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|. RESUMEN

Los agentes antineoplasicos son utilizados en el tratamiento del cancer 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 antineoplasicos
los efectos adversos asociados son altamente toxicos con lo que se limita su
eficacia terapéutica. El desarrollo de vectores de transporte de agentes
antineoplasicos que permita una reduccién considerable de su accidn citotéxica en
células sanas es de gran importancia para la implementacion de terapias mas
eficientes en el tratamiento del cancer.

En el Laboratorio de Fisica Médica de la Unidad de Investigacién Biomédica en
Céancer INCan-UNAM vy el Laboratorio de Farmacologia de la Subdireccion de
Investigacion Basica del INCan, se ha trabajado en el desarrollo de una
formulacion liposomal de Cisplatino. El Cisplatino es utilizado para el tratamiento
del cancer de ovario, testiculo, vejiga, cabeza y cuello, pero el efecto adverso es
altamente nefrotéxico por lo que el empleo de un vector de transporte, como los
liposomas, hace que este efecto toxico del antineoplasico disminuya
considerablemente.

En esta tesis se trabajé en la optimizacibn de encapsulacion de cis-
diaminodicloroplatino (ll) (Cisplatino) en la formulacién liposomal, modificando la
relacion de la proporcion en cantidad de farmaco: fosfolipidos.

Los resultados del trabajo mostraron que la encapsulaciéon de Cisplatino es
directamente proporcional a la cantidad de farmaco y de fosfolipidos. La
concentracion de Cisplatino de la formulacion con proporcion en cantidad de
farmaco: fosfolipidos de 1:6 se acerca al valor de 1mg/mL de Cisplatino liofilizado
aprobado por la FDA, ademas de tener un tamario de particula menor a 250nm.
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[l. MARCO TEORICO

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
clinicamente localizados. La quimioterapia consiste en la aplicacion de uno
(monoterapia) o varios agentes antineoplasicos (quimioterapia de combinacion)
que actian alterando fases importantes del crecimiento y divisién celular de
aquellas células que tienen una mitosis acelerada, incluyendo células sanas,
siendo esto una desventaja para el paciente.” %3

2.1.1CLASIFICACION DE LOS AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS

Los agentes antineoplasicos se clasifican de acuerdo al mecanismo de accién y
toxicidad, aunque esta ultima puede ser mayor en unos compuestos que en otros.
Se clasifican de la siguiente manera:

e Antimetabolitos

Estos agentes presentan especificidad por el ciclo celular (mayor actividad durante
la fase S) y alteran la sintesis normal del ADN, ARN vy proteinas. Algunos
antimetabolitos son analogos estructurales de metabolitos normales esenciales
para el crecimiento y la division celular, lo que les permite incorporarse en la
estructura del ADN y ARN. Otros antimetabolitos inhiben enzimas que son
necesarias para la sintesis de moléculas esenciales como acidos nucleicos
(Figura 1).*

Analogos de la

purina Inhiben enzimas implicadas en la
sintesis de los precursores de los
acidos nucleicos y se pueden
. . Analogos de la incorporar en la estructura del ADN
Antimetabolitos 1 0B0S 0 ARN.
pirimidina
Andlogos del acido Inhiben enzimas necesarias para la
félico (antifolatos) sintesis de acidos nucleicos.

Figura 1. Principales clases de antimetabolitos.
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e Alquilantes

Son compuestos altamente reactivos que atacan facilmente al ADN y proteinas
celulares. El principal mecanismo de accion de muchos agentes alquilantes
consiste en la formacién de enlaces covalentes con las bases puricas y pirimidicas
del ADN y ARN, impidiendo la replicacién del ADN y transcripcion del ARN (Figura

2).34

Mostaza
nitrogenadas

Alquilantes

Nitrosoureas

Derivados de
Platino

Formacion de enlaces covalentes con las
bases puricas y pirimidicas del ADN y
ARN, impidiendo la replicacion y
transcripcion.

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

transcripciéon y como consecuencia
evitan la divisién celular.

Figura 2. Clasificacion de los agentes alquilantes.

e Alcaloides de las plantas y otros productos naturales/antibi6ticos citotoxicos
y sustancias relacionadas.

Pueden ser o no especificos del ciclo celular. Interfieren con la sintesis del ADN.

Originalmente derivaron de recursos naturales,
derivados sintéticos o semisintéticos (Figura 3).

ero en la actualidad se utilizan

2,34

Epipodofilotoxinas

Rompen la estructura del ADN e interfieren con
los procesos de replicacion y transcripcion.

Productos
naturales /
Antibioticos
citotoxicos

Agentes anti-

Inhibe la mitosis porque se altera la capacidad

microtubulo

Analogos de la
camptotecina

de reorganizacion y movilizacion de los
microtubulos.

H

Inhiben las topoisomerasas o ll,
interrumpiéndose la fase de elongacion de la

Antibidticos

cadenas de ADN durante el proceso de
replicacion.

Daiian las células interfiriendo con la sintesis de

ADN o ARN dependiendo del antibiético.

citotoxicos

Figura 3. Clasificacion de Productos naturales y Antibioticos citotéxicos.
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2.2. CISPLATINO

El cis-diaminodicloroplatino [ll] (Cisplatino) es un agente antineoplasico utilizado
para el tratamiento clinico de distintos tipos de cancer, incluidos los de ovario,
testiculo, cabeza, cuello y vejiga.”®

El Cisplatino es un compuesto de coordinacion inorganico, mostrado en la Figura
4 junto con su isémero Transplatino el cual no tiene un efecto antineoplasico.> ° El
Cisplatino fue sintetizado por primera vez por Peroné en 1845, a partir del Ks
[PtCl,] (tetracloroplatinato de potasio [Il]) y amoniaco. Sin embargo, fue hasta
1965 que se descubre su actividad biolégica, cuando se demostro su efecto
inhibidor en la divisién celular de cepas de E. coli.® Muchos agentes
antineoplasicos son conocidos por ser citotoxicos, 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.> "8

H3N| /Nﬂs H3N o
Pt
/ \ CI/ \NH

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

2.2.1. MECANISMO DE HIDROLISIS DEL CISPLATINO

El Cisplatino es estable durante 24h en solucion salina isoténica a 25°C. Sin
embargo, en disolucién acuosa como se muestra en la Figura 5 se hidroliza
facilmente estableciendo un equilibrio entre aproximadamente el 30% del
Cisplatino inicial %/ los productos cis- [PtCI(H20)(NHs)2]* (monoacuo cisplatino), cis-
[Pt(H20)2(NHs3) 2] (diacuo cisplatino) y los complejos hidroxo cis-[PtCI(OH)(NH3)2]
(monohidroxo C|splatino), cis-[Pt(OH)(H20)(NH3).]* (monohidroxo monoacuo
cisplatino) y cis-[Pt(OH)2(NH3)2] (dihidroxo cisplatino). Este equilibrio depende
tanto de la concentracion de iones CI" como del pH del medio.?

