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I. RESUMEN 
 
 
Los agentes antineoplásicos son utilizados en el tratamiento del cáncer debido a 
que tienen la capacidad de actuar sobre las células que tienen una mitosis 
acelerada, incluyendo las células sanas, lo cual es una desventaja. Como 
consecuencia de la inespecificidad que caracteriza a los agentes antineoplásicos 
los efectos adversos asociados son altamente tóxicos con lo que se limita su 
eficacia terapéutica. El desarrollo de vectores de transporte de agentes 
antineoplásicos que permita una reducción considerable de su acción citotóxica en 
células sanas es de gran importancia para la implementación de terapias más 
eficientes en el tratamiento del cáncer.  
 
En el Laboratorio de Física Médica de la Unidad de Investigación Biomédica en 
Cáncer INCan-UNAM y el Laboratorio de Farmacología de la Subdirección de 
Investigación Básica del INCan, se ha trabajado en el desarrollo de una 
formulación liposomal de Cisplatino. El Cisplatino es utilizado para el tratamiento 
del cáncer de ovario, testículo, vejiga, cabeza y cuello, pero el efecto adverso es 
altamente nefrotóxico por lo que el empleo de un vector de transporte, como los 
liposomas, hace que este efecto tóxico del antineoplásico disminuya 
considerablemente. 
 
En esta tesis se trabajó en la optimización de encapsulación de cis-
diaminodicloroplatino (II) (Cisplatino) en la formulación liposomal, modificando la 
relación de la proporción en cantidad de fármaco: fosfolípidos. 
 
Los resultados del trabajo mostraron que la encapsulación de Cisplatino es 
directamente proporcional a la cantidad de fármaco y de fosfolípidos. La 
concentración de Cisplatino de la formulación con proporción en cantidad de 
fármaco: fosfolípidos de 1:6 se acerca al valor de 1mg/mL de Cisplatino liofilizado 
aprobado por la FDA, además de tener un tamaño de partícula menor a 250nm. 
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1QUIMIOTERAPIA 
 
La quimioterapia es la principal forma de tratamiento de neoplasias diseminadas y 
tiene un papel muy importante en el tratamiento de determinados tumores 
clínicamente localizados. La quimioterapia consiste en la aplicación de uno 
(monoterapia) o varios agentes antineoplásicos (quimioterapia de combinación) 
que actúan alterando fases importantes del crecimiento y división celular de 
aquellas células que tienen una mitosis acelerada, incluyendo células sanas, 
siendo esto una desventaja para el paciente.1, 2, 3 

2.1.1CLASIFICACIÓN DE LOS AGENTES QUIMIOTERAPÉUTICOS 
 
Los agentes antineoplásicos se clasifican de acuerdo al mecanismo de acción y 
toxicidad, aunque esta última puede ser mayor en unos compuestos que en otros. 
Se clasifican de la siguiente manera: 
 

• Antimetabolitos 
 
Estos agentes presentan especificidad por el ciclo celular (mayor actividad durante 
la fase S) y alteran la síntesis normal del ADN, ARN y proteínas. Algunos 
antimetabolitos son análogos estructurales de metabolitos normales esenciales 
para el crecimiento y la división celular, lo que  les permite incorporarse en la 
estructura del ADN y ARN. Otros antimetabolitos inhiben enzimas que son 
necesarias para la síntesis de moléculas esenciales como ácidos nucleícos 
(Figura 1).3, 4 

 

 

Figura 1. Principales clases de antimetabolitos. 

 

 

 

 

Antimetabolitos

Análogos de la 
purina

Análogos de la 
pirimidina

Inhiben enzimas implicadas en la 
síntesis de los precursores de los 

ácidos nucleícos y se pueden 
incorporar en la estructura del ADN 

o ARN.

Análogos del ácido 
fólico (antifolatos)

Inhiben enzimas necesarias para la 
síntesis de ácidos nucleícos.
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• Alquilantes 
 

Son compuestos altamente reactivos que atacan fácilmente al ADN y proteínas 
celulares. El principal mecanismo de acción de muchos agentes alquilantes 
consiste en la formación de enlaces covalentes con las bases puricas y pirimidicas 
del ADN y ARN, impidiendo la replicación del ADN y transcripción del ARN (Figura 
2).3, 4 

 

 
Figura 2. Clasificación de los agentes alquilantes. 

 
 

• Alcaloides de las plantas y otros productos naturales/antibióticos citotóxicos 
y sustancias relacionadas. 
 

Pueden ser o no específicos del ciclo celular. Interfieren con la síntesis del ADN. 
Originalmente derivaron de recursos naturales, pero en la actualidad se utilizan 
derivados sintéticos o semisintéticos (Figura 3).2, 3,4  
 
 

 
Figura 3. Clasificación de Productos naturales y Antibióticos citotóxicos. 

 
 

Alquilantes

Mostaza 
nitrogenadas

Nitrosoureas

Formación de enlaces covalentes con las 
bases puricas y pirimidicas del ADN y 

ARN, impidiendo la replicación y 
transcripción.

Derivados de

Platino

Forman enlaces inter e intracaternarios 
en el ADN, impidiendo la replicación y la 

transcripción y como consecuencia 
evitan la división celular.

Productos 
naturales / 

Antibióticos 
citotóxicos

Epipodofilotoxinas
Rompen la estructura del ADN e interfieren con 

los procesos de replicación y transcripción.

Agentes anti-
microtúbulo

Inhibe la mitosis  porque se altera la capacidad 
de reorganización y movilización de los 

microtúbulos.

Análogos de la 
camptotecina

Inhiben las topoisomerasas I o II, 
interrumpiéndose la fase de elongación de la 

cadenas de ADN durante el proceso de 
replicación.

Antíbióticos 
citotóxicos

Dañan las células interfiriendo con la síntesis de 
ADN o ARN dependiendo del antibiótico.
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2.2. CISPLATINO 
 
El cis-diaminodicloroplatino [II] (Cisplatino) es un agente antineoplásico utilizado 
para el tratamiento clínico de distintos tipos de cáncer, incluidos los de ovario, 
testículo, cabeza, cuello y vejiga.5, 6 

 
El Cisplatino es un compuesto de coordinación inorgánico, mostrado en la Figura 
4  junto con su isómero Transplatino el cual no tiene un efecto antineoplasico.5, 6 El 
Cisplatino fue sintetizado por primera vez por Peroné en 1845, a partir del K2 
[PtCl4] (tetracloroplatinato de potasio [II]) y amoníaco. Sin embargo, fue hasta 
1965 que se descubre su actividad biológica, cuando se demostró su efecto 
inhibidor en la división celular de cepas de E. coli.6 Muchos agentes 
antineoplásicos son conocidos por ser citotóxicos, mutagénicos y teratogénicos. 
No obstante, la IARC (International Agency for  Research on Cancer) incluye al 
Cisplatino en el grupo 2 A, en el que se encuentran aquellos medicamentos que, 
aunque no han sido totalmente confirmado, son probablemente carcinogénicos en 
humanos.6, 7,8 

 
Figura 4. Estructura del Cisplatino (izquierda) y del Transplatino (derecha) 

2.2.1. MECANISMO DE HIDRÓLISIS DEL CISPLATINO 
 
El Cisplatino es estable durante 24h en solución salina isotónica a 25°C. Sin 
embargo, en disolución acuosa como se muestra en la Figura 5 se hidroliza 
fácilmente estableciendo un equilibrio entre aproximadamente el 30% del 
Cisplatino inicial y los productos cis- [PtCl(H2O)(NH3)2]

+ (monoacuo cisplatino), cis-
[Pt(H2O)2(NH3) 2]

2+ (diacuo cisplatino) y los complejos hidroxo cis-[PtCl(OH)(NH3)2] 
(monohidroxo cisplatino), cis-[Pt(OH)(H2O)(NH3)2]

+ (monohidroxo monoacuo 
cisplatino) y cis-[Pt(OH)2(NH3)2] (dihidroxo cisplatino). Este equilibrio depende 
tanto de la concentración de iones Cl- como del pH del medio.8 
 
De todos los productos de hidrólisis del  cisplatino, los mayores efectos citotóxicos 
se le atribuyen al complejo cis- [PtCl (H2O) (NH3)2]

+.8 
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Figura 5. Mecanismo de Hidrólisis del Cisplatino 

2.2.2. MECANISMO DE ACCIÓN DEL CISPLATINO 
 
El mecanismo de acción se muestra en la Figura 6, en donde el Cisplatino entra a 
la célula por difusión pasiva o mediante los transportadores de cobre (CTR1)10. 
Una vez dentro de la célula, el grupo Cl-  del Cisplatino es sustituido por moléculas 
de agua (hidrólisis) confiriéndole una carga positiva a la molécula del Cisplatino.5, 6, 

9, 10 

 

La molécula activa del Cisplatino, producto de la hidrólisis, reacciona 
principalmente con el glutatión del citoplasma y el ADN inhibiendo la replicación, 
transcripción y otras funciones nucleares, arrestando la proliferación celular del 
cáncer.5, 6, 9 
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             Figura 6. Mecanismo de acción del Cisplatino.  
 
