
farmacocinética de nanoesferas lipidicas (liposomas) que transportan un
agente de quimioterapia (cisplatino) y nucleos radiactivos (In-111) en animales

de laboratorio utilizando técnicas de imagenologia en medicina nuclear.



Hipotesis y objetivos

1. HIPOTESIS.

Mediante el empleo de técnicas de imagenologia nuclear se podra realizar
la determinacién de la biodistribucion y el analisis farmacocinético de las
nanoesferas lipidicas cargadas con cis — Dianimodicloroplatino (Il) vy
marcadas con nucleos radioactivos de Indio-111 y asi poder conocer los

principales 6rganos de acumulacién y su perfil farmacocinético.

2. OBJETIVOS.

2.1 Objetivo General.

Evaluar la biodistribucion y farmacocinética de nanoesferas lipidicas
cargadas con cis- Diaminodicloroplatino (ll) (cis-DDP) y marcadas con
nucleos radioactivos de Indio -111 en ratas Wistar y en un modelo tumoral

en ratones atimicos.
2.2 Objetivos especificos.
v' Elaboracién y caracterizacion fisicoquimica de las nanoesferas
lipidicas de quimio-radiacion.

v Estudio de biodistribuciéon y farmacocinética de las nanoesferas

lipidicas de quimio-radiacion.
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Introduccion

3. INTRODUCCION.

El cancer’ se presenta en la actualidad como una de las principales
enfermedades humanas con un elevado indice de mortalidad, convirtiéndose
en un problema de salud publica a nivel mundial.

Uno de los tipos de cancer mas comun en México es el cancer cérvico uterino
(CaCu) y se estima que representa el 42.8% de las neoplasias malignas en
mujeres en etapa reproductiva'®, presentando un indice alto de mortalidad. Su
incidencia esta relacionada con la infeccion de los Virus del Papiloma Humano
(VPH) de alto riesgo, los genomas virales se encuentran presentes en el 99.7%
de los carcinomas cervicales®®.

El prondstico de la enfermedad se ve afectado por diversos factores, como son:
etapa, volumen del tumor, tipo histolégico, grado de propagacion y edad del
paciente. Dependiendo de la etapa en la que se encuentre el tumor, existen
diversas opciones de tratamiento entre las cuales se encuentran la cirugia,
radioterapia, quimioterapia y en anos recientes se ha empezado a utilizar la

quimio-radioterapia con muy buenos resultados.

3.1 Cirugia.

Es la principal estrategia para el tratamiento contra el cancer; permite eliminar
todas las células malignas y cuando no es posible extirparlas completamente
se extrae la mayor parte para que otros tratamientos, como la radioterapia y la

quimioterapia, sean mas efectivos.

3.2 Quimioterapia antineoplasica.

Es un tratamiento farmacolégico, que permite la destruccion de la masa tumoral
mediante la administracion de farmacos que impiden la reproduccién celular.
En general su mecanismo de accion es provocar una alteracion celular ya sea
en la sintesis de acidos nucleicos, en la division celular, o en la sintesis de
proteinas. Sin embargo, la gran limitante de la quimioterapia antineoplasica es

su inespecificidad ya que también dana a células y tejidos normales que

" El cancer es un grupo de enfermedades que se caracteriza por el crecimiento descontrolado
de células (por un aumento de su proliferacion y por la inhibicion de los procesos de muerte
celular) y por la posterior capacidad de invasion (proceso conocido como metastasis) que les
permite proliferar en otros tejidos.

11
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proliferan con rapidez (medula ésea, foliculos pilosos y epitelio intestinal),

provocando efectos adversos' 2733,

En la tabla 1 se resumen diversos agentes quimioterapeuticos utiles en

enfermedades neoplasicas.

Tipos de quimioterapia.

v Poliquimioterapia: Es la asociacion de varios citotoxicos que actuan con
diferentes mecanismos de accién, sinérgicamente, con el fin de disminuir la
dosis de cada farmaco individual y aumentar la potencia terapéutica de
todas las sustancias juntas.

v Quimioterapia adyuvante: Es la quimioterapia que se administra
generalmente después de un tratamiento principal, como es la cirugia o
radioterapia, para disminuir la incidencia de diseminacion a distancia del
cancer o destruir la enfermedad residual.

v Quimioterapia neoadyuvante o de induccion: Es la quimioterapia que se
inicia antes de cualquier tratamiento quirdrgico o de radioterapia con la
finalidad de reducir al maximo el volumen tumoral. La quimioterapia
neoadyuvante permite ademas un alto indice de cirugia conservadora,
evitando intervenciones mutilantes.

v Radioquimioterapia concomitante: También llamada quimio-radioterapia,
que se administra de forma concurrente o a la vez con la radioterapia con el
fin de potenciar el efecto local de la radiacion y actuar de forma sistémica

con la quimioterapia.

12



Tabla 1. Quimioterapeuticos utiles en enfermedades neoplasicas

14, 27, 33, 35,43

Clase Tipo de Prototipo Mecanismo de accioén Mecanismo de Carcinoma
agente resistencia
Tienen la propiedad de Menor penetracion del | Enfermedad de
Mostazas Mecloretamina | formar enlaces covalentes farmaco a la célula | Hodgkin, linfomas no
nitrogenadas con las bases puricas vy cancerosa. Hodgkin
Etileniminas y _ pirimidinicas del ADN y ARN. Mayor produccnor'l_de , )
metilmelamina Hexamgtllme— _Estos .a'gentes .forman sustan.mas nucledfilas | Canceres .de vejiga,
Agentes de S lamina intermediarios electréfilos que (glutation). seno y ovario
alquilacion reaccionan con diversas Aumento en la
fracciones nucledfilas, como velocidad de | Enfermedad de
los grupos fosfatos, amino, reparacion del ADN. | Hodgkin, linfomas no
Nitrosoureas Carmustina | sulfhidrilo, hidroxilo, carboxilo Mayor  metabolismo | Hodgkin, tumores
del ADN o proteinas. de las formas activas | cerebrales primarios,
del farmaco. mieloma multiple.
Son analogos estructurales Transporte deficiente | Leucemia linfocitica
Analogos del Metotrexato de compuestos endogenos, al interior de las |aguda, canceres de
acido félico actuan como antagonistas del células. seno, cabeza y cuello,
acido fdlico, purinas o] Produccion de formas | pulmones.
pirimidinas. alteradas de DHFR | Canceres de seno,
Analogos de Fluorouracilo Inhiben enzimas con menor afinidad | colon, estomago,
Antimeta- pirimidina (dihidrofolatoreductasa por el inhibidor. pancreas, ovario,
bolitos (DHFR), timidilatosintasa) y Perdida de la | vejiga.
procesos de transformacion actividad de las
de moléculas para alterar o enzimas que activan L . linfociti
Analogos de Mercantoourina detener el proceso de sintesis al farmaco. eur;imlljéticamaomdlgz
purina ptopu de ADN y ARN. Mayor  metabolismo y granu gu
de las formas activas | ¥ °ronea:
del farmaco.
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Productos
naturales

Dactinomicina

Actua intercalandose entre
pares de bases adyacentes
de ADN con lo cual bloguea
la transcripcion de ADN por la
RNA polimerasa.

Ademas forma radicales
libres que rompen al ADN.

v" Mayor produccién de
glutation, peroxidasa.

v Perdida de la
actividad de la enzima
RNA polimerasa.

Coriocarcinoma,
tumor de Wilms,
rabdomiosarcoma,
tumores de testiculos,
sarcoma de Kaposi.

Actia intercalandose entre

v" Mayor produccion de

Sarcomas de tejidos

pares de bases adyacentes glutation, peroxidasa. | blandos, ostedgeno,
Antibidticos - de ADN con lo cual bloquea a | v Perdida de la | cdncer de mama,
Doxorrubicina . o : .
la topoisomerasa I actividad de la enzima | tiroides, pulmones,
Ademas forma radicales topoisomerasa Il. estbmago y
libres que rompen al ADN. neuroblastoma.
Después de sufrir una . - .
esp o v" Activacién deficiente | Canceres de
biotransformacion intracelular . .
. . del | farmaco. estomago, cuello
o (reduccién) actua como un . :
Mitomicina . v" Mayor metabolismo uterino, colon, mama,
agente alquilante. . ) ..
. . de la forma activa del | pancreas, vejiga,
Ademas forma radicales .
. farmaco. cabezay cuello.
libres que rompen al ADN.
Es una enzima hidroliza la
asparagina en acido aspartico | v' Induccién de las
. . y amoniaco. La reduccién células tumorales Leucemia linfocitica
Enzimas L-asparaginasa " . o
plasmatica de asparagina para sintetizar L- aguda.
inhibe la  sintesis de asparagina.
proteinas.
Induce 'y  amplia las | Hasta ahora no se
InMuno respuestas citoliticas de los | conocen mecanismos de | Cancer renal,

modificadores

Interleucina - 2

linfocitos T contra células
tumorales.

resistencia.

leucemia granulocitica
cronica.
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Estos alcaloides penetran en

Leucemia linfocitica

la célula, dentro de ella aguda,
interaccionan con la tubulina, neuroblastoma, tumor
Vincristina proteina que forma los de Wilms, enfermedad
microtubulos del huso | v Mutaciones de la de Hodginkin,
acromatico en la mitosis, tubulina que impida la | linfomas no Hodgkin,
impide su polimerizacion para union eficaz de los tumor pulmonar de
formar los microtubulos. Por inhibidores. células pequenas.
la alteracion de los Enfermedad de
Vinblastina microtubulos del aparato Hodgkin, linfoma no
mitético se detiene la division Hodgkin, cancer de
celular en metafase. mama, prostata.
Es un analogo de la urea que
inhibe  la  ribonucledtido- | , .
: Mayor produccion la .
reductasa, enzima que . . ” Leucemia
Otros . " enzima ribonucledtido o -
: Urea . : transforma los ribonucledétidos granulocitica cronica,
tratamien- -~ Hidroxiurea _ ” reductasa o con e
sustitutiva en desoxirribonucledtidos. _ policitemia vera,
tos . : menor afinidad .
Actua en la fase S del ciclo melanoma maligno.
celular y ocasiona detencion
en la interfaz G4 —S.
Bloquea la  union  del
. , . estrogeno a los receptores en .
Antiestrogeno Tamoxifeno ger pto Cancer de mama
las células cancerigenas
Hormonas sensibles a esta hormona.
inhibe a nivel hipotalamo- | 125t ahora no se
antagonis- hipofisario la secrzcién de | cONoceN mecanismos de
. Caproato de po! resistencia. . .
tas Progestage- . . estrogenos y contrarrestan a Cancer de endometrio
hidroxiprogeste- | .
nos rona nivel celular el estimulo y mama.
proliferativo de los
estrogenos.

15




Introduccion

El agente quimioterapéutico estandar utilizado en el tratamiento contra el
cancer cérvico uterino es el cisplatino (cis-Diaminodicloroplatino) por ello se

explicara mas detalladamente su mecanismo de accion.

3.3 Cisplatino.

El cisplatino es un agente antineoplasico descubierto en 1965 por Rosenberg,
utilizado en el tratamiento de cancer cérvico uterino, testicular, ovario, vejiga,
cabeza y cuello. Es un complejo de coordinacion de platino, que es

hidrosoluble, inorganico y divalente.
Mecanismo de accion:

El cisplatino (cis-DDP) penetra a la célula generalmente por difusion pasiva, sin
embargo en estudios recientes se ha observado que también puede penetrar a
la célula por medio de transportadores de cobre (CTR1)"%.

Dentro de la célula, la baja concentracién de cloro (3-20mM) hace que los
atomos de cloro puedan ser desplazados por moléculas de agua, resultando
una especie electréfilica cargada positivamente, encargada de reaccionar con
el nitrégeno 7 (N) de la guanina o adenina del ADN formando enlaces
covalentes conocidos como aductos (Figura 1). Estas uniones pueden ser de
dos tipos intracatenarias (unién con dos nucledtidos en la misma hebra) o

intercatenarias (union con dos nucleoétidos en las dos hebras).

Los aductos de ADN formados con el cisplatino inhiben la duplicacion, la

transcripcion del ADN vy la reparacion, activando las vias de transduccion de

sefiales que desencadenan la apoptosis provocando la muerte celular®” 48 3"

33,35
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CTRI
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Figura 1. Efecto antineoplasico del cisplatino y la formacién de aductos con el ADN

Mecanismo de resistencia:
Estudios en lineas celulares resistentes a cisplatino muestran que la resistencia
esta mediada por dos mecanismos:
I. No hay union o es insuficiente la unién de cisplatino (cis-DDP) al ADN; esto
puede ser debido a:

v' Una alteracién en los transportadores de cobre (CTR1), presentando
una menor afinidad por el cisplatino (cis-DDP) lo cual impide que este
llegue a su sitio de accién™ >

v' Los grupos tioles presentan avidez por el platino y lo desplazan de su
uniéon al ADN, principalmente se conjuga con el glutation mediante la
enzima Glutation S- Transferasa (GSTs), la cual hace al compuesto mas
anionico para expulsarlo de la célula por medio de la bomba ATP-
glutation S- Conjugada ( GS-X)3%33:3%43:48

v" Puede ser secuestrado por enzimas como la metalotioneina impidiendo
que se formen los aductos con el ADN3> 4348

v" Puede presentar resistencia multiple (MDR) lo cual es causado por una
sobre expresion de la bomba ATP — Glucoproteina P, esta generalmente

secuestra al platino por medio de su subunidad ATP7A?* 334348

17



Introduccion

No se lleva acabo la muerte celular después de unién entre el ADN vy el

cisplatino esto puede ser debido a:

v" Un incremento en la capacidad de reparar el ADN por una sobre
expresion del mecanismo de reparacidn por escision del nucledtido
(NER), el cual al reconocer las regiones dafadas, las suprime y
substituye®? 3348,

v' Defectos en el sistema reparador MMR (mismatch repair); no se elimina
el aducto, sino que elimina los nucleétidos desapareados en la cadena
de ADN sintetizada opuesta al aducto, entonces se llevan acabo varios
ciclos de escision y resintesis > *.

v" Incremento de la tolerancia de los aductos con el ADN, por alteracién de
los componentes de la via apoptética, mediada por varias proteinas

como p53, BCL23% 48,

/ Excresidn

Figura 2. Mecanismos de resistencia del tumor al cisplatino.

Toxicidad:

Entre los principales efectos toxicos se encuentran la nefrotoxicidad, en funcién
de la dosis, produciendo principalmente necrosis en los tubulos proximales y
apoptosis en los tubulos distales, lo cual lleva a una perdida de la funcién renal.
Para disminuir el riesgo de la nefrotoxicidad se lleva acabo una hidratacion
sistémica con solucion salina al 9% para disminuir la presencia de la forma
activa en el riidn. También se presenta neurotoxicidad y ototoxicidad, la cual

consiste en la pérdida de la audicién de frecuencias altas.