De todos los productos de hidrélisis del cisplatino, Ios mayores efectos citotdxicos
se le atribuyen al complejo cis- [PtCl (H20) (NH3)2]*.2
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:t \\\, ,z/
Pt
iy
- ‘\
H,N = cl
Cisplatino
+H,0 +Cl°
Mayor Efecto
citotdxico
oH oH
H 3N ” ] ) H+ H3N it .
h &~ " o
Pt — F‘t.
7N +H* - e
HN el H.N e
¥ pla=656 ¥
Monoacuo Manohidroxae
cisplatine cisplatino
+H,0 +Cl” +H,0 +Cl°
2+ +
H.M OH H.N OH H.N. OH
S z .H* B _H* IR
Pt ,,—" Pt _’4" : Pt.
-~ \\\ i //.» \\\.\ —+ /} \\\
H3N'H " OH, Eh H N OH, i H,N OH
pKa=56 - - pKa=T.3
I?la':u? Monohidroxe Monoacuo Dikldroxe
cisplatino cisplatine cisplatine

Figura 5. Mecanismo de Hidrdlisis del Cisplatino

2.2.2. MECANISMO DE ACCION DEL CISPLATINO

El mecanismo de accién se muestra en la Figura 6, en donde el Cisplatino entra a
la célula por difusién pasiva o mediante los transportadores de cobre (CTR1)'.
Una vez dentro de la célula, el grupo CI" del Cisplatino es sustituido por moléculas
gewagua (hidrélisis) confiriéndole una carga positiva a la molécula del Cisplatino.®®

La molécula activa del Cisplatino, producto de la hidrélisis, reacciona
principalmente con el glutation del citoplasma y el ADN inhibiendo la replicacién,
transcrigcién y otras funciones nucleares, arrestando la proliferacion celular del
cancer.> %9
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NH, cl = MHy, 1 Hidrilisis NH; ., l
"

M 4] ————
NH& Tva | N NH TTH.O

Difusian
Paziva

Excresion

Figura 6. Mecanismo de accion del Cisplatino.

La molécula activa del Cisplatino reacciona con sitios nucleofilicos del ADN,
preferentemente se une covalentemente con el nitrégeno de la posicién 7 de la
guanina, el cual da la formaciéon 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.%®°

posicidn Guanina N’

H \
N—H----0 N
! N NQ\*“
NH;,,  nCl / W N\ N
Pt. — < C N----H-N G “%— —
- Tw + P \ 4
NHJ HZO N— >:N
SN
O----H—N
H
Aducto Aducto
Intracaternario Intercaternario

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), ademas, también puede
formar aductos a través grupos reactivos ligados de una proteina voluminosa o de
moléculas pequefias como el glutation (Figura 9).°

< I

HN— ['it——u Hv—— Pt~ o
o o
Figura 9.Monoaductos con otro grupo
Figura 8. Monoaductos con un grupo reactivo unidos a una molécula pequeia
reactivo como tioles, amino, o hidroxil (glutation) o a una proteina nuclear

El Cisplatino se une al grupo tiol del glutation para dar la formacién de un complejo
el cual es desechado de la célula (desintoxicacion).” & ®

Las células cancerosas tienen diferentes niveles de glutatiéon y metalotioneina que
pueden desintoxicar el contenido del platino intracelularmente o extracelularmente
por interaccién de sus grupos tioles previniendo la unién al ADN.> % ® Sin embargo,
en el plasma hay enzimas gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) que juegan un
papel crucial en el catabolismo extracelular e intracelular del glutatién. 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 glutation
intracelular y por lo tanto son mas sensibles a compuestos de platino.>®

2.2.3. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL CISPLATINO

El Cisplatino es utilizado como antineoplasico por la capacidad de inhibir la
proliferacién celular actuando sobre el ADN de las células inhibiendo su
replicacién, transcripcion y otras funciones nucleares.>® Sin embargo es altamente
nefrotoxico, produciendo principalmente necrosis en los tubulos proximales y
apoptosis en los tubulos distales, lo cual lleva a una pérdida de la funcion renal.
Por consiguiente, en la clinica se lleva a cabo una hidrataciéon sistémica con
solucién salina isotonica (SSI) para disminuir la forma activa en el rifdn y reducir el
riesgo de nefrotoxicidad. Con el Cisplatino también se presenta neurotoxicidad y
ototoxicidad. % 1 1213
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Debido a este patrén citotoxico, el uso de sistemas liposomales como vehiculos de
transporte del Cisplatino es una gran alternativa para disminuir su efecto
nefrotoxico y demas efectos adversos.

2.3. LIPOSOMAS

Los liposomas son estructuras esféricas como se muestra en la Figura 10
conformadas por fosfolipidos o compuestos anfipaticos organizados de manera
similar a la de una membrana celular. Los liposomas tienen una parte hidrofilica
(interior del liposoma) y una parte hidréfoba (interfase de la bicapa lipidica).** *°

Feeculbrinnle o

Anficuerfia g ‘\k

Ny
|

Lipsoana tijso
Stealtli

Bicapa %
pidica ——" % . Lipsoana

cormsancinaal

Espacio acisss
intermn

Cristalas de
Hmmace

Figura 10. Estructura de un liposoma

Los fosfolipidos y compuestos anfipaticos son estructuras moleculares con una
cabeza polar que se une covalentemente con una o dos cadenas de
hidrocarbonos hidrofébicos como se muestra en la Figura 11, no obstante la
diferencia que hay entre un fosfolipido y un compuesto anfipatico consiste en que
sblo puede haber en su parte polar un grupo fosfato en los fosfolipidos y en el
compuesto anfipatico hay grupos polares distintos al fosfato.
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S cola no polar

" %o
H-C-0-C N NANANAN
cabeza polar 0

H-C-0-CLANAANAN

H3?+ ‘-]* acidos grasos
HBC‘}H—CH,CH,HD—II-‘—CHZ
HyC o

Grupo fosfato
Figura 11. Estructura quimica de un fosfolipido.

Los liposomas son utilizados como vectores no toxicos para el transporte de
farmacos poco solubles, ademas una de sus ventajas es que pueden trasportar
farmacos hidrofilicos e hidrofébicos en sus compartimentos de acuerdo a sus

caracteristicas fisicoquimicas (Tabla 1).'% '

Tabla 1. Compatibilidad de los Farmacos a en capsular en la
estructura liposomal de acuerdo a su solubilidad.

Agentes Compartimento
Hidrosolubles En el ndcleo acuoso
Liposolubles Membrana

Péptidos y proteinas Interfase
de tamano pequeno

De acuerdo a su estructura y tamarno los liposomas son clasificados como se

muestra en la Figura 12:'*
Vesiculas Unilaminar
Grande (LUVs)
Vesiculas Unilaminares Diametro >250nm
(ULVs)
(Diametro de 50-250nm) Vesiculas Unilaminar
Pequeiia (SUVs)
Liposomas Diametro 50-100nm
[Mayor concentracién de)
Vesiculas Multilaminares fosfolipidos.
(MLVs) Su estructura esta
(Diametro de 0.5-5um) conformada por varias
L capas )

Figura 12. Clasificacion de liposomas de acuerdo a su tamafo.
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Ventajas de encapsular en liposomas
* La encapsulacién del antineoplasico evita su metabolismo e inactivacion
antes de llegar al sitio blanco.'*'®

Debido a su tamario, éste puede atravesar facilmente el endotelio.
* Si son cubiertos con polimeros inertes y biocompatibles como
polietilenglicol (PEG) pueden prolongar el tiempo en el sistema
sanguineo.'2%:26

Presenta una reduccion considerable de los efectos adversos asociados a
las dosis administradas.™

14,15,16,17

2.3.1. COMPONENTES LIPOSOMALES

Generalmente los componentes de los liposomas son: el lipido que le dara la
carga neta (potencial Z), el colesterol que modifica la fluidez de la vesicula,
moléculas poliméricas hidrofilicas (polietilenglicol) que forman una barrera estérica
en la superficie que le permite evadir el Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM)
por mucho mas tiempo, y un antioxidante para evitar la oxidacion de las dobles
cadenas hidréfobas de los fosfolipidos.

La estructura de los liposomas esta basada en la composicion de las membranas
celulares; generalmente los liposomas estdn compuestos por lipidos neutrales,
aniénicos o catiénicos. Los lipidos neutrales naturales mas usados son
fosfatidilcolinas, esfingomielinas y fosfatidiletanolamina. Los lipidos con cargas
negativas naturales son fosfatidilserina, fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol. Los
lipidos sintéticos mas utilizados son dimiristoil, dipalmitoil, distearoil, dioleoil y
palmitoil-oleoil.’™ EI' 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 lipidos catiénicos. En la Figura 13 se muestra la
estructura de cada uno de los distintos tipos de lipidos.'®
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|
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CH

DOSPA .

