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EL EXITO COMIENZA CON LA VOLUNTAD

Si piensas que estds vencido, lo estds;

Si piensas que no te atreves, no lo hards;

Si piensas que te gustaria ganar, pero que no puedes, no lo logrards;
Si piensas que perderds, ya has perdido:

Porque en el mundo encontrards

Que el éxito empieza con la voluntad del hombre.

Tienes que estar sequro de ti mismo,
Antes de intentar ganar un premio;

La batalla de [a vida no siempre la gana,
El hombre mds fuerte o el mds ligero;
Porque tarde o temprano,

El hombre que gana,

Es aquél que cree poder hacerlo.
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RESUMEN 1

1. RESUMEN

En el presente trabajo se describe una metodologia y diversas modificaciones aplicadas a
ésta, para la co-encapsulacion de dos agentes antineopldsicos: doxorrubicina y 5-

fluorouracilo en una suspension liposomal.

Se presenta también el efecto de las técnicas de sonicacion, liofilizacién y extrusion sobre
la estabilidad de las formulaciones, la homogenizacion del tamafio de las vesiculas y la

eficiencia de encapsulado de las suspensiones liposomales.

Finalmente, se describen los procedimientos desarrollados para llevar a cabo la
caracterizacién de los liposomas. Estos incluyen la determinacién de algunos parametros
como el tamano de las vesiculas, el potencial zeta asociado a las mismas, la concentracion
de fosfolipidos en la suspensién, y la cuantificaciéon del farmaco(s) atrapado(s), en los

distintos lotes de liposomas preparados.
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2. LISTA DE ABREVIATURAS

HSPC Fosfatidilcolina hidrogenada de soya
CHOL Colesterol
m-PEG Metoxi-polietilenglicol en forma de sal de amonio de 1,2-

Diaesteroil-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina-N-[Metoxi-
Polietilen glicol-2000]

a-Tocoferol [(¥)-a-Tocoferol]

DOXO Doxorrubicina (Adriamicina)

5-FU 5-Fluorouracilo

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (High

Performance Liquid Chromatography)

PBS Solucién buffer de fosfatos (Phosphate Buffer Solution)
MLV’s Vesiculas Multilaminares

LUV’s Vesiculas Unilaminares Grandes

SUV’s Vesiculas Unilaminares Pequefias

RES Sistema Reticulo-endotelial

Tc Temperatura de transicion de fosfolipido

Tm Temperatura de transicion para una mezcla
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3. INTRODUCCION

Los datos estadisticos mas recientes [1, 2] muestran que el cdncer es una de las principales causas
de muerte en México y a nivel mundial [3, 4]. Esto probablemente se debe no sélo a la incidencia
de la enfermedad sino también a la poca eficiencia de los tratamientos existentes que en su

mayoria traen al paciente efectos secundarios importantes.

Actualmente la quimioterapia es uno de los tratamientos estandar [5] para el control de la
enfermedad. Con ella se busca disminuir el riesgo de recurrencia, aparicion de metastasis e

incrementar las posibilidades de supervivencia del paciente [6].

De manera general es bien sabido que los farmacos antineoplasicos se caracterizan por tener una
farmacocinética poco favorable y ser altamente tdxicos, observandose como resultado que sélo un
porcentaje minimo de la cantidad suministrada logra ingresar al tejido u érgano blanco y el resto
se distribuye en diversas zonas adyacentes y organos sanos del paciente; ocasionando serias

repercusiones en él.

Con el desarrollo de liposomas cargados con combinaciones de agentes antineoplasicos, se busca
incrementar las posibilidades de que los farmacos que se aplican lleguen al blanco de accion,
disminuyendo de manera notable los efectos secundarios y toxicidad que comunmente se

presentan [7, 8].

Se ha observado que las caracteristicas fisicas y quimicas de los liposomas constituyen un medio
de transporte favorable para evadir el reconocimiento e inmediata degradacion por parte de los

medios de defensa del ser humano (sistema reticulo-endotelial, RES) [9, 10].

Las vesiculas liposomales como mecanismos de transporte y liberacion de agentes citotéxicos,
permiten depositar de manera mas eficiente la dosis terapéutica necesaria para controlar y/o

eliminar el tumor, reduciendo de manera significativa los efectos secundarios asociados a la accion
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citotoxica de los farmacos. Contrarrestando la inespecificidad que caracteriza los tratamientos

existentes.

Al encapsular el farmaco dentro de los liposomas, no sélo se disminuye la toxicidad asociada al
farmaco per se, sino que ademas, es posible generar una liberacién paulatina del medicamento
disminuyendo los posibles efectos adversos que pueden producirse como resultado de una ingesta

masiva del farmaco.

La co-encapsulacién de agentes antineopldsicos en liposomas constituye un modelo idéneo para
estudiar, en sistemas in vitro e in vivo, un posible incremento (sinergismo) de la respuesta que el

paciente mostraria ante el tratamiento combinado [11, 12].
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4. ANTECEDENTES

4.1 GENERALIDADES DEL CANCER

4.1.1 Definicion

El cdncer no es una enfermedad, sino mas bien un conjunto amplio de enfermedades. El cancer es
un sistema renegado de crecimiento que se origina dentro del biosistema de un paciente. Existen

al menos 100 tipos diferentes de canceres, pero todos comparten una caracteristica en comun: el

crecimiento descontrolado de las células que progresa hacia la expansion sin limites [13]. El cancer
puede originarse casi en cualquier parte del cuerpo. De manera general, se clasifican en:

carcinomas, sarcomas, linfomas y leucemias.

El cuerpo estd compuesto de muchos tipos de células, que crecen y se dividen para
producir nuevas células conforme el cuerpo las necesita. Cuando las células envejecen, éstas
mueren y son reemplazadas por células nuevas. En los tejidos normales, las tasas de crecimiento
de nuevas células y la muerte de células viejas se mantienen en balance. En el cdncer este balance
se altera como resultado de un crecimiento celular descontrolado o de la pérdida de la capacidad
de la célula de someterse a suicidio celular mediante un proceso conocido como "apoptosis".
Cuando las células dafiadas no mueren cuando deberian morir, pueden formar una masa de tejido

llamada tumor, que puede ser benigno o maligno.

Las células cancerosas pueden invadir el tejido a su alrededor y diseminarse a otros
6rganos del cuerpo mediante dos mecanismos: invasidon y metastasis. La metastasis es la habilidad
de las células cancerosas para penetrar en los vasos linfaticos y sanguineos, circular a través del

torrente sanguineo y después invadir los tejidos normales en otras partes del cuerpo.

4.1.2 Estadisticas

En los ultimos afios, el cancer se ha establecido como una de las principales causas de muerte en

el mundo. La organizacion mundial de la salud (OMS) reporta que en el afio 2005 el 13% de las
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muertes ocurridas se debieron a diferentes tipos de cancer y se pronostica un aumento en el

namero de muertes en los proximos afios [1-3].

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporta que en el afio 2006 los
tumores malignos ocuparon el tercer lugar en la lista de principales causas de defuncidn en el pais;
por dicha causa fallecieron 63 888 personas, el volumen representa 12.9% del total de
defunciones registradas en el afio [4]. En la Figura 1, se muestra la distribucidn porcentual, segin

el tipo de tumor maligno, por sexo.

3.6 Encéfalo 26 — ¥ —

25 Laringe 0.4 \—)
16.6 Traquea, bronquios y pulmén 779 ——

0.1 Mama 15.0

8.6 Higado y vias biliares intrahepaticas 9.2

5.6 Pancreas 5.8
10.4 Estémago 8.4

35 Vias urinarias

17.1 Prostata Ovarios

Cuello del atero

5.0 Colon
—
7.0 Leucemia 5.8
4.0 Linfoma no Hodgkin 3.0
16.0 Otros 15.9

La distribucién es para cada sexo
Fuente: INEGI. Estadisticas Vitales. Defunciones 2006. Base de datos.

Figura 1. Distribucion porcentual, segun el tipo de tumor maligno, por sexo.

4.1.3 Tratamiento

La seleccion del tratamiento es compleja, considera una serie de factores y debe ser basada en las
caracteristicas clinico-patoldgicas de la enfermedad, principalmente en la etapa o estadio del

cancer [14-16].

Los tratamientos convencionales incluyen:
a) Cirugia,

b) Terapia con radiacion dirigida al tumor,
¢) Quimioterapia,

d) Drogas bioldgicas y,

e) Tratamientos hormonales.
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4.1.4 Quimioterapia

La quimioterapia, tiene por objetivo detener la proliferacidon de las células cancerosas generando
en ellas y en su informacién genética, dafios importantes que la llevan a procesos de senescencia,

arresto celular, o bien, de muerte o suicidio celular (apoptosis).

Asi mismo, esta terapia es empleada de manera simultanea con otros procedimientos para
eliminar ciumulos microscépicos de células metastasicas con el fin de disminuir el riesgo de

recurrencias y poder incrementar la tasa de supervivencia de los pacientes [5, 6].

La quimioterapia se administra, por via intravenosa o de forma oral, en ciclos: un periodo
de tratamiento seguido por un periodo de recuperacién y asi sucesivamente. Esto con el fin de

permitir la recuperacion del paciente ante los efectos secundarios que se presentan.

Una gran limitante del uso de esta terapia son los efectos secundarios que ésta produce,
los cuales dependen de los farmacos que recibe el paciente. En general, los farmacos
antineoplasicos afectan las células del cuerpo que se dividen con rapidez. Estas incluyen, entre
otras, las de la sangre (eritrocitos, linfocitos, macréfagos, etc.). Cuando las células de la sangre son
afectadas, los pacientes tienen mds probabilidades de contraer infecciones, o de sangrar con
facilidad y pueden tener menos energia durante e incluso cierto tiempo después del tratamiento.
Como resultado de la quimioterapia, los pacientes pueden perder cabello (alopecia) y presentar
sintomas como: falta de apetito, nduseas, vomitos, diarrea o llagas en la boca. Esta situacion
merma en gran medida la calidad de vida de los pacientes promoviendo que en ocasiones los

tratamientos no se concluyan ante la desercidn del enfermo.

4.1.4.1 Agentes de quimioterapia

Entre los agentes de quimioterapia mas utilizados, las antraciclinas se han convertido en la base
sustancial del tratamiento de diversos tipos de cdncer siendo la adriamicina (doxorrubicina) el
medicamento mas estudiado. Diversos estudios han evaluado [17] el efecto de la administracidon
combinada de antraciclinas con farmacos como ciclofosfamida, metotrexato y 5-fluorouracilo

(CMF), entre otros agentes quimicos utilizados rutinariamente en la terapia del cancer [18-22].
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Demostrando la posibilidad de incrementar la supervivencia libre de enfermedad (SVLE) mediante

esta practica.

La administracién combinada de agentes antineopldsicos puede potencializar la respuesta
gue el paciente muestra ante el tratamiento ordinario [23]. Estudios de investigacion clinica
realizados durante los ultimos 30 afos han determinado las combinaciones mas eficaces [11, 12,

20]. En el Cuadro 1 se mencionan algunos de los farmacos empleados en el tratamiento del

cancer.
Nombre de marca Nombre genérico
Adriamycin Doxorrubicina
Cytoxan Ciclofosfamida
Ellence Epirrubicina
Navelbine Vinorelbina
Taxol Paclitaxel
Taxotere Docetaxel
Xeloda Capecitabina
Gemzar Gemcitabina

Cuadro 1. Farmacos de uso comun en el tratamiento del cancer.

Dos de los agentes de mayor uso para el tratamiento farmacolégico de la enfermedad son la

doxorrubicina y el 5-fluorouracilo.

4.2 DOXORRUBICINA (Adriamicina)

Tipo de antibidtico que proviene del hongo Streptococcus peucetius. Las antraciclinas forman un
grupo de antibidticos altamente citotdxicos utilizados como agentes antineoplasicos en una amplia
variedad de indicaciones. Son utilizados desde hace décadas, casi siempre asociados a otros
farmacos antineoplasicos con perfiles farmacolégicos complementarios para potenciar su eficacia

anticancerosa [24-27]. Actualmente, estdn comercializados como: doxorrubina, daunorrubicina,

epirrubicina, idarrubicina y mitoxantrona.
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El término antraciclina deriva de su estructura quimica, que contiene un anillo antracénico
(tres anillos hexagonales condensados linealmente), aunque la mayoria de las moléculas
pertenecientes a este grupo, salvo la mitoxantrona, en realidad tienen un nucleo formado por
cuatro anillos condensados (naftafeno). Todos ellos contienen ademas amino azucares o andlogos

de estos.
4.2.1 Farmacologia

Las antraciclinas comparten un mismo mecanismo de accién citotdxico. Son activos sobre la
cadena de ADN, afectando a su integridad e impidiendo la replicacién normal. Actldan
intercalandose entre las parejas de bases de la doble hebra de ADN, promoviendo la deformacién
de la cadena. Al intercalarse afectan la acciéon de las topoisomerasas, enzimas nucleares que

resuelven los problemas topoldgicos que surgen durante la replicacion y transcripcion [28-30].

Ademas de otros cambios quimicos importantes, generan un blogueo de la topoisomerasa
Il (ADN girasa), un mecanismo parecido al de los alcaloides del podofilo (etopdsido, tenipdsido).
Actuan preferentemente sobre la fase S (sintesis de ADN) del ciclo celular, aunque también actuan

durante la fase G2 (post-sintesis).

Las antraciclinas también provocan cortes en el ADN por un mecanismo complejo. Por una
. . .. T . P 3+
parte forman radicales libres por reaccién de la antraciclina con iones férricos (Fe™ ), formando un

complejo que participa en el ciclo de éxido-reduccién, como hace la bleomicina. Por otro lado,

tienen accion directa sobre la membrana celular.

Estos compuestos, pueden provocar una disminucidon en el nimero de células sanguineas
presentes en la médula désea. Su uso por periodos extensos puede provocar dafio severo al
corazoén, incluso afios después de haber dejado de tomarlo.

4.2.2 Toxicidad

Los pacientes tratados con este tipo de farmacos son susceptibles de manifestar importantes

reacciones adversas cardiacas, especialmente insuficiencia ventricular izquierda aguda,
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principalmente con dosis superiores a 550 mg/ml lo que supone un evidente factor limitante de la
dosis y, consecuentemente de su utilidad terapéutica; también pueden aparecer con frecuencia
arritmias cardiacas o flebitis si se usan vasos sanguineos pequefios o si se repiten las inyecciones

€n un mismo vaso.

La cardiotoxicidad puede manifestarse en forma de arritmia directamente después de la
administracién del farmaco; los cambios en el electrocardiograma, que incluyen el aplanamiento
de la onda Ty la depresion S-T, pueden durar hasta dos semanas después de la administracion.
Ademas de la dosis total administrada, la edad de los pacientes por encima de los 70 o por debajo
de los 15 afios se considera como un factor adicional de riesgo cardiotdxico para las antraciclinas.
Asi mismo, se ha indicado que el tratamiento concomitante o anterior con mitomicina,

ciclofosfamida o dacarbazina potencializa la cardiomiopatia inducida por las antraciclinas [31-33].

4.2.3 Usocomun

Este medicamento se usa para tratar:

e Cancer de mama

e Cancer de ovarios

e Cancer de células transitorias de la vejiga
e Cancer broncogénico al pulmdn

e Cancer a la glandula tiroides

e Cancer gastrico

® Sarcomas de tejido blando y osteogénicos
* Neuroblastoma

e Tumor de Wilms

e Linfoma maligno (Hodgkin y no-Hodgkin)
¢ Leucemia mielobldstica aguda

¢ Leucemia linfoblastica aguda

¢ Sarcoma de Kaposi relacionado con el sindrome de inmunodeficiencia adquirido (SIDA)
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La doxorrubicina también se usa para tratar el tumor de Ewing; carcinomas escamocelulares en la
cabeza, el cuello, el cuello uterino y la vagina; carcinomas en los testiculos, la prostata y el atero; y

el mieloma multiple refractario [34].