18



Introduccion

3.4 Radioterapia.

La radioterapia es una forma de tratamiento basado en el empleo de
radiaciones ionizantes (rayos X, rayos gamma, electrones, ect. ver Anexo 1y
2). En el tratamiento se utilizan dosis fraccionadas multiples, diarias o
periddicas de radiacion durante un periodo de tiempo determinado. La

radioterapia puede ser dividida en:

v' Teleterapia: Es un tratamiento en que se utiliza un haz de fotones para
irradiar el tumor desde fuera del organismo del paciente.
Los equipos de teleterapia generalmente son bombas de cobalto y
aceleradores lineales; los cuales generalmente estan compuestos de una
fuente de radiacion, un sistema de colimacion del haz de radiacion y una
mesa en la que se coloca el paciente que tiene la posibilidad de moverse en
tres direcciones, asi como rotar sobre su eje transversal, lo que permite

dirigir haces multiples hacia el centro del tumor con gran precision®®.

v' Braquiterapia: es una técnica en la que las fuentes radiactivas se colocan
directamente en el tumor y los tejidos circundantes (implantes intersticiales),
en cavidades corporales (endocavitaria o endoluminal), o en las superficies
epiteliales (de contacto superficial) **°.

La ventaja de esta modalidad es que se consigue una dosis elevada de

radiactividad local en el tumor, con dosis escasas a los tejidos normales de

alrededor. Sin embargo, este tipo de tratamiento sélo se puede emplear
cuando el tumor es accesible y se puede determinar su tamafio o extension
con precision.

Las fuentes mas utilizadas son la de cesio (*’Cs) para baja tasa de dosis y

de Cobalto (°°Co) o Iridio ("Ir) para alta tasa de dosis.

v' Radioterapia interna con radionuclidos: Las primeras aplicaciones
terapéuticas de los radionuclidos como fuentes abiertas se producen a
comienzos de la década de los 40’s mediante el uso de soluciones
radiactivas de Yodo ("), Fésforo (**P) y Estroncio (3°Sr); empleados en el

diagnéstico y el tratamiento médico™" *°.
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Las moléculas acarreadoras mas utilizadas son anticuerpos monoclonales
especificos, péptidos (somatostatina),  moléculas como  acido
dimercaptosuccinico (DMSA) y nanoparticulas (liposomas); este tipo de
terapia es conocido como radioterapia de blancos moleculares.

La ventaja de esta modalidad terapéutica es promover una dosis de
radiacion mejor localizada en el tejido tumoral y minimizar los efectos
secundarios en tejido y érganos sanos a corto como a largo plazo.

Con el fin de destruir el tejido tumoral, son necesarios nucleos radioactivos
emisores de particulas con un alto valor de transferencia lineal de energia

(LET), particulas alfa y electrones Auger*® 8.

Mecanismo de accion.

La radiacion al interaccionar con el tejido puede tener como blanco de

interaccion cualquiera de los constituyentes celulares (membrana celular,

citoplasma, organelos y nucleo); pero de todos, el blanco mas critico es el

ADN. El dafio al ADN (Figura 3) puede ser originado de dos maneras:

v

Accién directa: la radiacion interactua directamente con los atomos del
ADN que pueden ser ionizados o excitados por medio de la interaccion
Coulumbiana. Esta es la principal forma de interaccion de las radiaciones de

alto LET en materiales biolégicos>* 2,

Accidn indirecta: La radiacion interactua con otras moléculas y atomos,
principalmente con agua, produciendo radicales libres, los cuales

reaccionan con el ADN celular.

Al ser el agua el componente mas abundante de las células, el mecanismo de

accion indirecto es cuantitativamente mas importante que el directo.
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Accion indirecta

Faotan

Accion directa

Figura 3. Mecanismo de accion de las radiaciones ionizantes.

En la interaccién de la radiacion con el agua se originan radicales como el
radical hidroxilo (OH") y el i6n de agua (H2O"), los cuales son de vida corta y
extremadamente reactivos (Figura 4.). Esta es la principal forma de interaccion

de las radiaciones de bajo LET, tales como rayos X y electrones de media y

alta energia®* 49°8,
Fadiacion
ionizante
hv +
HEO —_— HEO + 'E -
+ h'l" e ___,_ “ T
H:O ——»  He + ' «OH :
Atormo de i
S Fadical
hidrageno Hidrlo

Figura 4. Produccion de radicales libres.

El aumento en la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) se da
gracias a la reaccion entre los electrones libres (de la ionizacion) y el oxigeno

que generan la produccion de anién superoxido (O2°), radical hidroxilo (OH"),
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radical diéxido de nitrégeno (*"NO,), ademas de peroxido de hidrégeno (H203) y
electrones libres' que son muy reactivos frente a moléculas nucleofilicas como

el ADN o componentes celulares (Figura 5).

Dafio y alteraciénen >

los procesos de g
degradacién de »7«{«»44
proteinas (ROSy /

Enzimaz P
% respiratarias 77
e

aldehidos) f_.f

Dafios en la
mitecondria con
ineremento de la

SOl produccién de ROS
membranas
Dafloen \ Micleo Aumento de

el ADN W RSy velumen celular

W Incremento de la
> permeabilidada
Entrada masiva de
caleio

Peroxidacién lipidica
Figura 5. Dafio celular causado por radicales libres.

El dano molecular del ADN consistira en la aparicion de rupturas simples (en
una cadena del ADN), dobles (en ambas cadenas del ADN), pérdidas o
cambios de bases y/o en el establecimiento de uniones aberrantes ADN-ADN o
ADN-proteina (Figura 6). EI numero de lesiones inducidas por la radiacion
ionizante depende de la dosis total administrada, de la tasa de dosis (velocidad

a la que se administra la radiacién) y de la LET*.
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Enfrecruzamianto
infraproteinico

Enracruzamiento Entracruzamiento
intarhebias ADMproteing
/ _ Sede apurinica -

Emr%trtﬁumiemu
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tos habras <ol hiehra Alteracidn de una base

Rotura de las Rm[iru da una

Figura 6. Dafios sobre el ADN inducidos por la radiacién ionizante.

La muerte celular inducida por la radiacion ionizante es consecuencia del dafio
ocasionado al ADN y de la incapacidad de la célula para repararlo. La
acumulacion de aberraciones cromosémicas durante ciclos mitoticos
consecutivos conduce rapidamente a la muerte celular por necrosis o

apoptosis.

Mecanismo de resistencia:
La resistencia que presentan algunos tumores a la radioterapia se debe

principalmente a:

v' Fase del ciclo celular: La fase del ciclo celular en que se encuentre la
célula también modifica la supervivencia celular. Las células mas sensibles
a la radiacion (las que mas mueren con menos dosis) son las que estan en
G2 y M, a continuacion en G1 vy, finalmente, las mas resistentes son las que
estan en S.
Cuando la célula progresa en el ciclo celular, si se somete a irradiacion en
las fases iniciales, tiene tiempo de reparar el dano producido, y aunque
retrase su avance en el mismo, consigue llegar a la fase de mitosis™*.

v Grado de oxigenacién: El oxigeno reacciona con los radicales libres y
electrones del medio acuoso para formar productos mas toxicos e
inestables, como el perdxido de hidrogeno y el idn superoxido, que a su vez

reaccionan con el ADN. El oxigeno evita la reparacion y favorece la fijacion
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del dafo radio-inducido. En presencia de oxigeno, la radiacion
electromagnética (rayos gamma y rayos X) produce entre 2.5 y 3 veces mas
destruccidn celular que en su ausencia®.
Cuando hay hipoxia o una muy poca cantidad de oxigeno no se forman mas
radicales libres por lo cual muy pocas células tumorales mueren.

v' Reparacién del ADN: Un incremento en la capacidad de reparar el ADN
por sobre expresién del mecanismo NER, que al reconocer las regiones

dafadas, las suprime y substituye.

Toxicidad:

La toxicidad se suele localizar s6lo en la zona irradiada, aparecen reacciones
locales agudas cuando se destruyen células sanas, puede haber eritema y
descamacion cutanea. La mucosa gastrica puede resultar afectada
apareciendo irritacion esofagica con dolor toracico y disfagia; puede haber
también vomitos y diarrea en la irradiacién del estbmago y del colon. Estos
sintomas suelen desaparecer al interrumpir la terapia®.

Numerosos estudios han demostrado que las reacciones tardias se ocasionan
en tejidos con escaso recambio celular, donde la radiaciébn produce
alteraciones en la maduracién de células ya diferenciadas, y por ello no hay

cambios funcionales inmediatos***°.

Meses o afios después, tras la
desaparicion gradual de las células maduras, el tejido intenta reemplazarlas por
células en division, pero debido al dafio que recibieron por la radiacién son
incapaces de producir células hijas viables. Sin embargo, aquellos tejidos que
poseen un recambio celular de horas o dias (la piel, la mucosa etc.), aunque
sean agredidos por agentes fisicos ionizantes ponen en marcha mecanismos
que aceleran la proliferacion celular para compensar la pérdida®**°.

3.5 Quimio-radioterapia.

El objetivo de la combinacién de quimioterapia y radioterapia es mejorar el
control local, disminuir el riesgo de metastasis y aumentar la supervivencia sin
aumentar significativamente la toxicidad. En la ultima instancia, se persigue
alcanzar un claro beneficio comparado con los resultados de tratamientos

administrados separadamente.
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El mecanismo de accién entre ambos no se conoce completamente, se cree
que hay un efecto de sinergismo en la accién de los radicales libres (ROS) *®>.
La quimio-radioterapia se usa en el tratamiento de cancer cérvico uterino
(CaCu) y recientemente se ha empezado a utilizar en cancer de cabeza y

cuello; ha sido estudiada principalmente en dos modalidades:

v' Quimio-radioterapia neoadyuvante: Es administrada en un esfuerzo por
reducir el volumen tumoral antes de la radioterapia, pero en la actualidad su
indicacion se limita a muy pocas localizaciones®.

v" Quimio-radioterapia concurrente: Es la administracién simultanea de los
dos tratamientos. Esta modalidad se ha llevado a cabo buscando,
fundamentalmente, sensibilizacion a la irradiacion para tratar de incrementar
su efecto. Se administran los agentes de quimioterapia a dosis mas bajas
de su uso habitual, junto con agentes radiosensibilizantes y con la
radioterapia; o bien administrando a la vez del tratamiento de radioterapia
un tratamiento de quimioterapia a dosis completas buscando la sumacion
de sus efectos, sin embargo, este procedimiento se debe realizar con
mucho cuidado debido a los efectos tdxicos secundarios'® “¢ %25 Una

variante de esta ultima pauta terapéutica ha sido la utilizacién de ciclos de

quimioterapia y radioterapia de forma alternante con la finalidad de disminuir
la toxicidad derivada de la suma de los efectos de ambos tratamientos.

El tratamiento de CaCu con quimio-radioterapia concurrente ha mostrado

resultados positivos puesto que ha aumentado la esperanza de vida en

hasta 60% con respecto al 12% que presentan pacientes tratados

tinicamente con radioterapia®.

3.6 Nanomedicina.
En la actualidad se esta tratando de disminuir la toxicidad de los agentes de
quimioterapia y de radioterapia, lo cual a llevado al desarrollo de nuevas

tecnologias siendo la mas prometedora la nanomedicina® 2% 23 41: 5059,
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Esta disciplina consiste en la aplicacién de técnicas procedentes del campo de
la nanotecnologia* a la salud humana. El desarrollo de esta ha significado un
gran avance en el tratamiento de diversas enfermedades, ya que la interaccion
con él farmaco se da a nivel de componentes celulares o moleculares, como se
puede observar en la figura 7.

Los avances en medicina producidos por el desarrollo de la nanotecnologia se
concretan principalmente en mejoras en los métodos diagndsticos, en la
liberacion de farmacos y en la medicina regenerativa§. Los métodos

diagnosticos® 2

son esenciales para poder detectar la presencia de una
enfermedad de forma precoz y, a partir de ahi, comenzar un tratamiento que
pueda combatir la enfermedad causando el menor dafio posible al resto del

organismo.

-

C Nanoparticulas (nanotubos,
y Y fullerenos, puntos cudnticos...)

Microscopia de fuerzasJ
atdmicas (AFM)

Manoestructuras artificiales

Microscopio de efecto

tinel (5TM) Fotolitografia
Dendrimeros —
Y Liposomas
I | | | | | | | ! ~ Tamafio (m)
(IEnCI T R (T 107 o 0% 10 10
- Proteinas  Virus |
= Nacleo Linfocito
B Hemoglobina celular Eritrocito Pl
e Bicapa lipidica 7
u Staphylococcus A K
4= = XE
B ADN T Fibroblasto
W g
5 . 3

]

Figura 7. Nanoestructoras artificiales y bioldgicas.

! Es el estudio, disefio, creacion, sintesis, manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas
funcionales a través del control de la materia a nano escala,.

3 Busca potenciar mecanismos de reparacién a través de terapia génica, terapia celular, ingenieria
tisular, biomateriales y moléculas de sefializacion
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Los sistemas de liberacion de farmacos surgen como consecuencia de la

imposibilidad de trasladar de forma directa al organismo los principios activos

que constituyen los medicamentos. Estos sistemas de liberacion de farmacos

estan formados por un farmaco y un sistema transportador que puede dirigir la

liberacion del farmaco al sitio adecuado y en la cantidad apropiada. Es decir,

los transportadores de farmacos son sistemas cuya funcion es transportar el

farmaco hasta el lugar donde debe ser liberado de manera especifica®® ** 59

Las caracteristicas que deben cumplir estos vehiculos son baja toxicidad,

propiedades Optimas para el transporte y liberacién del farmaco, y vida media

larga. Existen distintos tipos de sistemas de liberacién de farmacos. Estos se

diferencian en su composicién y estructura, pero todos tienen en comun los

mismos objetivos:

v' Evitar la degradacion e inactivacion del farmaco.

v" Aumentar la biodisponibilidad del farmaco.

v' Ser capaces de transportar farmacos de manera especifica y altamente
controlada.

v' Evitar o disminuir los efectos secundarios del farmaco.

Los principales nanosistemas para el transporte y liberacién de farmacos en

nanomedicina (Figura 8) son las micelas, los liposomas, los dendrimeros, las

nanoparticulas, los nanotubos y los conjugados polimericos® 2% 41349,

l“ sk .¢
Liposomas .
Dendrimeros
-
-

Liberacion de farmacos

Manaoparticulas Conjugados paliméricos

Manotubos P
A -.‘. /\Q

o By <

.,

Figura 8. Algunos sistemas de liberacion de farmacos.
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Estos nanosistemas pueden ser disefiados para que contengan no solo un
farmaco sino un agente de diagnéstico o de imagen, un nucleo radioactivo que
permita una irradiacion mejor localizada, un vector que oriente el sistema hacia
determinadas areas del organismo e incluso un biosensor indicativo de que el

farmaco ha producido el efecto deseado.

3.7 Liposomas.

Desde su descubrimiento en 1961, los liposomas han sido objeto de extensas y
profundas investigaciones para utilizarlos como transportadores de principios
activos, agentes de diagndstico (radionuclidos) y de productos bioldgicos
(terapia génica).