Figura 13. Estructura quimica de algunos lipidos neutrales, anidnicos y catidnicos.

colesterol

El colesterol por ser hidréfobo se inserta entre la membrana liposomal con su
grupo polar hidroxil orientado a la superficie acuosa, cerca de las cabezas polares
de los fosfolipidos, y la cadena alifatica se alinea paralelamente a las cadenas
acil en el centro de la bicapa (Figura 14). El colesterol, con su estructura anular
plana y rigida, reduce el enrollamiento de la cadena de acido graso y disminuye la

fluidez, haciendo que las bicapas lipidicas sean menos fluidas en su superficie
exterior. 1718

El colesterol le da fluidez al liposoma dandole estabilidad en suero, reduciendo la
permeabilidad de moléculas solubles en agua y reduciendo la liberacién del
material encapsulado. '+

Figura 14. Interaccion del colesterol con las moléculas de fosfolipido.

11| Pagina



Las moléculas poliméricas hidrofilicas como el polietilenglicol (PEG) (Figura 15)
promueven que el liposoma sea estéricamente estable, reduciendo la interaccién
de proteinas plasmaticas que forman parte del complemento del Sistema Inmune y
sean eliminados por el Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM).'® 2% 2! Por |o que
es utilizado para incrementar el tiempo de circulacién en el sistema sanguineo. En
general al tener un tamafio éptimo (menor a 200nm) '*'° y una estabilidad estérica
que le da el PEG, los liposomas permanecen por mucho mas tiempo en el sistema

sanguineo.'® 2% 21,22
D CI
: ‘L/ N0 | | oMe
T N 0 T "L 9 I|n
a [0}
DSPE-PEG

Figura 15. Estructura quimica 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 quimica de una molécula polimérica
hidrofilica, y en la Figura 16 la representacién esquematica de la formacion del
liposoma con moléculas poliméricas hidrofilicas.

Figura 16. Incorporacion del PEG en la estructura liposomal.

La oxidacion de fosfolipidos insaturados empleados en las formulaciones
liposomales puede reducirse mediante la inclusién de un antioxidante como el a-
tocoferol (Figura 17), provocando una mayor estabilidad en el liposoma
asegurando que el farmaco encapsulado dure por mucho mas tiempo en el
interior.
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OH

H;C CH3

H:C
CH3

H:C, H;C
Hac? ™ Hs

a-tocophero!
Figura 17. Estructura quimica del a-tocoferol que es utilizado como antioxidante de las cadenas
insaturadas de los fosfolipidos que forman parte del liposoma.

2.3.2. CLASIFICACION LIPOSOMAS

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

e Liposomas Convencionales. Estan formados por fosfolipidos (neutros o
negativos) y colesterol. Pueden variar en sus propiedades como tamaro,
composicion lipidica, carga superficial y fluidez de la bicapa. Una grave
limitante es que estos liposomas son reconocidos rapidamente por el
sistema inmune y son retirados de la circulaciéon sanguinea por el Sistema
Fagocitico Mononuclear (SFM).1%:24:2%:26:28

e Liposomas Stealth. La superficie liposomal contiene polimeros hidrofilicos
como polioxazolina, polietilenglicol (PEG), metoxipolietilenglicol (mPEG) o
polivinilalcohol. El polimero hidrofilico sirve como escudo estérico en la
superficie del liposoma, el cual prolonga por mucho mas tiempo su
circulacién evadiendo el Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM).!9:20:26:28

Liposomas activados. Contienen en su superficie anticuerpos especificos,
fragmentos de anticuerpos, receptores de folato, receptores a transferrinas,
antigenos, carbohidratos, etc. y de esta manera promueven una accion
especﬁica_m,22,24,26,28

e Liposomas pH sensibles. Liposomas que tienen lipidos o0 mezcla de lipidos
con tensoactivos, lipidos asociados con polimeros biodegradables y lipidos
asociados a péptidos. Estos liposomas, una vez dentro del macréfago en el
fagolisosoma, se colapsan por el cambio del pH y sufren una
desestabilizacién, liberando el contenido del liposoma en el citoplasma.??*
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e Liposomas Catidnicos. Estos liposomas estan elaborados por fosfolipidos
catidnicos y “zwiterion”. Los componentes catiénicos de la parte exterior del
liposoma interactian con moléculas cargadas negativamente, como el
ADN, por lo que se aplica en la terapia génica.'®'42*

e Liposomas Termosensibles. Estan formados por fosfolipidos que son
estables a 37°C, aunque presentan temperaturas de transicién en torno a
los 40°C. Esta temperatura puede existir en el interior de tumores o es
generado por algun equipo que produce calor en una zona especifica del
cuerpo (ultrasonido) para la liberacion del farmaco encapsulado.?”

Convencional

Catanicos

De circulasian prolongada (Stealth)

Figura 18. Los principales tipos de liposomas

2.3.3. MECANISMOS DE ENTREGA DEL FARMACO DE LIPOSOMAS EN EL
TEJIDO

Entrega Pasiva. Se da por la formacion de la angiogénesis a medida que el tejido
tumoral va creciendo.?*El farmaco llega de manera facil a vasos tumorales porque
estos presentan una distribucion mucho méas heterogénea, son mas grandes vy
mas permeables.?* %
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La mayoria de nanoparticulas utilizan el efecto de aumento de la permeabilidad y
retencion (EPR: enhanced permeation and retention effect) que proporciona la
acumulacion 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
tamafno de 100-780nm que permiten una extravasacion constante de moléculas
grandes y pequenas (Figura 19 (a y b)). Esta acumulacion es facilitada por la falta
de sistema linfatico, responsable de eliminar a las macromoléculas en los tejidos
normales. 21, 24, 25, 26

Entrega Especifica. Liposomas con una molécula de orientacién (anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos, receptores de folatos, etc.) son guiados a un blanco
celular para permitir la acumulacion del principio activo en el tejido tumoral, dentro
de las células cancerosas, o en organelos intracelulares (Figura 19 (c)). 2" 24 226

Farmaco Libre Entrega Pasiva Entrega Especifica

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

2.3.4. INTERACCION LIPOSOMA-CELULA

Se han reportado 4 posibles mecanismos de interaccidn entre los liposomas y las
células (Figura 20).

1) Endocitosis. El Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM) endocita los liposomas
formando un fagosoma, después el arsenal enzimético contenido en el lisosoma
es liberado cuando se fusiona con el fagosoma formando un fagolisosoma y de
esta manera el farmaco encapsulado es liberado en el citoplasma por el
rompimiento del liposoma dentro del fagolisosoma.?® %

2) Fusioén directa. La membrana del liposoma con la membrana plasmatica celular

se fusionan ocasionando la liberacion simultanea del contenido liposomico dentro
del citoplasma.?®:3°
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3) Cambio Lipidico. Transferencia de lipidos de la bicapa liposomal a las
membranas celulares o subcelulares, sin adsorcidon previa ni asociacion del
contenido liposomal.?®3°

4) Adsorcién. El principio activo contenido en liposomas se adsorbe a la superficie
celular mediante fuerzas hidrofobas o electrostaticas débiles o mediante
interacciones inespecificas con componentes de la superficie celular.? 3°