4.3 5-FLUOROURACILO (5-FU)

El 5-fluorouracilo es un potente antimetabolito utilizado en algunas formas de cancer, algunos de
éstos, de la piel; sin embargo, las indicaciones de uso dependen de la via de administracion y se
maneja en presentaciones tdpicas, crema y solucién; o sistémicas, solucion inyectable por via

endovenosa gota a gota.

Los medicamentos conocidos como antimetabolitos toman una apariencia similar a la de
los nutrientes de las células normales, que son los que las células cancerosas necesitan para
crecer. Las células cancerosas absorben el 5-fluorouracilo, lo que luego dificulta su crecimiento.
Para ejercer su efecto antitumoral, el 5-FU requiere ser metabolizado hasta la forma de
ribonucledtidos o desoxiribonucledtidos activos. Los nucleétidos formados son el 5'-fluoro-2"-
deoxiuridina-5-monofosfato (FAUMP) y la 5'-fluorouridina-trifosfato (FATMP). EI FAUMP es un
potente inhibidor de la enzima timidilato sintetasa (TS) enzima encargada de la sintesis de novo de
pirimidinas, el FATMP se incorpora al ADN interfiriendo en su sintesis. El 5-FU a través de su
fosforibosilacion y con la participaciéon de enzimas cinasas se convierte a 5'-fluorouridina-5’-

trifosfato (FUTP), compuesto que se incorpora al ARN limitando su sintesis [24-26].

El primero en informar sobre la sintesis y actividad bioldgica del 5-fluorouracilo fue el
equipo de trabajo del doctor Charles Heidelberger y sus colegas a finales de la década de los
cincuenta. Fue uno de los primeros farmacos utilizados en oncologia y desde que se descubrid la
caracteristica carcinostatica del 5-fluorouracilo, se han buscado maneras de atacar las células
tumorales y estudiado la forma en que éste fdrmaco actla. Posteriormente se desarrollaron

derivados con resultados mas o menos satisfactorios.



ANTECEDENTES 12

4.3.1 Farmacologia

El 5-fluorouracilo es un farmaco que bloquea la reacciéon de metilacién del acido desoxiuridilico
para convertirlo en acido timidilico mediante la inhibicién de una enzima que es importante para
la sintesis de la timidina, que siendo parte de la molécula de ADN detiene su formacidn. El farmaco

es especifico de la fase S (sintesis) del ciclo celular.

El 5-FU interviene en la sintesis de ADN e inhibe en poco grado la formacidon de ARN.
Ambas acciones se combinan para promover un desequilibrio metabdlico que resulta en la muerte
de la célula. La actividad inhibitoria del farmaco, por su analogia con el dcido nucleico uracilo,
tiene afectacién sobre el veloz crecimiento de las células neopldsicas que aprovechan
preferentemente la molécula del uracilo para la biosintesis del acido nucleico. Los efectos de una
privacién de ADN y ARN afectan en mayor medida a las células que crecen y se multiplican sin

control y en menor proporcién a las células normales [35, 36].

4.3.2 Toxicidad

Los efectos secundarios del 5-fluorouracilo son comunes e incluyen: adelgazamiento del cabello o
cabellos mas quebradizos que lo usual, cefalea (dolor de cabeza), debilitamiento o dolores en el
cuerpo, oscurecimiento o sequedad de la piel o de las uias, ampollas en la piel o acné, pérdida de

apetito o de peso [37].

4.3.3 Usocomun

El 5-FU es empleado en el tratamiento de los carcinomas de mama, tracto gastrointestinal, vejiga,
ovario y de células escamosas de cabeza y cuello. Se utiliza en enfermedad de Bowen, basaliomas
superficiales solos 0 acompafiados. Estados precancerosos y en situaciones en que la radiacion sea
imposible o no se pueda intervenir quirdrgicamente. Se ha notado que el 5-FU no tiene eficacia
alguna en espinaliomas. La solucién inyectable se utiliza en ciertos casos como paliativo de los

carcinomas de seno, recto y colon cuando no pueda intervenirse quirdrgicamente [27, 28].
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La administracidon secuencial con doxorrubicina brinda una mayor respuesta ante la enfermedad
(cédncer); sin embargo, la aplicacién de manera simultanea no ha sido posible debido a la alta

toxicidad que cada uno de los agentes antineoplasicos manifiesta.

4.4 LIMITACIONES DE LA QUIMIOTERAPIA

La falla terapéutica en un paciente con cancer se debe a numerosas razones que en algunos casos
pueden ser atribuidas a fallas farmacocinéticas o farmacodindmicas tales como el desarrollo de
resistencia de las células cancerosas hacia los farmacos [38] y una inadecuada concentracién del
farmaco a nivel tumoral, ya que el agente debe ser capaz de penetrar eficientemente al tejido
tumoral y alcanzar todas las células cancerosas a una concentracion suficiente para ejercer un

efecto terapéutico completo [39].

El micro-ambiente dentro de un tumor es significativamente diferente al de otros tejidos
normales. Factores como el flujo sanguineo tumoral, permeabilidad celular y densidad celular, asi
como el incremento de la presién intersticial, pueden impedir la penetracion y deliberacién del
farmaco desde el plasma hasta el tumor y la distribucién dentro del tumor, llevando a una relacién

compleja entre la concentracion en el plasma, intersticio, y células neoplasicas [40].

Evidencias preliminares han sugerido que la concentracién de los farmacos
guimioterapéuticos en un tumor puede correlacionarse directamente con la respuesta a la
guimioterapia; asi que la eficacia de los agentes antineopldsicos para el tratamiento de tumores
solidos depende, en parte, de su capacidad de lograr concentraciones citotéxicas adecuadas del
farmaco dentro del tumor, por lo que es necesario desarrollar e implementar técnicas y
metodologias que contrarresten los mecanismos de resistencia y que garanticen una alta
disposicion y exposicion de agentes antineopldsicos directamente dentro de la matriz tumoral.
Pero que permitan a la vez, disminuir los efectos tdxicos que los farmacos puedan ejercer en el

organismo.

Una alternativa es el uso de “vehiculos o acarreadores” que permitan el traslado de los

principios activos hasta la célula cancerosa evitando en cierta medida que la mayor parte del
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agente citotdxico ingrese a drganos o tejidos sanos. Entre estos vehiculos, unos de los mas

ampliamente estudiados han sido los liposomas o vesiculas fosfolipidicas.

4.5 LIPOSOMAS

Los liposomas son vesiculas esféricas de dimensiones coloidales (entre los 80 y los 200 nanémetros)
hechas de una o mas bildminas fosfolipidicas. El grosor de cada bilamina o bicapa es de alrededor
de 4 nm [41]. Las vesiculas liposomales estdn constituidas por un grupo de moléculas anfifilicas que
dan a éstas, caracteristicas especiales. Su estructura se podria describir como series concéntricas de
moléculas que tienen una cabeza polar, una cola no polar y en donde cada molécula tiene dos

cadenas hidrofdbicas.

Los liposomas pueden transportar farmacos: integrando las moléculas de dichas sustancias
a su membrana, intercaldndolas entre las bicapas, disolviendo las moléculas en las bicapas o bien,

atrapando los farmacos al interior del liposoma.

4.5.1 Liposomas como vectores de transporte y liberacion de farmacos

Por tres décadas, los liposomas han mostrado un gran potencial para el transporte de
farmacos y radiofarmacos de uso terapéutico y en procedimientos de diagndstico [42-44]. Debido
a su composicion (lipidos cominmente encontrados en soya y huevo) estos no muestran efectos
téxicos o inmunoldgicos en el organismo. Ademas, su versatilidad para transportar farmacos y la
relativa facilidad que manifiestan para la manipulacion de su membrana que, a su vez permite
controlar su comportamiento cinético dentro del organismo, los convierte en moléculas

transportadoras de gran utilidad en un tratamiento de terapia dirigida para cancer [45-51].

Dependiendo del farmaco de interés, los liposomas pueden servir como transportadores
de liberacién [52] controlada o simplemente como un vehiculo solubilizante biocompatible para
agentes poco solubles. Debido a su tamano, estas vesiculas muestran caracteristicas
farmacocinéticas Unicas. Estas incluyen eliminacién via sistema reticulo endotelial, lo cual brinda

un tiempo de circulacién sistémica relativamente extenso y una distribucién en higado y rifidn.
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Las vesiculas liposomales exhiben una extravasacion y acumulacion preferencial en el sitio de
tumores soélidos debido a una incrementada permeabilidad endotelial y a un drenado linfatico
reducido en esos tejidos. Estos efectos han sido definidos como una permeabilidad aumentada y
un efecto de retencidn [53]. De acuerdo a lo anterior, la liberacién liposomal es una manera de

modificar las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de agentes terapéuticos.

Estas modificaciones pueden, en cierta medida, aumentar la eficacia terapéutica de los
farmacos antitumorales (incrementando la concentracion en el tumor) y reducir o modular sus

perfiles de toxicidad [54, 55].

Varios farmacos antineoplasicos, incluyendo paclitaxel [56], 5-fluorouracilo [57] y
doxorubicina [58], han sido formulados con éxito utilizando vesiculas fosfolipidicas como sistemas

de liberacién del farmaco.

Ya en el tumor, el liposoma puede interaccionar con las células ya sea por fusién o
absorcién con la membrana celular. En el primer caso, la carga es liberada directamente en el
citoplasma. En el segundo caso, la carga se libera y acumula alrededor de la membrana celular y

ésta es absorbida por la célula [59].

4.5.1.1 Liposomas Stealth

Desde sus inicios, el disefio de sistemas liposomales para la liberacién de agentes citotdxicos, se
enfrentd a diversos obstaculos farmacoldgicos; entre ellos, la identificacidon, captura y degradacion
por parte del sistema reticulo-endotelial (RES), la dificultad para predecir patrones de extravasacion
liposomal, asi como la obtencion de formulaciones estables fisicoquimicamente [60, 10].

Para resolver la problematica del reconocimiento por parte del RES se adicioné un material inerte
(polietilenglicol, PEG) a la superficie del liposoma. A esta tecnologia se le denominé liposomas

stealth [61].

El caso mas contundente de esta aplicacidon es el desarrollo de doxorubicina liposomal
pegilada (Doxil en Estados Unidos y Caelyx en Europa y México), la cual ha mostrado una mayor

acumulacion en el tumor sélido debida a la aumentada permeabilidad y al efecto de retencién, y ha



ANTECEDENTES 16

permitido disminuir la cardiotoxicidad limitante de dosis, relativa al farmaco libre [58]. A la fecha
ésta es la Unica formulacién liposomal pegilada aprobada por la Federal Drug Administration (FDA)
en los Estados Unidos y por la European Medicines Agency (EMEA) en la Unién Europa, para el
tratamiento del sarcoma de Kaposi, el cancer de mama metastasico y el cancer de ovario

recurrente [58, 62].

Se han realizado ya, algunas investigaciones para la co-encapsulacion en liposomas de
agentes de quimioterapia, sin embargo, ninguna de estas formulaciones han sido aun aprobadas

para su aplicacidn en pacientes.

4.5.1.2 Co-encapsulacion de fdrmacos en liposomas

Mayer y colaboradores [64], han investigado la aplicacién de liposomas como vehiculos
liberadores de combinaciones de farmacos. El uso de combinaciones de agentes terapéuticos se

ha convertido en una estrategia adoptada con frecuencia en el tratamiento clinico del cancer.

A pesar de que la interaccidn entre farmacos a diferentes concentraciones y proporciones
de uno respecto a otro, ha sido sistematicamente estudiada en modelos in vitro, estas
proporciones no pueden ser trasladadas facilmente a sistemas in vivo debido a caracteristicas

farmacocinéticas diferenciales de los diversos farmacos.

La co-encapsulacion de dos farmacos en liposomas puede “sincronizar” la distribucion de
los farmacos, si éstos pueden ser atrapados de manera estable al interior de los liposomas. Esto,
tedricamente permitiria una traslacién de los resultados de modelos in vitro a in vivo, lo que
resulta sumamente importante ya que, actualmente, las combinaciones son evaluadas de manera

empirica en el contexto de las pruebas clinicas.

Los liposomas cargados con combinaciones de farmacos exhiben las propiedades
farmacocinéticas de los propios liposomas, tales como circulaciéon prolongada, eliminacion por
ruta reticulo endotelial, permeabilidad incrementada y acumulacién en el tumor mediada por la
retencidn. Estas caracteristicas pueden incrementar la eficacia terapéutica y reducir la toxicidad de

esos farmacos.
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Los farmacos atrapados dentro de un liposoma no son activos bioldgicamente y deben ser

liberados para ingresar a su blanco intracelular.

En los tumores sdlidos, se ha demostrado que los liposomas son tomados predominantemente por
macréfagos de infiltracion tumoral [65], los cuales “activan” el farmaco liposomal mediante la

degradacion de la membrana liposomal.

En base a las diferencias inherentes entre agentes terapéuticos, los agentes co-
encapsulados pueden ser liberados desde los liposomas a diferentes velocidades dificultando la

prediccién de las concentraciones efectivas del farmaco libre dentro del microambiente tumoral.

Sin embargo, una co-encapsulacion estable sincroniza la distribucion del farmaco al menos
al punto de extravasacion de la vasculatura, brinda una liberacién de la combinacién de farmacos
a una velocidad especifica, y puede proveer ventajas terapéuticas Unicas como el sinergismo

terapéutico.

Este concepto ha sido mostrado por Mayer y colaboradores en combinaciones de
irinotecan/fluoxuridine, daunorrubicina/cytarabine, y cisplatino/daunorrubicina [64]. En otros
estudios, doxorrubicina y verapamil co-encapsulados mostraron ser altamente efectivos contra

células que presentan resistencia multifarmaco [66].

La habilidad de los transportadores liposomales de fdrmacos para determinar la
farmacocinética de agentes in vivo, ha favorecido enormemente el potencial traslacional de las
combinaciones de farmacos identificadas in vitro. Asi mismo, provee una herramienta evaluable

para proyecciones preclinicas de combinaciones de agentes terapéuticos para desarrollo clinico.

4.5.2 Caracteristicas quimicas de los liposomas

La afinidad que presentan los liposomas por diversos tejidos puede ser modificada mediante la
preparacion de vesiculas que contienen fosfolipidos con diferentes configuraciones en las cadenas
de acidos grasos. Estas microparticulas pueden ser sdlidas o liquidas a temperaturas definidas [67,

68].
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Modificando la carga sobre la vesicula liposomal es posible influir de manera importante su
distribucion en el cuerpo humano. Las vesiculas cargadas negativamente, por ejemplo, ingresan a
la célula por un proceso de fusion. Esto permite que el fadrmaco sea descargado dentro del
citoplasma de la célula. Por otro lado, las vesiculas neutras, son incorporadas dentro de la célula
por fagocitosis. Esto genera una exposicién del farmaco al sistema hidrolitico lisosomal de las
células. Los liposomas de carga positiva y los neutros presentan procesos de difusion mas lentos

gue aquellos cargados negativamente.

4.5.2.1 Proceso de formacion

Las moléculas lipidicas que constituyen la bicapa adoptan de manera espontanea (una vez que
estan en solucién acuosa) un arreglo que consiste en flexionarse o plegarse y exponer sus grupos
polares (cabezas) hacia la fase acuosa. Las partes hidrocarbonadas de naturaleza hidrofdbica
(colas), se empaquetan formando un reticulo regular en el que cada una de ellas se encuentra
unida a sus vecinas mediante interacciones de van der Waals. Es decir, se forma una estructura
esférica estable a partir de una bicapa de hojas cerradas, concéntricas, de lipidos bimoleculares

que aislan los compartimentos acuosos.