 
 

La molécula activa del Cisplatino reacciona con sitios nucleofílicos del ADN, 
preferentemente se une covalentemente con el nitrógeno de la posición 7 de la 
guanina, el cual da la formación de aductos intracaternarios e intercartenarios. En 
general, el Cisplatino atraviesa enlaces que puede ser en la misma hebra de la 
cadena de ADN (aducto intracaternario), o sobre dos puntos adyacentes entre las 
dos hebras (aducto intercaternario), como se muestran en la Figura 7.5, 6,9 

 

 
Figura 7. Interacciones del cisplatino con el DNA 
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Sin embargo, el Cisplatino también puede formar aductos sobre el ADN con otros 
grupos reactivos como tiol, amino e hydroxil, (Figura 8), además, también puede 
formar aductos a través grupos reactivos ligados de una proteína voluminosa o de 
moléculas pequeñas como el glutatión  (Figura 9).6 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El Cisplatino se une al grupo tiol del glutatión para dar la formación de un complejo 
el cual es desechado de la célula (desintoxicación).5, 6, 9  

 

Las células cancerosas tienen diferentes niveles de glutatión y metalotioneína que 
pueden desintoxicar el contenido del platino intracelularmente o extracelularmente 
por interacción de sus grupos tioles previniendo la unión al ADN.5, 6, 9 Sin embargo, 
en el plasma hay enzimas gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) que juegan un 
papel crucial en el catabolismo extracelular e intracelular del glutatión. La GGT es 
a menudo expresada en tumores malignos, incluyendo melanomas, aunque sus 
niveles  pueden variar entre diferentes tipos de tumores o células del mismo 
tumor. Las células con una alta actividad de GGT tienen un bajo nivel de glutatión 
intracelular y por lo tanto son más sensibles a  compuestos de platino.5, 6  

2.2.3. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL CISPLATINO 
 
El Cisplatino es utilizado como antineoplásico por la capacidad de inhibir la 
proliferación celular actuando sobre el ADN de las células inhibiendo su 
replicación, transcripción y otras funciones nucleares.5,6 Sin embargo es altamente 
nefrotóxico, produciendo principalmente necrosis en los túbulos proximales y 
apoptosis en los  túbulos distales, lo cual lleva a una pérdida de la función renal. 
Por consiguiente, en la clínica se lleva a cabo una hidratación sistémica con 
solución salina isotónica (SSI) para disminuir la forma activa en el riñón y reducir el 
riesgo de nefrotoxicidad.  Con el Cisplatino también se presenta neurotoxicidad y 
ototoxicidad. 9, 11, 12,13 

 
 

Figura 8. Monoaductos con un grupo 
reactivo como tioles, amino, o hidroxil 

 

 
 

Figura 9.Monoaductos con otro grupo 
reactivo unidos a una molécula pequeña  

(glutatión) o a una proteína nuclear 
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Debido a este patrón citotóxico, el uso de sistemas liposomales como vehículos de 
transporte del Cisplatino es una gran alternativa para disminuir su efecto 
nefrotóxico y demás efectos adversos.  

2.3. LIPOSOMAS 

 
Los liposomas son estructuras esféricas como se muestra en la Figura 10 
conformadas por fosfolípidos o compuestos anfipáticos organizados de manera 
similar a la de una membrana celular. Los liposomas tienen una parte hidrofílica 
(interior del liposoma) y una parte hidrófoba (interfase de la bicapa lipídica).14, 15 

 

 
Figura 10. Estructura de un liposoma 

 

Los fosfolípidos  y  compuestos anfipáticos son estructuras moleculares con una 
cabeza polar que se une covalentemente con una o dos cadenas de 
hidrocarbonos hidrofóbicos como se muestra en la Figura 11, no obstante la 
diferencia que hay entre un fosfolípido y un compuesto anfipático consiste en que 
sólo puede haber en su parte polar un grupo fosfato en los fosfolípidos y en el 
compuesto anfipático hay grupos polares distintos al fosfato. 
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Figura 11. Estructura  química de un fosfolípido. 

 
Los liposomas son utilizados como vectores no tóxicos para el transporte de 
fármacos poco solubles, además una de sus ventajas es que pueden trasportar 
fármacos hidrofílicos e hidrofóbicos en sus compartimentos de acuerdo a sus 
características fisicoquímicas (Tabla 1).14, 16 

 
Tabla 1. Compatibilidad de los Fármacos a en capsular  en la 

estructura liposomal de  acuerdo a su solubilidad. 
Agentes Compartimento 

Hidrosolubles En el núcleo acuoso 
Liposolubles Membrana 

Péptidos y proteínas 
de tamaño pequeño 

Interfase 

 

De acuerdo  a su estructura y tamaño los liposomas son clasificados como se 
muestra en la Figura 12:14, 15 

 

 
Figura 12. Clasificación de liposomas de acuerdo a su tamaño. 

 

 

Liposomas

Vesículas Unilaminares 
(ULVs)

(Diámetro de 50-250nm)

Vesículas Unilaminar 
Grande (LUVs)

Diámetro >250nm

Vesículas Unilaminar 
Pequeña (SUVs)

Diámetro 50-100nm

Vesículas Multilaminares 
(MLVs)

(Diametro de 0.5-5µm)

Mayor concentración de 
fosfolípidos.

Su estructura esta 
conformada por varias 

capas 
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Ventajas de encapsular en liposomas 
 

• La encapsulación del  antineoplásico evita su metabolismo e inactivación  
antes de llegar al sitio blanco.14,15 

• Debido a su tamaño, éste puede atravesar fácilmente el endotelio.14,15,16,17 

• Si son cubiertos con polímeros inertes y biocompatibles como 
polietilenglicol (PEG) pueden prolongar el tiempo en el sistema 
sanguíneo.19,20,26 

• Presenta una reducción considerable de los efectos adversos  asociados a 
las dosis administradas.14 

2.3.1. COMPONENTES LIPOSOMALES 
 
Generalmente los componentes de los liposomas son: el lípido que le dará la 
carga neta (potencial Z), el colesterol que modifica la fluidez de la vesícula, 
moléculas poliméricas hidrofílicas (polietilenglicol) que forman una barrera estérica 
en la superficie que le permite evadir el Sistema Fagocítico Mononuclear (SFM) 
por mucho más tiempo, y un antioxidante para evitar la oxidación de las dobles 
cadenas hidrófobas de los fosfolípidos. 
 
La estructura de los liposomas está basada en la composición de las membranas 
celulares; generalmente los liposomas están compuestos por lípidos neutrales, 
aniónicos o catiónicos. Los lípidos neutrales naturales más usados son 
fosfatidilcolinas,  esfingomielinas y fosfatidiletanolamina. Los lípidos con cargas 
negativas naturales son fosfatidilserina, fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol. Los 
lípidos sintéticos más utilizados  son dimiristoil, dipalmitoil, distearoil, dioleoil y 
palmitoil-oleoil.15 El  N-(1, 2,3-dioleiloxi-propil)-N, N, N– trimetilamonio (DOTMA) y 
2,3 dioleoxi N-(2-(espermin carboxiamido) etil)-N, N-dimetil-1-propanamino 
(DOSPA) son ejemplos de lípidos catiónicos. En la Figura 13 se muestra la 
estructura de cada uno de los distintos tipos de lípidos.16 
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Figura 13. Estructura química de algunos lípidos neutrales, aniónicos y catiónicos. 

 
El colesterol por ser hidrófobo se inserta entre la membrana liposomal con su 
grupo polar hidroxil orientado a la superficie acuosa, cerca de las cabezas polares 
de los fosfolípidos, y la cadena alifática se alinea paralelamente  a las cadenas  
acil en el centro de la bicapa (Figura 14). El colesterol, con su estructura anular 
plana y rígida, reduce el enrollamiento de la cadena de ácido graso y disminuye la 
fluidez, haciendo que las bicapas lipídicas sean menos fluidas en su superficie 
exterior. 17,18  

 
El colesterol le da fluidez al liposoma dándole estabilidad  en suero, reduciendo la 
permeabilidad de moléculas solubles en agua y reduciendo la liberación del 
material encapsulado. 17,18 

 
Figura 14. Interacción del colesterol con las moléculas de fosfolípido. 
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Las moléculas poliméricas hidrofílicas como el polietilenglicol (PEG) (Figura 15) 
promueven que el liposoma sea estéricamente estable, reduciendo la interacción 
de proteínas plasmáticas que forman parte del complemento del Sistema Inmune y 
sean eliminados por el Sistema Fagocítico Mononuclear (SFM).19, 20, 21 Por lo que 
es utilizado para incrementar el tiempo de circulación en el sistema sanguíneo. En 
general al tener un tamaño óptimo (menor a 200nm) 14,19 y una estabilidad estérica 
que le da el PEG, los liposomas permanecen por mucho más tiempo en el sistema 
sanguíneo.19, 20, 21, 22 

 

Figura 15. Estructura química del 1, 2 Distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi 
(polietilenglicol) 2000]), molécula que le da estabilidad estérica al liposoma. 

