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1. RESUMEN

Actualmente, el cancer cervicouterino (CaCu) representa un grave problema de salud
publica, principalmente en paises en vias de desarrollo, entre los que se encuentra México.
Los tratamientos convencionales que incluyen cirugia, quimioterapia basada en cisplatino y
radioterapia han demostrado efectividad en etapas tempranas de la enfermedad; sin

embargo, el porcentaje de sobrevida en estadios avanzados es bajo.

En la basqueda de nuevos farmacos que potencien el efecto del cisplatino se han probado
diferentes agentes terapéuticos, entre los que destacan los antihormonales, no obstante, la
baja especificidad de estas combinaciones sobre el tejido tumoral, los graves efectos
secundarios producidos y el desarrollo de resistencia, limitan su administracion. Dada la
problematica, el desarrollo de liposomas capaces de encapsular estos principios activos, que
los transporte hasta el sitio blanco, disminuya su toxicidad y aumente la biodisponibilidad,

representan una atractiva opcion terapéutica.

En el presente trabajo se desarrollé un sistema liposomal que coencapsula el antineoplasico
cisplatino y el antihormonal mifepristona -farmacos que han demostrado sinergismo-, y se

evalud su eficacia terapéutica en un modelo in-vitro e in-vivo de CaCu.

La elaboracion de los liposomas de cisplatino-mifepristona se realiz6 empleando el método
de fase reversa y se caracteriz6 mediante pruebas fisicoquimicas. Una vez descrito el perfil
de la formulacion se evalud su capacidad antiproliferativa sobre la linea celular Hela,
donde se determiné el porcentaje de sobrevida mediante los ensayos XTT Yy cristal violeta;
también se evalu6 su efecto ciclo celular y sobre la induccion de apoptosis. Los ensayos in-
vivo se llevaron a cabo en un modelo de xenotransplantes en ratones nu/nu, siguiendo el

volumen tumoral y el peso corporal durante 50 dias.

Las pruebas fisicoquimicas demostraron la estabilidad de los liposomas, asi como
concentraciones encapsuladas de los farmacos comparables a las administradas en la terapia
convencional. Por otro lado, el porcentaje de viabilidad celular tras la administracion de la
coencapsulacion disminuyo6 significativamente con respecto al control y liposomas blanco,

mostré tendencia a mayor inhibicion que los tratamientos individuales convencionales y



mostré el mismo efecto antiproliferativo que el tratamiento combinado convencional. El
analisis de apoptosis demostré diferencia significativa con respecto al control y los
tratamientos convencionales. De igual manera, la distribucion del ciclo celular, la
formulacion de cisplatino-mifepristona mostré diferencia significativa en la fase sub-GO
con respecto al control y los farmacos convencionales. Finalmente, en los xenotransplantes
se observo que la administracion del sistema liposomal cisplatino-mifepristona inhibio

significativamente el crecimiento tumoral sin mostrar toxicidad sistémica.



2. ABSTRACT

Nowadays, cervical cancer is a major public health problem, mainly in developing
countries— including Mexico. Conventional treatments comprising surgery, cisplatin-based
chemotherapy, and radiotherapy, have proved effectiveness in early stages of the disease;

however, the survival rate in advanced stages is low.

In the research for new drugs that enhance the effect of cisplatin, different therapeutics
agents have been tested, among them, antihormonal drugs stand out. Nevertheless, the low
specificity of these combinations on tumor tissue, severe side effects, and drug resistance,
limit their administration. Upon this problem, the development of liposomes capable of
encapsulating active molecules that transport them to their target, decrease their toxicity

and increase their bioavailability, represent an attractive therapeutic option.

In this study, a liposome system that encapsulates both the antineoplastic drug cisplatin and
the antihormonal drug mifepristone was developed (two drugs that have shown therapeutic
synergy), and evaluated its therapeutic efficacy in a cervical cancer model in-vitro and in-

Vivo.

The elaboration of the cisplatin-mifepristone liposomes was performed by the reverse-
phase method and their characterization performed by physical-chemical tests. Having
described the formulation profile, its antiproliferative activity was assessed on Hela cell
line, where the survival rate was determined by the XTT and crystal violet assays; cell
cycle and apoptosis also were evaluated. The in-vivo tests were carried out in a xenograft

model in nu/nu mice, following the tumor volume and body weight for 50 days.

The physical-chemical test results showed the stability of the liposomes and the
encapsulated drugs concentration, which was equivalent to those given in conventional
therapy. On the other hand, the percentage of cell viability after the administration of the
co-encapsulation significantly decreased compared to the control and blank liposomes; the
formulation showed a tendency to cell inhibition and showed the same antiproliferative
effect as the conventional combination. However, the apoptosis analysis demonstrated a

significant difference over the control and conventional treatments. As for cell distribution,

3



the liposome formulation of cisplatin-mifepristone showed significant difference in the sub-
GO phase with respect to control and conventional drugs. Of greater relevance, it was
observed in the xenograft study that the administration of the combination-liposomes

significantly inhibited the tumor growth without systemic toxicity.



3. INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por neoplasias malignas a
nivel mundial; es un problema de salud publica que provoca el deceso de al menos 250 000
mujeres anualmente, el 80% de las mujeres que mueren provienen de paises de bajo y
mediano ingreso (GAVI-UNFPA-WHO, 2009). En México, en el 2006 se registraron 4,114
muertes por esta causa., particularmente en mujeres de 25 a 64 afios (NOM-014-SSA2-
1994). Entre los factores de riesgo que contribuyen a desarrollar CaCu se encuentran
factores genéticos, bioldgicos y hormonales; sin embargo, el principal factor de riesgo es el
virus del papiloma humano (VPH) (OMS, 2007).

Actualmente, el cisplatino es uno de los agentes antineoplasicos mas utilizados en el
tratamiento del CaCu; sin embargo, también presenta toxicidad en tejidos sanos,
especialmente sobre tabulo renal, nervios periféricos, médula dsea y tracto gastrointestinal
(Burger J, 2002; Ramachandran S, 2006; Fuertes MA, 2002). Se han realizados diferentes
estudios en busqueda de farmacos capaces de potenciar el efecto antiproliferativo del
cisplatino, esto sin incrementar sus efectos adversos. Se ha sefialado que existe un efecto
sinérgico entre el cisplatino y el antiprogestageno mifepristona en cénceres
hormonodependientes como ovario, y pulmén (Freeburg EM, 2009. Grott M, 2103). En
este camino, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la mifepristona es capaz de
incrementar la citotoxicidad del cisplatino tanto en lineas celulares como en

xenotransplantes de CaCu, un tipo de cancer no hormonodependiente (Jurado R, 2009).

A pesar de estos hallazgos, los farmacos convencionales utilizados en la clinica estan lejos
de ser ideales, particularmente por su dificultad para acumularse de manera selectiva en
tejido tumoral. La mayoria de sus efectos adversos, asociados a la alta distribucion en
tejidos sanos, limitan las dosis que pueden ser administradas. Debido a esta problematica,
investigaciones actuales intentan lograr que la distribucion de los antineoplasicos sea mas
selectiva por el tejido tumoral y menos en tejido sano para lograr un aumento en la eficacia
y disminuir los efectos secundarios que se presentan. En este contexto, mediante
investigaciones en nanotecnologia se han podido desarrollar nanosistemas de transporte

como los liposomas, capaces de funcionar como acarreadores de moléculas terapéuticas



(Conti M, 2006;Kushwaha S, 2012). Los liposomas son vesiculas esféricas que consisten
en una bicapa lipidica capaz de encapsular principios activos acuosos en el interior de la
esfera o intercalar farmacos hidrofobicos en su membrana. La posibilidad de encapsular
tanto moléculas hidrosolubles como liposolubles los han hecho ideales para transportar
simultaneamente varios farmacos (Zhang J, 2006; Mallick S, 2014). El presente proyecto
propone la coencapsulacion de dos agentes con actividad antineoplasica (cisplatino y
mifepristona) cuya combinacion ha demostrado efectos sinérgicos en el tratamiento del
CaCu, con el fin de lograr un mejor efecto terapéutico aprovechando las caracteristicas del

microambiente tumoral.



4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Disefiar y desarrollar un sistema liposomal que coencapsule cisplatino y mifepristona y

evaluar su eficacia in-vitro e in-vivo en un modelo tumoral de CaCu.
4.2. Objetivos particulares

e Desarrollo y caracterizacion fisicoquimica del sistema liposomal de cisplatino —
mifepristona.

e Evaluacion del efecto citotoxico del sistema liposomal cisplatino — mifepristona en
una linea celular de CaCu (Hela).

e Evaluacion terapéutica y toxicidad sistémica del sistema liposomal en xenografos de

CaCu en ratones atimicos.