La localizacién exacta del farmaco en el liposoma depende sobre todo de las
caracteristicas fisicoquimicas del farmaco y de la composicién de los lipidos constituyentes [69].
Liposomas estables son formados sélo a temperaturas superiores a la temperatura de transicion
de la mezcla de fosfolipidos (Tm) de la fase “gel a liquido-cristalino,” la cual representa la
temperatura del punto de fusidn de las cadenas acilo. Todos los fosfolipidos tienen una
temperatura de transicidn (Tc) caracteristica y ésta depende de la naturaleza del grupo polar y de

cuan largas son las cadenas acilo asi como del grado de insaturacién de las mismas [69, 70].

Por encima de la temperatura de transicion, los fosfolipidos forman una fase liquida-
cristalina que presenta una incrementada movilidad de las cadenas acilo. Al disminuir la
temperatura por debajo de Tc, se genera una transicion a un estado de gel mucho mas rigido. Esta
transicién restringe la movilidad de las cadenas acilo, estrechamente empaquetadas. Cuando las
moléculas liquidas adoptan un arreglo para formar estructuras de bicapas cerradas conteniendo

agua vy solutos, los farmacos son atrapados entre los planos adyacentes de las cabezas polares.
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Esta generacion de compartimentos ha sido ampliamente estudiada por Roerdink y colaboradores
[71].

Dado que los fosfolipidos con doble cadena presentan una configuracion espacial de tipo
cilindrica, la estructura que resulta favorecida es la bicapa lipidica. Esto es contrastante con el caso
de fosfolipidos con una sola cadena, cuya configuracién espacial es mas bien cdnica, generando

una estructura estable de tipo micelar, como se observa en la Figura 2 [72, 73].

FIGURA 2. Esquema comparativo de la estructura micelar y la estructura liposomal.

Las vesiculas liposomales pueden adoptar

diferentes conformaciones y de acuerdo a

ellas se clasifican en multilaminares

(MLV), si poseen wvarias bicapas

concéntricas, o unilaminares. A su vez, las

unilaminares pueden ser pequefias (SUV)

o grandes (LUV) como se muestra en la Figura 3 [41, 74-76].
Estas conformaciones estan en funcion del tipo y longitud
del fosfolipido, del grado de insaturacion que presenta el
acido graso, asi como del método empleado para la
preparacion de las vesiculas [76].

Figura 3. Conformaciones de vesiculas liposomales [41].

4.5.2.2 Fosfolipidos

Una gran variedad de fosfolipidos puede ser usada para preparar liposomas. El lipido mas usado es

la fosfatidilcolina [77, 78] la cual ha sido empleada de manera individual o bien en combinacién
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con colesterol. Se sabe que el colesterol ayuda a condensar el empaquetamiento de fosfolipidos
en las bicapas por encima de la Tc. Asi mismo, el colesterol reduce la permeabilidad de las bicapas
hacia los compuestos encapsulados. Al intercalarse entre los lipidos de la bicapa, el grupo hidroxilo
(-OH) permanece cerca de las cabezas polares de los lipidos y es quien entra en contacto con la
fase acuosa [41, 79]. El anillo tipo esteroideo interactia con las cadenas acilo reduciendo de

manera significativa el movimiento de deslizamiento entre los fosfolipidos [73, 80].

Para las moléculas de farmaco encapsulado en el espacio acuoso, la bicapa sirve como una barrera
de difusion, permitiendo que los liposomas sirvan como un sistema de ingreso a velocidad

controlada.

4.5.2.3 Estabilidad en suspension

Por su tamafio microscopico, las fuerzas de unién en la superficie del coloide y el liquido son las
que determinan su comportamiento. Uno de los mayores efectos de la superficie es el de
fendmenos electrocinéticos. Cada coloide contiene una carga eléctrica que generalmente es de
naturaleza negativa, aunque también puede ser positiva. Estas cargas producen fuerzas de
repulsidon electrostatica entre los coloides vecinos. Si la carga es suficientemente elevada los
coloides permanecen discretos, dispersos y en suspension. Reduciendo o eliminando estas cargas

se obtiene el efecto opuesto y los coloides se agregan y sedimentan fuera de la suspensién [81].

Se usa el modelo de la doble capa para
visualizar la atmdsfera idnica en la proximidad del
coloide cargado y para explicar como actuan las
fuerzas eléctricas de repulsiéon (ver Figura 4). Es
posible entender este modelo como una secuencia de
etapas que ocurren alrededor de un solo coloide
negativo, si los iones que neutralizan sus cargas son

extraidos repentinamente.

Figura 4. Modelo de la Doble Capa. La vista izquierda muestra el cambio en la densidad de carga alrededor

del coloide. La derecha muestra la distribucidn de iones positivos y negativos alrededor del coloide cargado.
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La teoria DLVO (llamada asi por Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek) es la clasica explicacién de
los coloides en suspensidon. Esta se basa en el equilibrio entre las fuerzas de repulsion
electrostatica y atraccion tipo van der Waals. La teoria DLVO explica la tendencia de los coloides a
agregarse o permanecer separados al combinar la atraccién de van der Waals y la curva de
repulsidn electrostatica: la curva combinada es llamada la energia neta de interaccién. A cada
distancia el pequefio valor se resta del mayor valor para dar la energia neta. El valor neto se

representa entonces arriba si es repulsivo o abajo si es atractivo, y asi se forma la curva [82].

Dependiendo de nuestros propdsitos es posible alterar el entorno del coloide para
aumentar o disminuir la barrera energética. Varios métodos pueden ser usados para este
propdsito, tales como cambios en la atmdsfera idnica, el pH o adicionando compuestos activos
para afectar directamente la carga del coloide. En cada caso la medida del potencial zeta indicara

el efecto de la alteracion, principalmente en su estabilidad.

4.5.3 Preparacion de liposomas

4.5.3.1 Métodos de preparacion

Los dos métodos de mayor uso para la preparacién de sistemas liposomales para la incorporacion

de farmacos son el de hidratacion de la bicapa lipidica y el de evaporacién de fase reversa. En

ambos casos, los componentes del liposoma son mezclados y disueltos en un solvente orgénico, el

cual sera posteriormente evaporado formandose una fina pelicula lipidica (ver Figura 5).

Figura 5. Preparacion de liposomas.
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En el primer método, la hidratacién de los lipidos seguida de una agitacién de alta intensidad
produce una suspensién de vesiculas multilaminares grandes (MLV). Estas resultan demasiado
grandes y heterogéneas, y su capacidad de carga se ve disminuida por la irregularidad de las
multildminas impidiendo su uso. Diversos métodos mecanicos, son empleados para disminuir el
tamafio de la suspension. Los liposomas son subsecuentemente homogenizados (ver Figura 6) por

sonicacion, filtracidn o bien, por extrusion [41].

Figura 6.Proceso de hidratacién y homogenizacién de tamafio de las vesiculas liposomales.

En el segundo método [76, 83] para la preparacién de vesiculas liposomales, el fosfolipido es
disuelto primeramente en un solvente orgdnico y posteriormente esta disolucién se adiciona al
medio acuoso en agitacidn vigorosa. El solvente orgdnico es removido bajo vacio y la dispersion o

emulsién liposomal resultante es homogenizada por filtracién o extrusion.

El tratamiento mecanico de las vesiculas multilaminares (MLV’s) produce fragmentos
pequefios de bicapas, los cuales pueden agregarse y formar una nueva estructura esférica cerrada.
El tamafio de los liposomas resultantes depende de un balance entre las energias del sistema y la

disipada, asi como de la flexibilidad de la cadena hidrocarbonada.

La sonicacion (uso de ondas sonoras) también puede ser empleada a fin de producir

vesiculas. Su uso favorece la obtenciéon de vesiculas unilaminares pequefias (SUV’s) [72, 76].

Para usos terapéuticos, una suspensién liposomal debe ser definida de manera precisa en
lo que respecta a la concentracién de fdrmaco y de lipidos, distribucidn de tamafio, porcentaje de
moléculas de farmaco no encapsulado, pH, osmolaridad, conductividad, presencia de posibles

productos de degradacién y endotoxinas.
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4.5.3.2 Homogenizacion del tamaiio de los liposomas

La homogenizacion del tamafio de las vesiculas fosfolipidicas resulta sumamente importante
cuando estas se pretenden cargar con una concentracion dada de algun farmaco para alguna
aplicacion posterior de tipo terapéutico [84]. Diferentes estudios han determinado que los
requerimientos bdsicos que deben cumplir estos sistemas para ser funcionales son: ser cerrados y
unilaminares y que las vesiculas sean razonablemente grandes para poder atrapar un volumen
apreciable, evitando asi, problemas asociados con sistemas muy pequefios [85] o altamente
curveados. Al homogenizar el tamafio también se logra que la vesicula posea igual potencial de

membrana en toda la bicapa y que la distribucion de los fosfolipidos sea simétrica.

Las vesiculas preparadas por cualquiera de los métodos antes mencionados presentan
heterogeneidad de tamafio. Por lo que es indispensable la aplicacién de algin método adicional
para producir liposomas de menor tamafio y con una distribucién regular del mismo. Uno de los

métodos mas eficaces para llevar a cabo dicho efecto es la extrusién [86, 76].

El proceso consiste en hacer pasar varias veces la suspension liposomal a través de filtros
de policarbonato con tamafios de poro deseados. Para facilitar el paso de la suspension, esta
puede ser sometida a presiones de nitrégeno, argdén o incluso aire. El proceso debe llevarse a cabo

a la Tc del fosfolipido (ver Figura 7).

Figura 7. Equipo de extrusién para homogenizacion de tamafio de liposomas [87].
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4.5.3.3 Purificacion de los liposomas

La purificacién de los liposomas tiene dos principales objetivos:

b)

Remover el material de bajo peso molecular que no haya sido atrapado en el interior acuoso
del liposoma por encapsulacién (compuestos hidrofilicos) o bien, por una incorporacién poco

efectiva dentro de la bicapa lipidica (compuestos hidrofébicos).

Remover farmaco que fue atrapado de inicio y posteriormente liberado durante la
homogenizacién de tamano (por la ruptura de multicapas), o bien, por difusion mediante la

membrana lipidica (al no alcanzar la estabilizacién dentro del liposoma).

Existen tres principales métodos para la purificacion de los liposomas:

1)

3)

Columna de filtracion: Es en esencia una difiltracién bajo fuerza gravitacional o por
diferencia hidrostatica entre el reservorio del solvente y el orificio de salida. Sephadex G-50 o
G-100 son usados comUnmente. También pueden ser utilizados Sepharose 2B-6B o Sephacryl

$200-51000 [88-90].

Centrifugacién:  Se pueden aplicar tres diferentes tipos de centrifugacion, la diferencial,
por gradiente de densidad y a través de tamices moleculares. De manera reciente, se ha
implementado la ultracentrifugacién diferencial de alta velocidad para eliminar los liposomas
mas grandes de la suspension liposomal, obteniéndose altas concentraciones de SUV’s [76,

91].

Didlisis:  Es un proceso de difusion selectiva de iones a través de una membrana de caracter
semipermeable, que se utiliza para la separacidn de moléculas de diferente tamafio. La
suspension liposomal a purificar es vertida al interior de membranas (hechas de celulosa u
otro material) con un tamafo de poro adecuado. Posteriormente, la membrana es sumergida
en un medio provisto de iones que induciran el intercambio y la consecuente purificacién [44,

57].
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4.5.4 Caracterizacidn fisicoquimica de las suspensiones liposomales

4.5.4.1 Cuantificacion de fosfolipidos

Existen dos métodos espectrofotométricos para llevar a cabo la cuantificacién de los fosfolipidos

contenidos en las suspensiones finales de liposomas:

a)

b)

Ensayo Bartlett [92, 76]:

El principio de Bartlett se basa en la determinacién colorimétrica de fosfato inorgdanico. El
contenido fosfolipidico de los liposomas puede determinarse después de la destruccién de los
fosfolipidos con acido perclérico para obtener fosfato inorganico a partir de ellos [47, 93]. El
fosfato inorganico es convertido a acido fosfomolibdico por la adicién de molibdato de amonio,
el cudl es reducido a un complejo de color azul por el acido 4-amino-2-naftilsulfénico en
calentamiento. El complejo colorido puede ser determinado colorimétricamente a una longitud

de onda (A) de 830 nm. Este ensayo ha sido modificado por Barenholz y colaboradores [94].

Ensayo Stewart [95]:

En el ensayo de Stewart para fosfolipidos, la habilidad de los fosfolipidos para formar
complejos con ferrotiocianato de amonio en una solucién orgdnica, es aprovechada. La ventaja
de este método es que la presencia del fosfato inorgdnico no interfiere con el ensayo (a
diferencia del ensayo de Bartlett). Un simple factor de conversidn es usado para transformar
los valores de absorbancia (a una A=488 nm) en miligramos de fosfolipido [95]. Dado que este
factor es diferente para fosfolipidos con grupos polares diferentes, el método no se puede

aplicar a muestras donde existe una mezcla desconocida de fosfolipidos.

4.5.4.2 Cuantificacion del principio activo encapsulado

La determinacion de la cantidad del principio activo atrapado en los liposomas es esencial

antes de poder estudiar el comportamiento de dicho material atrapado en sistemas fisicos o

bioldgicos. Una vez que se ha removido todo el material no asociado a liposomas, por las técnicas
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de purificacidn antes descritas, se debe estudiar minuciosamente las caracteristicas fisicoquimicas
de la sustancia encapsulada y las técnicas analiticas aplicables segun sea el caso [45, 76]. Entre las
técnicas de mayor uso y precision se encuentran la Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon

(HPLC) y las técnicas espectrofotométricas.

4.5.4.3 Determinacion del tamaiio de particula

La medicidon del tamafio de las particulas (vesiculas lipidicas) presentes en una suspensién
liposomal, puede llevarse a cabo por diferentes técnicas. Algunas de ellas son: la Microscopia de

transmisidn electrénica, la microscopia confocal y la Espectroscopia de Correlacién Fotdnica.

Esta ultima, se basa en el fendmeno de dispersion dindmica de luz (DLS) y en la dispersion
cuasi-elastica de luz (QELS). Es aplicable a particulas suspendidas en un liquido, que presentan un
estado de movimiento aleatorio debido al movimiento Browniano. Cuando un haz de luz se hace
incidir en la dispersiéon coloidal, las particulas dispersan parte de la luz en todas direcciones. Si la
luz es coherente y monocromatica, como en el caso de un laser (ver Figura 8), es posible observar
fluctuaciones dependientes del tiempo en la intensidad dispersada usando un detector adecuado
como un fotomultiplicador capaz de operar en modo de contador de fotones. Estas fluctuaciones,
surgen del hecho que las particulas son suficientemente pequefias como para someterse a un
movimiento térmico aleatorio (Browniano) y que la distancia entre ellas varia constantemente [96,

97].

Para particulas con didmetro promedio de 250 nm, la intensidad de la luz dispersada es
dependiente del angulo. Esta dispersién dinamica de luz (Dispersidon de Mie) usa la dispersidn para
medir el promedio de difusion de las particulas. Usando la ecuacién de Stokes Einstein y

conociendo la viscosidad del medio, el diametro de las particulas puede se calculado.
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Figura 8. Medicion de tamafio de particula mediante dispersion dinamica de luz (DLS).