  

En la Figura 15 se muestra la estructura química de una molécula polimérica 
hidrofílica, y en la Figura 16 la representación esquemática de la formación del 
liposoma con moléculas poliméricas hidrofílicas. 
 

 
Figura 16. Incorporación del PEG en la estructura liposomal. 

 
La oxidación de fosfolípidos insaturados empleados en las formulaciones 
liposomales puede reducirse mediante la inclusión de un antioxidante como el α-
tocoferol (Figura 17), provocando una mayor estabilidad en el liposoma 
asegurando que el fármaco encapsulado dure por mucho más tiempo en el 
interior. 
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Figura 17. Estructura química del α-tocoferol que es utilizado como antioxidante de las cadenas 

insaturadas de los fosfolípidos que forman parte del liposoma. 

2.3.2. CLASIFICACIÓN LIPOSOMAS 
 
Los liposomas se pueden clasificar de acuerdo a su funcionalidad (Figura 18). 
 

• Liposomas Convencionales. Están formados por fosfolípidos (neutros o 
negativos) y colesterol. Pueden variar en sus propiedades como tamaño, 
composición lipídica, carga superficial y fluidez de la bicapa. Una grave 
limitante es que estos liposomas son reconocidos rápidamente por el 
sistema inmune y son retirados de la circulación sanguínea  por el Sistema 
Fagocítico Mononuclear (SFM).15,24,25,26,28 
 

• Liposomas Stealth. La superficie liposomal contiene polímeros hidrofílicos 
como polioxazolina, polietilenglicol (PEG), metoxipolietilenglicol (mPEG) o 
polivinilalcohol. El polímero hidrofílico sirve como escudo estérico en la 
superficie del liposoma, el cual prolonga por mucho más tiempo su 
circulación evadiendo el Sistema Fagocítico Mononuclear (SFM).19,20,26,28 
 

• Liposomas activados. Contienen en su superficie anticuerpos específicos, 
fragmentos de anticuerpos, receptores de folato, receptores a transferrinas, 
antígenos, carbohidratos, etc. y de esta manera promueven una acción 
específica.21,22,24,26,28 

 

• Liposomas pH sensibles. Liposomas que tienen lípidos o mezcla de lípidos 
con tensoactivos, lípidos  asociados con polímeros biodegradables y lípidos 
asociados a péptidos. Estos liposomas, una vez dentro del macrófago en el 
fagolisosoma, se colapsan por el cambio del pH y sufren una 
desestabilización, liberando el contenido del liposoma en  el citoplasma.23,24 
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• Liposomas Catiónicos. Estos liposomas están elaborados por fosfolípidos 
catiónicos y “zwiterion”. Los componentes catiónicos de la parte exterior del 
liposoma interactúan con moléculas cargadas negativamente, como el 
ADN, por lo que se aplica en la terapia génica.13,14,24 
 

• Liposomas Termosensibles. Están formados por fosfolípidos que son 
estables a 37°C, aunque presentan temperaturas de transición en torno a 
los 40°C. Esta temperatura puede existir en el interior de tumores o es 
generado por algún equipo que produce calor en una zona específica del 
cuerpo (ultrasonido) para la liberación del fármaco encapsulado.27 
 

 
Figura 18. Los principales tipos de liposomas 

 

2.3.3. MECANISMOS DE ENTREGA DEL FÁRMACO DE LIPOSOMAS EN EL 

TEJIDO 
 
Entrega Pasiva. Se da por la formación de la angiogénesis a medida que el tejido 
tumoral va creciendo.24El fármaco llega de manera fácil a vasos tumorales  porque  
estos presentan una distribución mucho más heterogénea, son más grandes y 
más permeables.24, 25 
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La mayoría de nanopartículas utilizan el efecto de aumento de la permeabilidad y 
retención (EPR: enhanced permeation and retention effect) que proporciona la 
acumulación del principio activo en el tejido tumoral. El efecto EPR se debe a la 
presencia de una vasculatura tumoral frenestrada donde se presentan poros de 
tamaño de 100-780nm que permiten una extravasación constante de moléculas 
grandes y pequeñas (Figura 19 (a y b)). Esta acumulación es facilitada por la falta 
de sistema linfático, responsable de eliminar a las macromoléculas en los tejidos 
normales.21, 24, 25, 26 

 

Entrega Específica. Liposomas con una molécula de orientación (anticuerpos, 
fragmentos de anticuerpos, receptores de folatos, etc.) son guiados a un blanco 
celular para permitir la acumulación del principio activo en el tejido tumoral, dentro 
de las células cancerosas, o en organelos intracelulares (Figura 19 (c)). 21, 24, 25, 26 
 

 
Figura 19. Mecanismos de entrega del principio activo encapsulado en liposomas. 

2.3.4. INTERACCIÓN LIPOSOMA-CÉLULA 
 
Se han reportado 4 posibles mecanismos de interacción entre los liposomas y las 
células (Figura 20). 
 
1)  Endocitosis. El Sistema Fagocítico Mononuclear (SFM) endocita los liposomas 
formando un fagosoma, después el arsenal enzimático contenido en el lisosoma 
es liberado cuando se fusiona con el fagosoma formando un fagolisosoma y de 
esta manera el fármaco encapsulado es liberado en el citoplasma por el 
rompimiento del liposoma dentro del fagolisosoma.29, 30 

 
2) Fusión directa. La membrana del liposoma con la membrana plasmática celular 
se fusionan ocasionando la liberación simultánea del contenido liposomico dentro 
del citoplasma.29,30 
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3) Cambio Lipídico. Transferencia de lípidos de la bicapa liposomal a las 
membranas celulares o subcelulares, sin adsorción previa ni asociación del  
contenido liposomal.29, 30 

 
4) Adsorción. El principio activo contenido en liposomas se adsorbe a la superficie 
celular mediante fuerzas hidrófobas o electrostáticas débiles o mediante 
interacciones inespecíficas con componentes de la superficie celular.29, 30 

 

 
Figura 20. Diferentes mecanismos de interacción de liposomas con células. 

2.3.5. TÉCNICAS DE PREPARACIÓN DE LIPOSOMAS 

2.3.5.1. MÉTODO CONVENCIONAL 
 
Los fosfolípidos son disueltos en un solvente orgánico (cloroformo/metanol o la 
mezcla) y colocados en un rotavapor con vacío hasta que aparezca una capa de 
lípidos. La formación espontánea de MLVs se presenta cuando un exceso de 
volumen del buffer acuoso que contiene el fármaco es adicionado a la capa de 
lípidos. La  separación de los liposomas con el fármaco integrado del fármaco no 
encapsulado se realiza mediante centrifugación, filtración o diálisis. Los puntos 
críticos en esta preparación es la hidratación de la capa lipídica y las condiciones 
de agitación cuando se le coloca la solución buffer  acuoso (solución con el 
fármaco) para que el fármaco pueda llegar a ser encapsulado en los 
compartimentos internos del MLVs.31 
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2.3.5.2. TÉCNICA DE EVAPORACIÓN FASE REVERSA 
 
Esta técnica se implementó en el laboratorio de Física Médica de la Unidad  de 
Investigación Biomédica en Cáncer INCan, la cual consiste en el goteo de una 
solución de fosfolípidos disueltos en un solvente orgánico volátil, en una solución 
acuosa que contiene el fármaco (Cisplatino) y se encuentra a la temperatura de 
transición del fosfolípido; durante el goteo se agita la fase acuosa y se sónica esta 
mezcla para propiciar la formación de liposomas LUV; posteriormente se evapora 
completamente todo el solvente orgánico en el rotavapor, sonicando al mismo 
tiempo para dar la formación de un gel.  

2.3.6. HOMOGENIZACIÓN TAMAÑO DE PARTÍCULA 

2.3.6.1. MÉTODO DE SONICACIÓN 
 
Se utiliza para la elaboración de LUVs a partir de MLVs. La sonicación consiste en  
el uso de pulsos de alta frecuencia de sonido que agitan la suspensión de MLVs, 
produciendo  el rompimiento de MLVs para producir LUVs en un rango de 250-
50nm.31 El propósito de la sonicación es reducir el tamaño de las vesículas con  el 
fin de aumentar la penetración en el tejido.31 

 
Para lograr disminuir el tamaño de partícula, en el laboratorio de Física Médica se 
utiliza un tiempo de 150 minutos de sonicación, lográndose un tamaño de partícula 
en un rango de 50-400nm a una frecuencia de sonicación de 40kHz y un potencial 
de 100W. 
 