Los liposomas estan constituidos por fosfolipidos de una cadena polar y doble
cadena hidrofébica que al encontrarse en medio acuoso presenta una
organizacion de bicapas lipidicas similares a la membrana celular (Figura 9).
Ademas de fosfolipidos, otros compuestos pueden formar parte de la estructura
de los liposomas, como es el caso del colesterol, que también es un
componente de la mayoria de membranas celulares. Como componente
estructural de los liposomas, el colesterol reduce la capacidad de movimiento
de las cadenas hidrofoébicas de los fosfolipidos confiriendo rigidez a las

nanoesferas lo que influye principalmente en su permeabilidad>® 3-8,

Caheza hidrdfilica

Colas hicrofdbicas
Fastalinido Ordenarmiento de bicapa lipidica

Bicapa lipidica Liposoma,

Figura 9. Esquema representativo de un liposoma.

Los liposomas pueden transportar a moléculas o farmacos lipofilicos
intercalados en la bicapa lipidica, mientras que los hidrofilicos pueden ir
disueltos en el compartimiento acuoso interior o unidos a la membrana

(enzimas, antigenos, material genético, etc.).
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Segun el numero de bicapas lipidicas los liposomas se definen como vesiculas
unilaminales, grandes (LUV)S, o pequefias (SUV)S, o multilaminales (MLV)",
varian en su tamafio que va desde 20nm hasta 100pum. En medicina los mas
usados son los unilaminales con un tamafo de 80 hasta 200nm.

Los procedimientos actuales de elaboracion de liposomas son bastante
numerosos, tal como se muestra en la Tabla 2, pudiéndose seleccionar el

meétodo en funcion del tipo de liposoma que se desea obtener, la necesidad o

no de utilizar disolventes organicos, etc.

Tabla 2. Principales métodos de elaboracion de liposomas.

Tipo de Método de Descripcion
liposoma elaboracion
Tras disolver los fosfolipidos y el resto de los
componentes de la membrana en un disolvente
Método de organico volatil, se efectia su evaporacién a
MLV y SUV hidratacién de presion reducida para lograr la formacién de una
lipidos. fina pelicula.
Rehidratando la pelicula con una solucion
acuosa.
Método de inyeccion | Los fosfolipidos disueltos en etanol o éter se
SUV rapida en etanol o inyectan a gran velocidad con ayuda de una
éter jeringa sobre la fase acuosa.
Método de La formacion de liposomas se produce ftras
eliminacion del eliminar el detergente de una suspensién
SUV . . .
detergente previamente preparada de micelas mixtas
detergente/ fosfolipidos.
La adicion de un pequefo volumen de fase
) acuosa sobre la solucidon organica con los
Método de ay . ) o
iy fosfolipidos (relacién 1:3) y posterior sonicacion
evaporacion en fase L e
LUV produce la formacion de una emulsién. La
reversa R -y 2
eliminacion de la fase organica a presion
reducida induce la formacion de liposomas a
través de un estadio de gel intermedio.
Método por Se prepara una dispersion de fosfolipidos en
MLV/SUV/LUV 0do p agua, la muestra es entonces sometida a
sonicacion N .
sonicacion por 10-15 minutos.

El problema de la reproducibilidad y homogenizacion de tamafio ha sido
resuelto con la extrusién a través de membranas de policarbonato de diferente
tamano de poro. La estabilizacidon de los liposomas se ha logrado por medio de

la liofilizacion en presencia de crioprotectores como carbohidratos u oligdmeros

Por sus siglas en inglés.
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de la glucosa''®%_ Se cree que la forma de evitar la inestabilidad, tanto fisica

como quimica, es la conservacién en ausencia de agua®’.

La purificacion de la suspension tiene como objetivo remover el material que no
se encapsulé durante la elaboracién, o que fue liberado durante el proceso de
extrusion. La eleccidon del método de purificacion depende de las propiedades
quimicas del agente que se desea remover; los principales métodos de
purificacion son ultracentrifugacion, cromatografia de exclusion molecular,

dialisis y el uso de resinas de intercambio.

Para el uso médico la suspensién de liposomas debe ser caracterizada con
mucha precision, las principales pruebas que se le realizan se muestran en la

tabla 32°%,

Tabla 3. Técnicas para la caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica de los liposomas.

Propiedad Parametro Técnica

Microscopia electrénica.

Distribucion de tamano Dispersion dinamica de luz.

Cromatografia de exclusion molecular.

Fisica Espectroscopia NMR

Ndmero de laminas Angulo de dispersion de los rayos X

Potencial Z Microelectroforesis

Conductividad Conductimetro

Ensayo de Barlett

Reaccion de Stewart

Concentracion de fosfolipidos | Cromatografia en capa fina (TLC)

Cromatografia de
resolucién (HPLC)

liquidos de alta

Prueba de colesterol oxidasa

Concentracion de colesterol | Cromatografia de

resolucién (HPLC)

liquidos de alta

Método espectrofotometrico

Quimica Cromatografia de

Concentracion del farmaco resolucion (HPLC)

liquidos de alta

encapsulado Cromatografia de gases

Resonancia magnética nuclear (NMR)

Determinacién de peroxidacién
lipidos

Oxidacion de fosfolipidos Composicién de acidos grasos

Concentracién de aldehidos y cetonas

Residuo de disolventes Cromatografia de gases

organicos

Resonancia magnética nuclear (NMR)

Microbioldgica

Esterilidad

Cultivos en medio aerdbico y anaerdbico

Pirébgenos y endotoxinas

Prueba lisado de Ilimulus amebocito
(LAL)
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3.7.1 Tipos de liposomas.

Los liposomas se pueden clasificar de acuerdo a su funcionalidad en:

v' Liposomas convencionales: Son nanoesferas formadas por fosfolipidos
(neutros o negativos) y colesterol. Pueden variar en sus propiedades como
tamafo, composicién lipidica, carga superficial y fluidez de las bicapas
lipidicas'"?*%3880 Una grave limitacion de estos liposomas, es que el

cuerpo normalmente los trata como particulas extranas, de modo que son

facilmente opsonizados y retirados de la circulacibn sanguinea por el
sistema reticuloendotelial (RES), antes de la finalizacion de su funcion.

Estos liposomas son ampliamente usados en el direccionamiento hacia

macrofagos, principalmente en vacunas®>®.

v Liposomas de larga duraciéon o conocidos como Stealth: El desarrollo
de estos sistemas constituyé un gran avance en 1980, ya que se creia que
los liposomas no eran un buen transportador de farmacos por su corto
tiempo de permanencia en circulacion sanguinea.

Este tipo de liposomas tienen en su superficie polimeros hidréfilicos como
polioxazolina, polivinilalcohol, polietilenglicol (PEG) y el
metoxipolietilenglicol (MPEG)****°. Este polimero sirve de escudo en la
superficie de los liposomas, con lo cual se reduce la opsonizacién por
proteinas de la sangre y la consecuente remocion de la circulacion
sanguinea por macréfagos del sistema reticuloendotelial (RES).

Sin embargo, algunos investigadores han planteado que el recubrimiento
con el polimero puede dificultar la liberacion del farmaco o la interaccién con
la célula, pudiendo esto ser un obstaculo en la respuesta terapéutica®®*°".

Se ha intentado mejorar la eficacia terapéutica de estos liposomas con la

pérdida del recubrimiento después de la llegada al sitio de acciéon®*°.

v' Liposomas catidnicos: Esta clase de sistemas son los mas recientemente
desarrollados. Estos liposomas se preparan a base de mezclas de lipidos
cationicos y “zwiterion”. Los grupos funcionales mas utilizado para la
fabricacion de fosfolipidos catidnicos son las aminas cuaternarias vy

poliaminas (espermina, espermidina, etc)**.
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Los componentes catidnicos de la parte exterior del liposoma interactuan
con las moléculas cargadas negativamente como el DNA, por lo cual su
aplicacién se concentra en la terapia génica'’ %%

Liposomas activados: Este tipo de liposomas tienen en su superficie
anticuerpos especificos, fragmentos de anticuerpos, receptores de folato,
receptores a transferinas, antigenos, péptidos, carbohidratos, etc. y de esta
manera promueven una accion especifica®'7+20:59:0.61

Si bien esta clase de sistemas han sido estudiados para variadas
aplicaciones terapéuticas, su principal uso es la liberacién dirigida de
farmacos antineoplasicos®®°.

Liposomas pH sensibles: Existen varios sistemas que permiten preparar
liposomas pH sensibles como mezclas de lipidos, lipidos con tensoactivos,
lipidos asociados a péptidos y lipidos asociados a polimeros
biodegradables® 19960,

A pH 7 estos fosfolipidos mantienen la estructura de la bicapa lipidica pero
después de su internalizacién en el endosoma sufren una protonizacién (pH
5.5), se colapsan y sufren una desestabilizacion y rotura de la bicapa
lipidica, lo que establece una rapida liberacion del farmaco en el

citoplasma®.

Convencional

Catianicos

De citculacian pralongada (Stealt

Liposomas activados

Figura 10. Representacién esquematica de los principales tipos de liposomas.
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Una de las mayores ventajas que tienen los liposomas sobre los otros sistemas
de transporte, es que al estar constituidos por colesterol y fosfolipidos son
facilmente metabolizados, son relativamente carentes de toxicidad y no son
antigénicos?23¢°960,

Ademas que estudios recientes sobre el transporte de farmacos han revelado
una disminucién de la toxicidad, esto como resultado de una biodistribucion
alterada, pero también del estado de agregacion del farmaco en estos
vectores®. Por ejemplo, la doxorrubicina es utilizada como tratamiento contra
un amplio tipo de tumores pero su dosis se ve limitada por su elevada
cardiotoxicidad. Su asociacion con liposomas o nanoparticulas disminuye su
toxicidad al reducirse su concentracion a nivel del miocardio. De hecho,
formulaciones liposomales de doxorrubicina y daunorrubicina ya han sido
comercializadas (DaunoXone®, Caelyx® y DOX-SL®)**°.

3.8 Farmacocinética'.

La unién del farmaco con un transportador como los liposomas puede dar lugar
a grandes cambios en la farmacocinética y biodistibucién del farmaco. Los
principios activos que se encuentran unidos con un liposoma son secuestrados
fuera de su via normal de biodistribucién, llegando a su sitio de accién hasta
que son liberados del liposoma. La farmacocinética de las formulaciones
liposomales depende de como se encuentra asociado el principio activo al
liposoma, si la liberacién es muy rapida su farmacocinética es muy similar a la
farmacocinética del farmaco libre, pero si el farmaco es retenido en el liposoma
su farmacocinética es la del transportador. Por lo tanto los parametros
farmacocinéticos dependen del grado de unidon del principio activo con el
liposoma?®.

Una vez que los liposomas son absorbidos en la sangre después de la
administracion por via, subcutanea o intraperitoneal, se observa la misma

farmacocinética que cuando son administrados por via intravenosa. Las

"'Es Ia rama de la farmacologia que estudia el paso de los farmacos a través del organismo en
funcion del tiempo y de la dosis. Comprende los procesos de absorcion, distribucion,
metabolismo o biotransformacion y excrecion de los farmacos.
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principales caracteristicas de la farmacocinética de los liposomas de larga

duracién son'®?°,

v' Comportamiento de lineal y no saturable.

v Eliminacién de la circulacion sanguinea fuertemente correlacionado con las
caracteristicas fisicoquimicas de los liposomas.

v/ Saturacion del sistema reticuloendotelial (RES) no es evidente, incluso en
dosis altas, por lo cual tiene un reducido potencial terapéutico para el
sistema monofagocitico.

v Incremento en el porcentaje de absorcién en vias de administraciéon, como

la topica y respiratoria (aerosoles).

3.8.1 Factores que modifican la farmacocinética.
La farmacocinética y la biodistribucion de los liposomas esta directamente

relacionada con sus propiedades fisicoquimicas:

v' Tamano: Es uno de los principales aspectos que modifican la
biodistribucién y farmacocinética de un liposoma. Para preparar liposomas
de un tamafno homogéneo se utiliza la extrusion a través de filtros de
policarbonato, con un tamafo de poro similar al deseado para los
liposomas. En estudios recientes se ha observado la tendencia de una
mayor eliminacion de la circulacion sanguinea al aumentar el tamafio de los
liposomas con una similar composicién'® 2°.

La eliminacion de la circulacidon sanguinea es mucho menor cuando los

liposomas tienen un diametro aproximadamente entre 50 y 250 nm, el

tamano considerado como el ideal es alrededor de los 100 nm.

La captura del sistema reticuloendotelial (macrofagos) se produce

lentamente en este rango de tamano, los liposomas se acumulan

18,2029 P ancima de 300

principalmente en las células Kupffer del higado
nm, hay una mayor acumulacion de los liposomas en el bazo,
aparentemente por el mecanismo de filtracion pasiva, con muy poco o

ninglin aumento en la acumulacion hepatica®.
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v" Fluidez de la bicapa lipidica: La fluidez de la bicapa lipidica varia segun el
grado de saturacion de los fosfolipidos, cuando predominan los acidos
grasos saturados a la temperatura corporal los liposomas adquieren el
estado de gel, siendo estructuras mas rigidas y menos permeables a los
contenidos atrapados. Su principal desventaja es que tienden a agregarse
cuando se les almacena y son removidos mas rapidamente de la circulacion
que los liposomas con membranas fluidas. Cuando predominan los acidos
grasos insaturados a temperatura corporal, adquieren un estado liquido y
son menos estables'®.

La incorporacidon de colesterol a la membrana aumenta dramaticamente la
vida media en la circulacion de los liposomas administrados por via
intravenosa, éste interactia con las cadenas acil de los fosfolipidos
otorgandole una mayor rigidez a la membrana lipidica al inmovilizar de
manera relativa a los grupos polares de los fosfolipidos adyacentes

atrayéndolos hacia si (Figura 11)%.

Colesterol

!
}

Figura 11. Esquema de la insercidon de moléculas de colesterol con los fosfolipidos de la

membrana de un liposoma.

La fluidez de la bicapa lipidica es un factor esencial para prolongar el tiempo
de circulacion de los liposomas, al disminuir la interaccion con las proteinas
plasmaticas. Sin embargo una excesiva flexibilidad puede dar lugar a la
desestabilizacion de la membrana y a la liberacién del farmaco

encapsulado.

v’ Carga eléctrica superficial: La carga de los liposomas es uno de los
factores que influyen en la fagocitosis de los mismos. Estudios han
demostrado que la presencia de lipidos cargados negativamente en

liposomas, aumenta la captura por RES. Por otra parte los liposomas que
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presentan carga positiva o neutra se mantienen por mas tiempo en la
circulacion sanguinea'® ?%?. Esto es importante a la hora de seleccionar los
componentes de la membrana, ya que como se sabe esta varia

dependiendo de su naturaleza.

Presencia de compuestos hidréfilicos: Como ya se habia mencionado
antes, los liposomas al estar en la circulacién sanguinea son opsonizados
por las proteinas plasmaticas (Apo J, Apo C-lll, fibrinogeno, y-globulina),
sobre todo por factores del complemento (C3, C4 y C5), y son entonces

fagocitados por los macréfagos del RES'.