_ AlLiposoma
" adsorbido BlIEndocitosis

Lisosoma

excretados
por 1
Lisosonna

I} Fusidon del Liposoma
C)y Cambio Lipidico

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

2.3.5. TECNICAS DE PREPARACION DE LIPOSOMAS

2.3.5.1. METODO CONVENCIONAL

Los fosfolipidos son disueltos en un solvente organico (cloroformo/metanol o la
mezcla) y colocados en un rotavapor con vacio hasta que aparezca una capa de
lipidos. La formacién espontanea de MLVs se presenta cuando un exceso de
volumen del buffer acuoso que contiene el farmaco es adicionado a la capa de
lipidos. La separacién de los liposomas con el farmaco integrado del farmaco no
encapsulado se realiza mediante centrifugacion, filtracién o dialisis. Los puntos
criticos en esta preparacion es la hidratacion de la capa lipidica y las condiciones
de agitacion cuando se le coloca la soluciéon buffer acuoso (soluciéon con el
farmaco) para que el farmaco pueda llegar a ser encapsulado en los
compartimentos internos del MLVs.?!
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2.3.5.2. TECNICA DE EVAPORACION FASE REVERSA

Esta técnica se implement6 en el laboratorio de Fisica Médica de la Unidad de
Investigacion Biomédica en Cancer INCan, la cual consiste en el goteo de una
solucién de fosfolipidos disueltos en un solvente organico volatil, en una solucién
acuosa que contiene el farmaco (Cisplatino) y se encuentra a la temperatura de
transicion del fosfolipido; durante el goteo se agita la fase acuosa y se sdnica esta
mezcla para propiciar la formacion de liposomas LUV; posteriormente se evapora
completamente todo el solvente organico en el rotavapor, sonicando al mismo
tiempo para dar la formacion de un gel.

2.3.6. HOMOGENIZACION TAMANO DE PARTICULA

2.3.6.1. METODO DE SONICACION

Se utiliza para la elaboraciéon de LUVs a partir de MLVs. La sonicacion consiste en
el uso de pulsos de alta frecuencia de sonido que agitan la suspension de MLVs,
produciendo el rompimiento de MLVs para producir LUVs en un rango de 250-
50nm.®' El propésito de la sonicacién es reducir el tamafio de las vesiculas con el
fin de aumentar la penetracion en el tejido.®"

Para lograr disminuir el tamano de particula, en el laboratorio de Fisica Médica se
utiliza un tiempo de 150 minutos de sonicacién, lograndose un tamafo de particula
en un rango de 50-400nm a una frecuencia de sonicaciéon de 40kHz y un potencial
de 100W.

Los inconvenientes de sonicar son:

Oxidacion de las cadenas insaturadas de los acidos grasos que forman parte de
los fosfolipidos y la hidrélisis de acidos grasos.

Desnaturalizacion o inactivacion de algunas sustancias termolabil que fueron
encapsuladas.®’

2.3.6.2. METODO DE EXTRUSION

Este método también se utiliza para preparar SUVs a partir de MLVs, y consiste en
pasar la solucion con MLVs por filtros de policarbonato (0.1 -0.05um) a una
presion moderada de 100-800psi manteniendo la temperatura de transicion del
fosfolipido. El objetivo del método de extrusion es disminuir el tamafio de particula
y de este modo obtener una distribucién de tamafio homogénea.*!

Inconvenientes al extruir:
Hay una pérdida considerable de farmaco encapsulado por lo que la eficiencia de
encapsulacion disminuye. %'
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2.3.7. PURIFICACION DE LIPOSOMAS

Se emplean distintos métodos para la separacién del farmaco no encapsulado de
liposomas, ver la Figura 21."72% 31

~
Exclusion molecular. Se basa en la separacion de
particulas de gran peso molecular (liposomas)
Cromatografia eluyendo primero en comparacion con las
particulas de menor peso molecular (particulas no
encapsuladas).'’

S

rI'écnica que se utiliza para la separacion de Io;
componentes de una solucion de acuerdo a su
peso. El proceso consiste en someter la solucion a
un campo gravitarorio a mas de 100 000 rpm en un
tiempo prolongado para que los distintos
componentes se ordenen de acuendo a su peso.3!

Purificacion de

) Ultracentrifugacion
Liposomas

Esta técnica se basa en separar de acuerdo al
tamafio, las particulas no encapsuladas de
liposomas. Este proceso consiste en hacer pasar el
farmaco no encapsulado a travez de la membrana de
dialisis manteniendo los liposomas dentro de la
membrana.

Dialisis

J

Figura 21. Métodos de separacion de farmaco no encapsulado.

2.3.8. CARACTERIZACION LIPOSOMAS

Las pruebas de la caracterizacion de suspensiones liposomales se utilizan para
determinar la estabilidad (potencial Z, perfil de liberacidén, peroxidacion de
fosfolipidos), el farmaco encapsulado (eficiencia de encapsulacién), la
composicion quimica (fosfolipido, colesterol, farmaco encapsulado), el tamaro de
particula, la homogeneidad del tamano de particula y el rendimiento final de la
técnica de elaboracién de manera precisa.

En la Tabla 2 muestra algunas gruebas qgue se realizan para la caracterizacion
para formulaciones liposomales.
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Tabla 2. Pruebas de caracterizacion de formulaciones liposomales."

pH Potenciometro
Conductividad Conductivimetro
Concentracion de fosfolipidos Ensayo Bartlett
Método Stewart
Concentracién colesterol Ensayo de colesterol oxidasa, HPLC fase

normal y reversa

Concentracién de agente encapsulado | Espectrofotometria, HPLC

Caracterizacion fisica

Apariencia Inspeccién visual

Distribucion y tamano de particula Dispersiéon dindmica de luz, dispersién de luz
estatica, cromatografia de exclusién de tamario,
Microscopia Electrénica de Barrido

Potencial Z Electroforesis

Porcentaje de Farmaco libre Depende del principio activo

Estabilidad Quimica

Oxidacion de fosfolipidos Determinacion de peroxidacién lipidica

Hidrolisis de fosfolipidos Composicion lipidica

Degradacién de farmaco Depende del principio activo

Pruebas biolégicas

Esterilidad De acuerdo a los Protocolos Farmacopeicos
(FEUM)

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

2.3.8.1 CUANTIFICACION FOSFOLIPIDOS

El método de Stewart es un método colorimétrico que es utilizado para la
cuantificacion de fosfolipidos al formar complejos con el ferrotiocianato de amonio
en una solucién organica (cloroformo). Este método tiene como ventaja que el
fosforo inorganico no interfiere con la cuantificacién por ser insoluble en la solucion
organica. El croméforo es detectado a una densidad éptica de 488nm.*?

2.3.8.2. CUANTIFICACION COLESTEROL

El colesterol contenido en las formulaciones se puede determinar mediante un
ensayo enzimatico. El colesterol esterificado es hidrolizado por el colesterol
esterasa a colesterol libre; el cual es oxidado mediante el colesterol oxidasa a
peréxido y colestona: el peréxido reacciona con 4-aminoantipirina y fenol en
presencia de la enzima peroxidasa dando la formaciéon de quinonaimina que es un
compuesto que se detecta en el espectréometro a una densidad éptica de 500nm.*®
La reaccién que se lleva a cabo para la formacién del croméforo 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 peroxido. El peréxido reacciona con el 4-
Aminoantipirina y fenol en presencia de la enzima peroxidasa dando la formacion de Quinonaimina.

2.3.8.3. ENCAPSULACION DE CISPLATINO EN LIPOSOMAS

El método para la cuantificacion de Cisplatino puede ser mediante Espectrometria
Infraroja o por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC).*®

En el HPLC se utiliza el mecanismo de particién que consiste en la separacién por
el reparto de los solutos entre la fase maovil (polar) y la fase estacionaria (columna
no polar). Debido a que la interaccion de los componentes de la mezcla es distinta
con la fase movil y la fase estacionaria, los componentes atraviesan la fase
estacionaria a distintas velocidades lo cual es detectado mediante un
espectrémetro de acuerdo al orden en que salen de la fase estacionaria.”®

Para la cuantificacion de Cisplatino el soluto que se analiza es el complejo

formado por el Dietilocarbonato sédico (DDTC) y Cisplatino, que es detectado a
una densidad dptica de 254nm en un espectrémetro UV-Visible (Figura 23).* %
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Figura 23. Formacion del complejo entre el Cisplatino y el Dietilocarbonato sédico.