4.5.4.3 Determinacion del potencial zeta.

Un factor crucial para mantener el flujo normal en los capilares es la conservaciéon del maximo
estado de dispersion de las particulas suspendidas en un coloide. Esto impide que las particulas se
agreguen y formen precipitados bloqueando pequefios vasos. El potencial zeta es la medida de la
fuerza eléctrica que existe entre atomos, moléculas, particulas y/o células en un liquido. En los
seres vivos esto evita la coagulacién intravascular. Por esto, cuanto mayor sea esta fuerza
dispersora, mayor estabilidad tendra la solucion y mayor serda su capacidad para acarrear
particulas en suspensién. A su vez cuantas mas particulas puedan coexistir en el medio, mas

efectiva resultara la suspension liposomal [98, 83].

El Cuadro 2 muestra, de manera simple, la relacién entre la estabilidad de una solucién y su

potencial zeta [98].

Cuadro 2. Relacién de estabilidad y potencial zeta de una suspension.

Estabilidad Potencial Zeta (mV)
Muy buena. Dispersion extrema -100 a—-60 mV
Buena —60 a -40 mV
Moderada -40a-30 mV
Umbral de leve dispersion —-30a-15mV
Umbral de aglomeracion -15a-10mV

Fuerte aglomeracion y precipitaciéon -5 a+5mV
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El potencial zeta se presenta donde se unen la capa difusa y la de Stern y puede ser medido de una
manera muy simple, mientras que la carga de la superficie y su potencial resultan dificiles de
determinar. Este potencial puede ser una manera efectiva de controlar el comportamiento del
coloide puesto que indica cambios en el potencial de la superficie y en las fuerzas de repulsion

entre los coloides.

Su determinacion en una solucién, es posible aplicando un campo eléctrico en el liquido, lo
gue hara que las particulas cargadas se muevan hacia el polo positivo o negativo del campo
aplicado. La direccidn elegida por las particulas indica claramente el signo de la carga que poseen.
La velocidad con la cual se trasladan es proporcional a la magnitud de la carga. Determinando
ambas, direccién y velocidad, bajo la influencia de un campo eléctrico conocido es posible calcular

la movilidad y el potencial zeta [99-101].

Inside of the cell (measurement container)
Sliding surface

lon diftusian layer containing
zela potontal

Solution
Migration

lonic stationary bed layer
{ion fixed layer bed)
Particles that are the object
of measusement

Figura 9. Esquema para la determinacion del potencial zeta ().

4.5.5 Liofilizacion de liposomas

La liofilizacidon se usa frecuentemente para mejorar la estabilidad fisicoquimica de liposomas que
seran empleados como sistemas terapéuticos. Esta técnica remueve el agua libre del liposoma,
mediante un proceso de sublimacién [102-106], provocando que el agente terapéutico quede
atrapado en una matriz sélida En este estado, la degradacidn quimica de compuestos labiles, que
pueden ser afectados en gran medida durante un proceso de secado convencional, puede ser

retrasada de manera significativa [107].
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La liofilizacion involucra varias etapas:

¢ Congelacién (y acondicionamiento en algunos casos) a bajas temperaturas.
eSecado por sublimacion del hielo (o del solvente congelado) del producto congelado,
generalmente a muy baja presion.

¢ Almacenamiento del producto seco en condiciones controladas.

Generalmente, al liofilizar adecuadamente un material, éste se puede almacenar por periodos
muy largos con reducciones muy bajas de sus caracteristicas organolépticas, fisicas, quimicas y

bioldgicas.

La congelacion del material

Cada producto debe congelarse de una manera tal que garantice que sufrira pocas alteraciones en

el proceso posterior de sublimacion. Se debe conocer con precision:

¢ La temperatura en la que ocurre la maxima solidificacién,
¢ La velocidad 6ptima de enfriamiento,

¢ La temperatura minima de fusion incipiente.

Se busca que el producto ya congelado tenga una estructura sdlida sin intersticios en los
que haya liquido concentrado para propiciar que todo el secado ocurra por sublimacidn. Se
pueden obtener distintas mezclas de estructuras luego de la congelacién que incluyen cristales de
hielo, eutécticos, mezclas de eutécticos y zonas vitreas/amorfas. Estas Ultimas son propiciadas por
la presencia de azlcares, alcoholes, cetonas, aldehidos y acidos, asi mismo como por las altas

concentraciones de sdlidos en el producto inicial.

El secado por sublimacion

El proceso de secado como tal puede ocurrir o no a bajas presiones pero en tales condiciones es

mucho mas eficiente el proceso difusivo. El paso de hielo a vapor requiere gran cantidad de

energia que suministrada en alto vacio pues la interface de secado se mueve hacia el interior de Ia
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muestra y el calor tiene que atravesar capas congeladas (sistemas liofilizados en bandeja, sin
granular) o secas (en granulados), generandose un considerable riesgo de fusién del material

intersticial o quemar la superficie del producto que ya esta seco.

Cuando se realiza el secado mediante la liofilizacion se distinguen tres fases o etapas.
Cuando en el proceso de liofilizacién se comienza el calentamiento, empieza a formarse un frente
de sublimacidon o interfase entre la capa seca y la capa congelada de la muestra el cual avanza
progresivamente, y para un determinado instante, a una temperatura de interfase (Ts) le

corresponde una determinada Presidn de saturacion (Pi).

La transferencia de masa ocurre por la migracion de vapores a través de la capa seca de la
muestra bajo la accién de una diferencia de presidn, esta transferencia es alta cuando la diferencia

de presion es grande. Las tres fases que se distinguen son [102, 103]:

Fase 1: Llamada etapa conductiva. Inicialmente, por el calentamiento de la muestra, la velocidad
de sublimacién crece rdpidamente hasta llegar a un maximo. El tiempo para agotar esta fase es
relativamente corto; en ella se lleva a cabo la mayor parte de remocién de agua del producto

(entre un 75-90%), siendo el mecanismo preponderante la transferencia de calor por conduccidn.

Fase 2: Primera etapa difusiva. Muestra un descenso importante de la velocidad de sublimacién
debido a la formacién de una capa porosa de material seco que opone resistencia creciente al flujo

de calor y al vapor a medida que procede el secado.

Fase 3: Segunda etapa difusiva. La velocidad de sublimacion continta decreciendo de forma que se
aproxima a cero. Esto debido a que el calor necesario para retirar el agua ligada es mas alto que el

calor de sublimacion.
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5. JUSTIFICACION

En el presente proyecto se plantea el interés por desarrollar sistemas de transporte y liberacion de
agentes citotoxicos, que permitan depositar de manera mds eficiente la dosis terapéutica
necesaria para controlar y/o eliminar un tumor, y reducir de manera significativa los efectos

secundarios asociados con la accidn citotdxica de los farmacos antineoplasicos.

Baste mencionar que una gran limitante en el tratamiento de los padecimientos
oncoldgicos que actualmente se llevan a la practica clinica, estd asociada con el alto grado de
toxicidad que se produce en tejido sano como efecto de la inespecificidad que caracteriza a los
tratamientos de quimio y radioterapia. Los efectos secundarios que se observan durante la
realizacién del tratamiento no solo merman la calidad de vida del paciente oncoldgico, sino que
ademas determinan que los pacientes no puedan continuar con la totalidad del tratamiento,

reduciendo la expectativa del éxito del procedimiento terapéutico.

Al co-encapsular diferentes farmacos antineopldsicos dentro de vesiculas liposomales, no
solo se pretende disminuir la toxicidad asociada a estos y generar una liberacion paulatina de los
agentes citotdxicos, especificamente se pretende potenciar el mecanismo de accién al suministrar
un tratamiento combinado que disminuya los posibles efectos adversos que pueden producirse

como resultado de una ingesta masiva de dichas sustancias en forma libre y por separado.

Particularmente, el desarrollo del proyecto plantea ofrecer a los pacientes que son
atendidos en el Instituto Nacional de Cancerologia, una alternativa de tratamiento de menor costo

y menor toxicidad, mejorando su calidad de vida durante y después del tratamiento.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBIJETIVO GENERAL

Elaboracién y caracterizacion fisicoquimica de una formulaciéon liposomal para la co-encapsulacion

y transporte de los agentes de quimioterapia doxorrubicina y 5—fluorouracilo.

6.2 OBIJETIVOS PARTICULARES

» Implementar técnicas de encapsulacion de doxorrubicina (adriamicina) y 5—fluorouracilo

en liposomas.

> Realizar pruebas para la evaluacion fisicoquimica de la formulacién liposomal, que
permitan establecer su composicién, morfologia, eficiencia y estabilidad de carga del

farmaco, asi como la estabilidad de las vesiculas es suspension.
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7. DESARROLLO EXPERIMENTAL

7.1  METODO PARA LA ELABORACION DE LA SUSPENSION LIPOSOMAL

A continuacion se describen las metodologias implementadas en la elaboracion de las diferentes
suspensiones liposomales que se utilizaron para encapsular doxorrubicina y 5-fluroracilo,
mediante la técnica de rehidratacion de lipidos. Se describen primero la metodologia general
utilizada en la elaboracién de la suspension y posteriormente se especifican las variantes

experimentales para cada caso particular de los farmacos.

7.1.1 Preparacion de bicapa lipidica [41, 76]

En un vaso de precipitados de 50 ml se depositaron: Fosfatidilcolina hidrogenada de soya (HSPC) y
Colesterol (CHOL) para la constitucidon de la membrana liposomal, Metoxi-polietilenglicol (m-PEG)
en forma de sal de amonio de 1,2-Diaesteroil-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina-N-[Metoxi-
polietilenglicol-2000] para formar el recubrimiento estérico del liposoma vy, a-Tocoferol [(*)-a-
Tocoferol] como medio preservador (antioxidante) de los fosfolipidos. Las proporciones molares

utilizadas inicialmente se muestran a continuacion:

HSPC : CHOL : m-PEG : a-Tocoferol
51 : 425 : 5 : 1.5

Los componentes fueron disueltos en 10 ml de cloroformo (Sigma-Aldrich, USA.), a temperatura

ambiente, empleando un agitador y parrilla magnéticos.

Una vez obtenida una mezcla homogénea, ésta se trasvasé a un matraz de bola de 500 ml|
y se sometid a agitacion continua en un rotavapor (Laborota-400, Heidolph, Alemania),
manteniendo el sistema a 40°C, bajo una presion reducida de vacio y a una velocidad de agitacidon

de 240 rpm, hasta evaporar por completo el solvente organico. Posteriormente, el matraz de bola
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se mantuvo bajo condiciones de presidén reducida y con una agitacion constante de 60 rpm por un

periodo de 30 minutos.

Cabe resaltar que se debid tener especial cuidado durante la evaporacién del disolvente a
fin de que los fosfolipidos no llegasen a cristalizarse, pues se observd que esto repercute

directamente en la formacidn de la bicapa lipidica y por ende en la de los liposomas.

Una vez formada la bicapa lipidica (cama de lipidos) sobre las paredes del matraz, éste se
retird del rotavapor y se colocd dentro de un desecador, al que le fue aplicado vacio, donde la

muestra permanecié durante 24 hrs con el fin de secar por completo la cama lipidica.

7.1.2 Hidratacion de bicapa lipidica

En funcidén de la proporcion masica: farmaco/fosfolipido (m/m), se procedio a pesar el farmaco (5-

FU o DOXO) y disolverlo.

La mitad de la masa del farmaco se colocd en un vaso de precipitados y se disolvié en una
solucion de sulfato de amonio ((NH,4),S0,) de concentracién 300 mM, previamente preparada y
filtrada a través de un sistema Corning CA (Celluse Acetate) de acetato de Celulosa con tamafio de

poro de 0.22 um.

El resto del farmaco se agregd y disolvid en un segundo vaso de precipitados con una
solucién de PBS (Phosphate Buffer Solution) esterilizada a 110°C por un periodo de 20 minutos,
gue contenia una concentracion 300 mM de sacarosa y cuyo pH se ajustd a 6.3 unidades con HCI

estéril.

Ambas soluciones se agitaron vigorosamente a 65°C durante 30 min. Al término, el
farmaco en sulfato de amonio se agrego a la cama lipidica haciendo pasar la solucion a través de
un filtro de 0.22 um. El matraz con la cama lipidica y la solucidn de sulfato de amonio se colocé en
el rotavapor donde se mantuvo a una velocidad de 120 rpm por un periodo de 30 minutos y a una

temperatura de 65°C, que corresponde a la temperatura de transicién (Tc) del fosfolipido (HSPC).
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La segunda solucion (PBS + farmaco) se adiciond al matraz de bola siguiendo el mismo proceso de

filtrado y agitacion.

Una vez concluida la agitacidn, el matraz se dejoé en reposo a temperatura ambiente por
una hora. Posteriormente la solucién fue trasvasada a un tubo cdénico (BD Falcon™, USA.) y se

conservé a 4°C hasta su posterior utilizacion.

Todos los procedimientos descritos anteriormente se realizaron dentro de una campana
de flujo laminar SterilGARD® IlII (BAKER Company, USA.), utilizando material estéril que fue
protegido de la luz al igual que los farmacos utilizados, con el fin de evitar la degradacién de estos

ultimos.

7.1.3 Remocion del farmaco no atrapado

Para este fin se empled la técnica de didlisis pasiva con membranas para didlisis de 3500 Da
(Spectra/PorO, Canada). Como medio de purificacién se utilizé PBS con una concentracién 300 mM

de sacarosa y con un pH de 6.3, que se prepard y esterilizé previamente.

Se us6 una relacién 1/20 (volumen/volumen) de suspension liposomal/medio de dialisis
(PBS). Cada 24 horas el medio fue sustituido por medio libre de farmaco hasta completar 72 horas.
Una vez concluido este tiempo, la suspensidn se extrajo de la membrana y fue colocada en un
tubo cénico estéril. El tubo se protegid de la luz y se conservd a 4°C hasta el siguiente

procedimiento.

7.1.4 Extrusion de las vesiculas liposomales [84, 88]

El proceso de extrusidn se utilizé6 para homogenizar el tamafio de las vesiculas liposomales. La

extrusion se llevo a cabo del modo siguiente:

Primero, el volumen de la suspensidn se duplicé con PBS (sacarosa 300 mM y pH=6.3) para

facilitar el proceso. Antes de la extrusion, la suspension se llevé a 65°C sumergiendo el tubo cénico
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con la preparacion liposomal en un bafio de agua a dicha temperatura. Posteriormente, la
suspension se hizo pasar, bajo condiciones estériles, por un equipo de extrusion (Lipex™ Extruder,
Northern Lipids, Canada) que se mantuvo a la temperatura de transicion de los fosfolipidos (HSPC,
Tc=65°C) mediante un bafio recirculador. Se empled una presién moderada (300-800 psi) de
nitrégeno para conducir la suspensiéon a través de los filtros de policarbonato Whatham
(Nucleopore Northern Lipids, Canada) de 400 nm (2x), 200 nm (2x) y 100 nm (5x). Una vez que se
completaron los ciclos de extrusién, los liposomas se conservaron a 4°C y protegidos de la luz.

Todo el proceso se realizé dentro de la campana de flujo laminar.

7.1.5 Remocion del farmaco liberado durante la extrusion

Se empled nuevamente la técnica de didlisis pasiva. La suspension se colocé en membranas para
didlisis (Spectra/ PorO MWCO: 3500, Canada). Como medio de purificacién se empleé PBS con una
concentracién 300 mM de sacarosa, y con un pH de 6.3, que se esterilizd previamente. Se utilizo

una relacién 1/20 (v/v) de suspensidn liposomal/PBS, durante este proceso.
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7.2 EXPERIMENTO 1

7.2.1 Liposomas cargados con 5-fluorouracilo (5-FU)

Se prepararon dos lotes de 12 ml de liposomas tipo Stealth (100 y 50 nm respectivamente),
empleando una proporcién masica 1:13 del farmaco respecto a los componentes hidrofdbicos
(fosfolipidos), y un tercer lote (100 nm) usando una relacién 1:6. Se considerd una concentracién

final de 5 mg/ml de 5-FU en los tres lotes.