El que los macrofagos fagociten o no a los liposomas depende

especialmente de tres factores:

v' Las estructuras naturales de los tejidos tienen superficies lisas que
resisten a la fagocitosis. Pero si la superficie es rugosa aumenta la
posibilidad de fagocitosis.

v La mayor parte de las sustancias naturales del cuerpo tienen cubiertas
proteicas protectoras que repelen a los macréfagos.

v' El sistema inmune produce anticuerpos contra agentes infecciosos y
extrafios, que se adhieren a las superficies de los agentes, y por lo tanto
favorecen su fagocitosis. Para conseguirlo, el anticuerpo se combina con
el producto C3 de la cascada del complemento, con lo cual se inicia la
fagocitosis.

Principalmente se ha empleado la incorporacion de polimeros hidréfilicos

(polietilenglicol (PEG), metoxipolietilenglicol (mPEG), polioxazolina,

poliacrilamida, gangliosido GM1)* 20 281

para tratar de mantener los
liposomas en la circulacion sanguinea durante periodos relativamente
prolongados, evitando ser reconocidos por el RES.

El PEG ha superado a otros polimeros debido a que ha disminuido la
captacion por el RES, ha aumentado el tiempo de residencia en la sangre y

2,9,28,29

la flexibilidad de la bicapa lipidica En diversos estudios se ha

determinado que para incrementar el tiempo de circulacion sanguinea, el
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peso molecular de PEG debe estar en el rango de 1000 a 5000 Da (2000Da
es considerado el o6ptimo) y el rango de concentracidon utilizado se
encuentra entre 3-10% (5-7% es considerado el 6ptimo)* 2%%. En
liposomas elaborados con PEG, la presencia de éste en la superficie redujo
notablemente el potencial zeta.

Esto ha hecho pensar que ademas de la hidrofilia, la flexibilidad (libre
rotacion de unidades de polimeros individuales alrededor de la unién Inter-
unidad) de las cadenas es otro de los requisitos necesarios para el
recubrimiento de polimeros**. Quizas el bajo caracter inmunogénico y

antigénico que sufre el PEG se deba a los cambios transitorios de

flexibilidad y estructurales, dificultando la respuesta del sistema inmune

2, 44

En resumen la farmacocinética de los liposomas es afectada por diversos

factores como se presenta en la tabla 4.

Tabla 4. Factores que afectan la eliminacién de los liposomas.

Factor

Efecto en la eliminacién de la circulacién sanguinea.

Tamano

Se incrementa al incrementarse el tamano.

Carga superficial

Liposomas cargados positiva o negativamente se eliminan
mas rapido que los liposomas neutros.

Fase de transicion

Liposomas con una fase de transicion alta son eliminados
mas lentamente que los liposomas con una bicapa mas
fluida.

Presencia de colesterol

La incorporacién de colesterol a la membrana incrementa
la estabilidad de la bicapa haciéndola menos fluida, por lo
que disminuye la eliminacién de los liposomas.

Presencia de
compuestos hidréfilicos
(PEG)

El recubrimiento de los liposomas con un compuesto
hidrofilico que actua como impedimento estérico evitando
la opsonizacién, disminuye la eliminacién de los liposomas.

3.9 Mecanismo de entrega del principio activo en el tejido tumoral.

La liberacion de farmacos al tejido tumoral se lleva acabo principalmente por

dos mecanismos:

3.9.1 Entrega pasiva:

El crecimiento y la ampliacion de tejido tumoral por lo general va acompafnado

de la formacién de una microvasculatura (angiogénesis) >°.

Los vasos tumorales presentan una distribucion mucho mas heterogénea, son

mas grandes y mas permeables, lo que facilita el acceso a farmacos
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quimioterapéuticos. Algunos medicamentos pueden ser administrados como
profarmacos o farmacos inactivos, que una vez expuestos al microambiente

tumoral, pueden convertirse a su forma activa®® *°.

3.9.1.1 Morfologia de la vasculatura.

La mayoria de nanoparticulas utilizan el aumento de la permeabilidad y
retencién (EPR) para la acumulacién de farmacos quimioterapéuticos en el
tejido tumoral (Figura 12). El efecto ERP consiste en que la vasculatura
tumoral, a diferencia de la vasculatura de tejido sano, presenta poros (el
tamafio varia de 100 hasta 780 nm dependiendo de la localizacién anatémica
del tumor), es decir, puede ser penetrable por moléculas grandes y por
particulas pequefas, este fendmeno es conocido como extravasacion y
permite su acumulacion en el espacio intersticial del tumor. Esa acumulacion
es facilitada por la falta de sistema linfatico, responsable de eliminar a las
macromoléculas en tejidos normales'’ 3¢: 38 50. 59.60,

Como resultado de estas caracteristicas, la concentracion del farmaco en el

tejido tumoral puede ser de 10 a 100 veces mayor que cuando se administra en

tejido sano.
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Figura 12. Aumento de la permeabilidad y retencién (EPR).
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3.9.2 Entrega activa.

La entrega especifica (activa) es usualmente lograda por la conjugacion del
liposoma a una molécula de orientacion (anticuerpos, fragmento de
anticuerpos, receptores de folato, receptores de tranferrinas, lectinas, péptidos,
aptomeros, etc.) permitiendo una mayor acumulacion del farmaco en el tejido

tumoral, dentro de las células cancerosas, o en érganelos intracelulares® °%

59,60

Los criterios que se toman en cuenta para seleccionar al ligando son®;
v" Que se incorpore facilmente al liposoma.

v' Alta afinidad a los receptores de la superficie celular.

v' Solo se encuentran en las células tumorales.

v Una eficiente capacidad de internalizacion.

3.10 Mecanismos de interaccioén de los liposomas con las células.

Una vez dentro del tejido tumoral los liposomas liberan el principio activo a
través de cuatro posibles mecanismos: endocitosis, fusion, liberacion del
farmaco fuera de la célula, e intercambio de lipidos, como se muestra en la

figura 13.

Liberacian del farmaco fuera
de la célula sy Interaccian entra menbranas v
% (" | liberacidn del farmaco

P :
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W 1]

Entrega activa
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.I-. #’ :_\‘a;- !" "\._.?'-h &, ' 41-? S, _‘J_
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£y - por el peptido TAT
= @
Endocitosis
=

Fusidn de membranas

Figura 13. El esquema representa los cuatro posibles mecanismos de entrega del principio
activo encapsulado en liposomas.
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La interaccion mas importante es por endocitosis, donde la célula introduce en
su interior al liposoma, englobandolas en una vesicula (endosoma) que termina
por desprenderse e incorporarse al citoplasma. Luego de ser digerido el
liposoma por agentes liticos (enzimas, protones, pH acidos) en el endosoma el
farmaco es liberado'’ 380,

La fusién de las membranas es un mecanismo bastante raro, ya que depende
de la temperatura, una vez fusionadas las membranas se libera el farmaco al
interior de la célula. También los liposomas pueden intercambiar fosfolipidos
con la membrana de la célula y asi liberar su contenido dentro ella®.

Cuando el farmaco es liberado fuera de la célula sin necesidad interaccionar
con esta, después es introducido por difusion pasiva.

Cuando el liposoma tiene en su superficie una molécula de orientacion
(conocidos como blancos moleculares) este interacciona con el receptor de
superficie y deja penetrar al liposoma dentro de la célula para posteriormente

liberar el farmaco dentro de ella %%,

3.11 Marcadores apropiados para el estudio farmacocinético.

En este proyecto de investigacién estamos utilizando al liposoma como un
multitransportador, ya que transporta a un agente de quimioterapia como es el
cisplatino (Cis-DDP) en su interior y acarrea a un agente de radioterapia en su
superficie. Podemos utilizar las propiedades fisicas del radionuclido como

mecanismo para determinar la farmacocinética del liposoma.

Entre los radionuclidos terapéuticos mas utilizados se encuentran: Holmio-166,
Yodo -131, Samario-153, Renio-186, Renio-188, Lutecio-177, Disprosio-165,
Itrio-90, Estroncio-89 y Disprosio-166, entre otros. Los radionuclidos mas

utilizados para diagnostico son el Tecnecio-99m, Indio-111, Galio-67.

Para seguir la farmacocinética y biodistribucion de los liposomas in vivo o in
situ se necesitan radionuclidos apropiados, los cuales deben mantener intacta
la estructura del liposoma. Varios marcadores utilizados para seguir la

biodistribucion de los liposomas figuran en la tabla 5%°.
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Un trazador ideal es aquel que cumple los siguientes requisitos:

v' Marcaje estable.

v" Resistencia a descomponerse y al metabolismo que puede sufrir una vez

dentro del organismo (metabdlicamente inértes).

v' Debe presentar una rapida eliminacion del organismo y no debe distribuirse

sobre tejidos o unirse a proteinas plasmaticas.

v" Poseer una facil medicién en la sangre y en tejidos.

Tabla 5. Principales marcadores utilizados para determinar la farmacocinética.

Marcador Localizacion Ventajas Desventajas
del marcador
Tendencia a disociarse del
. . . : liposoma por interaccion con
Fosfolipidos o Facil de incorporar a la Iigoproteings
colesterol Membrana del | membrana. . )
: . . o Requiere de  prolongada
radiomarcados liposoma Baja perturbacion en la digestion en teiido
(**C) estructura del liposoma. | &9 ' tejigo.
Es necesario utilizar factores
de correccion.
Facil de incorporar a la
membrana. .
Esteres del . o Requiere de  prolongada
Baja perturbacion en la | . o f
colesterol Membrana del . digestion en tejido.
: . estructura del liposoma. . -
radiomarcados liposoma . . Es necesario utilizar factores
3 Bajo porcentaje de -
(°H) : . de correccion.
intercambio fuera de
los liposomas
Metabolitamente inerte. | Baja eficiencia de
Y - emisores Interior o Rapida eliminacion. encapsulacion.
(*’Ga, "In, exterior del | No requiere | Requiere de purificacion, lo
123] 997¢) liposoma solubilizarse en el | que no se encapsula en el
tejido. liposoma es removido.

Dado que el radionuclido es un emisor gamma o de positrones, se pueden
obtener imagenes del funcionamiento in vivo de diversos organos o sistemas
por medio de métodos de deteccion externos llamados camara gamma (ver
anexo 3) y equipos de tomografia de emision de positrones (PET).

Las imagenes gamma-graficas pueden ser una herramienta muy util en el
desarrollo de formulaciones liposomales. Por ejemplo para determinar la
formulacién éptima de los liposomas, la determinacién de la biodistribucion y
farmacocinética en las fases preclinicas, el seguimiento de la respuesta
terapéutica, siendo posible la cuantificacion absoluta de la radiactividad

presente en los tejidos en cada momento y ademas es una técnica de
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cuantificacién no invasiva®*’. Las desventajas de esta cuantificacion es que

requiere:

v Correccién por decaimiento del isétopo.

v Correccién por la atenuaciéon que se produce cuando algunas partes del
cuerpo absorben la radiacién emitida antes de que sea eliminada del
organismo.

v' Exposicion a la radiacion.

La biodistribucion y farmacocinética se puede determinar por medio de la
cuantificacion de la radiactividad en los diferentes érganos o regiones de
interés a partir de las imagenes gamma-graficas, y mediante la determinacién
de la concentracion de la radioactividad en muestras seriadas de sangre y/o
orina comparada con la radioactividad de una muestra patron o testigo igual a

la actividad inyectada.

Para el tratamiento matematico de los datos se utilizan modelos. Para fines
practicos los modelos mas utilizados son el analisis no compartimental
(momentos estadisticos) y el monocompartimental con dosis Unica

intravascular.

3.12 Modelos farmacocinéticos.

El objetivo de estos modelos es evaluar el comportamiento in vivo de la
formulacion de liposomas desarrollada en la investigacion. Con este fin, se
recurrira al analisis farmacocinético de los datos obtenidos tras la

administracion intravenosa a roedores normales y en un modelo tumoral.
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Figura 14. Representacion grafica de la evolucion en el tiempo de los niveles plasmaticos de un
farmaco después de su administracion intravenosa. (a)Concentracion vs tiempo; (b) In
concentracion vs tiempo.

Una vez dentro de la circulacion sanguinea, los liposomas estan sujetos a
diferentes transformaciones, sobre todo en su paso por el higado, el cual es el
principal érgano de eliminacion. En este sentido se hace necesario conocer los
procesos de distribucion y eliminacidn, los cuales se caracterizan por los
siguientes parametros (Figura 14): constante de eliminacion, tiempo de vida
media de eliminacion, area bajo la curva (concentracion plasmatica vs tiempo),
aclaracion plasmatica, tiempo medio de residencia y volumen aparente de
distribucion.

A continuacién, se describira el modelo no compartimental y el modelo
monocompartimental, asi como las ecuaciones utilizadas en el célculo de los
parametros farmacocinéticos; estos son los modelos mas frecuentemente

empleados para describir la farmacocinética de los liposomas.

3.12.1 Modelo Abierto de Un Compartimiento (MADC).

En el analisis compartimental, los datos de concentracién plasmatica — tiempo
se ajustan a modelos matematicos originados al suponer que el organismo esta
dividido en una serie de compartimentos. El mas sencillo se conoce como
monocompartimental. A medida que se incrementa el numero de
compartimentos en el modelo, se aumenta la complejidad del tratamiento
matematico y por ello, los modelos utilizados con mas frecuencia no pasan de

cuatro compartimentos.
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En el modelo monocompartimental el individuo se considera como un
compartimento unico en el que el farmaco se distribuye instantaneamente. El
farmaco se introduce, mediante un bolo intravenoso, en el organismo y se
elimina de éste a una velocidad determinada por la constante de eliminacién
(Ke). Se asume que el proceso de eliminacion es de primer orden, la ecuacién
que representa el modelo es la siguiente:
C= Ee_kelt

d
donde C representa la concentracion, D la dosis administrada, Vd es el
volumen aparente de distribucidn, K¢ es la constante de velocidad de
eliminacién del farmaco y t es el tiempo.
Aplicando el logaritmo natural (In) a ambos miembros de la ecuacion y teniendo
en cuenta que D/Vy4 =Cy, donde Cy es la concentracion inicial de principio activo
en el organismo antes de que comience a eliminarse, se obtiene la siguiente
expresion:

InC=-K_,t+InC,

La constante de eliminacion indica la velocidad a la cual el farmaco se elimina
irreversiblemente del organismo. En la mayoria de los casos, esta velocidad es
proporcional a la cantidad de farmaco que permanece en el organismo. El
tiempo de vida media de eliminacién, el area bajo la curva, la aclaracién
plasmatica y el tiempo medio de residencia se calculan mediante las siguientes
ecuaciones:
El tiempo de vida media de eliminacion se define como el tiempo necesario
para que una determinada concentracién del farmaco en el organismo se
reduzca a la mitad.
tl/2 :@
K

el

El area bajo la curva (4BC; ) se realiza en dos partes, la primera calcula el

area bajo la curva desde el tiempo cero hasta el ultimo tiempo de muestreo, y

en la segunda, desde el ultimo tiempo de muestreo hasta infinito. El

ABC; corresponde a la suma de estos dos valores.

ABC? = ABC! + ABC"
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El método mas comun para calcular el ABC,es el método trapezoidal (Figura
15), que consiste en sumar las areas de cada uno de los trapecios formados
por cada intervalo de tiempo y sus correspondientes concentraciones.

apct =Sl +2C"-l (¢ -t)

El area bajo la curva desde el tiempo t a infinito se calcula mediante la
siguiente ecuaciéon, donde C; es la concentracion del ultimo tiempo de
muestreo.