5. ANTECEDENTES
5.1. GENERALIDADES DEL CANCER
5.1.1. Definicion

El céncer es un conjunto de enfermedades en las que las células anormales se dividen sin
control y pueden invadir otros tejidos. Las celulas cancerosas pueden diseminarse a otras
partes del cuerpo por el sistema sanguineo y por el sistema linfatico, a este proceso se le
conoce como metastasis (National Cancer Institute of USA, 2014).

5.1.2. Incidencia

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que el cancer es la principal causa de
muerte a nivel global (figura 1), con 7.6 millones de decesos anuales, equivalente al 13%
del total de muertes; se prevé que esta cifra aumente a 13.1 millones para 2030
(GLOBOCAN, 2014; Siegel R, 2014). 83% de los casos provienen de paises en vias de
desarrollo con las tasas mas altas presentes en América Latina, Africa Sahariana y en el sur
y sureste de Asia (Denny L, 2005).

W 2620+
Bl 17232429

137.5-172.3
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Mo Data

Figura 1. Incidencia global de céncer estimada en 2012, estandarizada a 100 000 habitantes (GLOBOCAN
[IARC], 2012).
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En México durante 2009, murieron 65 de cada 100 000 personas a consecuencia de tumores

malignos.
5.2. CANCER CERVICOUTERINO
5.2.1. Incidencia del cancer cervicouterino

El CaCu es el segundo tipo de cancer més prevalente a nivel global (figura 2), con cerca de
500 000 casos y 270 000 muertes estimadas anualmente (Ibeanu O, 2011, Concenso para la
prevencion de cancer cervicouterino en México, 2011). Es una enfermedad intimamente
ligada a paises de tercer mundo (Arbyn M, 2011; Pereira-ScalabrinoA, 2013; Forman D,
2012)

Cervix uteri cancer
B 0.2+
Bl 206202
13.8-208
] 7e-128
[ ] =72

Mo Data

Figura 2. Incidencia global de CaCu estimada en 2012, estandarizada a 100 000 habitantes (GLOBOCAN
[IARC], 2014).

En México, el CaCu es la segunda causa de muerte por neoplasias malignas (figura 3),
particularmente en mujeres de 25 a 64 afios, con 13% del total de diagnosticos (INEGI,
2013; Fajardo-Ortiz D, 2014). Se calcula que el costo anual promedio real de tratamiento se

encuentra entre 50 000 y 70 000 pesos por paciente (Sanchez-Roman F, 2012).



o

Mama 13.8
Bronguios y pulman 6.4
Estomago 7.0
Higado v de las vias
biliares intrahepaticas 5.5
Colon 43
Cervicouterino 10.4

Prostata

Figura 3. Porcentaje de defunciones en México por principales tumores malignos segln sexo, estandarizado a
100 000 habitantes (INEGI, 2013).

De acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), durante 2009, el
Distrito Federal, Chihuahua y Nayarit tuvieron las tasas mas altas de morbilidad
hospitalaria por CaCu (48.28, 26.66 y 25.21 por cada 100 000 mujeres respectivamente);
mientras que en Guerrero, Tlaxcala y Estado de México se presentan las mas bajas (5.22,
3.08 y 2.23, cada uno) (figura 4).

Etados Unidos Mexicanos
18.70

De22331201
B o= 12021281
B o= o

Figura 4. Tasa de morbilidad hospitalaria por CaCu segun entidad federativa, estandarizado a 100 000
mujeres (INEGI, 2009).
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Anatomicamente, el cuello uterino es la parte inferior al Gtero que lo conecta con la vagina.
La parte proximal al Utero se le llama endocervix, cubierto por células escamosas; la
porcion distal se le conoce como exocérvix y estd constituido por células glandulares. Esta
zona es denominada de transformacién, lugar donde predominantemente se origina el

cancer cervicouterino (figura 5).

Trompa de Falopio, JTrompa de Falopio

Ovario—— ~——Ovario

Utero—— & ————Endometrio

&
Vagina

Figura 5. Esquematizacion anatomica de invasion del CaCu (National Cancer Institute of USA, 2014).

Miometrio

Cuello uterino —7|

Existen dos tipos principales de cancer cervical: el carcinoma de células escamosas y el
adenocarcinoma. Aproximadamente el 80 — 90% de esta variante de cancer pertenece al
primer tipo antes mencionado, practicamente el resto es adenocarcinoma. Con menor
frecuencia, el cancer puede tener caracteristicas tanto de carcinoma de células escamosas
como de adenocarcinoma. Estos tumores se llaman carcinomas adenoescamosos.

(American Cancer Society, 2014).

El cancer cervicouterino es propuesto como una enfermedad de transmision sexual,
resultado de la infeccidn con ciertos subtipos de alto riesgo del virus del papiloma humano
(VPH) (figura 6) (McLaughlin-Drubin ME, 2012; Stern PL, 2012; Grce M, 2014).

Hasta hoy, se han caracterizado méas de 120 subtipos de VPH; esta asociado a un amplio
espectro de manifestaciones clinicas que van desde lesiones autolimitantes hasta poner en
riesgo la vida. Su ADN se ha encontrado en el 99.7% del total de diagnosticos de CaCu
(Gravitt PE, 2011; O’Connor M, 2014).
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HPV classification into high- and low-risk types
Low-risk types 6, 11,40, 42-44, 54, 61, 72, 81
High-risk types 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82

Figura 6. Subtipos de VPH de alto riego para el desarrollo de CaCu (Pierangeli A, 2012).

El analisis de datos sefiala que tan solo ocho subtipos de VPH contabilizan el 95% del total
de los casos de CaCu (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58) (Juckett G, 2010; Chan PK,
2012). Tan solo el VPH 16 esta asociado al 50 — 60% de los diagnosticos y el tipo 18, con
el 10 — 12%. (Bosch FX, 2003; Almonte M, 2010).

5.2.1. Diagnostico y estadificacion del cancer cervicouterino

Por lo general, el cancer cervical presenta un lento desarrollo, puede no tener sintomas
evidentes pero existen diferentes métodos de diagnostico entre los que destacan la
histopatologia, técnicas citolégicas como el Papanicolau, que consiste en examinar por
microscopia células superficiales del cuello uterino para determinar si son anormales, y
métodos moleculares para la deteccion de VPH, en las cuales se analiza el ADN o ARN de
células uterinas para determinar si existe infeccion por el virus. (Brown AJ, 2012; Jin XW,
2013).

El proceso para decretar si el cdncer se ha diseminado dentro del cuello uterino o hasta
otras partes del cuerpo se le llama estadificacion. La informacion obtenida determina el
estadio de la enfermedad, que a su vez es de vital importancia para planificar el tratamiento.
Las técnicas méas comunes para fijar el estadio son: exploracion por tomografia axial
computada, tomografia por emision de positrones, ecografia, radiografia de térax,

cistoscopia y laparoscopia (National Cancer Institute of USA, 2014).

La estadificacion fue implementada por la Federacion Internacional de Ginecologia y
Obstetricia (FIGO) en el afio 2009, la cual va del estadio 0 o in situ al IV o metastasis
(figura 7).
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Figura 7. Lineamientos establecidos por FIGO para la estadificacién del carcinoma cervical (FIGO
Committee on Gynecologic Oncology, 2009).
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La neoplasia cervical intraepitelial (NIC) es wun crecimiento anormal
precanceroso de células escamosas en el cuello uterino. La mayoria de los NIC
son eliminados por el sistema inmune del individuo sin atencion médica.

El carcinoma esta estrictamente limitado al cuello uterino (no se debe tener en
cuenta la extension al cuerpo).

Carcinoma invasivo, que se puede diagnosticar s6lo mediante microscopia con
invasién muy profunda <5 mm y mayor extension de 27 mm.

Invasion estromal de 3,0 mm de profundidad y extensién de <7,0 mm.
Invasion estromal de >3,0 mm y no >5,0 mm con extension que no es >7,0 mm.

Lesiones clinicamente visibles del cuello uterino o canceres preclinicos mas
grandes que en el estadio 1A.

Lesion clinicamente visible de <4,0 cm en su dimension mayor.
Lesién clinicamente visible de >4,0 cm en su dimensiéon mayor.