7.2.2 Liposomas cargados con doxorrubicina (DOXO)

Se prepararon dos lotes de liposomas (100 nm) tipo Stealth, de 10 ml c/u, utilizando una
proporcién masica 1:40.5 de DOXO respecto a la cantidad de componentes hidrofébicos. Se
considerd una concentracion final de 0.74 mg/ml de DOXO. Fueron aplicadas dos variantes en

términos del procedimiento de encapsulacion:

a. Lote 1. Se realizé la hidratacion invirtiendo el proceso habitual (descrito en la seccion
7.1), es decir, en este caso se utilizd primero una solucion de DOXO en PBS, vy
posteriormente se agregd la soluciéon de DOXO en sulfato de Amonio (300 mM) a la cama

lipidica.

b. Lote 2. Se realizé el mismo procedimiento de rehidratacidn descrito para el Lote 1, pero,
en un tercer paso de hidratacidn, fue agregada una solucion de (NH,),SO, (700 mM) para
inducir la formacion de un gradiente con la finalidad de incrementar la encapsulacién de

DOXO.
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7.3  EXPERIMENTO 2

La siguiente metodologia se implementd para evaluar un posible incremento en la eficiencia de
encapsulacién de 5-FU, asi como una mejora en el proceso de homogenizacién del tamafio de las

vesiculas, en funcién de la cantidad de colesterol utilizada en la formulacién.

La preparacién de la cama lipidica se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito

anteriormente (Seccién 7.1). La proporcidn molar utilizada en este caso fue la siguiente:

HSPC : CHOL : m-PEG : a-Tocoferol
55 : 355 : 7 : 2.5

Se prepard un lote de liposomas (100 nm) tipo Stealth de 10 ml empleando una proporcién masica

1:6 (5-FU: fosfolipidos). Se considerd una concentracidn final de 5 mg/ml de 5-fluorouracilo.
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7.4 EXPERIMENTO 3

En este procedimiento se generd un gradiente mayor en la zona transmembrana de los liposomas,
con el fin de facilitar el ingreso de los farmacos a su interior. Se consideré para este estudio, la
preparacion de dos tipos de suspensiones, una para la encapsulacién de DOXO vy otra para la co-

encapsulacién de DOXO y 5-FU.

El gradiente se describe como el cociente de la relacidon:

[(NH,),50,]
(NH,), S0,

INTERIOR _ del _ LIPOSOMA

EXTERIOR _del _ LIPOSOMA

Para ello se desarrollaron dos estrategias. Por una parte, se incrementd la concentraciéon de
sulfato de amonio, que contendria la solucidn para rehidratar la cama lipidica; y por otro lado, se
implementd un proceso de liofilizacion a fin de remover la totalidad del medio de suspension
(PBS).

El procedimiento utilizado en la formaciéon de estos liposomas es el mismo que se

describié con anterioridad, salvo las siguientes modificaciones:

e La proporcion masica utilizada para la preparacién de la suspension liposomal con DOXO fue
1:8 (farmaco: componentes hidrofdbicos); y para la suspensién de co-encapsulacion de DOXO
y 5-FU la proporcién fue 1:4. El cdlculo de la masa requerida para cada componente se hizo
considerando una concentracion final de 2 mg/ml en la suspensidon de DOXO y de 1mg/ml para

cada farmaco en la suspensién de co-encapsulacion.

e En la rehidratacién de la bicapa lipidica se utilizd, desde el inicio, un volumen total (10 ml) de
sulfato de amonio 700 mM. A diferencia de la metodologia anterior, en la solucién de sulfato

de amonio no se disolvié parte del farmaco (DOXO o 5-FU) a encapsular.

e Previo a la extrusion, se implementaron ciclos de sonicacidn, con un equipo D150H Ultrasonic

Cleaner (DELTA, USA.) con una potencia de salida de 150 W, con el fin de facilitar la
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homogenizacién del tamafio de los liposomas. Se aplicaron cinco ciclos: 2 min de sonicacién

seguidos de 2 minutos de relajacién a una temperatura de 30°C.

e Después de la sonicacidn los liposomas, cargados con el sulfato de amonio, se liofilizaron por
24 horas en un equipo Free Zone® 7670521 (Freeze Dry System Labconco, USA.). Al término, la

suspension se mantuvo en refrigeracion (4°C).

e Se prepararon soluciones de los farmacos en PBS (300 mM de sacarosa, pH 6.3). Para las
soluciones de doxorrubicina, se usé clorhidrato de doxorrubicina liofilizado contenido en
frascos ampulas de la marca DOXOLEM® (Lemery S.A. de C. V.). Para el 5-fluorouracilo, se

utilizé este compuesto grado reactivo (pureza 299%, TLC) (Sigma, USA.).

e La suspension liofilizada se reconstituyd con la solucidon del farmaco a encapsular mediante
agitacién a 3000 rpm durante tres minutos hasta homogenizar la mezcla: liposomas — sulfato
de amonio — farmaco — PBS. Posteriormente, esta mezcla se trasvasé a un matraz de bola que
se agité en el rotavapor a 180 rpm por 30 minutos y a una temperatura de 65°C. La suspension

resultante se almacend a 4°C.

e La suspensién de liposomas cargados con alguno de los farmacos (DOXO o 5-FU) o bien, con
una combinacion de ambos, se sometid nuevamente a sonicacion, aplicando dos ciclos: 1

minuto de sonicacién y un periodo de relajacién de 2 minutos a una temperatura de 30°.

e Durante la extrusiéon, se tomaron muestras de 1 ml al término de cada ciclo de filtracién (400,
200 y 100 nm), a fin de evaluar el grado de liberacion de farmaco del interior de los liposomas

debido a este proceso.
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7.5 EXPERIMENTO 4

Al observar que el gradiente de sulfato de amonio (Experimento 3) funcionaba de manera
favorable como promotor de la encapsulacidon de los fdrmacos doxorrubicina y 5-fluorouracilo en
sistemas independientes o bien, en el mismo sistema liposomal, se decidié incrementar la
concentracién de la solucién de sulfato de amonio que se emplearia para cargar los liposomas con
dicha sal y con ello generar una fuerza impulsora que permitiera el ingreso de cantidades

superiores de los farmacos a la zona acuosa de las vesiculas formadas.

Para este fin se prepard un solucion 1 M de sulfato de amonio (NH,),SO, en agua
desionizada. La preparacion de la suspensién liposomal se realizd siguiendo la misma metodologia
descrita con anterioridad, salvo que en este caso el tiempo de liofilizacién fue de 36 horas. Las

proporciones molares que se emplearon fueron las mismas del Experimento 2:

HSPC : CHOL : m-PEG : a-Tocoferol
55 : 355 : 7 : 2.5

Durante el experimento se evaluaron los siguientes lotes:
1. Liposomas cargados con DOXO evaluando dos concentraciones de farmaco (2 y 4 mg/ml)
en la suspensién final resultante. En ambos casos la proporcién masica (farmaco:

fosfolipidos) fue de 1:8.

2. Liposomas cargados con 5-FU, considerando una concentracién de 2 mg/ml en la

suspension final, y una proporcidon masica 1:8.

3. Liposomas cargados con la combinacion DOXO-5FU, considerando una concentracion final

de 1 mg/ml para cada farmaco. La proporcién masica también fue de 1:8.
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7.6  EXPERIMENTO 5

Para disminuir la pérdida de farmaco encapsulado durante el proceso de extrusién, se implementé
una nueva metodologia. En este caso los liposomas cargados con sulfato de amonio y preparados
de acuerdo con el procedimiento descrito en el Experimento 4, se sometieron primeramente a
extrusién, hasta alcanzar un tamano promedio de 200 nm, y posteriormente fueron liofilizados y
cargados con farmaco(s). Finalmente los liposomas fueron nuevamente sometidos a sonicacion y

extruidos para llevarlos a un tamafio = 100 nm.

7.7 TECNICAS PARA LA CARACTERIZACION DE LAS SUSPENSIONES
LIPOSOMALES

7.7.1 Cuantificacion de fosfolipidos en la suspension liposomal por técnica de Stewart

[76, 95]

7.7.1.1 Preparacion de ferrotiocianato de amonio (NH,FeSCN)

Se pesaron 27 g de cloruro férrico hexahidratado (FeCl;-6H,0) (Sigma-Aldrich, Alemania) y 30 g de
tiocianato de amonio (NH,SCN) (Sigma-Aldrich, Alemania) y se disolvieron en un litro de agua

desionizada, agitando vigorosamente la mezcla por un periodo de 20 min, hasta homogenizarla.

7.7.1.2 Curva patrén

Se pesaron 25 mg de HSPC en un vaso de precipitado, y posteriormente éstos se disolvieron en 10
ml de cloroformo (CHCIs). A continuacion la solucién se homogenizé agitandola a 3000 rpm por un
periodo de 3 minutos, obteniendo una solucién homogénea con una concentracién de 2.5 mg/ml.
Posteriormente, se realizé una dilucion 1:10 de dicha solucién. Esta nueva solucién, con

concentracidn de 0.25 mg/ml, se agitd nuevamente, hasta ser homogenizada.
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Se tomaron volimenes de 0.1, 0.2, 0.3 0.4 y 0.5 ml de dicha solucién y se colocaron en tubos de
vidrio con tapa (por triplicado). Cada tubo se aforé a 2 ml con cloroformo, y posteriormente se
agitaron vigorosamente por un 1 min. En cada muestra se agregaron 2 ml de ferrotiocianato de
amonio (NH,;SCN), se agitaron durante 1 min y posteriormente se centrifugaron (Centrifuge 5702
R, Eppendorf, USA.) a una velocidad de 3500 rpm durante 5 min y manteniendo una temperatura

de 4°C.

Se observé la formacion de una fase colorida (fase acuosa) en la parte superior de cada
tubo y una fase incolora (fase organica) en la parte inferior. La fase acuosa se retird con una pipeta
Pasteur, y la fase clorofdrmica se deposité en una celda de cuarzo de 1 cm de longitud. La celda se
coloco en un espectrofotémetro DUO 530 (Beckman coulter™, USA.), y se leyé la absorbancia
correspondiente a una longitud de onda A=488 nm. El procedimiento se repitié con cada uno de

los tubos.

7.7.1.3 Cuantificacion de fosfolipidos en muestras

Se tomd una muestra de 5 pl de cada uno de los lotes de liposomas y se coloco en un tubo de
vidrio, posteriormente se aforé con cloroformo hasta un volumen de 2 ml. Se realizé el mismo
procedimiento descrito anteriormente y se leyd la absorbancia correspondiente a la fase organica.
De igual manera que para los puntos de la curva patrén, las muestras de liposomas se prepararon

y evaluaron por triplicado.

Debido a que la doxorrubicina presenta una absorbancia con A=470 nm, muy cercana ala A
en la que se miden los fosfolipidos, para las suspensiones que contenian DOXO fue necesario
remover dicho fdrmaco de las muestras antes de procesarlas con la técnica de Stewart.

Para ello se realizé lo siguiente:

1. Se tomaron muestras de 10 pl (por triplicado) de cada uno de los lotes de liposomas y se
colocaron en un microtubo (Eppendorf, USA.) de 2 ml.
2. Se adicionaron 90 ul de agua desionizada y se agitd la mezcla moderadamente durante 1

minuto.
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3. Posteriormente, se tomaron 30 pl de la dilucion anterior (1:10) y se colocaron en un tubo de
vidrio con tapon.

4. El agua presente en la muestra, donde se disolvié la mayoria de la doxorrubicina, se secé con
nitréogeno gaseoso.

5. Posteriormente se agregaron 15 pl mas de agua desionizada, a fin de disolver las trazas de
doxorrubicina que pudiesen estar presentes.

6. El agua se removié nuevamente con nitrégeno.

7.7.2 Medicidn de tamaio de particula

Las mediciones de tamafio de particula se realizaron a 25°C utilizando un equipo 90PLUS Particle
size & Zeta sizer (Brookhaven Instruments, USA.), basado en el fendmeno de dispersidon dindmica
de la luz [96, 97]. Para ello, se disolvieron muestras de 5 pl de cada lote de liposomas en 2.5 ml de
una solucién de KCl 10 mM dentro de una celda de pldstico. Se realizaron tres mediciones de tres
minutos cada una, empleando los siguientes pardmetros: Temperatura=25°C, Viscosidad=0.890 cP,
indice de refraccion= 1.330, Angulo=90° y A=657.0 nm. La calibracién del equipo se realizé con una
suspension de microesferas de poliestireno en agua (Duke Scientific Corporation, USA.) con las
siguientes caracteristicas: Diametro Certificado=92 nm #3.7, Desviacidon estandar=7.0 nm,
Coeficiente de variacion=7.6%, Diametro hidrodindmico=89-94 nm (PCS), Densidad de la

microesfera=1.05 g/cm3, indice de refraccién=1.59 a 589 nm, Concentracién aproximada=1%.

7.7.3 Medicidn de potencial zeta

Se tomaron muestras de 5 pl de cada lote de liposomas. Posteriormente cada muestra se disolvié
en 2.5 ml de una solucion 1 mM de KCl dentro de una celda de plastico [99]. La celda se colocd en
el equipo 90PLUS Particle size & Zeta sizer y se llevd a cabo la medicidén a 25°C, considerando un
pH=5.30, una concentracion de 1 mg/ml y una constante dieléctrica=78.54. La calibracion del
equipo se hizo utilizando el estandar de referencia BI-ZR3 (Brookhaven Instruments Corporation,
USA.), con las siguientes caracteristicas: polvo azul obscuro de origen inorganico, tamafio de

particula=300 nm, valor promedio de potencial zeta= — (53 + 4) mV, conductancia =320 S + 10%.
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7.7.4 Cuantificacion de farmaco encapsulado

7.7.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

Las concentraciones de doxorrubicina y de 5-fluorouracilo en las suspensiones liposomales se

cuantificaron utilizando métodos descritos previamente [58, 62, 63], con algunas modificaciones.

Para la cuantificacion de 5-fluorouracilo se empled un equipo Waters 650E solvent delivery
(Waters Assoc. Milford MA, USA) con un inyector de 20 ul (Rheodyne, Cotati Ca, USA.), asi como un
detector UV486. En el caso de doxorrubicina, se utilizé el mismo equipo Waters 650E y ademds un

equipo WATERS-ALLIANCE 2695, acoplados ambos a un detector de fluorescencia.

7.7.4.2 Extraccion de doxorrubicina y 5-fluorouracilo

Para extraer la DOXO vy el 5-FU de las vesiculas liposomales, se desarrollé el procedimiento que a

continuacion se describe:

1. Se tomd una muestra de 100 pl de cada suspension y se colocé al interior de un tubo Corning®
Cryogenic de 5 ml.

2. Se adicionaron 10 pl de una solucién del estandar interno correspondiente con concentracion 10
pg/ml (daunorrubicina para la DOXO y 5-clorouracilo para el 5-FU).

3. Se agregaron 2 ml de una mezcla Isopropanol/cloroformo en proporciones 1/1 (v/v).

4. La mezcla contenida en el tubo se homogenizé, agitando a 3000 rpm por un periodo de 3 min.

5. Lasolucion se centrifugd a 6000 rpm, 4°C y por un periodo de 10 min.

6. Se tomarony desecharon 500 pl de la parte superior de la solucién.

7. Del sobrenadante (1.5 ml) se tomdé 1 ml y se trasvasé a un microtubo (Eppendorf, USA.) de 2 ml
donde se llevd a sequedad total colocandolo en un bafio a 40°C y sometiéndolo a una corriente de

nitrégeno gaseoso.
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8. Tras secar por completo la muestra, ésta se resuspendid en 100 pl de la fase movil
correspondiente, formiato de amonio (pH=3) para el caso de doxorrubicina y KH,PO, (pH=3) en el
caso de 5-fluorouracilo.