Los tiempos de retencidén de este complejo dependen de las proporciones y los
componentes polares de la fase movil.

2.3.8.4. TAMANO DE PARTICULA

La medicién del tamafno de particula puede efectuarse mediante dispersion
dinamica de luz (DLS) (Figura 24), que mide el tamano de particula de
suspensiones que presentan un estado de movimiento aleatorio debido al
movimiento Browniano. 3*3® El tamafio de particula es determinada por iluminacion
incidente de particulas con un laser y analizando la intensidad de fluctuaciones en
la dispersion de luz.33 343°

Si una particula pequefa es iluminada por una fuente de luz como un laser, la
particula dispersard 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.®* *°

Detector de
Foton {907

Fotomultiplicador

Luz incidente

Figura 24. Esquema de un equipo de Dispersion Dinamica de Luz.
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2.3.8.5. POTENCIAL Z

La evaluacion del potencial Z permite determinar la estabilidad de una suspension
coloidal, en general, una suspension es estable cuando la fuerza de repulsién
electrostatica es mas grande que las fuerzas atractivas de van del Waals. La
composicion idnica del medio dispersor contribuye en la disminuciéon de las
fuerzas repulsivas entre particulas favoreciendo su acercamiento y la consecuente
aparicién de precipitacion o floculacién.*®*Cualquier particula 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 repulsién entre las particulas coloidales y mayor sera la
estabilidad de la suspension, el potencial Z puede incrementar o disminuir si se
afiaden los iones adecuados al medio.%% 37:38

Contra-lon Positivo —m8 ———
Co-lon Negativo

Coloide Altamente Y Q
Negativo ::;J: o 9
b T .
2o
Capa de Stern WLl o 9 .
- =
"_'Hi )
Fow L " e - 9
Capa Difusa ) Wl ] ?
o) ° -

@ ©

lones en Equilibrio ¥
con Solucidn H ° [+ 3 &)

Figura 25. Distribucion de cargas de una particula 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 relacién entre la estabilidad del sistema coloidal y el
potencial Z: 3%

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

Muy buena. Dispersion extrema -100 —-60 mV
Buena -60 —40 mV

Moderada —40 -30 mV

Umbral de leve dispersion -30-15mV
Umbral de aglomeracioén -15-10 mV
Fuerte aglomeracion y precipitacion -5 +5mV

22| Pdgina



La determinacion de este parametro se realiza mediante un electrodo de Pd con
soporte acrilico y la aplicacion de un campo eléctrico en el liquido que contienen
las particulas cargadas lo que hara que las particulas 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 direccion y
velocidad, bajo la influencia de un campo eléctrico conocido, es posible calcular la
movilidad y el potencial zeta.*

2.3.8.6. PERFIL DE LIBERACION

El perfil de liberacién es una técnica que se emplea para evaluar la liberacion in
vitro de la entidad contenida en los sistemas nanoparticulados.

Tiene como fundamento evaluar la velocidad de liberacion de farmaco tomando en
cuenta el mecanismo de liberacion, la velocidad de biodegradacién y el medio
biolégico.*® 4!

Una formulacién liposomal es estable si es liberado un pequefio porcentaje de
farmaco en condiciones determinadas, de esta manera se asegura que una gran
cantidad de farmaco sigue contenido en liposomas y ejercera su efecto cuando
llegue al tejido u érgano blanco. 4!
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[1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La formulacién liposomal desarrollada en el laboratorio de Fisica Meédica
conteniendo Cisplatino como principio activo mostré una concentracion de
fosfolipidos mayor a la aprobada por la Food & Drug Administration (FDA) en
Estados Unidos de Norteamérica (USA) para algunas formulaciones liposomales,
por lo que se planteé la optimizacibn de dicha formulacién realizando
modificaciones en la relacién farmaco-fosfolipidos.

IV. HIPOTESIS

La modificacion de la proporcion farmaco: fosfolipido en una formulacion liposomal
de Cisplatino no afectara la eficiencia de encapsulacién.

V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficiencia de encapsulacion de cis-diaminodicloroplatino (1) en
una formulacion liposomal en funcién de la proporcién farmaco: fosfolipidos.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Elaboracién y caracterizacion fisicoquimica de una formulacion liposomal
de cis-diaminodicloroplatino (Il) en funcion de la proporcién farmaco:
fosfolipidos.

e Determinar la eficiencia de encapsulacion de cis-diaminodicloroplatino (II)
en funcién de las distintas proporciones farmaco: fosfolipido.

e Evaluar el perfil de liberacion de cis-diaminodicloroplatino (ll) de una de la

las formulaciones liposomales como una medida de la estabilidad de la
formulacién.
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VI. METODOLOGIA

El siguiente esquema representa las etapas de la metodologia realizada en el
trabajo de tesis.

Proporciones
Farmaco: Fosfolipido
v 0.5:6

Elaboracion de
Suspensiones liposomales g
1:6
Vo112

de Cisplatino

i

Homogenizacion del
tamano de particula

L

Purificacién de liposomas.
Separacion de Cisplatino
encapsulado del libre

Composicién ‘ Parametros fisicos \ ‘ Estabilidad

Cantidad de fosfolipidos \
{ Tamafo de Particula ] Perfil de liberacién ]

Cantidad de Cisplatino @
encapsulado
‘ Potencial Z \
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6.1 PREPARACION DE LIPOSOMAS CON CISPLATINO MEDIANTE LA FASE
REVERSA

Se elaboraron 3 diferentes formulaciones liposomales de acuerdo a las siguientes
proporciones en masa de farmaco: fosfolipidos: 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 proporcion 1:12 es el doble en masa que la proporcién de 0.5:6.

Tabla 4. Componentes de las distintas formulaciones liposomales realizadas.
Componentes/ Formulacion 0.5:6 1:6 1:12

Concentracion fosfolipido (stock 1) | 50mg/mL | 50mg/mL | 100mg/mL

Concentracion 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 elaboracion, se gote6 la fase organica en una la disolucion de Cisplatino
en agua a temperatura de 65°C. La fase organica se evapora al contacto con la
fase acuosa formando de inmediato liposomas multilaminares (MLVs). Para
disminuir el tamano de particula durante el proceso de elaboracién, la solucion se
mantuvo en sonicacion (Bransonic 2510, EUA), con una frecuencia de 40kHZ, una
potencia de 100W y 65°C de temperatura.

Posteriormente la suspension liposomal se transfirié al rotavapor (Laborota 400
Heidolph, Alemania) para evaporar por completo la disolucién organica, a presion
reducida con una agitacion de 150 rpm y sonicando al mismo tiempo. Para
remover restos del disolvente organico se colocé la suspensién liposomal en un
desecador al vacio durante 24 horas.

6.2 PURIFICACION DE LIPOSOMAS MEDIANTE EL EQUILIBRIO DE MEMBRANAS

Para eliminar el Cisplatino libre (no encapsulado) del que se encuentra en los
liposomas, se colocé la suspension liposomal en equilibrio Donnan de membrana
empleando una membrana de 12000-14000 mwco (peso molecular de corte)
(Spectra/Por®, USA) y como medio receptor solucidén salina isotonica, utilizando
una proporcion de 1:20 de suspension liposomal y SSI.