Los inconvenientes de sonicar son: 
Oxidación de las cadenas insaturadas de los ácidos grasos que forman parte de 
los fosfolípidos y la hidrólisis de ácidos grasos. 
Desnaturalización o inactivación de algunas sustancias termolábil que fueron 
encapsuladas.31 

2.3.6.2. MÉTODO DE EXTRUSIÓN 
 
Este método también se utiliza para preparar SUVs a partir de MLVs, y consiste en  
pasar la solución con MLVs por filtros de policarbonato (0.1 -0.05µm) a una 
presión moderada de 100-800psi manteniendo la temperatura de transición del 
fosfolípido. El objetivo del método de extrusión es disminuir el tamaño de partícula 
y de este modo obtener una distribución de tamaño homogénea.31 

 
Inconvenientes al extruir: 
Hay una pérdida considerable de fármaco encapsulado por lo que la eficiencia de 
encapsulación disminuye. 31 
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2.3.7. PURIFICACIÓN DE LIPOSOMAS 
 
Se emplean distintos métodos para la separación del fármaco no encapsulado de 
liposomas, ver la Figura 21.17, 28, 31 

 

 
Figura 21. Métodos de separación de  fármaco no encapsulado. 

2.3.8. CARACTERIZACIÓN LIPOSOMAS 
 
Las pruebas de  la caracterización de suspensiones liposomales se utilizan para  
determinar la estabilidad (potencial Z, perfil de liberación, peroxidación de 
fosfolípidos), el fármaco encapsulado (eficiencia de encapsulación), la 
composición química (fosfolípido, colesterol, fármaco encapsulado),  el tamaño de 
partícula, la homogeneidad del tamaño de partícula y el rendimiento final de la 
técnica de elaboración de manera precisa. 
 
En la Tabla 2 muestra algunas pruebas  que se realizan para la caracterización 
para formulaciones liposomales.15 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Purificación de 
Liposomas

Cromatografía

Exclusión molecular. Se basa en la separación de
partículas de gran peso molecular (liposomas)
eluyendo primero en comparación con las
partículas de menor peso molecular (partículas no
encapsuladas).17

Ultracentrifugación

Técnica que se utiliza para la separación de los
componentes de una solución de acuerdo a su
peso. El proceso consiste en someter la solución a
un campo gravitarorio a más de 100 000 rpm en un
tiempo prolongado para que los distintos
componentes se ordenen de acuendo a su peso.31

Diálisis

Esta técnica se basa en separar de acuerdo al
tamaño, las partículas no encapsuladas de
liposomas. Este proceso consiste en hacer pasar el
fármaco no encapsulado a travez de la membrana de
diálisis manteniendo los liposomas dentro de la
membrana.
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Tabla 2. Pruebas de caracterización de formulaciones liposomales.13 

Pruebas de Caracterización Metodología 
pH Potenciómetro 
Conductividad Conductivimetro 
Concentración de fosfolípidos Ensayo Bartlett 

Método Stewart 
Concentración colesterol Ensayo de colesterol oxidasa, HPLC fase 

normal y reversa 
Concentración de agente encapsulado Espectrofotometría, HPLC 
Caracterización física  
Apariencia Inspección visual 
Distribución y  tamaño de partícula Dispersión dinámica de luz, dispersión de luz 

estática, cromatografía de exclusión de tamaño, 
Microscopía Electrónica de Barrido 

Potencial Z Electroforesis 
Porcentaje de Fármaco libre Depende del principio activo 
Estabilidad Química  
Oxidación de fosfolípidos Determinación de peroxidación lipídica 
Hidrólisis de fosfolípidos Composición lipídica 
Degradación de fármaco Depende del principio activo 
Pruebas biológicas  
Esterilidad De acuerdo a los Protocolos Farmacopeicos 

(FEUM) 
Pirogenicidad (nivel endotoxinas) De acuerdo a los Protocolos Farmacopeicos 

(FEUM) 

2.3.8.1 CUANTIFICACIÓN FOSFOLÍPIDOS 
 
El método de Stewart es un método colorimétrico que es utilizado para la 
cuantificación de fosfolípidos al formar complejos con el ferrotiocianato de amonio 
en una solución orgánica (cloroformo). Este método tiene como ventaja que el 
fosforo inorgánico no interfiere con la cuantificación por ser insoluble en la solución 
orgánica. El cromóforo es detectado a una densidad óptica de 488nm.32 

2.3.8.2. CUANTIFICACIÓN COLESTEROL 
 

El colesterol  contenido en las formulaciones se puede determinar mediante un 
ensayo enzimático. El colesterol esterificado es hidrolizado por el colesterol 
esterasa  a colesterol libre; el cual  es  oxidado mediante el colesterol oxidasa a 
peróxido y colestona: el peróxido reacciona con 4-aminoantipirina y fenol en 
presencia de la enzima peroxidasa dando la formación de quinonaimina que es un 
compuesto que se detecta en el espectrómetro a una densidad óptica de 500nm.18 

La reacción que se lleva a cabo para la formación del cromóforo se muestra en la 
Figura 22. 
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Figura 22. El colesterol esterasa hidroliza los esteres del colesterol  a colesterol libre. El colesterol 

oxidasa  oxida el colesterol en colestenona y en peróxido. El peróxido reacciona con el 4-
Aminoantipirina y fenol en presencia de la enzima  peroxidasa dando la formación de Quinonaimina. 

2.3.8.3. ENCAPSULACIÓN DE CISPLATINO EN LIPOSOMAS 
 
El método para la cuantificación de Cisplatino puede ser mediante Espectrometría 
Infraroja o por Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC).45  

 
En el HPLC se utiliza el mecanismo de partición que consiste en la separación por 
el reparto de los solutos entre la fase móvil (polar) y la fase estacionaria (columna 
no polar). Debido a que la interacción de los componentes de la mezcla es distinta 
con la fase móvil y la fase estacionaria, los componentes atraviesan la fase 
estacionaria a distintas velocidades lo cual es detectado mediante un 
espectrómetro de acuerdo al orden en que salen de la fase estacionaria.45 

 
Para la cuantificación de Cisplatino el soluto que se analiza es el complejo 
formado por el Dietilocarbonato sódico (DDTC) y Cisplatino, que es detectado a 
una densidad óptica de 254nm en un espectrómetro UV-Visible (Figura 23).44, 45 
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Figura 23. Formación del complejo entre el Cisplatino y el Dietilocarbonato sódico. 

 

Los tiempos de retención de este complejo dependen de las proporciones y los 
componentes polares  de la fase móvil. 

2.3.8.4. TAMAÑO DE PARTÍCULA 
 
La medición del tamaño de partícula puede efectuarse mediante dispersión 
dinámica de luz (DLS) (Figura 24), que mide el tamaño de partícula de 
suspensiones que presentan un estado de movimiento aleatorio debido al 
movimiento Browniano. 34,35 El tamaño de partícula es determinada por iluminación 
incidente de partículas con un laser y analizando la intensidad de fluctuaciones en 
la dispersión de luz.33, 34,35 

 

Si una partícula pequeña es iluminada por una fuente de luz como un láser, la 
partícula dispersará la luz en todas direcciones, entonces es posible observar 
fluctuaciones dependientes del tiempo en la intensidad dispersada usando un 
fotomultiplicador capaz de operar en modo de contador de fotones.34, 35 

 

 

Figura 24. Esquema de un equipo de Dispersión Dinámica de Luz. 
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2.3.8.5. POTENCIAL Z 
 
La evaluación del  potencial Z permite determinar la estabilidad de una suspensión 
coloidal, en general, una suspensión es estable cuando la fuerza de repulsión 
electrostática es más grande que las fuerzas atractivas de van del Waals. La 
composición iónica del medio dispersor contribuye en la disminución de las 
fuerzas repulsivas entre partículas favoreciendo su acercamiento y la consecuente 
aparición de precipitación o floculación.36Cualquier partícula coloidal cargada es 
capaz de generar una diferencia de potencial entre la doble capa de Stern y la 
capa difusa conocida como potencial Z. Si el valor del Potencial Z es muy grande 
indica que hay una mayor repulsión  entre las partículas coloidales y mayor será la 
estabilidad de la suspensión, el potencial Z  puede incrementar o disminuir si se 
añaden  los  iones adecuados al medio.36, 37,38 

 

 
Figura 25. Distribución de cargas  de una  partícula de  un sistema coloidal la cual representa  el 

Potencial zeta que se forma a partir de la diferencia de potenciales  entre la capa de Stern y de la capa 
difusa. 

 
 

En la Tabla 3 muestra la relación entre la estabilidad del sistema coloidal y el 
potencial Z: 37,38 

 

 
Tabla 3.  Estabilidad de un sistema coloidal en relación al Potencial Z 

Estabilidad   Potencial Z (mV) 
Muy buena. Dispersión extrema  -100  –60 mV 

Buena -60 –40 mV 
Moderada –40 –30 mV 

Umbral de leve dispersión –30 –15 mV 
Umbral de aglomeración –15 –10 mV 

Fuerte aglomeración y precipitación –5  +5 mV 
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La determinación de este parámetro se realiza mediante un electrodo de Pd con 
soporte acrílico y la aplicación de un campo eléctrico en el líquido que contienen 
las partículas cargadas lo que hará que las partículas cargadas migren al polo 
positivo o negativo de acuerdo a su naturaleza. La velocidad con la cual se 
trasladan es proporcional a la magnitud de carga. Determinando dirección y 
velocidad, bajo la influencia de un campo eléctrico conocido, es posible calcular la 
movilidad y el potencial zeta.39 

2.3.8.6. PERFIL DE LIBERACIÓN 
 
El perfil de liberación es una técnica que se emplea  para evaluar la liberación in 
vitro de la entidad contenida en los sistemas nanoparticulados. 
 