El carcinoma de cuello uterino invade mas alla del Gtero, pero no la pared
pélvica ni el tercio inferior de la vagina.

Sin invasion paramétrica.

Lesion clinicamente visible <4,0 cm en su dimensién mayor.
Lesién clinicamente visible >4,0 cm en su dimensién mayor.
Con invasién paramétrica obvia.

El tumor se extiende a la pared pélvica o compromete el tercio inferior de la
vagina, o causa hidronefrosis o disfuncién renal.

El tumor compromete el tercio inferior de la vagina sin extension hasta la pared
pélvica.

Extension hasta la pared pélvica o hidronefrosis o disfuncién renal.

El carcinoma se diseminé mas alla de la pelvis misma o comprometié (probado
mediante biopsia) la mucosa de la vejiga o recto. Un edema de Bullar, como tal,
no es suficiente para clasificar en estadio V.

Diseminacion del crecimiento hasta los 6rganos adyacentes.

Diseminacién hasta los érganos distantes.
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5.2.3. Factores de riesgo

El riesgo de desarrollar cancer cervicouterino estd influenciado principalmente por la

actividad sexual, sin embargo, se involucran diferentes factores como:

Promiscuidad, actividad sexual a temprana edad, persistencia viral, uso prolongado de
anticonceptivos orales, coinfeccion con otros virus, como el herpes simple tipo 2,
citomegalovirus, herpesvirus humano tipo 6 y 7, predisposicion genética, fumar, sistema
inmune debilitado (L6pez-Saavedra A, 2006)

5.3. TRATAMIENTO

La eleccion del tratamiento es dictaminado por el tipo de lesidn asi como del estadio en que

se encuentre. Se emplean tres tipos de tratamiento estandar:

5.3.1. Cirugia

Es el tratamiento ideal en lesiones en etapas tempranas; la finalidad es la extirpacion del
tumor. Los procedimientos quirdrgicos varian desde la extirpacion de una porcion del tejido
del cuello llamada conizacién, hasta histerectomia total y radical que consiste en la
remocion total del Gtero, cuello uterino, parte de la vagina y una amplia area de ligamentos
y tejidos que rodean estos drganos. (Mejia-Gomez J, 2012; Reade CJ, 2013; Salicru SR,
2013).

5.3.2. Radioterapia

Utiliza rayos X de alta energia u otros tipos de radiacién ionizante en regimenes
fraccionados para la destruccion de células tumorales. La combinacion de radioterapia
externa y radiacion intracavitaria o braquiterapia son consideradas el tratamiento estandar
para el cancer uterino (Nakano T, 2010; Baskar R, 2012; Markman M, 2013).
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5.4. QUIMIOTERAPIA

Es el tratamiento a base de agentes antineoplasicos con actividad citotoxica, cuyo objetivo
es la destruccion o disminucion de las células cancerosas mediante la inhibicion de su
crecimiento. La forma como se administran depende del tipo y del estadio del cancer que

esta siendo tratado.

Los farmacos aprobados por la Agencia de Alimentos y Medicamento de los Estados
Unidos (FDA) para el tratamiento del CaCu son; la bleomicina, topotecan, gemcitabina,
paclitaxel, carboplatino y el cisplatino, siendo este ultimo el agente quimioterapéutico mas
utilizado (Pectasides D, 2008; Tao X, 2008; Montalvo G, 2011; Kamura T, 2013).

5.4.1. Cisplatino

El cis-diaminodicloroplatino (11) o cisplatino, descubierto como antineoplasico en 1965 por
Barnett Rosenberg y aprobado por la FDA en 1978, es un complejo metalico planar que
contiene un atomo central de platino rodeado de dos atomos de cloro y dos moléculas de

amonio en posicion cis (figura 8) (Gonzalez VM, 2001).

HaN cl
I Pt —
3N/ ™~ I

H

Figura 8. Estructura molecular del antineoplasico cisplatino (Fuentes MA, 2003).

Se utiliza ampliamente en el tratamiento de distintos tumores malignos que incluyen el
testicular, ovario, vejiga, cervical, cabeza y cuello y pulmén. (Lokich J, 2001; Monneret C,
2011; Ali 1, 2013).

5.4.2. Mecanismo de accion

El cisplatino atraviesa la membrana celular mediante difusion pasiva y activa, utilizando
canales transmembranales que facilitan el transporte. Una vez dentro de la célula, la
concentracion de iones cloruro decae a =20 mM, por lo que la molécula de cisplatino es

activada mediante hidratacion; sus atomos cloruro son remplazados por moléculas de agua
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para formar especies cargadas positivamente. De esta manera, la nueva molécula es capaz
de interactuar con sitios nucleofilicos del ADN (blanco principal), ARN y proteinas. El
cisplatino se une preferencialmente a los anillos de imidazol de guaninas y en menor grado
de adeninas, particularmente en la posicién N-7 (figura 9) (Fuentes MA, 2003; Todd RC,
2009; Gémez-Ruiz S, 2012).

Most active
r—————

OCT: S s | o "~"\m/°“:"
b +0t ([ \"“;
|

Cisplatin

H) OHT +H,0 [H, OH;
N\Pl/ :—_' N\m/
H,N/ N\a

+r -H)N/ N\oH
B H'“H'
W HN /OH

: % depletion
Least active (Necrosis)

Figura 9. llustracion esquematica del mecanismo de accion del cisplatino en la célula (Oberoi HS, 2013).

Tres tipos de lesiones diferentes se forman como resultado de la unidon covalente del
cisplatino con las purinas de ADN: monoaductos, cruzamientos intracatenarios y
cruzamientos intercatenarios, lo que induce a la inhibicion de la transduccién, transcripcion
y replicacion celular, dafio que a su vez incita el proceso de apoptosis (figura 10) (Siddik
ZH, 2003; Rabik CA, 2007).
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Figura 10. Formacion de aductos en ADN por el cisplatino (Rabik CA, 2007).

5.4.3. Efectos adversos producidos por

el cisplatino

El cisplatino, al igual que otros agentes anticancerigenos, carece de especificidad sobre las

células tumorales y afecta tejidos sanos, por lo que su dosificacion en la clinica puede verse

limitada a causa de sus efectos secundarios (figura 11); a continuacion se describira la

toxicidad sobre los drganos afectados por la administracion de cisplatino (Ciarimboli G,

2014).

Figura 11. Toxicidad asociada al tratamiento con

Toxicity Cisplatin
Ototoxicity Adult: 23-
50%
Children:
>50%
> T Peripheral Adult: 30-
M Neuropathy 86% (avg
62%)
Children:

~10%
i lower
R

:(* Nephrotoxicity ~ ~20-41%

Myelosuppression <5%

cisplatino (Rabik CA, 2007).
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5.4.3.1. Nefrotoxicidad. A causa de su excrecion renal, la concentracion de cisplatino en el
tubulo proximal del rifidn es cinco veces superior a la alcanzada en el plasma, causando

apoptosis y necrosis celular.

La insuficiencia renal acumulativa que puede llevar a falla renal aguda es la principal
limitante en la dosificacion del cisplatino. La toxicidad renal se ha observado en el 28-36%
de los pacientes después de una dosis Gnica de 50mg/m? y se torna mas prolongada y severa
con el curso del tratamiento. La funcién renal debe volver a la normalidad antes de que se
administre otra dosis de cisplatino (Kuhlmann MK, 1997; dos Santos NA, 2012).

La nefrotoxicidad puede ser prevenida hasta cierto punto mediante hidratacion salina o
diuresis con manitol; hasta el momento se desconocen metodos preventivos para la

ototoxicidad y neurotoxicidad causada por el cisplatino (Miller RP, 2010).

5.4.3.2. Ototoxicidad. La quimioterapia basada en cisplatino dafia las células ciliadas
cocleares del oido interno, resultando en un deficit funcional. EI mecanismo probable
causante del dafio involucra la produccion especies reactivas de oxigeno en la céclea, lo

que dispara la muerte celular (Gongalves MS, 2013).

Aproximadamente el 23-54% de los pacientes tratados con una dosis de 50mg/m?
desarrollan ototoxicidad y se manifiesta con tinnitus y pérdida del oido en el rango de
frecuencia alto (4000 a 8000Hz); la pérdida comUnmente es bilateral e irreversible y tiende
a volverse mas frecuente y severa a dosis repetidas (Rybak L, 2009; Mukherjea D, 2011;
Brock PR, 2012).