Figura 15. Representacion grafica del método de trapezoides para determinar el area bajo la
curva.
El area bajo la curva representa la cantidad de farmaco que se incorpora de

forma inalterada al organismo tras la administraciéon de una dosis determinada.

3.12.2 Modelo no compartimental.

Este tipo de modelos consisten en estimar los parametros farmacocinéticos sin
la necesidad de ajustar a un modelo determinado. Para ello, es preciso asumir
un proceso cinético de eliminacion determinado y, en algunos casos, es
necesario efectuar calculos matematicos sencillos, comparados con los que se

utilizan en el analisis compartimental.
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3.12.3 Teoria de los momentos estadisticos.

Las teorias estadisticas de probabilidad y distribucién se utilizan para describir
o predecir la cinética del farmaco desde su administracion hasta el momento de
la medida. Al realizar el analisis farmacocinético, las curvas de concentracion
plasmatica frente al tiempo se tratan como si fueran curvas de distribucidn
estadistica. Debido a la simplificacién que implica el analisis no compartimental
es posible que se pierda informacion.

El tiempo medio de residencia se obtiene a partir de la siguiente ecuacién

ABMCY
ABCY

TMR =

donde ABMC; se conoce como area bajo la curva del primer momento, el

calculo se realiza en dos partes, la primera se calcula desde el tiempo cero
hasta el ultimo tiempo de muestreo y, en la segunda, desde el ultimo tiempo de

muestreo hasta infinito.

ABMC(; = C”t” +C”_1t”l_1 (tn _tn—l)

2
ic, C
ABMCY = 2o+
el el

El area bajo la curva (ABC; ) se calcula con las ecuaciones previamente

mencionadas en el modelo monocompartimental.

Para el calculo de la constante de eliminacion, se asume que el proceso de
eliminacién es de primer orden y los datos de concentracion plasmatica se
transforman para obtener una linea recta con la siguiente ecuacion

InC=-K,t+InC,

donde log C es el logaritmo de la concentracion a través del tiempo, log Cy es
el logaritmo de la concentracion de farmaco en plasma a tiempo cero.

La constante de eliminacidén se determina por regresion lineal y se obtiene a
partir de la pendiente de la linea recta. Pero también se puede calcular a partir

del tiempo medio de residencia, con la siguiente ecuacién
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El aclaramiento plasmatico se determina a partir de la siguiente ecuacion

D
ABC?

Cl =

donde D es la dosis administrada y 4ABC; es el area bajo la curva.
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3. MATERIAL Y METODOS:

El siguiente diagrama de flujo describe la metodologia utilizada en el desarrollo

de este trabajo de tesis la cual se dividio en tres etapas:

La elaboraciéon de los liposomas se realiz6 mediante la técnica de hidratacion
de lipidos, para homogenizar el tamafo se realizd la extrusion con filtros de
policarbonato de 100 nm. Posteriormente se realizaron las pruebas
fisicoquimicas para caracterizar a los liposomas.

Por ultimo se efectud el estudio de biodistribucion y farmacocinética en ratas
normales y en un modelo tumoral, para lo cual se utilizaron liposomas
marcados con un radionuclido; en un principio se pensaba utilizar como
radionuclido al Holmio-166 (Ho-166) que es un emisor de particulas betas,
ademas emite rayos gamma lo cual permitiria su seguimiento mediante una
camara gamma, sin embargo, por razones administrativas no se completo el
procesamiento de licenciamiento para la adquisicion de Ho-166; por tener las
mismas caracteristicas quimicas se utilizé el Indio-111 (In-111), durante el
transcurso del trabajo se cambio a Tecnecio-99 metaestable (Tc-99m) por ser

mas facil de adquirir y mas barato.
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Esquema general de trabajo.

Elaboracién de liposomas:

v Elaboracién de la cama de fosfolipidos.
v Hidratacién de los fosfolipidos.

v Extrusién de liposomas.

v’ Purificaciéon de liposomas.

Caracterizacion fisicoquimica:

v Cuantificacién de fosfolipidos.

v Cuantificacion de cisplatino (Cis-DDP)
encapsulado.

v" Prueba de eficiencia y estabilidad de marcado.

Estudio de biodistribucion y
farmacocinética.

Ratas Wistar normales. Modelo Tumoral.

Desarrollo del

Administracion via v.i
modelo tumoral.
v' Liposomas / In-111 0 Tc-99m — |

v In-111 o0 Tc-99m (control)

Tomar imagenes gamma-graficas a
diferentes tiempos.

Sacrificar y remover en los 6rganos
v teiidos seleccionados.

Cuantificar la radiactividad en
cada organo o tejido.
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4.1 Elaboraciéon de liposomas.

4.1.1 Elaboracién de liposomas cargados con cisplatino (cis-DDP) en
solucion salina isotdénica.
Los liposomas se prepararon con fosfatidilcolina de soya hidrogenada (HSPC)
(Northern lipids Inc. Vancouver Canada), Colesterol (Calbiochem. Canada), 1,2
Distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(carbonil polietilenglicol) 2000
(PEG2000DSPE) (Northern lipids Inc. Vancouver Canada), 1,2 Dimiristoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina-N-dietilentriaminopentacetato (DSPC-DTPA) (Avanti
Polar Lipids, USA) y Vitamina E (Biochemka, Suiza) en una proporcién molar

50:46:1.5:1.5:1, mediante la técnica reportada por Juarez Osornio C*°.

4.1.2 Elaboracién de liposomas cargados con cisplatino (cis-DDP) en una

soluciéon amortiguadora de fosfato salino (PBS).

* Preparacion de la solucion amortiguadora de PBS con sacarosa
300uM.
Se disolvieron 5 tabletas de PBS (Sigma —Aldrich, Alemania) en un litro de

agua desionizada estéril, se agrego 104 g de sacarosa y se ajusto el pH a 6.3.

Para la elaboracion de estos liposomas se modificd la proporcion molar de los
componentes de la siguiente manera 50:42.5:5:1.5:1 de HSPC: colesterol:
MPEG2000DSPE: DSPC-DTPA: vitamina E, respectivamente. En un matraz de
bola para rotavapor se colocaron los fosfolipidos, los cuales fueron disueltos
con cloroformo (Sigma grado HPLC, USA). La mezcla fue sometida a agitacion
en rotavapor (Laborota 400, Heidolph, Alemania) a 90 rpom por 10 minutos. Se
retiro el disolvente organico a presion reducida manteniendo el sistema a 40°C
y 240 rpm durante 30 minutos. Par secar completamente la cama de
fosfolipidos el matraz de bola fue introducido en una campana de vacio por 5
horas. La cama de fosfolipidos fue rehidratada con una solucion de 8.5 mg/mL
de cis-DDP (Sigma-Aldrich, Alemania) en PBS con sacarosa a 65°C por 1h. Al
término, la suspension fue sometida a proceso de extrusion (LipexT'VI Extruder,
Northern Lipids, Canada) por filtros de policarbonato (Whatman Nucleopore.

Vancouver Canada), 2 veces por filtros de 400 nm, 2 por 300 nm y 4 por 100
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nm a 65°C. Posteriormente la suspension fue purificada mediante dialisis en

medio PBS con sacarosa por 48 h.
4.2 Marcado de los liposomas.

4.2.1 Marcado de los liposomas con In-111.
El marcado de los liposomas se realizé mediante la técnica por Juarez Osornio
CSO

4.2.2 Marcado de los liposomas con Tc-99m.

* Preparacién del cloruro estafioso (SnCl,).

Se disolvieron 34 mg de cloruro estafioso (Quimica Meyer, México) en 5 mL de
solucidn salina isotonica al 0.9% previamente desgasificada con N.

Para el marcado de los liposomas se agregarén 100 pyL de cloruro estafioso
(SnCly) y pertecneciato de sodio (Na *™TcO,;) (MIYMSA Radiofarmacia,
México) en una relacion 6.0 mCi/mL con respecto al volumen de los liposomas,
y se dejo en incubacion a temperatura ambiente por 1h. EL material radiactivo
no marcado a la superficie del liposoma fue separado mediante columnas para
cromatografia de filtracion Sephadex G-25 (Amersham Biosciences. USA)

usando como eluyente amortiguador de PBS con sacarosa (300uM).

4.2.3 Marcado de Ilos liposomas con 1In-111 en wuna solucién
amortiguadora de citrato de sodio.
Para el marcado de los liposomas se agreg6 100 puL de amortiguador de citrato
de sodio pH 5.0 (Fluka, Suiza), cloruro de indio ("'InCl;) (MIYMSA
Radiofarmacia, México) en una relacion 2.0 mCi/ml, se incub6é a temperatura
ambiente por 1 h. EL material radiactivo no marcado a la superficie del
liposoma fue separado mediante columnas para cromatografia de filtracion
Sephadex G-25 (Amersham Biosciences. USA) usando como eluyente
amortiguador de PBS con sacarosa (300uM). Se ajusté el pH a 7 con NaOH

estéril.
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4.3 Caracterizacion fisicoquimica de los liposomas.

4.3.1 Cuantificacion de fosfolipidos.
La cuantificacion de fosfolipidos fue determinada mediante reaccién de
Stewart®.

* Preparacioén de Ferrotiocianato de amonio (NH,FeSCN).
Se disolvieron 27.03 g de cloruro ferico (FeCl;BH,0) (Sigma-Aldrich, Alemania)
y 30.4 g de tiocianato de amonio (NH4SCN) (Sigma-Aldrich, Alemania) en 1 litro

de agua desionizada.

* Preparacion de la curva patron:
Se preparé una solucion stock de HSPC (0.1 mg/mL) en cloroformo, se realizé
una dilucién para obtener una concentracién de 0.02 mg/mL, de la cual fueron

preparadas por triplicado diluciones para la realizacion de la curva patron.

Tabla 6. Preparacién de la curva patrén.

Concentracioén Volumen de sol. Volumen de Volumen de
HSPC (mg/mL) HSPC (mL) cloroformo (mL) | NH4FeSCN (mL)
0 0 2.0 2
0.001 0.1 1.9 2
0.002 0.2 1.8 2
0.003 0.3 1.7 2
0.004 0.4 1.6 2
0.005 0.5 1.5 2

Se agitd durante 1 minuto en el vortex y al termino se centrifugd (Centrifuge
5702 R, Eppendorf, U. S. A.) a 1000 rpm durante 5 minutos. La fase organica
fue leida a 488 nm en un espectrofotometro (DU 500 Beckman, USA),
empleando como blanco cloroformo.
* Preparacion de las muestras de liposomas.

Se agregaron 10uL de la suspension de liposomas en un tubo, se removio el
agua con vapor de nitrégeno (N) liquido, y una vez secas las muestras se les
adicioné 2 ml de cloroformo. Al término se agregé 2 ml de la solucién de
NH4sFeSCN para posteriormente agitarla durante 1 minuto en el vértex y
centrifugarla a 1000 rpm durante 5 minutos. La fase organica fue leida a

488nm, empleando como blanco de ajuste cloroformo.
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4.3.2 Cuantificacion de cisplatino (Cis-DDP) encapsulado.

La cuantificacion de cisplatino (Cis-DDP) encapsulado fue determinada
mediante la técnica analitica previamente validada y reportada por Lépez
Flores A%,

La cuantificacion se realiz6 mediante HPLC (Waters, modelo 2690) en una
columna Synmetry C-18 (3.9 x 150mm con 5um de poro), utilizando un detector
de UV a 254nm.

4.3.3 Eficienciay estabilidad de marcado

La eficiencia del marcado se realizdé por comparacion de la actividad detectada
en la suspension de liposomas antes y después de pasar por la columna de
cromatografia Sephadex G-25 (Amersham Biosciences. USA). La medicién de
actividad se realizé con un activimetro (Deluxe, Nuclear Associates). El calculo

de la eficiencia del marcado se realizo a partir de las siguientes ecuaciones:

Actividad

Actividad especifica =
volumen

Actividad especifica postcolumna 100

Eficiencia = — -
Actividad especifica precolumna

Para evaluar la estabilidad del marcado se utilizé la técnica de cromatografia
en papel impregnado de silica gel (ITLC) (Gelman Sciences, USA), a la cual se
le colocd una alicuota de la suspension de nanoesferas marcadas con el In-111
en solucion salina o PBS con sacarosa (a temperatura ambiente) y en plasma
humano (a 37 °C), se eluy6 con una fase moévil de acido acético:metanol:agua
(1:1:1) a pH de 3. Al término de la separacion, cada papel fue cortado a la
mitad. Las mezclas fueron muestreadas a diferentes tiempos y la actividad
(expresada en cpm) fue cuantificada en un contador de pozo de centelleo
(LUDLUM, modelo 2200, USA).

El calculo de estabilidad del marcado se realiz6 a partir de las siguientes

ecuaciones:
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Actividad en mitad sup erior

% libre = x100

Actividad enmitad inf erior + Actividad en mitad sup erior

Atividad en mitad inf erior

% unido = x100

Actividad enmitad inf erior + Actividad en mitad sup erior

4.4 Estudio de Biodistribucion y farmacocinética de los liposomas.
4.4.1 Estudio de biodistribucion en ratas Wistar normales.

Ratas Wistar de aproximadamente
250g (hembras) fueron inyectadas
por via intravenosa con los
liposomas marcados con el
radionuclido y como control el
radionuclido (In-111 o Tc-99m)
diluido en SSI o PBS (25.4 + 0.43
MBq (0.69 = 0.012mCi)) a través de
la vena de la cola. Después de la
administracion, las ratas fueron
colocadas en cajas metabdlicas,
con el fin de colectar toda la orina y

heces por separado de las 24 h. Se

tomaron imagenes gamma-graficas Figura 16. Imagen de la caja metabdlica.
en una camara gamma (E.CAM

Siemens, Software E-soft Ver. 4) a

varios tiempos.

Se obtuvieron muestras de sangre por puncion cardiaca a las 24 horas post-
inyeccion, posteriormente los animales fueron sacrificados y 6rganos de interés
fueron removidos y lavados con solucién salina isoténica al 9%. Los 6rganos
colectados fueron pesados (OHAUS, Adventure, China) y la radiactividad
cuantificada en cada 6rgano utilizando un contador de pozo de centelleo
(LUDLUM, modelo 2200); esto con el fin de determinar el porcentaje de dosis
inyectada por érgano y por gramo de tejido (% ID/6rgano o % ID/g). La

actividad del sistema digestivo y de las heces fue determinada cuantificando
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una alicuota de una suspensién del material digerido con solucion de NaOH
1M. Se cuantificé una muestra de los liposomas marcados con el radionuclido y
el radionuclido como estandar. El volumen total de sangre y la masa muscular
fueron estimadas como 5.4% y el 40% respectivamente del peso total del
animal®. La actividad cuantificada en la sangre y érganos fue corregida por el

decaimiento radiactivo con la siguiente ecuacion:
— +At
Ac=Ac,* e

donde Ac representa a la actividad del radionuclido a cualquier tiempo, Acy es
la actividad del radionuclido al tiempo cero, t es el tiempo y A es la constante de
desintegracion. La ecuacidén presenta el signo positivo a diferencia de la
ecuacion de decaimiento radiactivo por que la actividad cuantificada en los
organos y tejidos de interés la expresamos como dosis inyectada (ID) y

nosotros de la cuantificacion obtenemos la actividad al tiempo t.