Tiene como fundamento evaluar la velocidad de liberación de fármaco tomando en 
cuenta el mecanismo de liberación, la velocidad de biodegradación y el medio 
biológico.40, 41 

 

Una formulación liposomal es estable si es liberado un pequeño porcentaje de 
fármaco en condiciones determinadas, de esta manera se asegura que una gran 
cantidad  de fármaco sigue contenido en liposomas y ejercerá su efecto cuando 
llegue al tejido u órgano blanco.40,41 
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III.   PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
La formulación liposomal desarrollada en el laboratorio de Física Médica 
conteniendo Cisplatino como principio activo mostró una concentración de 
fosfolípidos mayor a la aprobada por  la Food & Drug Administration (FDA) en 
Estados Unidos de Norteamérica (USA) para algunas formulaciones liposomales, 
por lo que se planteó la optimización de dicha formulación realizando 
modificaciones en la relación fármaco-fosfolípidos. 

IV. HIPÓTESIS 
 

La modificación de la proporción fármaco: fosfolípido en una formulación liposomal 
de Cisplatino no afectará la eficiencia de encapsulación. 

V. OBJETIVOS 

5.1  OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar la eficiencia de encapsulación de cis-diaminodicloroplatino (II) en 
una formulación liposomal en función de la proporción fármaco: fosfolípidos. 

5.2  OBJETIVOS PARTICULARES 
 

• Elaboración y caracterización  fisicoquímica  de una formulación  liposomal 
de  cis-diaminodicloroplatino (II) en función de la proporción fármaco: 
fosfolípidos. 
 

• Determinar la eficiencia de encapsulación de cis-diaminodicloroplatino (II) 
en función de las distintas proporciones fármaco: fosfolípido. 
 

• Evaluar el perfil de liberación de cis-diaminodicloroplatino (II) de una de la 
las formulaciones liposomales como una medida de la estabilidad de la 
formulación. 
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VI.  METODOLOGÍA 
 
El siguiente esquema representa las etapas de la metodología realizada en el 
trabajo de tesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proporciones 
Fármaco: Fosfolípido 
� 0.5:6 
� 1:6 
� 1:12 

Composición Parámetros físicos Estabilidad 

Cantidad de fosfolípidos 
Tamaño de Partícula Perfil de liberación 

Cantidad de Cisplatino 
encapsulado 

Potencial Z 

Elaboración de 
Suspensiones liposomales 

de Cisplatino 

Homogenización del 
tamaño de partícula 

Purificación de liposomas. 
Separación de Cisplatino 

encapsulado del libre 
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6.1 PREPARACIÓN DE LIPOSOMAS CON CISPLATINO MEDIANTE LA FASE 

REVERSA 
 
Se elaboraron 3 diferentes formulaciones liposomales de acuerdo a las siguientes 
proporciones en masa de fármaco: fosfolípidos: 0.5:6, 1:6 y 1:12, todas las 
formulaciones fueron preparadas a un volumen de 2.5mL (Tabla 4). Cabe resaltar 
que la proporción 1:12 es el doble en masa que la proporción de 0.5:6. 
 

Tabla 4. Componentes de las distintas formulaciones liposomales realizadas. 

Componentes/ Formulación 0.5:6 1:6 1:12 

Concentración fosfolípido (stock 1) 50mg/mL 50mg/mL 100mg/mL 

Concentración Cisplatino 4.1mg/mL 8.2mg/mL 8.2mg/mL 

 
Estas formulaciones liposomales se realizaron mediante la técnica de fase 
reversa, utilizando como componentes HSPC (Fosfatidil Colina de Soya 
Hidrogenada) (Avanti, USA), Colesterol (Avanti, USA) y DSPE- mPEG2000 (1, 2 
Distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi (polietilenglicol) 2000]) (Avanti, 
USA), en proporciones de 60:35:5  respectivamente disueltos en una mezcla de 
cloroformo: metanol (1:2) (Sigma, USA). 
 
Para la elaboración, se goteó la fase orgánica en una la disolución de Cisplatino 
en agua  a  temperatura de 65°C. La fase orgánica se evapora al contacto con la 
fase acuosa formando de inmediato liposomas multilaminares (MLVs). Para 
disminuir el tamaño de partícula durante el proceso de elaboración, la solución se 
mantuvo en sonicación (Bransonic 2510, EUA), con una frecuencia de 40kHZ, una 
potencia de 100W y 65°C de temperatura. 
 
Posteriormente la suspensión liposomal se transfirió al rotavapor (Laborota 400 
Heidolph, Alemania) para evaporar por completo la disolución  orgánica,  a presión  
reducida con una agitación de 150 rpm y sonicando al mismo tiempo. Para 
remover restos del disolvente orgánico se colocó la suspensión liposomal en un 
desecador al vacío durante 24 horas. 

6.2 PURIFICACIÓN DE LIPOSOMAS MEDIANTE EL EQUILIBRIO DE MEMBRANAS 
 
Para eliminar el Cisplatino libre (no encapsulado) del que se encuentra en los 
liposomas,  se colocó la suspensión liposomal en equilibrio Donnan de membrana 
empleando una membrana de 12000-14000 mwco (peso molecular de corte) 
(Spectra/Por®, USA) y como medio receptor solución salina isotónica, utilizando 
una proporción de 1:20 de suspensión liposomal y SSI. 
 
La diálisis se mantuvo en agitación durante 4 horas, cambiando el medio receptor 
cada 2 horas. 
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Figura 26.Esquema de una diálisis 

 
En la Figura 26 muestra un esquema en el cual representa el inicio de la diálisis, 
donde la concentración de Cisplatino no encapsulado está en mayor 
concentración dentro de la membrana en comparación con la concentración del 
medio receptor, una vez que inicia la agitación, el sistema llega al equilibrio 
(misma concentración de Cisplatino libre dentro y fuera de la membrana). En la 
purificación de las formulaciones liposomales elaboradas se cambió de medio 
receptor cada 2 horas hasta llegar a un punto en que la difusión del Cisplatino no 
encapsulado entre la membrana de diálisis sea nula. 

6.3 DETERMINACIÓN DE TAMAÑO DE PARTÍCULA 
 
La determinación del tamaño de partícula se realizó mediante la dispersión 
dinámica de luz a 90° en el equipo  90PLUS/BI-MAS (Brookhaven Intruments, 
USA), una temperatura de 25°C y utilizando como medio de suspensión KNO3 
10mM. 
 
Para garantizar que las celdas estuvieran libre de polvo y no interfirieran en la 
medición de este parámetro, estas se lavaron tres veces con  la disolución KNO3 
10mM filtrada a través de un poro de 0.22um (Corning, Alemania). 
 
Para la calibración interna del equipo se preparó el Estándar de Referencia                                                      
que tiene un intervalo de 92 ± 3nm indicando que funciona correctamente si el 
valor del estándar se encuentra en estos intervalos. 
 

• Preparación de la disolución  KNO3 10 mM 
 
Para preparar 500mL de solución se disolvieron 0.505g de KNO3 (Sigma Aldrich, 
USA)  en agua desionizada, posteriormente se filtró la disolución por un poro de 
0.22um Corning Syringe Filter (Corning, Alemania). 
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• Preparación de la muestra 
 
Se agregaron 2mL de la disolución de KNO310mM previamente filtrada en la celda 
de plástico, después se agregó 5uL de la muestra y se agitó suavemente para ser 
analizada con el equipo 90PLUS/BI-MAS (Brookhaven Intruments, USA). 

6.4 POTENCIAL Z 
 

La determinación de potencial Z se realizó mediante el sistema Zetaplus 
(Brookhaven Intruments, USA) utilizando como medio de suspensión KNO3 1mM. 
 
Para confirmar que el equipo funciona correctamente se hace la estandarización 
interna del equipo asegurándonos el valor del potencial Z del Estándar de 
Referencia estuviera entre el intervalo de -53±4mV. 
 

• Preparación del medio de suspensión KNO3 1mM. 
 
Se pesaron 50.5 mg de KNO3 (Sigma Aldrich, USA) para diluir en 500 mL de agua 
desionizada y después se filtró a través de una membrana con un poro de 0.22um 
(Corning, Alemania). 
 

• Preparación de la muestra 
 
En la celda de plástico se depositaron 1.7 mL de KNO3 1mM, se agregaron 10uL 
de la muestra, se agitó suavemente y se insertaron los electrodos previamente 
lavados con KNO3 1mM evitando la formación de burbujas, después fue conectado 
al equipo 90 PLUS/BI-MAS. 