5.4.3.3. Neurotoxicidad. El cisplatino causa dafio sobre el sistema nervioso central,
particularmente sobre los ganglios de la raiz dorsal de la médula espinal, caracterizado por
la disminucion en la velocidad de conduccidn sensorial, posiblemente actuando como

blogueador de los canales de calcio (McWhinney SR, 2009).

Se ha relacionado la vitamina E, la eritropoyetina, el glutation y la acetilcisteina entre otros

como agentes neuroprotectores (Albers JW, 2011).
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5.4.3.4. Hematoldgico. Se presenta mielosupresion en el 5-25% de los pacientes tratados
con el antineoplasico. Los principales efectos son leucopenia y trombocitopenia;
comunmente se encuentra anemia con la misma frecuencia (Lo-Presti, AC, 2007; Oike T,
2013).

5.4.3.5. Gastrointestinal. Practicamente el total de pacientes presentan nausea y vomito,
los efectos pueden ser tan severos que obliguen la suspensién del tratamiento (Percie du
Sert, 2011).

5.4.4. Resistencia al cisplatino

Una de las limitantes en el uso de cisplatino en la terapia contra el cancer es la resistencia
adquirida o intrinseca de las células. La resistencia se puede desarrollar como resultado del
decremento en la entrada del fA&rmaco o incremento en su expulsion, conjugacion con
glutation o metalotioneina, sistemas de destoxificacion de farmacos, reparacion del ADN
(figura 12) (Kartalou M, 2001; Wang D, 2005; Galluzzi L, 2012).

Es posible que uno solo de estos mecanismos conduzca a resistencia al cisplatino, sin

embargo, es mas probable la implicacién de varios mecanismos.

Passive
diffusion

Figura 12. Esquema de los mecanismos de resistencia tumoral contra el cisplatino (Kelland L, 2007).

Debido a los graves efectos secundarios que causa el cisplatino, asi como el desarrollo de
resistencia celular que limita la dosificacion y periodo de tratamiento, se han realizado
diversos estudios en la busqueda de farmacos capaces de potenciar su efecto
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antiproliferativo, sin incrementar las consecuencias indeseables. En este sentido, agentes
antihormonales han sido ampliamente estudiados para el tratamiento de distintos canceres
tanto hormonodependientes (mama, ovario y prostata) (Patel RR, 2007; Taplin ME, 2008;
Rocereto TF, 2010; Tieszen CR, 2011) como independientes (cervicouterino y glioma)
(Ramaswamy R, 2012; Li C, 2013; Llaguno-Munive M, 2013).

5.5. AGENTES ANTIHORMONALES

Entre los farmacos antihormonales utilizados se encuentran antiestrogénicos como el
tamoxifeno (Martin HL, 2014; Nazarali SA, 2014), raloxifeno (Gizzo S, 2013; Komm BS,
2014) y fulvestrant (McKeage K, 2004; Croxtall JD, 2011), y antiprogestagenos como la
mifepristona (Koide SS, 1998; Klinj J, 2000; Teran-Davila J, 2004). Estudios realizados en
nuestro laboratorio, demuestran el efecto quimiosensibilizante de la mifepristona tanto en
lineas celulares (HeLa y CasKi) como en xenotransplantes de cancer cervicouterino (Jurado
R, 2009). La mifepristona incrementa la accién citotdxica del cisplatino asi como la

acumulacién intracelular e intratumoral del farmaco.
5.5.1. Mifepristona

La mifepristona, también conocida como RU486, fue descubierta en 1980 por Georges
Teutsch y Etienne-Emile Baulieu en la farmacéutica francesa Roussel Uclaf y aprobada en
el afio 2000 por la FDA como inductor del aborto terapéutico. A pesar de las repercusiones
politicas y filosoficas que causo, actualmente se comercializa en més de treinta paises (Beal
MW, 2002; Schaff EA, 2010).

Es un esteroide sintético con potente actividad antiprogesterona y antiglucocorticoide y
débil actividad antiandrogeno. Su principal caracteristica estructural es el grupo
fenilaminodimetil en la posicidn 11-B, el cual es el sitio especifico de unién con el receptor
(figura 13).
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Figura 13. Estructura molecular de la mifepristona (Mahajan DK, 1997).

Aunque inicialmente la mifepristona se introdujo a la clinica como método médico para la
terminacion temprana del embarazo(Bartley J, 2000; Espinoza H, 2002; Kapp N, 2013), en
afos recientes se usado como anticonceptivo de emergencia (Baird DT, 2009; Gemzell-
Danielsson K, 2013; Koyama A, 2013), regulador del ciclo menstrual (WHO, 1995;
Bygdeman M, 2003), expulsion del dtero por muerte fetal (Kulier R, 2011; Borgatta L,
2011), induccion del parto (Tenore JL, 2003) y qumiopreventivo en tumorigénesis (Yuan
H, 2012) asimismo, ha demostrado gran potencial como agente terapéutico en el
tratamiento del sindrome de Cushing (Johanssen S, 2007; Fleseriu M, 2012, 2013),
depresion psicética y esquizofrenia (DeBattista C, 2006; Ghoumari A, 2006; Mackin P,
2007), endometriosis (Kettel LM, 1994; Olive DL, 2004), meningiomas (Kyritsis AP,
1996; McMullen KP, 2004) y canceres de distintos tejidos como mama (Chabbert-Buffet
N, 2005), endometrio (Murphy AA, 2000), ovario (Rocereto TF, 2000; Goyeneche AA,
2007), colon (Check JH, 2009), prostata (Ligr M, 2012) y glioma (Pinski J, 1993). Esto
sugiere que la presencia del receptor a progesterona no es obligatoria para la accion de la

mifepristona.

5.5.2. Mecanismo de accion

La afinidad relativa de la mifepristona por los receptores a progesterona, glucocorticoide y
androgeno es aproximadamente cinco veces superior a la progesterona, tres veces a la
dexametasona y cuatro veces menor que la testosterona, respectivamente. Todos estos
compuestos son considerados Reguladores Selectivos de los Receptores a Progesterona
(SPRMs, por sus siglas en inglés) El antiprogestdgeno mifepristona no tiene afinidad

alguna por los receptores a mineralocorticoides y estrégenos. (Cadepond F, 1997)

La progesterona entra en la célula blanco y se une a su receptor; esto produce una alteracion

en su conformacion, lo que estabiliza el complejo receptor-proteina HSP-90. A
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continuacién, el receptor se dimeriza y se une a los elementos de respuesta (figura 14)
(Spitz 1M, 2010).

En presencia de mifepristona, los receptores adoptan una conformacién inactiva y
preferencialmente interactan con correpresores, impidiendo la interaccion con el ADN y
por lo tanto, su transcripcion. (Mahajan DK, 1997; Sitruk-Ware R, 2003)
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Figura 14. Mecanismo de accion propuesto para la mifepristona (Bouchard P, 2001).

La accion citotoxica por la cual la mifepristona inhibe el crecimiento tumoral no es aun

dilucidada. Sin embargo, diferentes estudios proponen posibles mecanismos de accién:
e Inhibicion de sintesis de ADN mediante arresto en fase G1 del ciclo celular.

Disminucion de Cdk2, asociado al incremento de p21°P, p27*"* y retinobastoma; reduccién
del factor de transcripcion E2F1 (necesario para la progresion a fase S) (Moe BG, 2009;
Goyeneche AA, 2012).

e Induccion a apoptosis.

Incremento en la expresion de p53 precedido por la activacion de caspasas; disminucion de
Bcl-2 (Gaddy VT, 2004; Navo MA, 2008; Fjelldal R, 2010).

e Regulacion de VEGF y EGFR.
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La progesterona incremente significativamente la expresion del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) y del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). La
mifepristona reprime esta induccion compitiendo por los receptores (Hernandez-Hernandez
OT, 2012; Mauro A, 2014).

e Inhibicion de MRP y P-gp.

La mifepristona bloquea las proteinas de resistencia asociada a farmacos (MRP) y la
glicoproteina P (P-gp). Estas proteinas funcionan como bombas de expulsion, lo que
confiere resistencia celular; la inhibicion de estas proteinas permite la acumulacion de
farmacos antineoplésicos (Lecureur V, 1994; Payen L, 1999; Li DQ, 2004).

e Cambios morfoldgicos celulares.

Alteraciones en la estructura y plasticidad del citoesqueleto, intimamente relacionados con

la adhesion, migracion, invasion y metastasis. (Brandhagen B, 2013)
5.5.3. Efectos adversos producidos por la mifepristona
5.5.3.1. Efectos a corto plazo

En la clinica, los efectos secundarios producidos por la mifepristona son diversos aunque

comunmente bien tolerados.