4.41.1 Adquisicion de las imagenes gamma-graficas.

Para tomar las imagenes las ratas
fueron anestesiadas con Lisorane
(Isoflurano, Baxter Healthcare
Corporation) utilizando una mezcla
97-3% de isoflurano-oxigeno, en

una maquina de inhalacion

anestésica (Vapomatic™, Modelo 2,
Mo, &

Bickford Inc.,Wales Center N.Y. ; D et
Figura 17. Imagen de la cdmara gamma

USA). durante la adquisicion de una imagen.

Las imagenes gamma-graficas fueron adquiridas con una camara gamma
(E.CAM Siemens, Software E-soft Ver. 4) con un colimador de media energia
para el In-111 y de baja energia para Tc-99m a las 0, 1, 3, 5, 24 h post-
inyeccion. Con una matriz de 128 x 128, un zoom de 2 y un tiempo de

adquisicion de 3 y 5 minutos para In-111 y para Tc-99m 3, 5, 7,15 minutos.
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Figura 18. Ventana de adquisicién de una imagen gamma-grafica.

4.41.2 Estudio de farmacocinética de los liposomas.

Para determinar la biodistribucion y farmacocinética en las imagenes gamma-
graficas, regiones de interés (ROI) fueron dibujadas (cuerpo entero, higado,
bazo, corazén, tumor en el caso del modelo tumoral) utilizando el paquete
Image J ver. 1.34s. Para calcular la actividad remanente en la circulacion
sanguinea a cada tiempo, se calculo la actividad inicial de la ROI del cuerpo
entero a esta se le resto la actividad acumulada en las otras ROI (higado, bazo,
tumor en el caso del modelo tumoral), todo se corrigi6 por decaimiento
radiactivo. Los parametros farmacocinéticos se determinaron mediante el
modelo no compartimental de la teoria de los momentos estadisticos y el
modelo abierto de un compartimento (Excel versién 2003). La capacidad de los
liposomas de permanecer en la circulaciéon sanguinea fue expresada como el
cociente sangre/RES, calculada dividiendo la actividad en la sangre por la
actividad acumulada en el higado y bazo. La capacidad de los liposomas de
acumularse en la zona tumoral fue expresada como el cociente tumor/RES,
calculada dividiendo la actividad en el tumor por la actividad acumulada en el

higado y bazo.

4.4.2 Estudio de biodistribucién en un modelo tumoral.

4.4.2.1 Desarrollo del modelo tumoral en ratones.
Ratones atimicos (hembras de 24 g) fueron inoculados con 5x10° células del
tipo HeLa en ambas extremidades inferiores. Cuando los tumores alcanzaron

un volumen superior a los 200 mm? los ratones fueron separados en dos
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grupos; el grupo control y el grupo experimental cada uno constituido por 3
ratones.
Para el estudio de biodistribucion y farmacocinética en el modelo tumoral el

procedimiento utilizado fue el mismo que se describié anteriormente.

4.4.3 Analisis estadistico.

Todos los datos de biodistribucién y farmacocinética son reportados en base a
los promedios + el error estandar promedio (SEM); el analisis estadistico fue
realizado mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via usando el
software SPSS Base 12.0 (SPSS Inc, Chicago, IL).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.
Pruebas de control de calidad.

La Tabla 7, muestra los resultados obtenidos en la caracterizacion
fisicoquimica de las tres formulaciones de liposomas después de ser

sometidas a extrusion y purificacion.

Tabla 7. Resultados de la caracterizacion fisicoquimica.

Prueba Resultado
Cuantificacion de fosfolipidos 77.8 4.1 mM (23.4 £ 1.2 mg/mL)
Cuantificacién de Cis-DDP 53.6 £+4.9 pg/mL
Eficiencia del marcado con In-111 Mayor al 90%

Estabilidad del marcado en SSI Superior al 90% al término de las 72 h

Estabilidad del marcado en Plasma | Superior al 80% al término de las 72 h

Eficiencia del marcado con Tc-99m Mayor al 70%

Estabilidad del marcado en SSI Superior al 80% al término de las 72 h

Estabilidad del marcado en Plasma | Superior al 70% al término de las 72 h

Respecto al marcaje con el In-111 la eficiencia del marcado es muy buena, no
asi cuando se utiliza como radionuclido el Tc-99m, esto es debido a que el Tc-
99m se tiene que reducir para que se lleve a cabo la trasquelacion con el
DTPA; la eficiencia del marcado depende de la cantidad de Tc-99 (lll) que se

encuentre en el medio de reaccion.

Biodistribucion de liposomas marcados con In-111.

El estudio de biodistribucién muestra que los liposomas marcados con In-111
(Lip-In-111) se acumulan mayoritariamente en higado (15.3 + 8.9%), bazo (4.2
* 2.4%), mientras que con el control (In-111) la acumulacién se da en el higado

(12.1 £ 1.5 %) y los rifiones (6.0 + 0.5%); en la tabla 8 se muestran los demas

resultados de la biodistribucion.
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Tabla 8. Estudio de biodistribucion en ratas Wistar normales a las 24 h post inyeccion.

Porcentaje de Dosis inyectado por gramo de 6rgano/
tejido (* SEM
Organos Lip-In-111 Control (In-111)
(n=3) (n=3)
Sangre * 0.07+£0.04 1.7+03
Bazo * 42+24 19+02
Rifién * 0.14 £0.08 6.0+0.5
Higado 15.3+8.9 121£1.5
Corazén * 0.005 £ 0.003 0.07 £ 0.006
Pulmén * 0.04 £0.02 0.41+0.09
Orina 0.001 + 0.001 0.001 +0.0001
Musculo * 0.20 £0.03 24+0.25
Estomago * 0.28 +0.17 2.3+£0.3
Heces * 22.7+4.9 0.35+0.05

* Estadisticamente significativo (p<0.05).
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Figura 19. Imagenes gamma-graficas de los liposomas marcados con In-111.
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En las imagenes gamma-graficas podemos observar que los liposomas se

estan eliminando muy rapido de la circulacion sanguinea por la captura de
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higado y bazo desde la primera hora después de la Inyeccion de estos.

Mientras que en las imagenes gamma graficas del control (In-111) podemos
observar como se empieza acumular en higado vy rifiones a partir de la primera
hora después de la inyeccion y a las 24 horas se encuentra acumulado
principalmente en los rifilones, también se observa una ligera acumulacion en
hueso.

El que los liposomas presenten una muy rapida eliminacion de la circulacion
sanguinea debido a la captura del RES, nos indica que el organismo los esta
reconociendo como intrusos. Como resultado de esta observacién, se procedid
a la modificacion de la formulacion que permita que los liposomas
permanezcan largos periodos de tiempo en circulacion sanguinea. El primer
componente de la formulacion que se modifico fue la cantidad de PEG, esto
debido a que en la literatura indican que la cantidad ideal de PEG esta entre 5-
7% y nosotros estdbamos utilizando 1.5%; ademas de modificar la cantidad de
PEG se cambié a mPEG.

Biodistrubicion de liposomas marcados con Tc-99m.

Los resultados del estudio de biodistribucion con los liposomas elaborados con
5% de mPEG se utilizé como radionuclido el Tc-99m, que también es un emisor
de rayos gamma, pero es mas facil de conseguir y es mas barato. En la tabla 9
se muestran los resultados del estudio de biodistribuciéon de los liposomas

elaborados en SSIy en PBS, marcados con Tc-99m (Lip-Tc-99m).

Tabla 9. Estudio de biodistribucion en ratas Wistar a las 24 h postinyeccion.

Porcentaje de Dosis inyectado por gramo de érgano/ tejido (* SEM

Elaborados en SSI Elaborados en PBS
Organos | Lip-Tc-99m | Control (Tc-99m) | Lip-Tc-99m | Control (Tc-99m)
(n=2) (n=2) (n=4) (n=4)
Sangre 3.02+04 2.1£0.06 2.5+0.11 3.78 £1.57
Bazo 0.27 £0.02 0.2+ 0.01 0.17+£0.01 0.19+0.01
Rifion * 0.26 £ 0.00 0.2x0.01 52x05 1.65+0.33
Higado 0.51+0.10 26+ 045 0.19£0.01 0.18 £0.02
Corazén 0.27 £0.02 0.22 +0.02 0.17+£0.03 0.18+£0.03
Pulmén 0.26 + 0.01 0.17+£0.05 0.58 £0.35 0.14 £ 0.02
Masculo 2417 £1.98 20.2 £1.02 179+1.3 12.95+£3.76
Orina 24 +0.65 1.5+0.16 2.2+0.29 1.78 £0.6
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Estomago 6.5+ 1.4 572114 1710 Resultadosy discusion

* Estadisticamente significativo (p<0.05).
Los resultados del estudio de biodistribucidn con los liposomas marcados con

Tc-99m no son confiables, debido a que cuando se cuantifico la radioactividad
acumulada en los 6rganos y tejidos ésta estaba al nivel del fondo, pues habian
pasado 4 vidas medias del radionuclido (la vida media del Tc-99m son 6.2 h);
por lo cual el analisis de biodistribucion se llevo a cabo con la imagenes

gamma- graficas.

En las imagenes gamma-graficas (Figura 20) podemos observar que los
liposomas se acumulan en el higado y bazo a los 5 minutos de ser
administrados, y a las 2 horas se encuentran casi en su totalidad en estos
organos. Esto nos indica que los liposomas se estan eliminando mas rapido
que antes que se hiciera la modificacion a la formulacién. En las imagenes
gamma-graficas del control podemos observar como se empieza acumular en

el bazo a los 5 minutos (base line) de administrado.
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Figura 20.Imagenes gamma-graficas de los liposomas elaboracus i1 vo1 y marvauus vunr 1o-
99m.
Considerando que entre los factores que modifican el tiempo de circulacion de

los liposomas se encuentra la carga superficial, se midi6 el pH de la suspension
de liposomas sin marcar, marcados con Tc-99m y con In-111; obteniéndose
que el pH se encontraba en 7, 5 y 2 respectivamente. Por lo anterior se decidid
cambiar el medio de resuspensidn a una solucion amortiguadora que
mantuviera estable el pH de 7 cuando se colocara el radionuclido.

Se utilizo la solucion amortiguadora de fosfato salino (PBS), debido a que
mantiene el pH entre 5-7 y se adicion6 sacarosa para mantener la estabilidad

de los liposomas.
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Figura 21.Imagenes gamma-graficas de los liposomas elaborados en PBS y marcados con Tc-
99m.

En las imagenes gamma-graficas de los liposomas elaborados en PBS (Figura
21) podemos observar que estos se empiezan a acumular en el higado y bazo
a los 5 minutos (base line) de ser administrados, y a la hora se encuentran casi
en su totalidad en estos organos. Mientras que en las imagenes gamma
graficas del control podemos observar que se acur QResultados Yy discusion
bazo y que a las 3 horas se encuentra metabolizando en los intestinos.

El que los liposomas se estén eliminando de la circulacién sanguinea igual de
rapido que antes de cambiar el medio de resuspension, hace pensar que
cuando se lleva acabo el marcaje con Tc-99m hay una modificacion en los
liposomas, por lo cual son mas susceptibles al reconocimiento de los
macrofagos. Se observd que después de cierto tiempo la suspension de
liposomas marcados con Tc-99m adquirian una color. Resultados y discusion
los fosfolipidos se estaban oxidando con el Sn*" que se produce de la
reduccién del Tc-99m para que se lleve acabo la transquelacion con el DTPA
(Figura 22).
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Figura 22. Ecuacion de reduccion del Tc-99m y esquema de transquelaciéon del Tc-99m con el
DTPA.

Pensando en que el marcaje con Tc-99m sea lo que esta oxidando a los

fosfolipidos, se volvié a utilizar como radionuclido al In-111.

Biodistribucion de los liposomas elaborados con PBS y marcados con In-
111.

Para el estudio de biodistribucion de los liposomas marcados con In-111 se
utilizé un amortiguador de citrato de sodio pH 5, con la intencion de mantener el
pH de 7 después de agregar al radionuclido.

El estudio de biodistribucion muestra que los liposomas se acumulan
mayoritariamente en higado (30.7 £ 2.3%), bazo (3.6 £ 0.6%) y heces (35.2 =
9.7%), mientras que con el control (In-111) la acumulacién se da en el higado
(37.1 £ 14.8 %) y los rifiones (7.7 £ 0.3%); en la tabla 10 se muestran los

demas resultados de la biodistribucion.

Resultados y discusion

Tabla 10. Estudio de biodistribucion en ratas Wistar.

Porcentaje de Dosis inyectado por gramo de
organol/ tejido (* SEM
Organos Lip-In-111 Control (In-111)
(n=5) (n=3)
Sangre 9.8+21 85+3.9
Bazo 36+0.6 23+09
Higado * 30.7+£23 37511438
Rifién 21217 7.7£0.3
Corazén 0.1+£0.02 0.1+£0.04
Pulmén 09+03 09+04
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Musculo 18+£1.2 41+11

Estomago 51+£25 14+07
Heces 35.2+97 28+1.0
Orina * 7.0+£4.6 1.0+1.2

* Estadisticamente significativo (p<0.05).

En las imagenes gamma-graficas de los liposomas elaborados en PBS y
marcados con In-111 (Figura 23) podemos observar que permanecen por mas
tiempo en circulacion sanguinea y que acumulan en higado a la hora de ser
administrados y en el bazo e intestinos hasta las 3 horas. En las imagenes
gamma graficas del control podemos observar que se acumula principalmente
en el higado, el que la imagen sea sucia (borrosa) nos indica que se esta

acumulando en todos los tejido.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA - DEPARTAMENTO DE MEDICINA NUCLEAR
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Figura 23. Imagenes gamma-gréficas de los liposomas elaboradus cii roo y inaivauus vuii
In-111.

En la figura 24 se muestra los resultados de biodistribucién de los diferentes
liposomas elaborados, asi como los datos que mostraron diferencias

significativas en el analisis de varianza (p<0.05).
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Figura 25. Gréfica de los estudios de biodistribucion.
* Estadisticamente significativo (p<0.05).

En la grafica podemos observar que la acumulacion en la sangre a las 24 horas
después de la administracion de los liposomas en PBS marcados con In-111 se
incremento con respecto a las demas formulaciones de liposomas, lo cual nos

indica que aumento el tiempo de residencia en la circulacion sanguinea.

Biodistribucion de los liposomas en un modelo tumoral.

El estudio de biodistribucién en el modelo tumoral muestra que los liposomas
marcados con In-111 y elaborados con SSI se acumulan mayoritariamente en
higado (44.3 = 0.7%), bazo (2.7 £ 2.4%) y el tumor (0.33 £ 0.12), mientras que
el control (In-111) se acumula en el higado (12.9 £ 0. Q{esu[iac[osy discusion
+ 5.1%) y el tumor (0.26 + 0.06%). Todos los datos de biodistribucion se

muestran en la figura 25, asi como los datos que mostraron diferencias
significativas en el analisis de varianza ((p<0.05).
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Figura 25. Grafica del estudio de biodistribuciéon en un modelo tumoral de CaCu.