6.5  CUANTIFICACIÓN DE FOSFOLÍPIDOS 
 
Se realizó la cuantificación de fosfolípidos mediante la formación de un cromóforo 
que se lee a una longitud de onda de 488nm. La formación de este cromóforo  se 
da por el método colorimétrico conocido como reacción de Stewart. 32 
 

• Preparación de la curva Patrón 
 
Se realizó un Stock de HSPC con una concentración de 0.2 mg/mL en cloroformo. 
A partir de esta solución de preparó la curva patrón de 0.00-0.08mg/mL.  
Se agitó cada una de las concentraciones de la curva patrón durante un minuto, se 
agregó 750uL de ferrotiocianato de amonio (NH4FeSCN), agitó y se centrifugó a 
1000rpm durante 3 minutos. 
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Para leer en el espectrofotómetro se removió la fase del ferrotiocianato de amonio 
(NH4FeSCN) de la fase orgánica y ésta se leyó a una densidad óptica de 488nm 
en un espectrofotómetro UV-Vis (DU 500Beckman, USA), empleando como blanco 
cloroformo. 
 

• Preparación de la muestra 
 
Se realizó una disolución 1:20 de la suspensión de liposomas y de esta dilución se 
tomaron 20uL los cuales se deshidrataron (secaron) utilizando un concentrador 
SpeedVac (DNA120, Thermo Electron Corpotation, USA) durante 90min sin 
calentamiento. Posteriormente se resuspendió la muestra con 15uL de agua 
desionizada, se agitó y nuevamente se deshidrató durante 90min. Finalmente se 
resuspendió el botón con 750uL de cloroformo y se agitó por 2 minutos; después 
se agregaron 750uL de ferrotiocianato de amonio (NH4FeSCN) para 
posteriormente agitarla durante 2 minutos y centrifugarla por 3 min a 1000rpm a 
4°C. 
 
Al final  se retiró la fase acuosa (NH4FeSCN) y se leyó la fase orgánica a una 
densidad óptica  de 488nm en un espectrofotómetro (DU 500 Beckman, USA).Esté 
método se realizó en hielo para evitar la evaporación del cloroformo. 

6.6  CUANTIFICACIÓN DE CISPLATINO ENCAPSULADO 
 
La cantidad de Cisplatino encapsulado se determinó mediante Cromatografía 
Líquida de Alta Resolución (HPLC) utilizando un equipo Waters – Alliance 2695 
acoplado a un detector Visible-UV Waters 2489. Las  condiciones que se utilizaron 
para determinar este parámetro de muestran en la Tabla 5. 
 

Tabla 5. Condiciones para cuantificar Cisplatino en el HPLC. 

Velocidad de flujo 1.6mL/min 
Temperatura 23°C 
Fase estacionaria Columna C18 5.9x 150mm con un 

poro de 5um  (Symetry® ,USA) 
Detector UV-Vis.  λ= 254nm 
Fase móvil Agua/Metanol/ Acetonitrilo 

28:40:32  
Volumen de inyección 20uL 
Estándar Interno NiCl2 

 
Se preparó una solución Stock de 1mg/mL de Cisplatino en solución salina. A 
partir de esta solución se preparó una curva patrón de 0-10u/mL para la 
cuantificación del Cisplatino en las muestras de la formulación liposomal. 
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• Preparación de NiCl2 de 50ug/mL. 

Se preparó una disolución con una concentración de 50ug/mL a partir de un Stock 
de 1mg/mL de NiCl2 en agua desionizada. Esta disolución es almacenada a -20°C. 
 

• Extracción de Cisplatino en liposomas 

De las muestras liposomales se realizó una dilución 1:100 de la cual se tomó una 
alícuota de 100µL, a esta muestra se le agregó 400µL de acetonitrilo (Sigma grado 
HPLC, USA) y se agitó para romper los liposomas, se centrifugó por 10 minutos a 
10000 rpm, se tomaron 400uL del sobrenadante, se depositaron en un tubo 
eppendorf,  y se secaron en un baño de agua a 40°C utilizando nitrógeno gaseoso. 
Una vez secas las muestras se resuspendió el botón con 100µL de la solución 
salina isotónica, se agitó, se agregaron 10 µL del estándar interno (50µg/mL); 
10µL de DDTC, las muestras se agitaron y se incubaron por 30 minutos a 37°C 
con una agitación contante de 500 rpm (Thermomixer Compact, Eppendorf, USA). 
 
Después de la incubación se agregaron 100uL de cloroformo, esta mezcla se agitó 
durante 3 minutos para posteriormente ser centrifugado a 10000rpm durante 
10minutos a 4°C. Por último, se inyectó la fase de cloroformo para cuantificar el 
Cisplatino encapsulado mediante la formación del complejo mostrado en la Figura 
23 de la página 21 a una densidad óptica  de 254nm  en un  detector de U.V- Vis. 
El cromatograma en donde se muestra el tiempo de retención del complejo y el 
estándar interno se muestra en la Figura 27. 
 

 
Figura 27. Cromatograma obtenido en la concentración de 10ug/mL, se muestra el tiempo de retención 

del cisplatino de 3.1 minutos  y del NiCl2 a los 4 minutos. 
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6.7  PERFIL DE LIBERACIÓN DE SUSPENSIONES LIPOSOMALES DE 

CISPLATINO 
 
Para evaluar la estabilidad de las suspensiones liposomales se utilizaron las 
celdas de difusión vertical  tipo Franz (PermeGear, USA) como se muestra en la 
Figura 28. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 28.Esquema de una celda de Franz 

 
Se colocó una membrana de policarbonato con un  tamaño de poro de 0.050um 
(Whatman Nucleopore, Canadá) entre el compartimento A y C, después se llenó 
con solución salina el compartimento C hasta el aforo evitando la formación de 
burbujas, por último en el compartimiento A se colocó 1mL de la muestra. 
 
Una vez que se ensambló el dispositivo, éste se colocó en el sistema de agitación 
(PermeaGear, USA) conectado a un baño recirculador (Termo-circulador, 
LabTech)  a temperatura ambiente. 
 

• Preparación de la muestra  
 

Se hizo una dilución 1:2  en agua destilada estéril la cual se colocó en el 
compartimento A. 
 
 
 
 

Compartimiento 
C (Medio 
receptor) 

Toma de 
muestra Parte B 

(Membrana) 

Compartimiento 
A (Muestra) 

Compartimento D 
(Contenedor que 

mantiene la 
temperatura cte) 
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• Recolección de la muestra  
 
Se recolectó el  medio receptor del compartimiento C a los tiempos establecidos 
para la toma de muestra. Una vez retirado el medio receptor se vuelve a llenar la 
celda con solución salina  hasta la marca de aforo y se muestrea hasta el tiempo 
siguiente. 
 
Los tiempos que se establecieron para la toma de muestra fueron: 30 min, 1h, 2h, 
4h, 8h, 12h, 24h y 48h. 
 

• Cuantificación de Cisplatino Liberado. 
 
El Cisplatino se cuantificó utilizando un equipo HPLC siguiendo las condiciones 
mencionadas anteriormente. 

6.8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Se reportaron los resultados como el promedio ± la desviación estándar. Se utilizó 
el análisis de varianza (ANOVA) de un factor para comparar las medias de las 
distintas formulaciones liposomales realizadas, utilizando el programa EXCEL 
2007. Aplicando un nivel de confiabilidad del 95% y se acepta que existe 
diferencia entre las medias estadísticamente significativa si p<0.05.  
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
7.1 PARÁMETROS FÍSICOS 
 
7.1.1 TAMAÑO DE PARTÍCULA 
 
De acuerdo a la distribución poblacional de tamaño de partícula de formulaciones 
liposomales serán reconocidos o no inmediatamente por el Sistema Fagocítico 
Mononuclear (SFM).24, 25,26 Para permanecer por mucho mayor tiempo en 
circulación y no ser reconocidos rápidamente, los liposomas deben de tener un 
tamaño menor a 200nm. 21, 24, 25, 26 
 
La Tabla 6 muestra el índice de polidispersidad de formulaciones liposomales 
elaboradas, lo cual indica que tienen una distribución de tamaño de partícula 
homogénea porque el valor de polidispersidad es muy lejano a 1 y entre más 
cercano esté el valor de polidispersidad de cero demuestra que hay 
homogeneidad del tamaño de partícula. 
 
 

Tabla 6. Índice de Polidispersidad de Formulaciones Liposomales. 