Debido a que historicamente su principal uso es la induccion del aborto, los efectos
adversos mas estudiados son a corto plazo. Estos incluyen: (Sitruk-Ware R, 2003; Spitz IM,
2009)

e Contracciones uterinas e Sofocamiento
e Sangrados e Fatiga severa
e Eflorescencia e Calambres
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5.5.3.2. Efectos a largo plazo

En la administracion cronica se han observado los siguientes efectos adversos (Grunberg
SM, 2006): disminucién del sangrado menstrual, inclusive amenorrea, retardo o inhibicion

de la ovulacion, se ha asociado con desarrollo de hipotiroidismo y ginecomastia.

56. LIMITANTES EN LA ADMINISTRACION DE FARMACOS
ANTINEOPLASICOS

A pesar de estos hallazgos, los farmacos convencionales utilizados en la quimioterapia
oncoldgica estan lejos de ser ideales; la resistencia a los farmacos continla como un
obstaculo importante para el éxito del tratamiento antineoplasico. Esta surge de diversos
cambios moleculares y farmacocinéticos que pueden superar los tratamientos mejor
disefiados, lo que incluye malabsorcion y suministro del farmaco, variabilidad genética en
el transporte, metabolismo, amplificaciones o deleciones en los objetivos farmacologicos
entre otros (Kelland L, 2007).

Por otro lado, la toxicidad inherente de los farmacos antineoplésicos es uno de los mas
grandes problemas al momento de su administracion debido a su baja especificidad sobre
las células cancerosas, por lo que se asocian a un riesgo muy elevado de lesionar el tejido
normal. Las células mas afectadas por el efecto citotoxico de la quimioterapia son aquellas
que comparten caracteristicas con las células tumorales, especialmente la multiplicacién
celular a alta velocidad, como son las de los foliculos pilosos, médula 6sea, tubo digestivo
y el sistema reproductor (Blasco CA, 2013). Todo esto aunado al pobre comportamiento
farmacocinético de estos agentes terapéuticos, donde se observan velocidades de
eliminacion elevadas, amplios volumenes de distribucion en tejidos, alta union a proteinas

plasmaéticas y por lo tanto una baja biodisponibilidad del farmaco.

Por lo anterior, actualmente uno de los principales objetivos cientificos es incrementar el
indice terapéutico de los antineoplasicos mientras se minimizan los efectos dafinos. Para
intentar resolver esta problematica, mediante el uso de nanotecnologia, se han desarrollado
nanovectores capaces de transportar principios activos (Hofheinz RD, 2005; Huwyler J,
2008; Malam Y, 2009; Lopez-Davila V, 2012; Fonseca NA, 2014). Estas particulas
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resultan de la incorporacion fisica del farmaco en un sistema coloidal y ejemplos de ellas
son los niosomas, microesferas, nanoesferas, micelas poliméricas, micelas invertidas,
lipoproteinas y liposomas, siendo estos ultimos acarreadores los mas estudiados y usados
(Cheong I, 2007).

5.7. LIPOSOMAS

Producidos por primera vez en Inglaterra en 1961 por Alec D. Bangham (Tiwari G, 2012),
los liposomas son vesiculas artificiales esféricas de dimensiones nanométricas constituidas
por una 0 mas bicapas concéntricas de fosfolipidos y esteroides como el colesterol u otros
surfactantes que se forman espontaneamente cuando se dispersan en un medio acuoso
(figura 15), esto debido a las propiedades termodinamicas que confieren los lipidos
anfipaticos (Wilczewska AZ, 2012). Farmacos con diferentes lipofilidad pueden ser
ecapsulados en estas micelas: aquellos altamente lipofilicos son atrapados casi totalmente
en la bicapa de fosfolipidos; los principios activos hidrofilicos son almacenados en el

ndcleo acuoso.
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Figura 15. Estructura de los sistemas de liberacion liposomal (Allen TM, 1997).

Gracias a su biocompatibilidad, capacidad para biodegradarse, baja toxicidad, aptitud para
encapsular tanto farmacos hidrosolubles como liposolubles y facilitar la liberacion del
principio activo en el sitio de interés, los liposomas han captado el interés tanto cientifico

como comercial.
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En un inicio, los liposomas fueron sintetizados para estudiar el comportamiento de la
membrana bioldgica; en los anos 70’s emergieron como transportadores de farmacos.
Actualmente son utilizados en muchas disciplinas cientificas incluyendo las matematicas,
fisica teorica, biofisica, quimica, estudio de los coloides, bioquimica, biologia y en la
industria cosmética, farmacéutica y alimentaria (Lasic DD, 1998).

5.7.1. Clasificacion de los liposomas

El tamafio de los liposomas varia usualmente de 80 a 300nm, y pueden tener una 0 mas
membranas. El tamafio de particula es un parametro trascendental para determinar el
tiempo de circulacion y tanto el tamafio como el nimero de bicapas afecta la cantidad de
farmaco que se logre encapsular. En base a su tamafio y nimero de capas, los liposomas

pueden ser clasificados en dos categorias (figura 16) (Vemuri S, 1995):

a) Vesiculas multilaminares (MLV): Tamafio en un rango de 500 a 5,000nm y
consisten en varias capas concéntricas en estructura de “cebolla”.

b) Vesiculas unilaminares: Esfera de una sola bicapa lipidica que envuelve un centro
acuoso.
Se dividen a su vez en:
a) Vesiculas unilaminares grandes (LUV): rango de tamafio de 200 a 800nm.

b) Vesiculas unilaminares pequefias (SUV): aproximadamente de 100nm.
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Figura 16. Clasificacion de liposomas en por su niamero de membranas que los conforman (Lasic DD, 1998).
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Otro criterio de clasificacion se basa en las modificaciones realizadas sobre la superficie

liposomal (figura 17):

a) Liposomas convencionales

b) Liposomas de circulacion prolongada: también denominados liposomas stealth; son
formulaciones que incorporan en la superficie polimeros biocompatibles hidrofilicos
como gangliosidos o el polietilenglicol (PEG), que provocan una eliminacién mas
lenta y por lo tanto, mayor tiempo en circulacion.

¢) Inmunoliposomas: Se agregan anticuerpos a la membrana con la finalidad de
incrementar la especificidad y acumulacion en el sitio deseado.

d) Liposomas cationicos: estan formulados a base de lipidos cargados positivamente.
Se utilizan principalmente en terapia génica debido a las interacciones favorables
con el ADN y ARN.

Passive targeting
1)

Hydrophilic polymer
modified liposomes

Antibody-anchored

liposomes Ligand-anchored

liposomes

Active targeting to
antigen expressed
over cancer cell

Active targeting fo
receptor expressed
over cancer cell

Cell-penetrating
peptide-anchored liposomes

Cytosolic delivery

Nanomedicine ® Future Science Group (2011)
Figura 17. Clasificacién de los liposomas en base a las modificaciones en la superficie lipidica (Paliwal SR,
2011).
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5.7.2. Métodos de preparacion
Todos los métodos de preparacion de liposomas incluyen cuatro etapas basicas:

Humidificacion de lipidos en solvente
Dispersion de lipidos en medio acuoso

Purificacion del liposoma resultante

el N

Anélisis de producto terminado

5.7.2.1. Dispersion de solvente

Los lipidos disueltos en un medio organico son inyectados gradualmente en una solucién
acuosa con el material a ser encapsulado a 55-65° C bajo presion reducida. La remocion del
solvente producida por el vacio lleva a la formacién de liposomas. La principal desventaja
de esta técnica es la heterogeneidad del tamafio de particula (70 a 200nm) y la exposicion

del principio activo al solvente organico y a altas temperaturas (Mozafari MR, 2005)

5.7.2.2. Remocion de detergente

Utiliza una solucion acuosa detergentes en su concentracion critica de micela para
solubilizar los lipidos y el principio activo. Posteriormente el detergente se retira mediante
dialisis; durante este proceso, los fosfolipidos se conglomeran hasta formar liposomas tipo
LUV (Meure LA, 2008).

5.7.2.3. Evaporacion de fase reversa

Este método implica un gran avance en la tecnologia de fabricacion de liposomas dado que
permite, por primera vez, la preparacion de liposomas con una alta proporcion de espacio

acuoso, por lo tanto, una alta capacidad para encapsular grandes cantidades de farmaco.