9. La nueva solucién se homogenizé e inyectd en el equipo de HPLC.

10.La concentracion de farmaco presente en la solucidn liposomal se calculé mediante una curva

patron preparada con cada farmaco.

7.7.4.3 Preparacion de la curva patrdon para la cuantificacion de los farmacos

Se prepararon soluciones a cuatro diferentes concentraciones de DOXO y 5-FU: 20, 10, 5y 2.5

ug/ml en PBS (pH=6.3 y con una concentracién 300 mM de sacarosa).

Se siguié el mismo procedimiento descrito anteriormente, utilizando liposomas blanco (sin

farmaco) como vehiculo.
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Condiciones para la cuantificacion de 5-fluorouracilo por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

(HPLC):
Columna: puBondaPack C-18, 3.9 x 150 mm
Fase movil: KH,PO,4 con pH=3.0
Flujo: 1.5 ml/min
Presion: 1200-1300 psi
Temperatura: 20°C
Tiempo de corrida: 5 min
T de retencion para 5-Fluorouracilo: 2.5 min
T de retencién para 5-Clorouracilo: 4.1 min
A 266 nm

Condiciones para la cuantificacion de doxorrubicina por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

(HPLC):
Columna: pBondaPack C-18, 3.9 x 150 mm
Fase movil: 55 % de formiato de amonio con pH=3.0
45 % de acetonitrilo
Flujo: 2.0 ml/min
Presién: 1500-1600 psi
Temperatura: 20°C
Tiempo de corrida: 3 min
T de retencidn para Doxorrubicina: 1.0 min
T de retencion para Daunorrubicina: 1.3 min
XA 480 nm
el 580 nm
Gain 1
EUFS 1000




DISCUSION DE RESULTADOS 48

8. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 EXPERIMENTO 1

8.1.1 Tamaiio de particula

En la Tabla 1 se presentan los tamanos de particula que se midieron para los lotes 1, 2 y 3,
cargados con 5-fluorouracilo (5-FU), y de los dos lotes que fueron cargados con doxorrubicina
(DOXO). El Lote 2 de 5-FU se hizo pasar por ciclos adicionales (5x) de extrusion a través de filtros
de 50 nm, a fin de evaluar posibles mejoras en la homogenizacién del tamafio al compararlo con el
Lote 1 de 5-FU que se preparé de la misma manera, pero que se sometié al proceso normal de
extrusion (hasta filtros de 100 nm). En el Lote 3 se modificé la proporcién madsica
(farmaco:fosfolipidos). Para los lotes de DOXO la variacidn se realizé en términos de la técnica de
rehidratacién (Ver Desarrollo Experimental) asi como en la relacidn mdsica empleada del agente

antineopldsico respecto a los fosfolipidos.

Tabla 1. Tamafio de particula de liposomas del Experimento 1.

Tipo de
Farmaco Proporcién masica Diametro indice de distribucion
Lote . . . . gy . .
encapsulado  (farmaco:fosfolipidos) efectivo (nm) polidispersion poblacional
de tamafio
1 5-FU 1:13 167.3+0.7 0.128 Bimodal
2 5-FU 1:13 158.8+0.3 0.189 Bimodal
3 5-FU 1.6 121.5+0.7 0.145 Bimodal
1 DOXO 1:40.5 205.1+1.0 0.155 Bimodal
2 DOXO 1:40.5 191.5+0.9 0.177 Bimodal

El indice de polidispersidn mide la homogeneidad de la muestra de liposomas con respecto a su
didmetro. Un valor de 0.0 representa una muestra completamente homogénea, mientras que un
valor de 1.0 representa una muestra totalmente heterogénea. El tipo de distribucién poblacional
de tamafio indica la presencia de una, o mas zonas o distribuciones de tamafios. La Figura 1
ejemplifica el caso del Lote 3 de 5-FU, donde se observan dos poblaciones de tamafio, 103.5 nmy

338.9 nm. Un comportamiento similar se observa en los otros lotes.
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Figura 1. Determinacion del tamafio de particula del Lote 3 de 5-FU en 90Plus Particle Sizing Software Ver.
4.09. Arriba a la derecha, se observa el histograma con las dos concentraciones de tamafio en la muestra.

Abajo, distribucién poblacional de tamanio.

Los resultados indican que la proporcion farmaco:fosfolipidos, posiblemente influye en el tamafio
de los liposomas después de la extrusién. En el caso de los Lotes 1y 2 de 5-FU, preparados con una
relacidn 1:13 (farmaco:fosfolipidos), el tamafio promedio de las vesiculas es 167.3 £+ 0.7 y 158.8
0.3 nm respectivamente, mientras que para el Lote 3, elaborado con una relacién 1:6, el tamafio
pudo ser disminuido hasta 121.5 + 0.7 nm. Aparentemente, una concentracién mayor de
fosfolipidos en la suspensidén produce vesiculas con una membrana mas rigida, dificultando Ila
disminucién de su tamafio durante el proceso de extrusiéon [109-111]. Por otra parte, también es
posible que la presencia de las moléculas de farmaco al interior de las vesiculas genere un
requerimiento estérico impidiendo que el volumen de las vesiculas pueda ser reducido mas alla de

un cierto limite [112, 113].
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8.1.2 Potencial zeta

La Tabla 2 muestra el los valores de potencial zeta para los diferentes lotes preparados durante

este experimento.

Tabla 2. Datos correspondientes a la medicidn del potencial zeta.

Lote Farmaco !’roporcién m’a’s.ica Potencial zeta Estabilidad asociada
encapsulado (farmaco:fosfolipidos) (mV)
1 5-FU 1:13 -33.14 +£2.52 Moderada
2 5-FU 1:13 -28.11+£2.09 Umbral de leve dispersién
3 5-FU 1:6 -33.06 £ 3.37 Moderada
1 DOXO 1:40.5 -34.84 +3.40 Moderada
2 DOXO 1:40.5 -32.13+2.78 Moderada

En la tabla anterior se observa que, con excepcién del Lote 2 de 5-FU, los lotes preparados poseen
potenciales superiores a los -30 mV. Dichos valores de potencial zeta permiten inferir que la
metodologia implementada y el uso del buffer de fosfatos como medio dispersor, producen
suspensiones estables, independientemente del farmaco que ha sido atrapado al interior de las

vesiculas.

El valor de potencial para el Lote 2 de 5-FU, muestra que al hacer pasar la suspensién por filtros
con tamafo de poro de 50 nm, es probable que se indujera una variacion en la distribucion de
cargas presentes alrededor de los liposomas, reduciéndose la fuerza de dispersién entre los

mismos [83, 99].

Los resultados también indican que el potencial zeta no se modificé en funcién de la relacidn
farmaco/fosfolipidos  (masa/masa). Es decir, se obtuvieron valores semejantes,
independientemente de la proporcién utilizada (1:6, 1:13 o bien 1:40.5). Esto ultimo sugiere que el
valor para dicho potencial es afectado Unicamente por el tamafio de las vesiculas, la naturaleza del
fosfolipido que constituye la membrana de los liposomas y el método que se emplea para su

elaboracion.
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8.1.3 Cuantificacion del farmaco encapsulado

La Figura 2, muestra la curva patrdn utilizada para la cuantificacién de doxorrubicina encapsulada
en liposomas mediante la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). En la figura
se grafica la concentracion (ug/ml) del farmaco (DOXO) vs el cociente de la altura del pico (sefial)
de DOXO entre la altura del pico de daunorrubicina (DAUNO), que es el estandar interno. Este
cociente se utiliza para corregir posibles variaciones asociadas con el proceso de preparacion de la

muestra. Se muestra la regresidn lineal de la ecuacién asociada a la curva.
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y=0.9485x-0.0141
R’=0.9994

Altura DOXO / Altura DAUNO

00 T T T T
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Concentracion (ug/mL)

Figura 2. Curva patrén para la cuantificacidon de doxorrubicina en liposomas.
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En la Figura 3, se muestra la curva patrdn para la cuantificaciéon de 5-FU. Es importante mencionar
que la cuantificacion de los farmacos (DOXO y 5-FU) se hizo de manera independiente, alin cuando
una misma suspension liposomal contuviera ambos farmacos. Esto, es debido a que cada farmaco
requiere una fase mévil y un sistema de deteccion diferentes. Al igual que en la Figura 1, se grafica
la concentracion vs el cociente de la altura de los picos. En este caso el estandar interno fue 5-

clorouracilo (5-CU).
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y=10.091x+0.1667
R?= 0.9978

Altura 5-FU / Altura 5-CU
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Figura 3. Curva patrén para la cuantificaciéon de 5-fluorouracilo en liposomas.
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En la Tabla 3, se presentan las eficiencias de encapsulacion de los Lotes 1y 2 de DOXO.

Tabla 3. Cuantificacidn de doxorrubicina en liposomas del Experimento 1.

Lote Farmaco Proporcidon masica Concentracidon Concentracion Eficiencia
encapsulado (farmaco:fosfolipidos) Inicial (ug/ml) final (ug/ml) (%)
1 DOXO 1:13 740 4.7 £0.87 0.63
2 DOXO 1:13 740 3.9+0.20 0.53

Como se puede observar, las eficiencias de encapsulacién para ambos lotes fueron menores al 1%.
Es posible que la baja eficiencia se deba a la manera en que fue realizada la rehidratacion de la
bicapa lipidica: en ambos lotes el proceso se llevd acabo primeramente con la solucién de
(NH,4),S0,4 y posteriormente con la solucidon de PBS, en ambas soluciones se incluyd parte del
farmaco a encapsular. Al quedar atrapados de manera simultanea el sulfato de amonio y la DOXO
durante la formacién de las vesiculas, se esperaba tener una concentracion similar de cada uno
dentro y fuera del liposoma, y al agregar una cantidad adicional de DOXO en el PBS, se esperaba
producir un gradiente de concentracidn, que en teoria produciria un intercambio de moléculas del
farmaco, proveniente del exterior del liposoma, por las moléculas del sulfato de amonio que fue
atrapado al interior del mismo.

Sin embargo, es posible que la ausencia de un gradiente de pH adecuado (mediante una mayor
concentracién de (NH,;),SO,) limitara el ingreso de los farmacos al interior de los liposomas.
Abraham S.A. y colaboradores [114], han demostrado que la carga eficiente de bases débiles
amfipaticas (como DOXO y 5-FU) debe ser inducida mediante métodos de carga activa basados en
la formacidn de un ApH de transmembrana, asi como en la acumulacién de niveles de farmaco que
exceden la solubilidad de los agentes terapéuticos dentro del liposoma. Madden y colaboradores
en su trabajo de 1990 [115], probaron que los gradientes de pH a través de los liposomas dan
lugar a una precipitacion del farmaco mediante una asociacién de éste, o bien, mediante la
interaccion del agente terapéutico con sales presentes en el espacio acuoso del liposoma
produciendo una acumulacidn del principio activo al interior de las vesiculas. En nuestro caso el
ApH de transmembrana no fue generado, y por consiguiente, el ingreso de farmaco al interior de
liposomas no fue posible. Probablemente el fadrmaco encapsulado se logré durante la formacion
de las vesiculas y es muy posible que durante el proceso de extrusién, gran parte del farmaco
inicialmente encapsulado se haya liberado dejando al final una pequeiia cantidad de éste al

interior del liposoma (< 5 pug/ml).
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Las eficiencias de encapsulacion para los Lotes 1, 2 y 3 de 5-FU son presentadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Cuantificacidn de 5-fluorouracilo en liposomas del Experimento 1.

Lote Farmaco Proporciéon masica Concentracidon Concentracion Eficiencia
encapsulado (farmaco:fosfolipidos) Inicial (ng/ml) final (ug/ml) (%)
1 5-FU 1:13 5000 55.4+4.15 1.11
2 5-FU 1:13 5000 46.6 +1.08 0.93
3 5-FU 1:6 5000 8.8+0.32 0.18

La eficiencia de encapsulacion para el Lote 2 (extruido hasta 50 nm), fue ligeramente menor a la
alcanzada por el Lote 1, pese a que ambos lotes fueron preparados bajo las mismas condiciones.
Tras el paso de las vesiculas multilaminares (MLV’s) o bien, de las vesiculas unilaminares grandes
(LUV’s) a través de los filtros de policarbonato, se ha reportado [116] que nuevas vesiculas de
menor tamafio (SUV’s) son formadas y éstas logran atrapar parte del farmaco que fue liberado
durante la ruptura de las vesiculas mas grandes. Sin embargo, en nuestro caso no se observé que
la eficiencia de encapsulacién mejorara al tratar de reducir el tamafio de las vesiculas, y se
considera que gran parte del farmaco se libera durante la extrusiéon y no logra ser encapsulado

nuevamente.

Respecto al Lote 3, se observa una importante disminucién en la concentracién final de 5-FU
respecto a la conseguida en los Lotes 1 y2. Esta disminucion se asocia con el cambio en la relacion
madsica de farmaco:fosfolipidos. Se considera que al disminuir la concentracién de fosfolipidos en
la suspensién, el nimero de vesiculas producidas es menor, y en consecuencia la cantidad de

farmaco encapsulado también es menor.
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8.2 EXPERIMENTO 2

Modificacion de proporciones molares en la formulacidn de la suspension liposomal.

Considerando la importancia que tiene el colesterol en la membrana liposomal, al ser éste uno de
los pardmetros que determinan la rigidez de las vesiculas, se modificé la proporcién molar de

colesterol en la formulacion liposomal pasando de un 42.5 % a un 37.5%.

8.2.1 Tamaiio de particula

La Tabla 5, muestra la medicién del tamafio de particula para la suspensién liposomal

correspondiente al Lote 4 de 5-FU preparado con la nueva formulacién.

Tabla 5. Tamaiio de particula de liposomas del Experimento 2.

Tipo de
Lote Farmaco Proporcidon masica Diametro indice de distribucion
encapsulado  (farmaco:fosfolipidos) efectivo (nm) polidispersion poblacional de
tamaio
4 5-FU 1:6 126.8+0.2 0.092 Unimodal
8.2.2 Potencial zeta
En la Tabla 6, se muestra el potencial zeta medido para el Lote 4 de 5-FU.
Tabla 6. Datos correspondientes a la medicion del potencial zeta
Lote Farmaco Proporciéon masica Potencial Estabilidad
encapsulado (farmaco:fosfolipidos) zeta (mV) asociada
1 5-FU 1:6 -38.02+2.78 Moderada

8.2.3 Cuantificacion del farmaco encapsulado

La eficiencia de encapsulacion para el Lote 4, se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Cuantificacién de 5-fluorouracilo en liposomas del Experimento 2.

Lote Farmaco Proporcién masica Concentracion Concentracion Eficiencia
encapsulado (farmaco:fosfolipidos) Inicial (pg/ml) final (pg/ml) (%)
1 5-FU 1:6 5000 13+0.34 0.26

El tamafio de las vesiculas (Tabla 5) no presentéd una diferencia substancial respecto al
Experimento 1. Sin embargo, el indice de polidispersidon disminuyd considerablemente en esta
suspension. Asi mismo, la distribucién poblacional fue unimodal vs una distribucion bimodal
obtenida para el Lote 3 de 5-FU, preparado en el experimento anterior. Diferentes autores han
demostrado que al disminuir el porcentaje de colesterol, la membrana liposomal adquiere menor

rigidez facilitando la homogenizacidn de su tamafio [41, 73, 79, 81].