El estudio de biodistribucion en el modelo tumoral muestra que los liposomas
marcados con In-111 y elaborados con PBS se acumulan mayoritariamente en
higado (8.45 + 0.6%), bazo (11.05 £ 2.7%) y el tumor (0.28 = 0.03).

Se probaron estos liposomas en el modelo tumoral para ver que tanto se
acumulaba en la zona tumoral, obteniéndose como resultado que se acumula
muy poco. Como la entrega de farmaco es de manera pasiva es necesario que
el tiempo de circulacién sea prolongado para que se pueda acumular en el

tumor y asi el cisplatino y la radiacién puedan realizar el efecto terapéutico.
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Figura 27. Imagenes y-graficas de los liposomas en un modelo tumoral.

En las imagenes gamma graficas de los liposomas elaborados en SSI y PBS
podemos observar que los liposomas no se acumularon en la zona tumoral, ya
que son eliminadas por captura de RES, en cambio en las imagenes del control
(In-111) podemos observar una alta acumulacion en los tumores desde la

administracion, pero también se esta acumulando en todos los tejidos.
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Parametros farmacocinéticos.

En la tabla 11 se muestra los resultados del analisis farmacocinético.

Tabla 11. Parametros farmacocinéticos.

Formulacién de | Ke (W) | 4BC ABMC}' TMR ( h) T1/2
liposomas
SSI-In111 0.1471 635.67 4460.40 7.02+14 4.71£ 0.9

SSI - Tc-99 0.4128 200.23 506.67 253+03 | 168+ 0.2

PBS-Tc-99 0.2404 363.19 1607.88 443 +0.5 2.88+04

PBS-In111 0.0471 2086.02 | 44702.51 | 21.43+£10.1 | 14.72+6.5

El analisis farmacocinético indico que tanto los liposomas elaborados en SSI
como los preparados en PBS y marcados con Tc-99m se eliminan muy rapido
del torrente sanguineo ya que el TMR es de aproximadamente 2 h. Se observa
un aumento del TMR en los liposomas que fueron preparados en PBS y
marcados con In-111, aunque el resultado no es confiable, ya que la camara
gamma sufrié una descalibracion lo que hizo que perdiera resolucion y que el
analisis de las regiones de interés de dos de las cinco imagenes gamma
graficas fuera menos preciso. Por lo anterior se recomienda hacer el estudio
nuevamente con la camara calibrada, aumentar el numero de animales y volver

hacer el analisis farmacocinético.

En la grafica 27 se evalua la capacidad de los liposomas para permanecer en
la circulacion sanguinea, observandose que los liposomas marcados con Tc-
99m son rapidamente eliminados por una pronta respuesta del RES; no asi los
liposomas elaborados en PBS y marcados con In-111 que aumentan su estadia
en la circulacion sanguinea. Lo cual quiere decir que las modificaciones que se
le realizaron a la primera formulacién de liposomas ayudaron a aumentar su

tiempo de circulacidon sanguinea.
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Figura 27. Grafica de permanecia de los liposomas en circulacion sanguinea.

En la figura 28 se evalua la capacidad de los liposomas a acumularse en el
tumor, observandose que los liposomas elaborados tanto en SSI como en PBS

y marcados con In-111 no se estan acumulando en el tumor, debido a que
estan siendo capturados por el RES.
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Figura 28. Grafica de acumulacién en el tumor.
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Conclusiones

6. CONCLUSIONES.

Los resultados en el presente trabajo de investigacion mostraron que todas las
formulaciones de liposomas estudiadas presentaron una rapida eliminacién,
posiblemente asociada a una rapida respuesta del sistema reticuloendotelial
(RES), lo cual impidi6 que éstos se acumularan de forma significativa en el

tejido tumoral.

Por otra parte, los resultados también mostraron que la biodistribucion de los
liposomas fue “muy limpia”, es decir, no se acumularon en todos los tejidos del
organismo, y solo en algunos o6rganos especificos, lo cual nos sugiere una
reduccion significativa de los efectos toxicos secundarios del cisplatino y del
agente de radioterapia. El estudio mostré que los 6rganos de mayor
acumulacion fueron el higado y el bazo, los cuales se caracterizan por una gran

tolerancia a la quimioterapia y a la irradiacion.

En la literatura se encontré6 que formulaciones similares a las desarrollas en
este trabajo de tesis tenian un tiempo de vida media de 17.3 h®%20%°
encontrandose que la unica diferencia entre ellas es que el radionuclido
utilizado en nuestro marcaje, esta unido a la superficie del liposoma. Se cree
que esto influye en un rapido reconocimiento por parte del sistema inmune que
promueve su eliminacion de la circulacion sanguinea. Se plantea en un futuro,
y como parte de la investigacion, la posibilidad de encapsular el radionuclido al
interior del liposoma, con el fin de evaluar el tiempo de residencia en la

circulacién sanguinea.

Si bien los resultados no han sido del todo favorables, se espera que al hacer
modificaciones a la formulacion para encapsular el radionuclido, se incremente
el tiempo de residencia en la circulacion y permita una mayor acumulacién en

el tumor; para posteriormente evaluar su potencial terapéutico.
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Anexo

ANEXO 1.

Conceptos basicos de la fisica de radiaciones.
Radiacion: Es la energia transmitida a través del espacio en forma de ondas

electromagnéticas o de particulas energéticas®.

Radiacion de particulas.

Es la emision y propagacién de energia a través del espacio por particulas
subatdmicas que se mueven a grandes velocidades. Los protones, las
particulas alfa y beta, son algunos de los tipos mas comunes de radiacion de

particulas.

Radiacién electromagnética.
Es una combinacion de campos eléctricos y magnéticos oscilantes, que se
propagan a través del espacio transportando energia de un lugar a otro®®. En

la siguiente figura se muestra el espectro electromagnético.

ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

LUz
IFRARROJO  VISIBLE R-ULTRAVIOLETA
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Figura 29. El espectro electromagnético es una escala en la que puede situarse cualquier onda
de energia. En dicha escala se representa la frecuencia, asi como la longitud de onda de la
radiacion electromagnética, siendo ambas inversamente proporcionales, es decir, a mayor
frecuencia menor longitud de onda.

Radioactividad.
Es una propiedad de ciertos elementos quimicos cuyo nucleo atémico es
inestable y se descompone en otro mas estable que él, a la vez que hay un

desprendimiento de energia conocido como radiacion3.
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El nucleo que resulta de la desintegracion puede no ser estable, y entonces se
desintegra en un tercero, el cual puede continuar el proceso, hasta que
finalmente se llega a un nucleo estable. Se dice que los sucesivos nucleos de
un conjunto de desintegraciones forman una serie radiactiva o familia

radiactiva. Segun su naturaleza la radioactividad se divide en:

g Particulas a
Directamente ionizante < Particulas 8
Neutrones
Protones
Radiacion ionizante. <
Rayos y
Indirectamente ionizante
\ Rayos X
~
uv
Visible
Radiacion no ionizante < IR
Microondas
Radio
g

Particulas a.

Es un conjunto de dos protones y dos neutrones expulsados del nucleo de un
atomo, es idéntica a un nucleo de helio (*He). Los radionuclidos emisores de
particulas a son en general nucleos relativamente pesados como Radio (Ra),
Radén (Rn), Torio (Th) y Uranio (U).

Los emisores alfa emiten particulas a con energias cinéticas entre unos 4 y 6
MeV; el alcance de estas particulas a no sobrepasa los 5 cm.

Los emisores o no representan por lo general ningun peligro de radiacion
externa. Sdlo son peligrosos si se captan al interior del cuerpo; como depositan

su energia a corta distancia pueden generar un gran dafio en los tejidos®1326:%3,
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Figura 30. Una particula a esta formada por dos protones y dos neutrones que actian como
una unica particula. Cuando un nucleo radiactivo inestable emite una particula alfa, su nimero
atémico (el numero de protones) y su niumero de neutrones disminuyen en dos, mientras que
Su numero masico se reduce en cuatro.

Particula (.
Una particula beta es un electron (B) o positrdnf(B*) muy energético. Los

radionuclidos emisores beta pueden ser de peso atomico alto o bajo como
Tritio (*H), Carbono ('*C), Fésforo (*3**P) y Azufre (*?S).

La emision de una particula beta menos (B°) implica la transformacién de un
neutrén en un protdn, un electrén y una tercera particula llamada antineutrino*.
El electron y el antineutrino son expulsados del nucleo con una energia
variable. Como resultado tenemos un nucleo con el mismo numero masico y
numero atomico Z+1. La desintegracion 3° suele ocurrir con nucleos en los que

la proporcién neutrén-proton (N/Z) es demasiado grande para tener estabilidad.

La emision de una particula beta mas (B*) implica la transformacion de un
protdn en un neutrén, un positrén y un neutrino® dentro del nucleo. El positron

y el neutrino son expulsados del nucleo con una energia variable. Como

" El positrén es la antiparticula del electrén. Tiene la misma masa y la mayoria de las demas
propiedades del electrén, salvo su carga, cuya magnitud es exactamente la misma que la del
electrén, pero de signo positivo.

*Esla antiparticula de un neutrino. Es una particula de carga nula, se mueve a una velocidad
cercana a la velocidad de luz.

SEsuna particula elemental que pertenece al grupo de los leptones. Tiene spin %2, y no tiene
carga eléctrica.
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resultado tenemos un nucleo con el mismo numero masico y numero atomico

Z-1. La desintegracion B* suele ocurrir con nucleos en los que la proporcion
neutrén-protdn (N/Z) es demasiado pequefia para tener estabilidad®?.

La vida del positron es muy corta, por lo que no es facil de observar en la
naturaleza. Al difundirse en el medio, los positrones chocan con electrones
libres produciéndose una reacciéon de "aniquilacion". Como resultado, la masa
de ambas particulas se convierte completamente en energia, produciendo dos
fotones (rayos gamma) de alta energia que se proyectan en direcciones

totalmente opuestas, a 180° uno del otro.

La desintegracion por la emision de un positron compite con la captura de un
electron. Ya que hay unos pocos radiontclidos para los cuales B no es
energéticamente posible.

En la desintegracion con captura de electron, el nucleo absorbe un electron
orbital (A medida que los electrones de las 6rbitas exteriores caen a niveles de
energia mas bajos para llenar el hueco dejado por el electrén expulsado, el
atomo emite rayos X) y emite un neutron y un neutrino; esta es posible
siempre que el nucleo resultante tenga una energia total menor que la del
nucleo inicial. En cambio, la desintegracién con positrén exige que la energia
total del atomo inicial sea mayor que la del atomo resultante en mas de 1.02

MeV (dos veces la energia masica residual del positron)°.
Las energias beta maximas tipicas oscilan desde 18.6 keV para el tritio (°*H) a

1.71 MeV para el fosforo 32 (**P). El alcance de las particulas beta en el aire

es de unos 3.65 m por MeV de energia cinética.
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Figura 32. A la izquierda se muestra una desintegracién 3, donde un neutrdn se convierte en
un proton emitiendo un antineutrino y una particula beta cargada negativamente. A la derecha
se muestra una desintegracion B°, donde un protén se convierte en un neutrén emitiendo un
neutrino y una particula beta positivamente cargada.

Rayos Gamma.

La radiacibn gamma es radiacién electromagnética emitida por un nucleo
cuando experimenta una transicién de un estado de energia mas alta a un
estado energético mas bajo>. El nimero de protones y neutrones del ntcleo no
varia en estas transiciones. Ejemplos de emisores de rayos gamma son el
Cobalto (®°Co), el Zinc (®°Zn), Cesio ("*’Cs) e Indio (""'In).

Los rayos gamma se emiten a menudo inmediatamente después de una
desintegracion alfa o beta. Los rayos gamma también pueden ser el resultado
de la captura de un neutrén y de la dispersién inelastica de particulas
subatdmicas por ntcleos®.

La conversion interna compite con la emisibn gamma cuando un nucleo se
transforma de un estado de mas energia a otro de energia menor. En la
conversioén interna, en lugar de emitirse un rayo gamma desde el nucleo, se
expulsa un electréon de una orbita interior del atomo. A medida que los
electrones de las érbitas exteriores caen a niveles de energia mas bajos para
llenar el hueco dejado por el electron expulsado, el atomo emite rayos X. La
probabilidad de conversion interna frente a la probabilidad de emisibn gamma

aumenta con el numero atomico®'>%2,
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Mientras que las particulas alfa y beta tienen alcances definidos en la materia,
los rayos gamma experimentan una atenuacion exponencial a medida que

atraviesan la materia. La atenuacion de los rayos gamma viene dada por:

I(x) =1(0)se™™
donde I(x) es la intensidad de los rayos gamma en funcién de la distancia x en
el material y y es el coeficiente masico de atenuacion. El coeficiente masico de
atenuacion depende de la energia de los rayos gamma y del material con el

que interactuan los rayos gamma.

Rayos X.

Los rayos X son una radiacidn electromagnética y, en ese sentido, son
idénticos a los rayos gamma. La distincion entre rayos X y rayos gamma radica
en su origen. Mientras que los rayos gamma se originan en el nucleo atémico,
los rayos X resultan de interacciones en las capas electrénicas del atomo.
Aunque a menudo los rayos X tienen energia inferior a la de los rayos gamma,
éste no es el criterio que los diferencia; ya que se pueden producir rayos X con
energias mucho mas elevadas que las de los rayos gamma procedentes de la
desintegracion radiactiva. Ejemplos emisores de rayos X son los radioisétopos

Yodo (125|’ 131|)5,13'

Los rayos X pueden producirse durante el proceso de desintegracion radiactiva
(captura de electrén y conversiéon interna) o como radiacion de frenado
(bremsstrahlung)® 13263,

En la radiacion de frenado los rayos X son producidos mediante la aceleracion
de particulas cargadas (electrones principalmente) que circulan a través de
una gran diferencia de potencial eléctrico. Las particulas son después frenadas
rapidamente en un material denso y resistente al calor, como el Tungsteno (W)
o el Cobre (Cu); como resultado de las interacciones se obtiene un espectro
continuo de rayos X de frenado, conocidos como bremsstrahlung, con una

energia maxima igual a la energia cinética de los electrones incidentes .
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Los rayos X interactuan con la materia de igual manera que los rayos gamma,
pero una simple ecuacion de atenuacion exponencial no describe con precision

la atenuacion de rayos X con una gama continua de energias®.

Cantidades, unidades y definiciones.
A continuacion se da la descripcidon de algunas cantidades, unidades y
definiciones que se suelen emplear en seguridad radiologica.

Actividad. Esta cantidad representa el numero de transformaciones nucleares
que se producen por unidad de tiempo. Su unidad es el Bequerel (Bq), esta

definida como una desintegracion por segundo.

Constante de desintegracion (A). Es la constante de proporcionalidad entre
el numero de desintegraciones por segundo y el numero de atomos radiactivos:
_dN/N

Cdt

donde dN/N indica la fraccion de los atomos de un radionuclido que se

A

desintegran con respecto al total existente. La constante de desintegracion se

refiere a la fraccidon de los atomos que se desintegran por unidad de tiemp.