Esta técnica se basa en la creacion de micelas invertidas, las cuales son formadas mediante
sonicacion de la mezcla del buffer acuoso con las moléculas que seran encapsuladas y la
fase organica en la que también se pueden integrar farmacos hidrofébicos. La eliminacion

lenta del solvente organico produce un estado viscoso en forma de gel. En algun punto
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critico del proceso, el exceso de fosfolipidos forma una bicapa completa alrededor de las
micelas, lo que resulta en la formacion de liposomas. Los liposomas hechos por este
método pueden ser fabricados de una amplia gama de lipidos y tienen una relacion de
volumen acuoso-lipidico cuatro veces mayor que los liposomas multilaminares. (Szoca F,
1978; Zalba S, 2011; Akbarzadeh A, 2013)

5.7.3. Homogenizacion del tamafio de particula
5.7.3.1. Sonicacion

La sonicacion es posiblemente el método més utilizado para la preparacion de SUV. Aqui,
las MLV son sonicadas en un bafio de agua o en un sonicador de probetas bajo atmosfera
pasiva. Las principales desventajas de este método son: volumen interno reducido,
eficiencia de encapsulado baja, eliminacion de moléculas grandes y presencia de MLV
entre SUV (Uhumwangho MU, 2005).

5.7.3.2. Extrusion

Esta técnica implica la filtracion repetida de MLV por membranas de poro micrométrico a
alta presion (500-800 psi). Aunque permite obtener un tamafio de particula homogéneo, es

dificil alcanzar temperaturas elevadas y el volumen de trabajo es limitado (50 mL méaximo).

El uso de fosfolipidos y colesterol para la formulacion de sistemas de liberacion
liposomales convencionales no evita la union con proteinas séricas y por lo tanto, el
reconocimiento de sistema reticuloendotelial (SRE), que promueve su eliminacion de
circulacién sistémica. Se han desarrollado estrategias para eliminar estas dificultades
mediante el revestimiento de la superficie liposomal con moléculas inertes para formar una

barrera espacial.
5.7.4. Liposomas de circulacién prolongada (Stealth)

Los primeros estudios enfocados en disminuir la captura de liposomas por el SRE los llevé
a cabo Papahadjopoulos en 1988, quien intentd imitar la membrana de los eritrocitos

mediante el uso de derivados de gangliosidos y acido sialico como el monosialogangliosido
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(GM1) (Immordino ML, 2006). El siguiente paso fue incrementar la hidrofilidad de

superficie liposomal con el uso de polimeros inertes (Ceh B, 1997).

El concepto se basa en que los polimeros hidrofilicos o los glicolipidos como el
polietilenglicol (PEG), poseen una cadena flexible que ocupa el espacio inmediato
adyacente a la superficie de la vesicula (capa periliposomal), que tiende a excluir
macromoléculas (figura 18). Consecuentemente, la opsonizacion de componentes
plasmaticos es impedida y la interaccion con el SRE es inhibida. También se especula que
la presencia de polimeros como el PEG unidos al nanosistema forman un revestimiento de
agua en la superficie, de esta manera podria pasar inadvertido por el sistema fagocitico
mononuclear (Nagayasu A, 1999; Moghimi SM, 2003).

Se ha comprobado que la inclusion de PEG a la membrana liposomal incrementa su vida
media en circulacion en cerca de 18 veces en comparacion con aquellas formulaciones que

carecen del glicolipido (Blume G, 1990).

Figura 18. Liposomas pegilados de circulacion prolongada (Stealth) (Stathopoulos GP, 2012).
5.7.5. Acumulacion en tumores

Los liposomas stealth, en virtud de su alta estabilidad y biodisponibilidad en plasma
provista por los grupos pegilados unidos a la membrana lipidica, favorece la acumulacién
pasiva en el tejido tumoral, beneficiandose del efecto de aumento de retencion y
permeabilidad, conocido como EPR (Enhanced Permeability and Retention), que consiste

en el incremento de la permeabilidad de macromoléculas en el tumor debido a las
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fenestraciones causadas por la angiogénesis, asociado a la pobre eliminacion linfatica y al
lento retorno vascular (figura 19) (Cattel L, 2003; Maeda H, 2010, 2013; Fang J, 2011).

Figura 19. Acumulacién de liposomas en tejido canceroso aprovechando el erratico microambiente tumoral
(Perrault SD, 2010).

5.7.6. Mecanismo de accion de los liposomas

Hasta el dia de hoy no se ha dilucidado en su totalidad la forma en que operan los
liposomas. En la figura 20, se muestra los diferentes mecanismos accién que siguen los
liposomas. Los liposomas pueden adsorberse en la superficie celular de manera especifica
(@) o inespecifica (b). También se pueden fusionar con la membrana celular (c), y liberar su
contenido en el citoplasma, o puede desestabilizarse por ciertos componentes celulares
cuando se adsorben a la superficie de la célula (d), de esta manera el farmaco liberado
puede ingresar a la célula mediante micropinocitosis. Puede existir un intercambio de los
componentes lipidicos de los liposomas con la membrana celular mediado por proteinas de
transferencia (e) o ser sujetos a endocitosis especifica o no especifica (f). En el caso de la

endocitosis, el liposoma puede ser liberado por el endosoma en el lisosoma (g) o, en la ruta
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hacia el lisosoma, el liposoma puede provocar la desestabilizacion del endosoma (h), lo que

resulta en la liberacion del farmaco en el citoplasma (Torchilin VP, 2005, 2012).

Liposome

f Endosome i
@)@ < —

Figura 20. Mecanismos de accion propuestos para formulaciones liposomales (Torchilin VP, 2005).

5.7.7. Farmacocinética de los liposomas.

Una propiedad notable de los liposomas que los hace excelentes sistemas de liberacion es
su capacidad de alterar la farmacocinética del farmaco asociado, la cual es intimamente
relacionada a las propiedades fisicoquimicas de la nanoplataforma. En comparacion con el
farmaco libre o convencional, el sistema liposomal modifica la absorcion, biodistribucion y
eliminacién del agente, resultando, cominmente en un aumento de la eficacia y seguridad,
debido a la disminucion de la toxicidad. (Mamot C, 2012; Gabizon A, 2012; Gusella M,
2014).

Después de su administracion intravenosa, los liposomas circularan en la sangre con una
vida media determinada por su tamafio, carga y composicion de la membrana. Se sabe que
tamafios de particula pequefios tienen tasas de eliminacion mas lentas que aquellos con

tamafios superiores (Allen TM, 1995). Tiempos de retencion prolongados en sangre otorgan
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mayor oportunidad de distribucion hacia su sitio blanco, traduciéndose en el incremento de

duracion del efecto terapéutico (Dlizgunes N, 1999; Yamashita F, 2013).

Una vez en circulacién, las opsoninas plasmaticas (inmunoglobulinas, C3b, fibronectina,
proteina C reactiva, entre otras) son adsorbidas a la superficie liposomal, disparando el
reconocimiento del SRE mediante receptores, principalmente del complemento (Papisov
MI, 1998; Ait-Oudhia S, 2014). El principal sitio de eliminacion de los liposomas y sus
principios activos asociados es el SRE, particularmente en las células de Kupffer en el
higado y con la unién a macrofagos en el bazo; en menor medida también se puede
presentar concentraciones bajas en médula désea y ndédulos linfaticos (Woodle MC, 1992;
Liu D, 1997; Harasym TO, 1998).

Extensos estudios clinicos de doxorrubicina liposomal pegilada —formulaciones
actualmente en comercializacion para el tratamiento de cancer de mama-, con un tamafio de
particula promedio de 100nm, demuestran que mantienen una liberacion prolongada,
proveyendo niveles de exposicion consistentes del farmaco al tumor (Drummond DC,
2008). Se observo una vida media (ti) de 48-72 horas comparadas con las 4 horas del
farmaco convencional, demostrando la alta estabilidad de la formulacion; la eliminacion
(CI) disminuye de 73L/h/m? en el agente convencional a 24L/h/m? en el liposomal. La
doxorrubicina liposomal alcanza una concentracion maxima en plasma cerca de 1000 veces
superior al farmaco libre; cominmente, menos del 1% menos del convencional llega al
tumor mientras que el liposoma tiene una concentracion intratumoral de 10 veces més
(Woodle MC, 1995; Harrington KJ, 2002; Lao J, 2013). Todo esto permite modificar el
esquema de dosificacion; la doxorrubicina convencional es administrada a 60-90mg/m?
cada 3 semanas mientras que la liposomal se administra a 40-50mg/m? cada 4 semanas
(Green AE, 2006). En este mismo contexto, se ha demostrado que la encapsulacion de
doxorrubicina disminuye los efectos secundarios caracteristicos del antineoplésico,
manteniendo la eficacia antitumoral; el principal beneficio es la marcada disminucion en la
toxicidad cardiaca (Alberts DS, 1997; Theodoulou M, 2004).