El valor del potencial zeta mostrado en la Tabla 6 no presenta diferencia significativa con respecto
a los valores de las suspensiones del Experimento 1. Como ya se ha comentado, este potencial no
estd relacionado con las proporciones de cada componente que fueron empleadas para la
preparacion de la pelicula lipidica; sino con la naturaleza de los fosfolipidos, el tamafio de particula

y el método de preparacidon empleado para la generacidén de los liposomas. [117-119]

Se observé un ligero incremento en la eficiencia de encapsulacién (Tabla 7) de 5-FU, en
comparacion al Lote 3 (Tabla 4). Como ha sido reportado por El Maghraby G.M.M., y cols. en 2005
[120] y por Glavas-Dodov M. y cols. [121], el colesterol brinda a la membrana del liposoma rigidez
y estabilidad al intercalarse entre las cadenas de fosfolipidos. Asi mismo, el incremento o
disminucién de la cantidad de colesterol, hace que la permeabilidad, es decir, la capacidad de la
membrana para permitir el ingreso o egreso de sustancias, se vea limitada en el primer caso y
optimizada en el segundo caso. Es probable que al aumentar la permeabilidad de la membrana
liposomal en el Lote 4, se favoreciera el ingreso de 5-FU a las vesiculas, sin embargo el incremento
es minimo y se considera que la pobre eficiencia de encapsulacidon esta mas bien asociada con el

proceso de rehidratacién y extrusién.

Se decidié utilizar la proporciéon molar de colesterol de 37.5% para el resto de los experimentos.
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8.3 EXPERIMENTO 3

Incremento del gradiente y secado por liofilizacion.

Durante este experimento se generd un mayor gradiente de sulfato de amonio entre la zona intra
y extraliposomal, a fin de aumentar la concentracién de farmaco al interior de los liposomas al

incrementar de manera indirecta el gradiente de pH de transmembrana.

Para tal efecto se adoptaron dos estrategias, por una parte, la solucion de sulfato de amonio con

que se rehidrato la pelicula lipidica fue modificada de 300 mM a 700 mM.

Por otra parte, el sulfato de amonio extraliposomal se removié mediante un proceso de

liofilizacion de 24 horas, creando una diferencia mas grande entre la concentracién de esta sal al

interior del liposoma y la concentracidn presente en el medio dispersor.

8.3.1 Tamaiio de particula

En la Tabla 8 se muestran las mediciones del tamafio de particula de los Lotes 1, 2 y 3 — liofilizados.

Tabla 8. Tamaiio de particula de liposomas del Experimento 3.

.. Tipo de

. . . ‘. Diametro P C
Farmaco Proporciéon masica . Indice de distribucion

Lote ) Y . efectivo . .. .

encapsulado (farmaco:fosfolipidos) (nm) polidispersion poblacional
de tamafio

1 DOXO 1:8 158.2+2.8 0.236 Bimodal

2 DOXO 1:8 139.3+5.9 0.139 Unimodal

3 DOXO-5FU 1:4 151.5+2.3 0.265 Bimodal

Como se puede apreciar los tamafios de particula son semejantes a los alcanzados en los
Experimentos 1 y 2. Unicamente el Lote 2 presentd una distribucién de tipo unimodal en la

poblacién de tamafios disminuyendo el indice de polidispersion.
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8.3.2 Potencial zeta

En la Tabla 9, se muestran las mediciones de potencial zeta para los lotes 1, 2 y 3 —liofilizados.

Tabla 9. Datos correspondientes a la medicion del potencial zeta.

Farmaco Proporcién masica Potencial - .
Lot Estabil
ote encapsulado (farmaco:fosfolipidos) zeta (mV) stabilidad asociada
1 DOXO 1:8 -8.78 £1.25 Umbral de aglomeracién
DOXO 1:8 -11.58 £ 0.71 Umbral de aglomeracién
3 DOXO- 5FU 1:4 -9.40+1.05 Umbral de aglomeracion

Como se puede apreciar, los lotes de liposomas preparados con esta técnica presentaron

potenciales zeta inferiores a los alcanzados durante los Experimentos 1y 2.

Considerando que la liofilizaciéon es un proceso que permite la remocién del medio dispersor de
los liposomas para evitar la degradacidon de los compontes de la membrana y estabilizando el
tamafio de las vesiculas cuando se utiliza un crioprotector [122, 123, 124], como la sacarosa
utilizada en este caso [121], no deberian existir modificaciones en la distribucion de las cargas

capaces de inducir un cambio en el potencial zeta.

Se ha reportado que un factor que puede afectar de manera directa en el valor de dicho potencial
es el pH o el cambio en la atmdsfera idnica [82, 99]. Hope y Wong en 1995 constataron que, si un
farmaco es incubado con LUV’s (vesiculas unilaminares grandes) que han sido cargadas
previamente con sulfato de amonio en una solucion no equilibrada, una cierta cantidad de amonio
neutro se difundird hacia el exterior de la vesicula creando un sistema desequilibrado y acidulado

(pH~2.7), en la zona interna del liposoma.

Al respecto, los valores obtenidos en esta medicién podrian ser resultado de un cambio en el pH
del medio; sin embargo, en el experimento no se midid el pH de las suspensiones, por lo que no es

posible confirmar esta hipodtesis.
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8.3.3 Cuantificacion del farmaco encapsulado

En las Tablas 10 y 11, se presentan las eficiencias de encapsulacion de DOXO y 5-FU para los lotes
preparados con esta metodologia. Se muestran las eficiencias de encapsulacidn durante el proceso
de extrusion a través de los diferentes tamafios de membrana. Esto permitié evaluar la pérdida de

farmaco encapsulado en cada cambio de membrana.

Tabla 10. Cuantificacion de doxorrubicina en liposomas del Experimento 3.

Lote Farmaco Proporcion masica  Concentracion Concentracion Eficiencia

encapsulado (farmaco:fosfolipidos) Inicial (ug/ml) final (ug/ml) (%)

1, pre-extrusidn DOXO 1:8 2000 175.9 8.8
1,400 nm 2000 96.5 4.8
1,200 nm 2000 84.8 4.2

1, 100 nm 2000 59.6 3.0

2, pre-extrusion DOXO 1:8 2000 131.6 6.6
2,400 nm 2000 58.3 2.9
2,200 nm 2000 44.5 2.2
2,100 nm 2000 26.0 13

3, pre-extrusion DOXO-5FU 1.8 1000 26.5 2.6
3,400 nm 1000 17.8 1.8
3,200 nm 1000 16.4 1.6
3,100 nm 1000 16.0 1.6

Tabla 11. Cuantificacidn de 5-fluorouracilo en liposomas del Experimento 3.

Lote Farmaco Proporcion masica  Concentracion Concentracion Eficiencia
encapsulado (farmaco:fosfolipidos) Inicial (ug/ml) final (ug/ml) (%)

3, pre-extrusion DOXO-5FU 1:8 1000 22,5 2.2
3,400 nm 1000 18.1 1.8
3,200 nm 1000 15.6 1.6
3,100 nm 1000 15.3 1.5

Para el caso de los Lotes 1y 2 de DOXO, se observé una pérdida considerable (= 50%) del farmaco
encapsulado al pasar por la membrana de 400 nm. Al finalizar la extrusién por membrana de 100
nm la eficiencia de encapsulacién se redujo en un factor de entre 3 y 4. Los resultados muestran
que las modificaciones en la técnica de preparacion de los liposomas (gradiente de sulfato de

amonio vy la liofilizacién) favorecieron la eficiencia de encapsulacion. Sin embargo, se aprecia de
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manera notable que el proceso de extrusion, a través de las distintas membranas, favorece la

liberacion del farmaco del interior del liposoma.

En el caso del Lote 3 (Tabla 10), se observé que al finalizar el proceso de extrusidn el porcentaje de
farmaco liberado fue = 40%. A diferencia de los Lotes 1 y 2, en esta suspension no fue posible
incrementar de manera importante la encapsulacidn inicial empleando el método de carga
remota. Las eficiencias de encapsulacion alcanzadas fueron similares para ambos farmacos tanto
al inicio de la extrusion (2.6 % para DOXO y 2.2 % para 5-FU), como al final de ella (1.6 %y 1.5 %

respectivamente).

Es posible que la inclusion de ambos agentes antineoplasicos en la misma solucidon de
rehidratacidn restrinja la encapsulacién simultanea de los mismos. Por una parte, el gradiente de
concentracién de sulfato de amonio podria no ser suficiente para llevar a cabo el intercambio
simultaneo de los farmacos por iones NHs. Por otro lado, DOXO y 5-FU tienen valores semejantes
de pKa y ambos son bases débiles anfipaticas, lo que podria producir una competencia entre ellos

limitando su ingreso a la cavidad acuosa de los liposomas.

Aunque la metodologia para generar las vesiculas de los tres lotes fue la misma: hidratacién de
pelicula lipidica, S.B. Kulkarni y colaboradores han descrito una serie de factores que pueden llegar
a afectar las caracteristicas del liposoma vy la eficiencia de encapsulacién [125, 126], entre ellas se
incluyen las condiciones de preparacion o el tiempo y velocidad de agitacién durante el proceso de

rehidratacion.
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8.4 EXPERIMENTO 4

Variacion del Gradiente

Con el fin de mejorar la encapsulacién simultdanea de DOXO y 5-FU, se empleé una solucién de
sulfato de amonio 1 M durante la rehidrataciéon de la cama lipidica para inducir una fuerza
impulsora (“driven force”), generada por el gradiente de pH que se produce como un efecto del
gradiente de sulfato de amonio, que indujera el flujo de ambos farmacos hacia el interior de la
vesicula. En el experimento se utilizd la técnica de liofilizacion durante la elaboracién de los
liposomas, y se consideraron dos concentraciones de DOXO en la solucion de rehidratacién: 2 y 4

mg/ml.

8.4.1 Tamaiio de particula

En la Tabla 12, se muestran las mediciones de tamafo de particula de las suspensiones

liposomales.

Tabla 12. Tamafio de particula de liposomas del Experimento 4.

Tipo de
Lote Farmaco Proporcién masica Diametro indice de distribucion
encapsulado  (farmaco:fosfolipidos) efectivo (nm) polidispersion poblacional de
tamaio
1B DOXO (4 mg/ml) 1:8 176.3+8.9 0.162 Bimodal
2B DOXO (2 mg/ml) 1:8 136.8+5.3 0.122 Unimodal
3B DOXO-5FU 1:8 120.7+1.4 0.087 Unimodal
4B 5FU 1:8 116.7+1.4 0.078 Bimodal

Los datos indican que la implementacién del proceso de sonicacidn, previo a la extrusion, facilité la
homogenizacién y la disminucién del tamafo de las vesiculas. Esto se explica en virtud de que la
sonicacién causa la ruptura de las MLV’s de gran tamafio, produciéndose vesiculas unilaminares

mas pequeias, cuyas dimensiones pueden ser reducidas con facilidad.

No obstante, en los Lotes 1 y 2 se aprecia un incremento del didmetro efectivo, en comparacion
con los de los Lotes 3 y 4. Es probable que esta diferencia se relacione con la mayor concentracion

de farmaco encapsulada en los primeros lotes. Es decir, que el requerimiento espacial de un
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mayor nimero de moléculas atrapadas en la cavidad acuosa impida disminuir el tamafio de las

vesiculas por debajo de cierto umbral.

8.4.2 Potencial zeta

En la Tabla 13, se muestran los valores de potencial zeta para las suspensiones preparadas en el

Experimento 4.

Tabla 13. Datos correspondientes a la medicion del potencial zeta.

Farmaco Proporcidn masica Potencial - .
Lot Estabil
ote encapsulado (farmaco:fosfolipidos) zeta (mV) stabilidad asociada
1B-liofilizado DOXO (4 mg/ml) 1.8 -33.04 £ 0.89 Moderada
2B-liofilizado DOXO (2 mg/ml) 1:8 -37.38 £1.47 Moderada
3B-liofilizado DOXO-5FU 1:8 -38.69 +1.58 Moderada
4B-liofilizado 5FU 1:8 -32.37+1.06 Moderada

Los valores de potencial zeta para todos los lotes fueron semejantes a los obtenidos para las
suspensiones de los experimentos anteriores. Estos potenciales corresponden a una estabilidad

moderada.

8.4.3 Cuantificacion de farmaco encapsulado

La Tabla 14, muestra las eficiencias de encapsulacién de doxorrubicina para los lotes 1B, 2B y 3B.
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Tabla 14. Cuantificacidon de doxorrubicina en liposomas del Experimento 4.

Lote Farmaco Proporcion masica Concentracion Concentracion Eficiencia
encapsulado (farmaco:fosfolipidos) Inicial (ug/ml) final (ug/ml) (%)
eif;upszg'n DOXO 1:8 4000 441.01 11.03
1B, 400 nm 4000 296.11 7.40
1B, 200 nm 4000 217.65 5.44
1B, 100 nm 4000 172.41 431
ezxz’rupsrig’n DOXO 1:8 2000 262.47 13.12
2B, 400 nm 2000 83.59 4.18
2B, 200 nm 2000 42.82 2.14
2B, 100 nm 2000 27.92 1.40
eif;upsrig'n DOX-5FU 1:8 1000 127.93 12.79
3B, 400 nm 1000 52.07 5.21
3B, 200 nm 1000 38.54 3.85
3B, 100 nm 1000 25.05 2.50

Los resultados muestran que existe una dependencia entre la concentracién inicial del farmaco
que se utilizé durante la rehidrataciéon de la cama lipidica y la concentracién final encapsulada. Se
observa que al incrementar la concentracion inicial del farmaco en el PBS, la cantidad
intraliposomal también aumenta. En el caso del Lote 1B, al utilizar 4000 pg/ml de DOXO/PBS para
reconstituir los liposomas, la concentracidon encapsulada antes de iniciar la extrusion fue de 441
pug/ml, mientras que en el Lote 2B al reconstituir con 2000 pg/ml (DOXO/PBS) se obtuvo una
encapsulacion de 262 pg/ml. Para el Lote 3B, se observa un comportamiento similar. Este
resultado muestra que el incremento en el gradiente de (NH,),SO,; aunado a una saturacion del
medio dispersor (PBS) con farmaco, promueve el intercambio entre la DOXO vy los iones NH; a

través de la membrana [127], incrementando la cantidad de farmaco encapsulado.

Sin embargo, los resultados hacen también evidente que el proceso de extrusiéon conlleva a la
liberacién del farmaco, resultando en una reducida eficiencia de encapsulacion después de utilizar
la membrana de 100 nm. Si bien el tamafio final de los liposomas se encuentra en el rango de
tamafo esperado (= 100 nm), tal como se muestra en la Tabla 12, la reducida eficiencia de
encapsulacién hizo necesario considerar una modificacién en el proceso de homogenizacién del

tamaio por medio de la extrusion.
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En la Tabla 15, se muestran las eficiencias de encapsulacién de 5-fluorouracilo para los Lotes 3B y

4B- Liofilizados.

Tabla 15. Cuantificacién de 5-fluorouracilo en liposomas del Experimento 4.

Lote Farmaco Proporcidon masica Concentracion Concentracion Eficiencia
encapsulado (farmaco:fosfolipidos) Inicial (ug/ml)  final (ug/ml) (%)

3B, pre- 5 ox0-5FU 1:8 1000 1.03 0.10

extrusion
3B, 400 nm 1000 0.127 0.013
3B, 200 nm 1000 0.063 0.006
3B, 100 nm 1000 0.037 0.003

ei?upsrif,)'n 5-FU 1:8 2000 0.320 0.016
4B, 400 nm 2000 0.150 0.007
4B, 200 nm 2000 0.116 0.007
4B, 100 nm 2000 0.086 0.004

Contrario a lo observado para la DOXO, las eficiencias de encapsulacién para 5-FU disminuyeron
notablemente con respecto a lo obtenido en los experimentos anteriores. Esta disminucion se
aprecié cuando el 5-FU se combind con DOXO (Lote 3B), asi como en la suspensién que sélo
incluyd 5-FU (Lote 4B). Es posible que la baja encapsulacion de 5-FU, se deba principalmente a la
naturaleza de dicha molécula y la pobre respuesta de ésta con el método de carga remota al
utilizar un gradiente de sulfato de amonio. Es decir, el gradiente de sulfato de amonio parece no
favorecer el ingreso de este farmaco al interior del liposoma; o bien, que el ApH de
transmembrana es insuficiente para hacer que esta molécula tienda a acumularse en la fase

acuosa de la vesicula liposomal.