Suspensión 
liposomal 

Índice de 
Polidispersidad 

0.5:6 0.196±0.013 

01:06 0.193±0.082 

01:12 0.166±0.011 
El valor representa le promedio ± D.E de n=2 

 
 
En la Figura 29 muestra los tamaños de partícula efectivos de formulaciones 
realizadas con las distintas cantidades fármaco: fosfolípidos. El tamaño de 
partícula efectivo representa el promedio que hay entre la distribución de los 
tamaños detectados y los tamaños de partícula. De acuerdo a la aplicación del 
ANOVA de un factor se comprueba que no hay diferencia significativa entre las 
diferentes formulaciones. 
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Figura 29. Tamaño de Partícula Efectivo de las diferentes proporciones en cantidad. 
Se reporta el valor promedio± D.E de n=2 

 

Aunque no haya diferencias significativas entre los tamaños de partícula efectivos 
de cada una de las formulaciones, sus distribuciones poblacionales son distintas 
(tamaño de partícula y población relativa) como se muestra en las Figuras 30 y 
Figura 31. 
 

En la Figura 30 representa un histograma de tamaño de partícula contra la 
población relativa de dos lotes con proporción en cantidad de 0.5:6 fármaco: 
fosfolípidos, se observa que en cada lote hay dos poblaciones de tamaño de 
partícula (bimodal o bifásica) en el mismo intervalo de tamaños de partícula, sin 
embargo, la población relativa entre cada una de las distribuciones es distinta en 
el Lote 1 (0.5:6) del Lote 2 (0.5:6), es decir, hay un mayor número de liposomas de 
un tamaño de  aproximadamente 81-86.1nm en el Lote 1 (0.5:6) y el Lote 2 (0.5:6) 
tiene dos poblaciones de liposomas en mayor proporción (60-64 nm y 237.5-295.1 
nm). 
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Figura 30. Histograma de tamaño de partícula contra la población relativa de dos lotes con proporción 
en cantidad de 0.5:6 fármaco: fosfolípidos,  se observa que en cada lote hay un comportamiento 
bimodal en el mismo intervalo de tamaños de partícula, sin embargo la población relativa entre cada 
una de las distribuciones es distinta. 

 
En la Figura 31 muestra las distribuciones poblacionales de dos lotes con la 
proporción  fármaco: fosfolípidos 1:12, cada lote tiene un comportamiento bimodal  
pero los intervalos de tamaño de partícula difieren de un lote a otro, habiendo un 
mayor número de liposomas de tamaño de 85.4 nm y de 205-214.8 nm en el lote 1 
(1:12) y en el lote 2 (1:12) liposomas de tamaño de 163-171 nm en mayor 
proporción.  

 
 Figura 31.Distribución poblacional de tamaño de partícula de las formulaciones liposomales 
elaboradas  la proporción en cantidad de 1:12 fármaco: fosfolípidos, cada lote tiene un 
comportamiento bimodal  pero los intervalos de tamaño de partícula difieren de un lote a otro. 
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Aunque cada formulación liposomal se elaboró bajo las mismas condiciones de 
sonicación, temperatura y agitación, se comprueba que la sonicación es un 
método de homogenización no repetitivo esto queda demostrado en la 
interpretación de la Figura 30 y Figura 31. 
 
Como se ha comprobado hasta ahora el tamaño de partícula efectivo no es un 
buen estimador para comparar el tamaño de partícula de las distintas 
formulaciones liposomales realizadas, por ello es necesario analizar las 
distribuciones poblacionales de tamaño de partícula de cada una de las 
formulaciones. 
 
En este estudio el tamaño de partícula se correlaciona con la cantidad de 
Cisplatino encapsulado. En la elaboración de liposomas, las poblaciones de 
tamaño de partícula muy grandes encapsulan mayor cantidad de Cisplatino en 
comparación con las de un tamaño menor. 
 
El tamaño de partícula óptimo que deben tener los liposomas es de 100-200nm 
para no ser reconocido inmediatamente por el Sistema Fagocítico Mononuclear.14 
En la Figura 32 muestra un ejemplo de las distribuciones liposomales de un lote 
de cada una de las proporciones fármaco: fosfolípidos. Puede observarse que hay 
una pequeña población de liposomas mayores a 200nm de diámetro por lo que se 
podría proponer la aplicación de una cromatografía de exclusión molecular para 
eliminar a estos liposomas, como es una pequeña proporción de liposomas que se 
encuentran fuera del principio de inclusión no habría una pérdida considerable de 
liposomas y a su vez de Cisplatino encapsulado. 
 
La razón para que el liposoma tenga un tamaño de partícula óptimo es porque los 
pueden llegar al tejido tumoral mediante el aumento de la permeabilidad y 
retención (EPR) que presentan estos tejidos acumulándose y liberando el fármaco 
encapsulado mediante la interacción del liposoma con la célula (endocitosis, fusión 
directa, intercambio de lípidos o adsorción). 21, 24, 25, 26, 29, 30 La llegada de estos 
liposomas al tejido tumoral se debe a la estabilidad estérica que le da el metoxi-
polietilenglicol (mPEG), evitando la unión a proteínas del complemento y las 
inmunoglobulinas que se encargan de eliminar cualquier objeto que reconocen 
como extraño. 19, 20, 26,28 
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Figura 32. Distribución poblacional de las formulaciones liposomales las proporciones en cantidad de 
fármaco: fosfolípidos de 0.5:6, 1:6 y 1:12. Todas las formulaciones tienen una distribución bimodal de 

tamaño de partícula, en diferentes intervalos de tamaño de partícula. 

7.2 PARÁMETROS QUÍMICOS 

7.2.1 CUANTIFICACIÓN FOSFOLÍPIDOS 
 
El contenido de fosfolípido (HSPC) en cada formulación liposomal fue determinada 
por un método colorimétrico denominado reacción de Stewart, los resultado 
obtenidos se presentan en la Figura 33. 
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Figura 33. Cantidad obtenida  de  las distintas formulaciones liposomales realizadas. 
Se reporta el valor promedio± D.E de n=2 

 
La concentración de fosfolípidos de las distintas formulaciones elaboradas fue 
comparada con la concentración de suspensiones liposomales que están  
aprobadas por la FDA y son comercializadas. Formulaciones liposomales como 
Caelyx y Doxopeg que tienen como principio activo Doxorrubicina, tienen una 
concentración de HSPC de 9.2±0.57 mg/mL y 10.6±0.77 mg/mL respectivamente, 
estas determinaciones se realizaron anteriormente en el Laboratorio de Física 
Médica.43  
 
La concentración de fosfolípido de las proporciones 0.5:6 y 1:6 no muestra 
diferencia estadística entre ellas, sin embargo, en la proporción 1:12 es 
estadísticamente variable en comparación con cualquiera de estas dos 
formulaciones liposomales. Además es de esperarse que el valor de concentración 
de HSPC en la proporción 1:12 sea aproximadamente el doble que las otras dos 
proporciones (0.5:6 y 1:6). Asimismo las formulaciones liposomales realizadas no 
se acercan al valor reportado de formulaciones liposomales Caelyx y Doxopeg43, 
por lo que se propone evaluar formulaciones de liposomales blanco (sin fármaco 
encapsulado) con estas concentraciones de HSPC en líneas celulares y en 
modelos animales para evaluar si en estas concentraciones de fosfolípidos 
ocasiona un efecto tóxico. 
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7.2.3  CUANTIFICACIÓN C
 
La concentración de Cisplatino 
liposomales se muestra en la 
 

Figura 34. Concentración de Cisplatino encapsulado de las distintas formulaciones liposomales 
realizadas

 
La quimioterapia con Cisplatino 
1mg/mL. El Cisplatino aprobado por la 
el cual debe disolverse en 
agente antineoplásico en solución
 
En la Figura 34 muestra que la formulación con la proporción 
1:6 se acercan la concentración 
encapsulación de este fármaco
Cisplatino disminuyan considerablemente y  llegue intacto al 
blanco. Se recomienda que esta formulación liposomal sea liofilizada para que 
pueda permanecer estable 
 
En la Tabla 9 muestra los resultados obtenidos de la concentración y cantidad 
encapsulada, y la eficiencia de 
 
Hay variación estadística e
y eficiencia de encapsulación de Cisplatino en las diferentes formulaciones 
liposomales, esto quiere decir que las proporciones fármaco: fosfolípidos influyen 
en la concentración de Cisplatino encapsulad
encapsulación. Entre mayor sea la proporción de fármaco a encapsular, se 
obtendrá una concentración
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La concentración de Cisplatino encapsulado de las distintas formulaciones 
liposomales se muestra en la Figura 34. 

. Concentración de Cisplatino encapsulado de las distintas formulaciones liposomales 
realizadas. Se reporta el valor promedio± D.E de n=2 

La quimioterapia con Cisplatino se administra a partir de una concentración de 
Cisplatino aprobado por la FDA viene liofilizado 10mg de este fármaco 

 10mL de solución salina isotónica, la duración de este 
agente antineoplásico en solución salina es de 24h.  

muestra que la formulación con la proporción fármaco: fosfolí
la concentración aprobada por la FDA, además de que la 

ón de este fármaco por liposomas logrará que los efectos adversos del 
Cisplatino disminuyan considerablemente y  llegue intacto al órgano

enda que esta formulación liposomal sea liofilizada para que 
 por más tiempo. 

muestra los resultados obtenidos de la concentración y cantidad 
encapsulada, y la eficiencia de encapsulación. 