Previamente, nuestro grupo de trabajo realizo estudios farmacocinéticos de una nueva

formulacién de cisplatino liposomal en ratas Wistar, administrando 6mg/kg de peso. Se
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encontrd que los parametros del cisplatino convencional se ven modificados de manera
significativa al encapsularse. Las concentraciones en plasma del farmaco convencional
caen rapidamente durante las dos primeras horas, despues de estas apenas es detectable;
resultados que concuerdan con lo reportado en la literatura (Newman MS, 1999; Wang S,
2003.). De manera contraria, las concentraciones plasmaticas en el grupo de cisplatino
liposomal decrecen lenta y sostenidamente encontrandose valores altos inclusive 48 horas

después de la administracién (figura 21).
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Figura 21. Concentracion plasmatica de cisplatino en razon del tiempo obtenidas tras la administracion V.I. de
6mg/kg de cisplatino convencional (rojo) y cisplatino convencional (verde). Cada punto representa el
promedio de 6 animales £SEM (Toro A, 2010).

El volumen de distribucidn (Vg) disminuy6 practicamente a la mitad, lo que indica menor
farmaco en tejidos y mayor retecion en plasma. Cl disminuyé casi 80 veces y ti, aumenta
casi 4 veces. Los resultados anteriores se sintetizan en el aumento de casi 70 veces en el
valor del area bajo la curva (ABC) para la formulacion liposomal (figura 22) (Toro A,
2010).

Parametro Cisplatino convencional Cisplatino liposomal
vd (mL/kg) 311.26 + 39.29 154.73 + 21.7*
ABC  (pg-h/mL-kg) 10.46 + 2.57 749.42 + 136.89 *
ti2a (h) 0.16 + 0.036 1.88 £+ 0.16*
tiszg () 9.41 + 546 31.54 + 5.97*
Cp® (ng/mL) 21.40 + 3.59 44.26 + 8.38*
cl (mL/h) 741.01 + 151.25 9.29 + 1.47*

Figura 22. Parametros farmacocinéticos de dos formulaciones analizadas. Los datos corresponden al
promedio de 6 experimentos +SEM. *p<0.05 (Toro A, 2010).
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5.7.8. Efectos adversos producidos por los liposomas

Se han detallado pocos efectos secundarios producidos por la administracion de liposomas
y ninguno de ellos es grave, comunmente estos malestares son asociados al farmaco
encapsulado. Diferentes ensayos clinicos demuestran la disminucion de efectos adversos en
tratamientos liposomales en comparacién con los convencionales (Perez AT, 2002; Hong
RL, 2008; Kaminskas LM, 2012), por ejemplo, la encapsulacion de antineoplasicos atenla

la toxicidad aguda como nausea, emesis y alopecia (Hong RL, 2001).

El principal efecto desfavorable es la eritrodisestesia palmo-plantar (PPE) o sindrome
mano-pie, que consiste en un cuadro gue inicia con hormigueo y parestesia en las plantas
que evoluciona a descamacion de la piel; los sintomas empeoran con dosis altas y repetidas.
Aproximadamente el 23% de los pacientes la padecen en algin punto del tratamiento. La
edad, raza, indice de masa corporal, estadio o histologia no afectan estadisticamente entre
los pacientes con PPE. (Green AE, 2006; Ko EM, 2013). Sin embargo, se ha visto
claramente que la aplicacién dérmica de cremas antioxidantes con alto factor de proteccion

solar es una excelente estrategia para evitar su desarrollo (Lademann J, 2014).

Se han presentado reacciones de hipersensibilidad aguda, caracterizada por enrojecimiento
general, edema facial, cefalea, dolor de cuerpo, hipotensién y disnea. Esta reaccién se ha
registrado en aproximadamente el 6.8% de los pacientes tratados con formulaciones
liposomales y comunmente ocurren en la primera administracion (Uziely B, 1995). El 3.6%
reportd nausea y vomito, el 4.5% experimentaron con desordenes en mucosas, diarrea y en

casos raros hepatomegalia y esplenomegalia (Drummond DC, 1999; Iwamoto T, 2013).
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6. JUSTIFICACION

Estudios recientes demuestran el sinergismo entre el cisplatino -uno de los antineoplasicos
mas utilizados- y el agente antihormonal mifepristona en modelos tumorales tanto in-vitro
como in-vivo; sin embargo, su baja especificidad por el sitio tumoral produce graves efectos
secundarios que limitan su dosificacion. Es por esto que la posibilidad de desarrollar un
sistema liposomal que facilite el transporte de estos dos farmacos, promueva su
acumulacion pasiva en el blanco terapéutico y reduzca los efectos adversos en comparacion
con los agentes convencionales, plantea una prometedora alternativa terapéutica en el

tratamiento del cancer.

7. HIPOTESIS

Una formulacion liposomal de cisplatino - mifepristona incrementara el efecto terapéutico

en el tratamiento de CaCu al ser evaluado en estudios in vitro e in vivo.
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8. METODOLOGIA Y MATERIALES
8.1. REACTIVOS

El cisplatino, mifepristona, cloruro de niquel, promegestona, bicarbonato de sodio, cloruro
de potasio, cloruro de sodio, cloruro férrico, tiocianato de amonio y dietilditiocarbamato
sodico, fueron obtenidos de Sigma-Aldrich®. El fosfato de potasio monobésico y el fosfato
de sodio dibasico, son de J. T. Baker®. Cristal violeta de Hycel de México®. Cell
Proliferation Kit Il (XTT) de Roche®. Cell Cycle Reagent y Nexin Reagent de Guava®.

Los lipidos empleados para la elaboracion de los liposomas, fosfatidilcolina hidrgenada de
soya (HSPC), colesterol y diesteroilglicerofosfoetanolamina (DSPE-mPEG;y), Sse

obtuvieron de Avanti® Polar Lipids Inc.
8.2. SOLVENTES

El acetonitrilo y metanol grado cromatogréfico, obtenidos de Honeywell®. El cloroformo
grado reactivo es Merck®. Acido acético glacial y formaldehido de J. T. Baker®. El agua
empleada para cromatografia y preparacion de soluciones se obtuvo del sistema Direct-Q
UV de Millipore®.

8.3. ELABORACION DE LIPOSOMAS CARGADOS DE CISPLATINO

Inicialmente se probd la encapsulacion por separado de cada uno de los principios activos
(cisplatino y mifepristona), esto debido a las diferencias en su naturaleza fisicoquimica y
por lo tanto, diferentes metodologias de elaboracién.

La encapsulacion de cisplatino se realiz6 mediante la técnica de evaporacion de fase
reversa basada en estudios previos (Stathopoulos GP, 2010; Kalra J, 2013). Los
componentes de la bicapa lipidica son HSPC, colesterol y DSPE-mPEGyy. Para su
elaboracion, los lipidos se disuelven en una mezcla de cloroformo-metanol; a la par se
prepara una solucion sobresaturada de cisplatino en agua destilada estéril a 65° C con
agitacion magnética. Posteriormente, se gotea la solucion cloroférmica a la acuosa lo que

da lugar a la formacién de los liposomas, se transfiere a un rotavapor acomplado a
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sonicador para eliminar los solventes organicos y sonicacion constante para reducir el
tamafio de particula durante 2 horas. Concluido el timpo, el matraz que contiene los
liposomas se depositan en un desecador de vacio durante 12 horas para eliminar cualquier

residuo de solvente.

8.4. ELABORACION DE LIPOSOMAS CARGADOS DE MIFEPRISTONA

La formulacion de mifepristona liposomal también se realizd6 mediante la técnica de
evaporacion de fase reversa. A diferencia de la preparaciéon de liposomas de cisplatino, en
este caso los fosfolipidos y la mifepristona se disuelven juntos en una solucién de
cloroformo-metanol que se gotea en un volumen conocido de agua destilada estéril
atemperada a 65° C. La mezcla se tranfiere al rotavapor durante 2 horas con sonicacion
constante. Terminado el tiempo, se elimina el solvente organico remanente en desecador de

vacio durante 12 horas.