La didlisis se mantuvo en agitacién durante 4 horas, cambiando el medio receptor
cada 2 horas.
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Figura 26.Esquema de una dialisis

En la Figura 26 muestra un esquema en el cual representa el inicio de la didlisis,
donde la concentracibn de Cisplatino no encapsulado estd en mayor
concentracion dentro de la membrana en comparaciéon con la concentracion del
medio receptor, una vez que inicia la agitacion, el sistema llega al equilibrio
(misma concentracion de Cisplatino libre dentro y fuera de la membrana). En la
purificacion de las formulaciones liposomales elaboradas se cambié de medio
receptor cada 2 horas hasta llegar a un punto en que la difusién del Cisplatino no
encapsulado entre la membrana de dialisis sea nula.

6.3 DETERMINACION DE TAMANO DE PARTICULA

La determinacion del tamano de particula se realizé mediante la dispersion
dinamica de luz a 90° en el equipo 90PLUS/BI-MAS (Brookhaven Intruments,
USA), una temperatura de 25°C y utilizando como medio de suspension KNO3
10mM.

Para garantizar que las celdas estuvieran libre de polvo y no interfirieran en la
medicién de este pardmetro, estas se lavaron tres veces con la disolucion KNOj3
10mM filtrada a través de un poro de 0.22um (Corning, Alemania).

Para la calibracién interna del equipo se prepard el Estandar de Referencia
que tiene un intervalo de 92 * 3nm indicando que funciona correctamente si el
valor del estandar se encuentra en estos intervalos.

e Preparacion de la disolucién KNO3; 10 mM
Para preparar 500mL de solucién se disolvieron 0.505g de KNO3 (Sigma Aldrich,

USA) en agua desionizada, posteriormente se filtrd la disolucion por un poro de
0.22um Corning Syringe Filter (Corning, Alemania).
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e Preparacion de la muestra

Se agregaron 2mL de la disolucién de KNO3;10mM previamente filtrada en la celda
de plastico, después se agregd 5ul de la muestra y se agité suavemente para ser
analizada con el equipo 90PLUS/BI-MAS (Brookhaven Intruments, USA).

6.4 POTENCIAL Z

La determinaciébn de potencial Z se realizd mediante el sistema Zetaplus
(Brookhaven Intruments, USA) utilizando como medio de suspensién KNO3; 1mM.

Para confirmar que el equipo funciona correctamente se hace la estandarizacién
interna del equipo asegurandonos el valor del potencial Z del Estandar de
Referencia estuviera entre el intervalo de -53+4mV.

e Preparacion del medio de suspension KNO3 1mM.

Se pesaron 50.5 mg de KNO3 (Sigma Aldrich, USA) para diluir en 500 mL de agua
desionizada y después se filtré a través de una membrana con un poro de 0.22um
(Corning, Alemania).

e Preparacion de la muestra

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

6.5 CUANTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS

Se realizé la cuantificacion de fosfolipidos mediante la formacién de un croméforo
que se lee a una longitud de onda de 488nm. La formacion de este cromoforo se
da por el método colorimétrico conocido como reaccién de Stewart. %2

e Preparacion de la curva Patrén

Se realiz6 un Stock de HSPC con una concentracion de 0.2 mg/mL en cloroformo.
A partir de esta solucién de preparo6 la curva patron de 0.00-0.08mg/mL.

Se agité cada una de las concentraciones de la curva patrén durante un minuto, se
agreg6 750uL de ferrotiocianato de amonio (NH4FeSCN), agitdé y se centrifugd a
1000rpm durante 3 minutos.
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Para leer en el espectrofotdmetro se removio la fase del ferrotiocianato de amonio
(NH4FeSCN) de la fase organica y ésta se leyé a una densidad 6ptica de 488nm
en un espectrofotometro UV-Vis (DU 500Beckman, USA), empleando como blanco
cloroformo.

e Preparacion de la muestra

Se realizd una disolucién 1:20 de la suspensién de liposomas y de esta dilucion se
tomaron 20uL los cuales se deshidrataron (secaron) utilizando un concentrador
SpeedVac (DNA120, Thermo Electron Corpotation, USA) durante 90min sin
calentamiento. Posteriormente se resuspendié la muestra con 15uL de agua
desionizada, se agité y nuevamente se deshidraté durante 90min. Finalmente se
resuspendié el boton con 750uL de cloroformo y se agitdé por 2 minutos; después
se agregaron 750uL de ferrotiocianato de amonio (NH4sFeSCN) para
posteriormente agitarla durante 2 minutos y centrifugarla por 3 min a 1000rpm a
4°C.

Al final se retird la fase acuosa (NH4FeSCN) y se leyé la fase organica a una
densidad éptica de 488nm en un espectrofotdmetro (DU 500 Beckman, USA).Esté
método se realiz6 en hielo para evitar la evaporacion del cloroformo.

6.6 CUANTIFICACION DE CISPLATINO ENCAPSULADO

La cantidad de Cisplatino encapsulado se determiné mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) utilizando un equipo Waters — Alliance 2695
acoplado a un detector Visible-UV Waters 2489. Las condiciones que se utilizaron
para determinar este parametro 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 C4g5.9x 150mm con un
poro de 5um (Symetry® ,USA)

Detector UV-Vis. A=254nm

Fase movil Agua/Metanol/ Acetonitrilo
28:40:32

Volumen de inyeccion | 20uL

Estandar Interno NiClz

Se prepar6é una solucién Stock de 1mg/mL de Cisplatino en solucién salina. A
partir de esta solucion se prepar6 una curva patron de 0-10u/mL para la
cuantificacion del Cisplatino en las muestras de la formulacién liposomal.
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e Preparacion de NiCl, de 50ug/mL.

Se prepar6 una disolucién con una concentracion de 50ug/mL a partir de un Stock
de 1mg/mL de NiCl, en agua desionizada. Esta disolucion es almacenada a -20°C.

e Extraccion de Cisplatino en liposomas

De las muestras liposomales se realizé una diluciéon 1:100 de la cual se tomé una
alicuota de 100uL, a esta muestra se le agregd 400uL de acetonitrilo (Sigma grado
HPLC, USA) y se agité para romper los liposomas, se centrifugé por 10 minutos a
10000 rpm, se tomaron 400uL del sobrenadante, se depositaron en un tubo
eppendorf, y se secaron en un bano de agua a 40°C utilizando nitrégeno gaseoso.
Una vez secas las muestras se resuspendié el botén con 100uL de la solucién
salina isotonica, se agitd, se agregaron 10 pL del estandar interno (50ug/mL);
10uL de DDTC, las muestras se agitaron y se incubaron por 30 minutos a 37°C
con una agitacion contante de 500 rpm (Thermomixer Compact, Eppendorf, USA).

Después de la incubacién se agregaron 100uL de cloroformo, esta mezcla se agit6
durante 3 minutos para posteriormente ser centrifugado a 10000rpm durante
10minutos a 4°C. Por ultimo, se inyecto la fase de cloroformo para cuantificar el
Cisplatino encapsulado mediante la formacién del complejo mostrado en la Figura
23 de la pagina 21 a una densidad o6ptica de 254nm en un detector de U.V- Vis.
El cromatograma en donde se muestra el tiempo de retencién del complejo y el
estandar interno se muestra en la Figura 27.
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Figura 27. Cromatograma obtenido en la concentracion de 10ug/mL, se muestra el tiempo de retencion
del cisplatino de 3.1 minutos y del NiCl; a los 4 minutos.
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6.7 PERFIL DE LIBERACION DE SUSPENSIONES LIPOSOMALES DE
CISPLATINO

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

Toma de
muestra Parte B
(Membrana)

Compartimiento
A (Muestra)

Compartimento D
(Contenedor que
mantiene la
temperatura cte)
Compartimiento
C (Medio
receptor)

Figura 28.Esquema de una celda de Franz

Se coloc6é una membrana de policarbonato con un tamafo de poro de 0.050um
(Whatman Nucleopore, Canadda) entre el compartimento A y C, después se llen6
con solucién salina el compartimento C hasta el aforo evitando la formacién de
burbujas, por ultimo en el compartimiento A se colocdé 1TmL de la muestra.