Se ha reportado [128] que el 5-fluorouracilo no se acumula dentro del liposoma si la zona acuosa
interior presenta un pH inferior a 4, esto sin importar que el 5-FU posea un pKa de 8.04. Situacion
qgue contrasta con la incorporacién de la DOXO, que posee un pKa de 8.2. Pese a que la
doxorrubicina es una amina lipofilica (en su forma libre), presenta un coeficiente de particién
octanol/agua de 12.6 aproximadamente [129]. Por otro lado, 5-fluorouracilo no tiene un grupo
libre amino y posee un coeficiente de particion mucho menor (0.13 aproximadamente). Ello indica
una mayor dificultad de esta molécula para lograr atravesar una barrera lipofilica, como la

membrana liposomal.
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Otra posible razén para la baja eficiencia de encapsulado es que, cuando el pH es cercano a 7, se
ha observado que la forma neutra del 5-FU tiene una importante actividad de superficie con una
concentracién micelar critica estimada en 80 nM [130]. Por tanto, si algunas moléculas de 5-FU
adoptan la forma de micelas, su permeabilidad a través de la bicapa lipidica y su captura en el
nucleo acuoso de la vesicula resultan mas dificiles debido a un mayor tamafio y a la consiguiente

limitacion en la transferencia de masa.
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8.5 EXPERIMENTO 5

Modificacion en los procesos de Extrusion y Sonicacion.

Con esta metodologia se planed reducir las pérdidas de farmaco encapsulado debidas al proceso
de extrusidén. Para ello, una vez que los liposomas fueron cargados con sulfato de amonio
(concentracién 1M), éstos se sonicaron y extruyeron posteriormente hasta completar los ciclos a
través de filtros con tamafo de poro de 200 nm. A continuacién, las vesiculas fueron liofilizadas y
mas tarde reconstituidas con la solucién del farmaco a encapsular. Finalmente, el tamafio de los
liposomas se homogenizé complementando el proceso de extrusiéon al hacerlas pasar a través de

filtros de 100 nm.

8.5.1 Tamaiio de particula

En la Tabla 16, se presentan las mediciones de tamafio de particula de los lotes 1 a 4.

Tabla 16. Tamafio de particula de liposomas del Experimento 5.

Tipo de
Farmaco Proporcidon masica Diametro indice de distribucion
Lote . . . . g s .
encapsulado  (farmaco:fosfolipidos) efectivo (nm) polidispersion poblacional
de tamaiio
1 DOXO (2 mg/ml) 1:8 208.8+1.2 0.254 Bimodal
2 5FU 1:8 161.4 £ 0.6 0.109 Bimodal
3 DOXO (4 mg/ml) 1:8 232.3+1.5 0.285 Bimodal
4 DOXO-5FU 1:8 138.7+3.1 0.189 Bimodal

Pese a que de manera posterior a la carga del farmaco, los liposomas se hicieron pasar por
extrusion a través de filtros de 100 nm, los didmetros promedio de las vesiculas no se redujeron al
intervalo esperado de los 100 nm. Tal como se explicéd anteriormente, el proceso de liofilizacidn
puede actuar como un estabilizante del tamafio [121], en consecuencia, es posible que al llevar a
los liposomas hasta el tamafo de los 200 nm, y liofilizarlos posteriormente, el proceso resulte en la
estabilizacion de la membrana debido a que la sacarosa, incluida en el PBS y utilizada como
crioprotector, forma junto con los grupos polares una matriz vitrea durante el congelamiento y
exhibe una movilidad molecular baja después del secado. Probablemente, la formacion de esta

matriz sélida dificulte el proceso de extrusidn para reducir el tamafio.
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Por otra parte, Crommelin y colaboradores en 1994 [131] asi como van Winden y Crommelin en
1999 [132], demostraron que ademads de la presencia de crio-protectores, pardmetros como la
composicion de la bicapa, intervalo y temperatura de congelamiento y el nivel de agua residual
desempefian un papel critico en la conservacién de la estructura, tamafio y forma de la membrana
después que ésta es liofilizada.

8.5.2 Potencial zeta

La Tabla 17, se muestran los potenciales zeta de las suspensiones preparadas.

Tabla 17. Datos correspondientes a la medicion del potencial zeta.

Lote Farmaco Proporcidon masica Potencial Estabilidad asociada
encapsulado  (farmaco:fosfolipidos) zeta (mV)
1 DOXO 1:8 -17.65 £ 2.27 Umbral de leve dispersion
2 5FU 1:8 -28.66 £ 1.08 Umbral de leve dispersion
3 DOXO (doble [C]) 1:8 -24.71+1.99 Umbral de leve dispersion
4 DOXO-5FU 1:8 -12.06 £ 2.54 Umbral de aglomeracién

Los valores de potencial zeta muestran que las suspensiones preparadas con esta metodologia

constituyen soluciones poco estables que denotan una tendencia a la formacién de precipitados.

Al rehidratar la pelicula lipidica con una solucion de concentracién elevada de sulfato de amonio,
el entorno de coloide se modifica aumentando o disminuyendo la barrera energética o punto de
maxima dispersion. Es decir, podria producirse una modificacién de pH debida a un exceso de

iones que podria dar lugar a la agregacién de los liposomas [81, 98, 117, 133].

8.5.3 Cuantificacion de farmaco encapsulado

En la Tabla 18, se presentan las eficiencias de encapsulacién de DOXO para los Lotes 1, 2 y 3,

preparados con esta metodologia.
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Tabla 18. Cuantificacidon de doxorrubicina en liposomas del Experimento 5.

Lote Farmaco Proporcién mdsica  Concentracion Concentracion Eficiencia
encapsulado (farmaco:fosfolipidos) Inicial (ug/ml) final (ug/ml) (%)
1,200 nm DOXO 1:8 2000 1564.69 78.23
1,100 nm 2000 144.3 7.21
3,200 nm DOXO 1:8 4000 3407.87 85.20
3,100 nm 4000 903.83 22.6
4,200 nm DOX-5FU 1:8 1000 686.49 68.65
4,100 nm 1000 34.46 3.45

La eficiencia de encapsulacion inicial de doxorrubicina, previa a la extrusién por filtro de 100 nm,
se incrementd considerablemente en los tres lotes de liposomas (68 — 85 %). La mayor eficiencia
de encapsulacién (22.6 %), observada después de la extrusidn, corresponde al Lote 3 que fue
reconstituido con una solucién de DOXO de concentracidén 4000 ug/ml. En el Lote 1, reconstituido
con una solucién de concentracién 2000 pg/ml, la eficiencia de encapsulacidn final fue de 7.21 %.
Estos resultados, coinciden con el efecto de saturacidon [123, 124] observado y descrito en el

experimento anterior.

En la misma Tabla 18, se aprecia una pérdida del fdrmaco encapsulado superior al 40% durante la
ultima etapa de la extrusion (200 a 100 nm), evidenciando nuevamente que este proceso no es
6ptimo para la homogenizacién de vesiculas que ya han sido cargadas con algun agente

antineoplasico.

En la Tabla 19, se presentan las eficiencias de encapsulacion de 5-FU de los Lotes 2 y 4, preparados

durante este experimento.
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Tabla 19. Cuantificacion de 5-fluorouracilo en liposomas del Experimento 5.

Lote Farmaco Proporcién masica  Concentracion Concentracidon Eficiencia
encapsulado (farmaco:fosfolipidos) Inicial (ug/ml) final (ug/ml) (%)
2,200 nm 5FU 1:8 2000 192.69 9.63
2,100 nm 2000 12.01 0.60
4,200 nm DOXO-5FU 1:8 1000 125.87 12.59
4,100 nm 1000 5.00 0.50

Las eficiencias de encapsulacién para los lotes de liposomas cargados con 5-fluorouracilo
disminuyeron apreciablemente. Este mismo efecto se observé en las suspensiones preparadas con
los Experimentos 3 y 4, lo que sugiere que el método de carga mediante un gradiente de sulfato
de amonio no es adecuado para inducir el ingreso de este farmaco al interior de liposomas con

estas condiciones.
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8.6 CUANTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS EN SUSPENSIONES LIPOSOMALES.

Se cuantificéd por el método colorimétrico de Stewart [95], la concentracién de fosfolipidos (HSPC)
en cada una de las suspensiones liposomales. La cantidad cuantificada se comparé con la cantidad
empleada para la preparacién de la pelicula lipidica que posteriormente fue rehidratada. Dado que
el HSPC es el componente primordial de la membrana liposomal, es posible estimar la eficiencia de

formacidn de vesiculas mediante cada metodologia. Para ello se empled la siguiente férmula:

Eficiencia_de _ formacion _de _liposomas = ( g_de_HSPCen_la_suspension_ final j x100

g_de_HSPC _en_la_cama_lipidica

Tabla 20. Cuantificacion de HSPC en suspensiones liposomales.

Lote Experimento Farmaco g finales de HSPC g Iniciales de HSPC % Eficiencia

1 1 5-FU 0.23 0.43 52.11

1 5-FU 0.26 0.43 59.16
3 1 5-FU 0.06 0.17 37.68
1 1 DOXO 0.05 0.08 58.32
2 1 DOXO 0.05 0.08 68.90
1 1 5-FU 0.06 0.17 36.21
1 2 DOXO 0.02 0.10 16.19
2 2 DOXO 0.02 0.09 24.25
3 2 DOX-5FU 0.03 0.09 28.70
1 3 DOXO (4 mg/ml) 0.07 0.22 31.44
2 3 DOXO (2mg/ml) 0.01 0.09 16.78
3 3 DOXO-5FU 0.03 0.18 16.79
4 3 5-FU 0.03 0.09 32.31
1 4 DOXO (2mg/ml) 0.01 0.09 16.32
2 4 5-FU 0.02 0.09 17.66
3 4 DOXO (4 mg/ml) 0.09 0.22 41.55
4 4 DOXO-5FU 0.02 0.18 10.45

En la Tabla 20, se observa que la metodologia mas eficiente para la generacién de vesiculas fue la

empleada durante el Experimento 1.

Al comparar el Lote 3 del Experimento 1y el Lote 1 del Experimento 2, se aprecia que la eficiencia

con que se generaron las vesiculas fue semejante para ambos lotes. Considerando que para el Lote
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3 se empled el 42.5% de colesterol en la formulacién mientras que en el Lote 1 del Experimento 2
se utilizé el 35.7%, los resultados (37.68 y 36.21 % de eficiencia respectivamente) sugieren que la
formacion de las vesiculas depende principalmente del método de preparacién y de la naturaleza
de los componentes y no de las proporciones en que éstos son combinados para la formacidon de la

pelicula lipidica.

Aparentemente, durante los Experimentos 3, 4 Y 5, la formacidon de vesiculas fue deficiente y una
variabilidad importante entre lotes preparados bajo las mismas condiciones podria indicar que

otros factores como el tiempo y la velocidad de la agitacién podrian ser fundamentales.

En lo que respecta al Lote 3 del Experimento 5, la eficiencia lograda (22%) al encapsular DOXO,
podria estar relacionada con una formacidn efectiva de vesiculas (> 40%), en comparacién al resto

de lotes realizados siguiendo el mismo método.
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8.7

RESUMEN DE RESULTADOS

A continuacidn se enlistan los resultados mas relevantes observados durante este trabajo:

La encapsulacion de doxorrubicina (DOXO) y 5-fluorouracilo (5-FU) en liposomas mediante un

método de carga pasiva en los Experimentos 1y 2, resultd ser ineficaz.

La modificacion de la proporcién de colesterol en la formulacion favorecié la homogenizacion
del tamanfio de las vesiculas al proporcionar menor rigidez a la membrana de las mismas. Sin

embargo, no tuvo un efecto significativo en la eficiencia de encapsulacién.

La implementacidn del proceso de sonicaciéon aunado a la extrusidn, permitié eficientar la
reduccion del tamafio de los liposomas una vez que éstos habian sido cargados con los

farmacos.

Se observé que el proceso de extrusion propicia pérdidas importantes (=50%) de los farmacos
inicialmente encapsulados afectando fuertemente la eficiencia final. Estas pérdidas pueden
ser controladas sometiendo las vesiculas a extrusiéon (hasta 100 nm) una vez que se ha
encapsulado sulfato de amonio en ellas y antes de ser cargadas con algin agente

antineoplasico.

Las modificaciones realizadas, durante los Experimentos 3-5, sobre el método de carga
remota de bases débiles anfipaticas, mediante un gradiente de sulfato de amonio, permitio
mejorar la encapsulacion de DOXO. No obstante, pese a tener caracteristicas semejantes, el
5-FU tuvo poca respuesta ante el mismo método. Por consiguiente se recomienda el uso de

otras técnicas para su encapsulacién, o bien, su inclusién en la zona lipofilica del liposoma.

0 Se observd que el incremento en la eficiencia de encapsulacién de la DOXO esta
relacionado con la diferencia de concentraciones de sulfato de amonio utilizadas,
y con el grado de saturacién del medio dispersor con el farmaco a encapsular

durante la rehidratacion.

El tamafio de las vesiculas aparentemente esta relacionado con la proporcién masica

farmaco: fosfolipidos, asi como con la concentracién final de cada suspensiéon. Una
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concentracién elevada posiblemente implica la necesidad de un espacio intraliposomal que

no puede ser reducido y que se manifiesta como un mayor didmetro efectivo.

e El valor de potencial zeta (7) de las suspensiones fue fuertemente afectado por variables
como: tamafio de particula y el pH. Pese a ello, los valores de dicho potencial registrado para
los diferentes Experimentos, mostraron que las formulaciones posen por lo menos una

estabilidad moderada.

e La experiencia desarrollada en este trabajo permitié establecer los pardmetros necesarios
para la cuantificacién de los farmacos, extraidos de los liposomas preparados, por la técnica

de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.
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9. CONCLUSIONES

Los procedimientos desarrollados y evaluados durante este trabajo permitieron establecer los
pasos necesarios para llevar a cabo una metodologia que permita la co-encapsulacién de
doxorrubicina y 5-fluorouracilo. Sin embargo, los resultados mostraron que las técnicas
implementadas no fueron adecuadas para lograr dicha co-encapsulacion. Particularmente, la
eficiencia de encapsulacion del 5-fluorouracilo en las vesiculas liposomales, de manera individual,
fue muy inferior a lo logrado con la doxorrubucina. A pesar de los resultados, el trabajo realizado
permitié identificar los parametros que deben ser optimizados y vislumbrar los cambios necesarios
en la metodologia efectuada en este estudio, con el fin de incrementar la eficiencia de
encapsulacién de ambos farmacos, en un sistema liposomal estable y con las dimensiones

adecuadas (= 100 nm), cuya concentracion sea adecuada para su uso terapéutico.

Se considera para el trabajo a futuro, el utilizar variaciones en las proporciones molares y en la
relacién masica farmaco/fosfolipidos; profundizar mas en la técnica sonicacidon-extrusidon para
homogenizar el tamafo de las vesiculas en el rango de los 100 nm, sin que esto resulte en una
reducciéon de la eficiencia de encapsulacion de los farmacos asi como la estabilidad de la
suspension liposomal. Particularmente se plantea la opcién de incluir el 5-FU en la membrana

liposomal y mantener la DOXO al interior de la vesicula.
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