Tiempo de vida media. Es el tiempo en el cual la radioactividad decrece hasta
la mitad de su valor inicial. El tiempo de vida media se relaciona con la

constante de desintegracion mediante la siguiente ecuacion:
_In2
Ly = )

Decaimiento radioactivo. Se refiere al indice mediante el cual un atomo
inestable emite energia o se desintegra con respecto al tiempo. La

actividad radioactiva decrece exponencialmente de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

A =A,0e™"
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donde A: es la actividad radiactiva al tiempo t, Ag es la actividad radiactiva

inicial, A es la constante de desintegracion caracteristica de cada radionuclido y

t es el tiempo transcurrido.

Concentracion radiactiva. La concentracion radiactiva de una soluciéon se

refiere a la radiactividad por unidad de volumen de la solucién (Bg/mL).
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ANEXO 2.

Interaccion de la radiacién con la materia.

La materia esta constituida por atomos, y la radiacion ionizante interactua con
los nucleos y los electrones orbitales de los mismos con una probabilidad de
ocurrencia que depende del tipo y energia de la radiacion, asi como también de
la naturaleza del medio de interaccién. En todos los casos el resultado de la
interaccion de la radiacion con la materia son la excitacion” o la ionizacién'™ de

los atomos del material de interaccion®.

Interaccion de la radiacion electromagnética con la materia.

La radiacion electromagnética que nos interesa como interacciona con la
materia, es basicamente la radiacion gamma y los rayos X. Existen 3
mecanismos principales de interaccion de los fotones de los rayos X y gamma

con la materia:

v' Efecto fotoeléctrico: Se produce cuando un fotén interacciona con un
atomo expulsando uno de sus electrones orbitales de las capas

electrénicas K, L, M o N. En este proceso, toda la energia del fotén (kv)es

transferida al electrén atdomico; parte de la energia del foton es usada para
vencer la energia de enlace del electron y el resto de la energia es otorgada
al electrén en forma de energia cinética®. La energia cinética del electrén
expulsado (fotoelectrén) es:

E, =hv-W,

donde W, es la energia de enlace del electrén al atomo.

El atomo residual que resulta tras un efecto fotoeléctrico, es un ién positivo
con una vacante en una capa profunda, por lo general la capa K; tal
vacancia puede ser llenada por un electron orbital de las capas electronicas

externas, dando como resultado la emision de rayos X caracteristicos que

* Cuando un &tomo recibe un aporte energético y los electrones pasan de una capa interna a
una capa mas externa.

" Cuando un &tomo recibe un aporte energético que produce una separacién completa del
electrén de su atomo.
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viajan algunos milimetros antes de volver a sufrir otra interaccién (Figura
33)%.

A
Rayos ¥ caracteristicnasﬁ,‘g

Fotdn
incidente

Fotoelectrin

Figura 33. Efecto Fotoeléctrico.

v' Efecto Compton: Para que el efecto Compton pueda ocurrir, se requiere
que en foton incidente tenga una energia mucho mayor a la energia de
ligadura de los electrones de un atomo®*. El fotén al chocar con un electrén
(considerado libre y en reposo) se dispersa fuera de su direccidn original y
transmite parte de su energia al electron; por lo consiguiente el electron
adquiere energia cinética y se aleja del atomo. El fotéon dispersado tendra
una frecuencia v" menor a la frecuencia v del foton incidente y podra seguir
interaccionando con mas electrones del medio (Figura 34). La energia del
fotdn dispersado es:

hv,

hv = w
2 (1-cos8)

1+
mc

donde m,’> = 0.511 MeV es la energia de la masa del electron, hvy es la

energia del foton incidente y 0 es el angulo de desviacién del fotén
incidente.
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Figura 34. Efecto Compton.

Ademas el efecto Compton depende de la densidad electrénica del material

y es casi independiente al numero atémico.

v" Produccion de pares: Este tercer mecanismo de absorcién de la radiacién
electromagnética por la materia sucede cuando un foton incidente interactua
con la fuerza Coulumbiana de un nucleo?®. Sélo puede ocurrir cuando los
fotones incidentes poseen una energia igual o mayor a 1.022 MeV; debido a
que el fotdbn se materializa en un par electron-positrén, y la energia
electromagnética se convierte en energia en reposo (0.511 MeV tanto para
el electron como para el positrén)®. La energia sobrante se convierte en
energia cinética de las particulas recién creadas. El principio de
conservacion de la energia se expresa:

hv =1.022MeV +E, + E_
donde E. y E. representan las energias cinéticas del positrén y del electron

respectivamente

Electrdn

Fotdn de 0.511 Me

Fotdn incidente A

b= 1.022 My "W IS

Fositrdn

35
L"’E-
Fotdn de 0.511 Mev

Figura 35. Produccion de pares
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Puesto que este proceso resulta de una interaccion con el campo
electromagnético del nucleo, la probabilidad de que ocurra se incrementa
rapidamente con el numero atémico.

Los positrones resultantes de la creacién de pares, al igual que los
procedentes de la desintegracién B*, se aniquilan al combinarse con
electrones en el medio de interaccion, produciendo asi dos fotones de 0.511
MeV cada uno. El primer fotén es emitido isotrépicamente y el segundo se

crea en direccion opuesta.

La energia del foton y el material con el que interactia determinan qué
interaccion es la mas probable. La Figura 36 muestra las regiones en las que
predomina cada tipo de interaccion en funcién de la energia del foton y del

ndmero atémico del absorbente.

Nimero afdmico
del ohsorbente

1201

100

- Predomin el efecto
B0 fotoeléctrico

Predomina lo produccidn
de pores

B0

40+
Pradomina el efecto

Compton Energin
el fotdn
0 . . : - (MeV)
001 01 1 10 100

Figura 36. Importancia relativa de las tres interacciones principales de los fotones con la

materia.

Interaccion de particulas cargadas con la materia.

La interaccidn de particulas cargadas con la materia tiene lugar a través de
colisiones elasticas o inelasticas con nucleos atomicos, con electrones
orbitales. Se dice que se tiene una colision elastica cuando la energia cinética
total del sistema, se mantiene constante. En cambio la interaccién es inelastica
cuando esa energia no se conserva; 0 sea cuando parte de la misma se

transforma en algun otro tipo de energia. En términos generales las particulas
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cargadas interaccionan con la materia por una de las cuatro alternativas

siguientes:

Colision elastica con electrones atémicos

v

v" Colision elastica con nucleos

v" Colisién inelastica con electrones atémicos
v

Colisioén inelastica con ntcleos

Cuando una particula cargada atraviesa un medio se dan, con distintas
probabilidades, algunos de los cuatro procesos indicados. En todos ellos la
particula pierde energia cinética ya sea cediéndola como tal a los electrones o
al nucleo con el que interacciona y transformandola en energia de excitacion, o

convirtiéndola en radiacion electromagnética (radiacion de frenado).

Interaccion de particulas alfa.

Una particula alfa interacciona fundamentalmente con los electrones atomicos,
produciendo principalmente ionizacion y excitacion en los atomos del
absorbente®. Las particulas alfa producen una ionizacién especifica muy
elevada, ya que pierden la totalidad de su energia en un recorrido muy corto.
Las particulas van perdiendo paulatinamente su energia, hasta que se detienen
y capturan dos electrones del entorno, convirtiéndose en atomos de helio.
Estas particulas emitidas por los nucleos atdmicos con energias comprendidas
entre los 3 y los 6 MeV, con un alcance en el aire de 5 cm y 60um en tejido

bioldgico> 2.

Interaccion de particulas beta y electrones.

Los mecanismos de interaccidon de particulas ligeras, tales como los electrones
y particulas beta, son las colisiones con electrones atémicos que producen
ionizacion y excitacion a bajas energias de la particula ligera, y de radiacion de

frenado, en el caso de particulas de alta energia.
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Cuando un electrén o una particula beta de alta energia pasa cerca de un
nucleo, sus campos electromagnéticos interactuan y las particulas se atraen. El
electron al ser menos masivo que el nucleo experimenta una desaceleracion y
su trayectoria sufre una desviacion. La velocidad del electron disminuye, en
consecuencia disminuye su momento y su energia. Para no violar las leyes de
conservacion en este proceso, el electrén emite un foton en la direccion original
de su movimiento, al que se denomina Bremsstrahlung o radiacion de
frenado?®®.

En el caso de particulas beta o electrones, el alcance depende de su energia
cinética, de la densidad de electrones del absorbente, que a su vez depende de
ZIA.
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ANEXO 3.

Camara gamma.

En 1960 Hal Anger construyo la primera camara gamma que permitio hacer
imagenes estaticas de la biodistribucién de los radiofarmacos**. En la
actualidad la camara gamma es uno de los principales instrumentos para la
obtencién de imagenes fisiolégicas en medicina nuclear utilizadas en el
diagnostico de enfermedades®'?.

La funcidén basica de la camara gamma es proporcionar una imagen de la
distribucion del radiofarmaco inyectado en el paciente. El radiofarmaco emite
rayos gamma que escapan del cuerpo y son detectados por la camara gamma.
La camara gamma consta de cuatro partes basicas: colimador, cristal detector

(Nal(T1)), tubos fotomultiplicadores (TPM) vy procesamiento de imagenes

(Figura 37).
Computadora

Amplificacion

Tubos
Fotamultiplicadares

Cristal Nal(Tl) == ]

OOCananonanonnn—— ootimacor
C‘:ﬂf:‘q‘zﬁ:—;’ﬂ Paciente

Figura 37. Esquema general de una cdmara gamma 0 gamma camara

Colimador.

A poyado sobre el detector esta el colimador, elemento intercambiable, que se
elige de acuerdo a las necesidades del estudio. Es de plomo o tungsteno y
consta de un conjunto de orificios, distribuidos de acuerdo con los distintos

patrones geométricos. Anexo

El colimador limita el campo de vision del detector y mejora la deteccion del

sistema. Existen distintos colimadores (Figura 38), la eleccion de los cuales

* Un radiofarmaco se encuentra constituido por un farmaco o biomoléculas (anticuerpos
monoclonales, policlonales o péptidos) y un radionudclido. Son utilizados en medicina nuclear
para el diagnostico y tratamiento de algunas enfermedades.
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depende del estudio que se va a realizar. En la seleccién hay que tener en
cuenta la energia del radionuclido administrado y la geometria del 6rgano del
cual hay que realizar la imagen. En los casos de 6rganos pequefios (tiroides,
escafoides, cabeza femoral) se utiliza un colimador pinhole, de un solo agujero
convergente, que posee muy buena resolucion, muy baja sensibilidad y
magnifica la imagen'?.

Los colimadores utilizados con mas frecuencia son los de orificios paralelos. De
acuerdo con la geometria de fabricacion de este tipo de colimadores, se
pueden obtener colimadores de alta resoluciéon (baja sensibilidad), alta
sensibilidad (baja resolucion), para todo estudio (resolucién y sensibilidad

intermedia), y ultra resolucién (muy baja sensibilidad).

UL LLLIPZ777 TSN

Altp resciucion  Ultraafta resolucion Todo propasito Colimadar divergenie

I I I I I I WN\\\1///4

Colimadar convargaie

Cv-AR Cy-LIAR Cw-TP \ ,

A Colbmpiones paraieios B Prhole

Figura 38. Diferentes tipos de colimadores: de agujero paralelo (A) con diferentes arreglos
geomeétricos; y Pinhole (B) divergente; convergente.

Detector.

Los detectores mas empleados consisten en un cristal de yoduro de sodio
activado con talio (Nal (Tl)). El espesor del cristal es habitualmente de 2 o 3/8
pulgada (6.35mm o 9.52mm, respectivamente). La forma del cristal puede ser
circular o rectangular®'?.

Cuando la energia de la radiacion gamma interacciona con el cristal de Nal (Tl),
se produce luz en cantidad proporcional a la energia dispersada. Esta luz o
fotdbn puede medirse y es proporcional a la energia absorbida en el cristal de

Nal (TI).
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Tubos fotomultiplicadores.

Después de que el cristal de Nal (Tl)) convierte los rayos gamma en luz. Los
tubos fotomultiplicadores convierten la luz en senales eléctricas. Luego, estas
sefales eléctricas se usan para determinar la posicion y la energia de los rayos
gamma.

El principio de la operacion del PMT se muestra en la Figura 39. Al incidir un
foton en el fotocatodo, se desprende un electron que es acelerado a una placa
llamada dinodo, y esté provoca el desprendimiento de mas electrones, los
cuales son acelerados a un segundo dinodo. Este proceso se repite varias
veces, de modo que ocurre una multiplicacion de electrones de 10° veces
desde al fotocatodo hacia el anodo. Este pulso eléctrico es amplificado y

analizado para determinar la energia del fotén absorbido® .

Anodo

Dinodo

Fotocatodo

PMTs Colimador
Cristal MaliTh

Figura 39. Esquema de un tubo fotomultiplicador.

Determinacion la localizacién espacial (coordenadas X, Y).
A la salida de cada PMT entra en un amplificador. Las sehales de los

amplificadores se combinan en cuatro sefales (x*, x, y*, y). Los pulsos

93



Anexo
electronicos (X, Y), generados en los fotomultiplicadores, definen la localizacion

de los sucesos radiactivos.

Las sefales son amplificadas y después filtradas, cuando estas se encuentran
dentro del rango de energia predeterminado la informacion se utiliza para
formar la imagen del evento'?.

El proposito de la discriminacion de energia que realiza el analizador de altura
de pulsos, es aceptar la mayor cantidad posible de cuentas sin dispersion y

rechazar la mayor cantidad posible de cuentas dispersas.

Sin embargo los rayos gamma pueden dispersarse cuando atraviesan el tejido,
cambiando su direccion. Una vez que el rayo gamma se dispersa, ya no es

posible determinar de qué parte del paciente fue originalmente emitido>'2.

Sistema de coémputo.
Las computadoras en medicina nuclear se usan para la adquisicion,

almacenamiento y manipulacion de imagenes gamma - graficas.

Después de que las sefiales son amplificadas pasan a un convertidor
analdgico-digital que las transfiere hacia una computadora. A esta también
ingresa la informacion sobre la cantidad de fotones que interaccionaron con el
cristal. Esta informacion se guarda en la imagen digital, la cual se puede

procesar y copiar sin que se pierda su resolucién o se haga mas ruidosa’?.

Cada pixel de la imagen esta representado por un numero binario. Este numero
indicara la actividad proveniente de la fuente radiactiva y determinara la
intensidad de acuerdo al color asignado en la imagen gamma grafica. Las
escalas de colores o grises pueden ser lineales, exponenciales (resaltan zonas

calientes), logaritmica (resalta zonas frias y tibias), etc. 2.
La matrices que se usan son cuadradas de 64 x 64, 128 x 128, 256 x 256, etc.

La eleccion del tamafo de la matriz depende de la resolucion espacial del

equipo, tamafio del campo visual del detector y de la estadistica de recuento.
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En medicina nuclear se hacen estudios estaticos y dinamicos. En los primeros
se obtienen imagenes independientes entre si, mientras que en los segundos

se obtiene una serie de imagenes en distintos intervalos de tiempo.
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