Una vez que se ensamblé el dispositivo, éste se colocd en el sistema de agitacion
(PermeaGear, USA) conectado a un bafo recirculador (Termo-circulador,
LabTech) atemperatura ambiente.

e Preparacion de la muestra

Se hizo una diluciéon 1:2 en agua destilada estéril la cual se colocd en el
compartimento A.
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e Recoleccion de la muestra

Se recolectdé 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 solucién 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.

e (Cuantificacién de Cisplatino Liberado.

El Cisplatino se cuantificé utilizando un equipo HPLC siguiendo las condiciones
mencionadas anteriormente.

6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se reportaron los resultados como el promedio * la desviacién estandar. Se utilizé
el andlisis 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 estadisticamente significativa si p<0.05.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 PARAMETROS FiSICOS

7.1.1 TAMANO DE PARTICULA

De acuerdo a la distribucion poblacional de tamarno de particula de formulaciones
liposomales seran reconocidos o no inmediatamente por el Sistema Fagocitico
Mononuclear (SFM).2* %2 Para permanecer por mucho mayor tiempo en
circulaciéon y no ser reconocidos rapidamente, los liposomas deben de tener un
tamafio menor a 200nm. 2'- 2425, 26

La Tabla 6 muestra el indice de polidispersidad de formulaciones liposomales
elaboradas, lo cual indica que tienen una distribucion de tamano de particula
homogénea porque el valor de polidispersidad es muy lejano a 1 y entre mas
cercano esté el valor de polidispersidad de cero demuestra que hay
homogeneidad del tamario de particula.

Tabla 6. indice de Polidispersidad de Formulaciones Liposomales.

Suspension Indice de
liposomal [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 tamafos de particula efectivos de formulaciones
realizadas con las distintas cantidades farmaco: fosfolipidos. El tamafio de
particula efectivo representa el promedio que hay entre la distribucién de los
tamanos detectados y los tamarios de particula. De acuerdo a la aplicacion del
ANOVA de un factor se comprueba que no hay diferencia significativa entre las
diferentes formulaciones.
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Figura 29. Tamano de Particula Efectivo de las diferentes proporciones en cantidad.
Se reporta el valor promediot D.E de n=2

Aungue no haya diferencias significativas entre los tamafos de particula efectivos
de cada una de las formulaciones, sus distribuciones poblacionales son distintas
(tamafo de particula y poblacion relativa) como se muestra en las Figuras 30 y
Figura 31.

En la Figura 30 representa un histograma de tamano de particula contra la
poblacion relativa de dos lotes con proporcion en cantidad de 0.5:6 farmaco:
fosfolipidos, se observa que en cada lote hay dos poblaciones de tamafo de
particula (bimodal o bifasica) en el mismo intervalo de tamafnos de particula, sin
embargo, la poblacion 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 niumero de liposomas de
un tamafo 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 proporcién (60-64 nm y 237.5-295.1
nm).
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Figura 30. Histograma de tamafo de particula contra la poblacion relativa de dos lotes con proporcion
en cantidad de 0.5:6 farmaco: fosfolipidos, se observa que en cada lote hay un comportamiento
bimodal en el mismo intervalo de tamanos de particula, sin embargo la poblacion relativa entre cada
una de las distribuciones es distinta.

En la Figura 31 muestra las distribuciones poblacionales de dos lotes con la
proporcion farmaco: fosfolipidos 1:12, cada lote tiene un comportamiento bimodal
pero los intervalos de tamano de particula difieren de un lote a otro, habiendo un
mayor numero de liposomas de tamano 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 tamafo de 163-171 nm en mayor
proporcion.
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Figura 31.Distribucion poblacional de tamafio de particula de las formulaciones liposomales
elaboradas la proporcion en cantidad de 1:12 farmaco: fosfolipidos, cada lote tiene un
comportamiento bimodal pero los intervalos de tamano de particula difieren de un lote a otro.
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Aunque cada formulacién liposomal se elabord bajo las mismas condiciones de
sonicacion, temperatura y agitacion, se comprueba que la sonicacion es un
método de homogenizacibn no repetitivo esto queda demostrado en la
interpretacion de la Figura 30 y Figura 31.

Como se ha comprobado hasta ahora el tamano de particula efectivo no es un
buen estimador para comparar el tamafo de particula de las distintas
formulaciones liposomales realizadas, por ello es necesario analizar las
distribuciones poblacionales de tamafo de particula de cada una de las
formulaciones.

En este estudio el tamano de particula se correlaciona con la cantidad de
Cisplatino encapsulado. En la elaboracion de liposomas, las poblaciones de
tamano de particula muy grandes encapsulan mayor cantidad de Cisplatino en
comparacién con las de un tamafo menor.

El tamafno de particula éptimo que deben tener los liposomas es de 100-200nm

para no ser reconocido inmediatamente por el Sistema Fagocitico Mononuclear.™
En la Figura 32 muestra un ejemplo de las distribuciones liposomales de un lote
de cada una de las proporciones farmaco: fosfolipidos. Puede observarse que hay
una pequena poblacion de liposomas mayores a 200nm de diametro por lo que se
podria proponer la aplicacién de una cromatografia de exclusidn molecular para
eliminar a estos liposomas, como es una pequefa proporcion de liposomas que se
encuentran fuera del principio de inclusion no habria una pérdida considerable de
liposomas y a su vez de Cisplatino encapsulado.

La razén para que el liposoma tenga un tamano de particula éptimo es porque los
pueden llegar al tejido tumoral mediante el aumento de la permeabilidad y
retencion (EPR) que presentan estos tejidos acumulandose y liberando el farmaco
encapsulado mediante la interaccion del liposoma con la célula (endocitosis, fusidén
directa, intercambio de lipidos o adsorcion). 2! 2% 2% 26.: 29,30 | 5 |legada de estos
liposomas al tejido tumoral se debe a la estabilidad estérica que le da el metoxi-
polietilenglicol (mPEG), evitando la uniéon a proteinas del complemento y las
inmunoglobulinas que se encargan de eliminar cualquier objeto que reconocen
como extrafio. 1% 20-26:28
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Figura 32. Distribucion poblacional de las formulaciones liposomales las proporciones en cantidad de
farmaco: fosfolipidos de 0.5:6, 1:6 y 1:12. Todas las formulaciones tienen una distribucion bimodal de
tamafno de particula, en diferentes intervalos de tamano de particula.

7.2 PARAMETROS QUIMICOS

7.2.1 CUANTIFICACION FOSFOLIPIDOS

El contenido de fosfolipido (HSPC) en cada formulacion liposomal fue determinada
por un método colorimétrico denominado reaccion 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 promediot D.E de n=2

La concentracion de fosfolipidos de las distintas formulaciones elaboradas fue
comparada con la concentracibn de suspensiones liposomales que estan
aprobadas por la FDA y son comercializadas. Formulaciones liposomales como
Caelyx y Doxopeg que tienen como principio activo Doxorrubicina, tienen una
concentracion de HSPC de 9.2+0.57 mg/mL y 10.6+0.77 mg/mL respectivamente,
estas dfgerminaciones se realizaron anteriormente en el Laboratorio de Fisica
Médica.