Hay variación estadística en la concentración encapsulada, cantidad encapsulada 
y eficiencia de encapsulación de Cisplatino en las diferentes formulaciones 
liposomales, esto quiere decir que las proporciones fármaco: fosfolípidos influyen 
en la concentración de Cisplatino encapsulado y a su vez la eficiencia de 
encapsulación. Entre mayor sea la proporción de fármaco a encapsular, se 
obtendrá una concentración de encapsulación más grande en comparación con 
los lotes que tienen una proporción de fármaco menor.  
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Proporción en cantidad de  Fármaco: Fosfolípido

Concentración de Cisplatino 

976.88 ± 73.95

1428.02 ± 39.33
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Tabla 9. Concentración de Cisplatino y porcentaje de encapsulación de Cisplatino en las diferentes 

Proporción en 

cantidad de Fármaco: 

Fosfolípido 

Concentración 

Cisplatino encapsulado 

0.5:6 

01:06 

01:12 1428.02±39.33

 
 
En la Figura 35 se compara
una de las proporciones fármaco fosfolípido
encapsulación es baja en las tres formulaciones liposomales por lo que es 
necesario implementar nuevas técnicas para poder mejorar la eficiencia de la 
encapsulación del Cisplatino y obtener mejores rendimientos. 
 
 

Figura 35. Eficiencia de encapsulación
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formulaciones liposomales. 

Concentración de 

Cisplatino encapsulado 

(ug/mL) 
Cantidad  de Cisplatino 

encapsulado (mg) % Encapsulación

404.54±63.79 1.01±0.160 9.13±0.57

976.88±73.95 2.44±0.185 11.12±1.13

1428.02±39.33 3.57±0.098 15.81±0.55

ra  la eficiencia de encapsulación del cisplatino de cada 
ones fármaco fosfolípido. Se observa que la eficiencia de 

encapsulación es baja en las tres formulaciones liposomales por lo que es 
necesario implementar nuevas técnicas para poder mejorar la eficiencia de la 
encapsulación del Cisplatino y obtener mejores rendimientos.  

Eficiencia de encapsulación de las distintas formulaciones liposomales realizadas.
Se reporta el valor promedio± D.E de n=2 

 
 
 
 
 
 

01:06 01:12

Proporción en cantidad de Fármaco: Fosfolípido

Eficiencia de Encapsulación 

0.57

11.12 ± 1.13

15.81 ± 0.55

40 | P á g i n a  

 

e Cisplatino y porcentaje de encapsulación de Cisplatino en las diferentes 

% Encapsulación 
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la eficiencia de encapsulación del cisplatino de cada 
Se observa que la eficiencia de 

encapsulación es baja en las tres formulaciones liposomales por lo que es 
necesario implementar nuevas técnicas para poder mejorar la eficiencia de la 

 
de las distintas formulaciones liposomales realizadas. 
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7.3 PARÁMETRO DE ESTABILIDAD 

7.3.1 POTENCIAL Z 
 
Mediante el Potencial Z se determina  la estabilidad de formulación liposomal 
analizando las fuerzas de repulsión  electrostáticas entre  las partículas. 36, 37,38 Si 
el valor del  potencial Z es mayor de -40mV indica que la suspensión tiene una 
estabilidad buena, por lo tanto las fuerzas de repulsión electrostáticas  entre las 
partículas son mucho mayores que las fuerzas de atracción de Van der Waals. Sin 
embargo si el valor del potencial Z  se encuentra entre los -30 mV y -40 mV la 
estabilidad de la suspensión es moderada.33 

 

En la Tabla 8 representa el valor del potencial Z de las distintas formulaciones 
liposomales realizadas. 
 

Tabla 8. Potencial Z de las formulaciones con las diferentes proporciones en cantidad de Fármaco: 
Fosfolípido. 

Muestra Promedio (mV) 
BI-ZR3 -53.65 ± 2.30 
0.5:6  -37.48 ± 2.70 
01:06 -35.50 ± 2.67 
01:12 -38.30 ± 1.16 

Se reporta el valor promedio± D.E de n=2 

 
El Estándar de Referencia BI-ZR3 cae dentro del intervalo de aceptación               
(-53±4mV) indicando que el equipo funciona correctamente y los valores obtenidos 
en este equipo son confiables. 
 
De acuerdo a la literatura reportada, la estabilidad de todas las formulaciones 
liposomales es moderada, esto quiere decir, que las repulsiones electrostáticas 
entre las partículas es lo suficientemente fuertes y es poco probable la formación 
de aglomeraciones. 
 
Los valores de estas suspensiones no varían significativamente de acuerdo a la 
ANOVA aplicada de un factor, lo cual indica que las repulsiones electrostáticas de 
los liposomas de las diferentes formulaciones son similares.  

7.3.2 PERFIL DE LIBERACIÓN 
 
Como una medida de  evaluación de la estabilidad de una suspensión liposomal 
debe de tomarse en cuenta el perfil de liberación para analizar la cantidad liberada 
de en un determinado tiempo y evaluar la velocidad de fármaco liberado. 
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La Figura 36 muestra la concentración de Cisplatino liberado de la formulación 
liposomal con una proporción fármaco: fosfolípidos de 0.5:6. 
 

 
Figura 36. Perfil de liberación Liposomas con Cisplatino. Se reporta el valor promedio± E.E de n=2. 

 
Durante un periodo de 48 horas se liberó 0.068 mg de Cisplatino que es 
aproximadamente  el 4.25 % de Cisplatino encapsulado (Figura 36), por lo  que se 
demuestra que un porcentaje pequeño de fármaco queda libre a las 48h y se 
considera que la suspensión liposomal es estable a temperatura ambiente cuando 
su medio receptor es solución salina isotónica. Este resultado indica que durante 
el almacenamiento o el tiempo previo a su administración se mantenga estable la 
encapsulación del fármaco. 
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Resumen de Resultados: 
 
Parámetros físicos  
Se logra obtener tamaños de partícula menores de 350nm en la formulación 
liposomal con proporción fármaco: fosfolípidos de 0.5:6, y menores de 250nm en 
las formulaciones liposomales con proporciones fármaco: fosfolípidos de 1:6 y 
1:12, lo que se sugiere aplicar cromatografía de exclusión molecular para obtener 
solamente tamaños de partícula menores a 200nm. Ya que la cantidad de 
liposomas que tienen un tamaño mayor a 200nm es despreciable y no habría 
pérdidas considerables de Cisplatino ni de liposomas.  
 
Pruebas de composición 
La cantidad de fosfolípidos aún es mayor que lo reportado en formulaciones 
liposomales comerciales como: Caelyx y Doxopeg aprobadas por la FDA, sin 
embargo se propone la evaluación de la toxicidad de las concentraciones de 
fosfolípidos obtenidas (liposomas blanco) en células y modelos animales.   
 
Hay diferencia significativa en la encapsulación de Cisplatino de las diferentes 
proporciones fármaco: fosfolípidos de 0.5:6, 1:6 y 1:12, por lo que la proporción 
fármaco: fosfolípidos influye en la encapsulación de Cisplatino. Entre más grande 
sea la cantidad de Cisplatino y fosfolípidos, hay mayor concentración de fármaco 
encapsulado.  
 
En la proporción fármaco: fosfolípido 1:6 se obtiene una concentración de 
0.977±0.74 mg/mL, similar a la aprobada por la FDA en Cisplatino liofilizado. 
 
Indicadores de estabilidad 
Las fuerzas electrostáticas de las suspensiones liposomales son lo 
suficientemente fuertes para mantener las partículas alejadas entre ellas y evitar la 
floculación o agregación de estas, indicando que las formulaciones elaboradas son 
estables. 
  
Se obtuvo un porcentaje pequeño de liberación de Cisplatino del 4.25% durante 48 
horas de una suspensión liposomal con una proporción 0.5:6 fármaco: fosfolípido, 
lo cual se considera que la formulación liposomal es estable a temperatura 
ambiente. 
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VIII. CONCLUSIÓN GENERAL 
 

 
 
La encapsulación de Cisplatino es directamente proporcional a la cantidad de 
fármaco y de fosfolípidos. La concentración de Cisplatino de la formulación con 
proporción fármaco: fosfolípidos de 1:6 se acerca al valor de 1mg/ml de Cisplatino 
liofilizado aprobado por la FDA, además de tener un tamaño de partícula menor a 
250nm (LUVs).  
 
Las distintas formulaciones liposomales tienen un potencial Z moderado (entre       
-35.50mV y -38.30mV), por lo que son estables. 
 
Es liberado el 4.25% de Cisplatino encapsulado a las 48h a temperatura ambiente 
lo que indica que es estable a esa temperatura y se garantiza que durante la 
manipulación de esta formulación durante las primeras 48 h sigue siendo estable 
la encapsulación del fármaco. 
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