La concentracion de fosfolipido de las proporciones 0.5:6 y 1:6 no muestra
diferencia estadistica entre ellas, sin embargo, en la proporcidbn 1:12 es
estadisticamente variable en comparacién con cualquiera de estas dos
formulaciones liposomales. Ademas es de esperarse que el valor de concentracion
de HSPC en la proporcion 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 Doxopeg™®,
por lo que se propone evaluar formulaciones de liposomales blanco (sin farmaco
encapsulado) con estas concentraciones de HSPC en lineas celulares y en
modelos animales para evaluar si en estas concentraciones de fosfolipidos
ocasiona un efecto téxico.
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7.2.3 CUANTIFICACION CISPLATINO

La concentracién de Cisplatino encapsulado de las distintas formulaciones
liposomales se muestra en la Figura 34.

Concentracion de Cisplatino
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Figura 34. Concentracion de Cisplatino encapsulado de las distintas formulaciones liposomales
realizadas. Se reporta el valor promediox D.E de n=2

La quimioterapia con Cisplatino se administra a partir de una concentracion de
1mg/mL. El Cisplatino aprobado por la FDA viene liofilizado 10mg de este farmaco
el cual debe disolverse en 10mL de solucion salina isoténica, la duracion de este
agente antineoplasico en solucién salina es de 24h.

En la Figura 34 muestra que la formulacién con la proporcién farmaco: fosfolipidos
1:6 se acercan la concentracién aprobada por la FDA, ademas de que la
encapsulacion de este farmaco por liposomas lograra que los efectos adversos del
Cisplatino disminuyan considerablemente y llegue intacto al érgano o tejido
blanco. Se recomienda que esta formulacion liposomal sea liofilizada para que
pueda permanecer estable por mas tiempo.

En la Tabla 9 muestra los resultados obtenidos de la concentracién y cantidad
encapsulada, y la eficiencia de encapsulacioén.

Hay variacion estadistica en la concentracion encapsulada, cantidad encapsulada
y eficiencia de encapsulacion de Cisplatino en las diferentes formulaciones
liposomales, esto quiere decir que las proporciones farmaco: fosfolipidos influyen
en la concentracion de Cisplatino encapsulado y a su vez la eficiencia de
encapsulacion. Entre mayor sea la proporcibn de farmaco a encapsular, se
obtendra una concentracién de encapsulacién mas grande en comparacién con
los lotes que tienen una proporcién de farmaco menor.
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Tabla 9. Concentracion de Cisplatino y porcentaje de encapsulacion de Cisplatino en las diferentes
formulaciones liposomales.

Proporcién en Concentracion de
cantidad de Farmaco: | Cisplatino encapsulado | Cantidad de Cisplatino
Fosfolipido (ug/mL) encapsulado (mg) % Encapsulacion
0.5:6 404.54+63.79 1.01+0.160 9.1310.57
01:06 976.88173.95 2.44+0.185 11.12+1.13
01:12 1428.02139.33 3.57+0.098 15.81+0.55

En la Figura 35 se compara la eficiencia de encapsulacién del cisplatino de cada
una de las proporciones farmaco fosfolipido. Se observa que la eficiencia de
encapsulacion es baja en las tres formulaciones liposomales por lo que es
necesario implementar nuevas técnicas para poder mejorar la eficiencia de la
encapsulacion del Cisplatino y obtener mejores rendimientos.
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Figura 35. Eficiencia de encapsulacion de las distintas formulaciones liposomales realizadas.
Se reporta el valor promediox D.E de n=2

40| Pagina



7.3 PARAMETRO DE ESTABILIDAD

7.3.1 POTENCIAL Z

Mediante el Potencial Z se determina la estabilidad de formulacién liposomal
analizando las fuerzas de repulsién electrostaticas entre las particulas. % 3% Sj
el valor del potencial Z es mayor de -40mV indica que la suspension tiene una
estabilidad buena, por lo tanto las fuerzas de repulsion electrostaticas entre las
particulas son mucho mayores que las fuerzas de atraccion 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 suspensién es moderada.*

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 Farmaco:

Fosfolipido.
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 promediot D.E de n=2

El Estandar de Referencia BI-ZR3 cae dentro del intervalo de aceptacion
(-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 electrostaticas
entre las particulas es lo suficientemente fuertes y es poco probable la formacion
de aglomeraciones.

Los valores de estas suspensiones no varian significativamente de acuerdo a la

ANOVA aplicada de un factor, lo cual indica que las repulsiones electrostaticas de
los liposomas de las diferentes formulaciones son similares.

7.3.2 PERFIL DE LIBERACION

Como una medida de evaluacién de la estabilidad de una suspension liposomal
debe de tomarse en cuenta el perfil de liberacion para analizar la cantidad liberada
de en un determinado tiempo y evaluar la velocidad de farmaco liberado.
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La Figura 36 muestra la concentracién de Cisplatino liberado de la formulacién
liposomal con una proporcién farmaco: fosfolipidos de 0.5:6.

Perfil de Liberacion
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Figura 36. Perfil de liberacion Liposomas con Cisplatino. Se reporta el valor promediot E.E de n=2.

Durante un periodo de 48 horas se liber6 0.068 mg de Cisplatino que es
aproximadamente el 4.25 % de Cisplatino encapsulado (Figura 36), por lo que se
demuestra que un porcentaje pequefio de farmaco queda libre a las 48h y se
considera que la suspension liposomal es estable a temperatura ambiente cuando
su medio receptor es solucion salina isoténica. Este resultado indica que durante
el almacenamiento o el tiempo previo a su administracidén se mantenga estable la
encapsulacion del farmaco.
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Resumen de Resultados:

Parametros fisicos

Se logra obtener tamanos de particula menores de 350nm en la formulacién
liposomal con proporcidén farmaco: fosfolipidos de 0.5:6, y menores de 250nm en
las formulaciones liposomales con proporciones farmaco: fosfolipidos de 1:6 y
1:12, lo que se sugiere aplicar cromatografia de exclusidén molecular para obtener
solamente tamanos de particula menores a 200nm. Ya que la cantidad de
liposomas que tienen un tamano mayor a 200nm es despreciable y no habria
pérdidas considerables de Cisplatino ni de liposomas.

Pruebas de composicion

La cantidad de fosfolipidos aun es mayor que lo reportado en formulaciones
liposomales comerciales como: Caelyx y Doxopeg aprobadas por la FDA, sin
embargo se propone la evaluacion de la toxicidad de las concentraciones de
fosfolipidos obtenidas (liposomas blanco) en células y modelos animales.

Hay diferencia significativa en la encapsulacion de Cisplatino de las diferentes
proporciones farmaco: fosfolipidos de 0.5:6, 1:6 y 1:12, por lo que la proporcion
farmaco: fosfolipidos influye en la encapsulacion de Cisplatino. Entre mas grande
sea la cantidad de Cisplatino y fosfolipidos, hay mayor concentracién de farmaco
encapsulado.

En la proporcion farmaco: fosfolipido 1:6 se obtiene una concentracién de
0.977+0.74 mg/mL, similar a la aprobada por la FDA en Cisplatino liofilizado.

Indicadores de estabilidad

Las fuerzas electrostaticas de las suspensiones liposomales son o
suficientemente fuertes para mantener las particulas alejadas entre ellas y evitar la
floculacién o agregacion de estas, indicando que las formulaciones elaboradas son
estables.

Se obtuvo un porcentaje pequero de liberacién de Cisplatino del 4.25% durante 48
horas de una suspension liposomal con una proporcién 0.5:6 farmaco: fosfolipido,
lo cual se considera que la formulacién liposomal es estable a temperatura
ambiente.
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VIll. CONCLUSION GENERAL

La encapsulacion de Cisplatino es directamente proporcional a la cantidad de
farmaco y de fosfolipidos. La concentracién de Cisplatino de la formulaciéon con
proporcién farmaco: fosfolipidos de 1:6 se acerca al valor de 1mg/ml de Cisplatino
liofilizado aprobado por la FDA, ademas de tener un tamafno de particula 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
manipulacion de esta formulacion durante las primeras 48 h sigue siendo estable
la encapsulacién del farmaco.
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