8.5. COENCAPSULACION DE CISPLATINO Y MIFEPRISTONA

Este sistema liposomal se conforma de los lipidos HSPC, colesterol y DSPE-mPEG2u0
como componentes estructurales de membrana, el antihormonal mifepristona y el agente

antineoplasico cisplatino.

La coencapsulacion de los dos principios activos se realizd mediante el método de
evaporacion de fase reversa. En este caso, la mifepristona, debido a su liposolubilidad, se
disolvi6 junto con los fosfolipidos en una mezcla de cloroformo—metanol,
simultdneamente, el cisplatino se disolvid en agua destilada estéril. La solucion organica se
gotea lentamente en la solucidon acuosa para la formacion de la emulsion liposomal y se
lleva al rotavapor por 2 horas con sonicacion constante para inducir un tamafio de particula
pequefio y homogéneo. Finalmente, se lleva al desecador de vacio por 12 horas para

eliminar remanentes de solvente orgéanico y se almacena en refrigeracién a 4° C.

8.6. ELIMINACION DEL FARMACO NO ENCAPSULADO

Para la purificacion del sistema liposomal se eliminaron de los agentes activos no
encapsulados utilizando los siguientes procedimientos:
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8.6.1. Eliminacion del cisplatino no encapsulado

La separacion del cisplatino libre se llevd a cabo por dialisis con una membrana
semipermeable Spectra/Por® con tamafio de poro de 12 000 MWCO durante 4 horas con
agitacion a temperatura ambiente. EI medio de didlisis se constituye de solucién de cloruro
de sodio 0.9% en proporcion 20:1 (v/v) con respecto al volumen de liposomas y fue
sustituido cada dos horas para evitar su saturacion; se tomaron muestras a la 1, 2, 3y 4

horas para cuantificacion por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).
8.6.2. Eliminacion de la mifepristona no encapsulada

La mifepristona no atrapada se retir0 mediante cromatografia de exclusién molecular
utilizando una columna PD-10 GE Healthcare® preempacada con sephadex G-25M y agua
destilada estéril como fase mdvil. Los liposomas se agregaron a la columna y se
recolectaron 40 fracciones de 1mL cada una. En cada una de las fracciones se cuantifico la
cantidad de fosfolipidos con la finalidad de conocer el volumen en el que eluyen los
liposomas; también cuantifico la concentracion de mifepristona utilizando HPLC, para

conocer el rango de las fracciones que contienen liposomas y aquellas con el farmaco libre.

Como método adicional de purificacion, las fracciones relevantes obtenidas de la
cromatografia se concentraron al volumen inicial por ultrafiltracion a 5 000 rpm utilizando
filtros para centrifuga Amicon® de 10 000 MWCO. De igual manera, se determin la
presencia de mifepristona en el filtrado.

8.7. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
8.7.1. Tamafio de particula

La prueba se basa en la técnica de dispersion dindmica de luz a 90° producida con un Zeta

Sizer 90 Plus de Brookheaven Instruments Corporation®.

Antes de depositar la muestra en la celda de lectura, esta se lava con una solucion de
cloruro de potasio (KCI) 10mM para eliminar impurezas que pudieran interferir con la

lectura; se agregan 2mL de la solucion de KCI y 5uL del calibrador estandar de nanoesferas
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de poliestireno provisto por Duke Scientific®, se homogeniza y se ejecuta la lectura. La
medicion de la muestra liposomal se realizd de la misma manera, agregando 5uL de

muestra en lugar de estandar.
8.7.2. Potencial de membrana (Potencial Z)

También conocido como potencial Z, es una prueba de estabilidad del sistema liposomal
que calcula las cargas superficiales de atracciéon y repulsion entre las particulas y que
permiten mantener la formulacién es suspension. Consiste en la disolucion del estandar
calibrador en 5mL de una solucién de KCI 1mM. La celda se lava dos veces y se llena con
1.8mL con la solucién anterior. Se introduce el electrodo que hara la medicién a la celda y

se conecta al Zeta Sizer 90 Plus®.

Las muestras liposomales se leen de la misma manera, con la diferencia de afiadir 10uL de
la formulacion en 1.8mL de solucion de cloruro de potasio. Los parametros de lectura son:
temperatura de 25° C, pH de 7.4 y el tamafio de particula correspondiente a cada una de las

muestras.
8.7.3. Cuantificacion de fosfolipidos

La determinacion de la concentracion de fosfolipidos en una muestra liposomal se basa en
el método colorimétrico descrito por Stewart (Stewart JC, 1980), el cual se basa en la
reaccion entre el grupo fosfato de los fosfolipidos con el ferrotiocianato de amonio,
formando un complejo detectable a 488nm; permite medir concentraciones en un rango de
0.01a 0.1mg.

El calculo de la concentracion se realiza mediante una curva patrén con concentraciones
que van de 0.02 a 0.08mg/mL de HSPC como estandar. Para la preparacion de las muestras
se realiza una dilucion 1:10 de la muestra liposomal de la cual se tomaron 20uL que son
llevados a sequedad total. Se rehidrat6 con 15uL de agua desionizada y se repitio el proceso
de secado. Los lipidos se resuspendieron en 750uL de cloroformo y se agitd hasta

homogenizar perfectamente. Seguido, se afiadié 750uL de ferrotiocianato de amonio, se
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agitd de nuevo para promover la reaccion y se retird la fase acuosa. La fase organica se

deposita en una celda de cuarzo para obtener la lectura mediante espectrofotometria.
8.8. CUANTIFICACION DEL FARMACO ENCAPSULADO
8.8.1. Extraccidn y cuantificacion de cisplatino liposomal

La determinacion de la concentracién de cisplatino en la suspension liposomal se realizé
utilizando un método de HPLC desarrollado y validado en el laboratorio (Lopez-Flores A,
2005) el cual se describe a continuacién: a muestras de 100uL de liposomas se agrega
cloruro de niquel como estandar interno (E.l.) y acetonitrilo para disolver la bicapa lipidica
y liberar el cisplatino, se centrifuga a 10 000 rpm por 10 minutos a 4° C para la
precipitacion de los lipidos. El sobrenadante se lleva a sequedad bajo atmodsfera de
nitrogeno y el residuo se resuspende en solucion salina 0.9%, se adiciona
dietilditiocarbamato sédico (DDTC) como agente derivatizante; la mezcla se incuba a 37°
C en un termomezclador Eppendorf® para promover la reaccion. El platino-DDTC se extrae
con cloroformo, se centrifuga para separar las fases y finalmente, la fase organica se inyecta
al equipo de HPLC.

La concentracion del principio activo encapsulado se calcula interpolando de la relacién de
altura del pico de la muestra con el E.l. obtenido del cromatograma en una curva patron

preparada a partir de liposomas blanco (sin carga de farmaco) en un rango de 0 a 10ug/mL.

8.8.2. Condiciones cromatograficas para la cuantificacion de cisplatino liposomal

El equipo cromatografico consta de un modulo de separacion modelo 2695 acoplado a un
detector de luz UV modelo 2489 (Waters®). Para la separacion se utilizé una columna de
fase reversa Symmetry® C18 (3.9 x 150mm) de 5um de tamafio de particula, mantenida a
23° C. La fase movil se compuso de agua—metanol-acetonitrilo, en proporciéon 28:40:32
(v/v) respectivamente, a flujo de 1.8mL/min. EL volumen de inyeccion de muestra es 20uL

y la deteccion se realiza a 254nm.
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8.8.3. Extraccidn y cuantificacion de mifepristona liposomal

A partir de una diluciéon 1:100 de la muestra de liposomas, se afiade promegestona como
E.l. a una concentracion de 4ug/mL y acetonitrilo para desintegrar la envoltura lipidica; se
agita en vortex y se lleva a centrifugacion a 10 000 rpm durante 10 minutos y 4° C para
precipitar y descartar los fosfolipidos. Se inyectan 20uL del sobrenadante directamente al

equipo cromatogréafico.

De igual forma que la cuantificacion de cisplatino, la relacion de picos de mifepristona y El
arrojados en el cromatograma se interpola en una curva patron con rango de 0 a 16ug/mL

para determinar la concentracion exacta de farmaco presente en los liposomas.
8.8.4. Condiciones cromatograficas para cuantificacion de mifepristona liposomal

Se utilizo el equipo cromatografico mencionado anteriormente. La columna de separacion
consistio en una Symmetry C18 mantenida a 20° C. La fase movil consistio en agua—
acetonitrilo, en proporcion 10:90 (v/v) respectivamente, flujo de 0.8mL/min y 50uL de

volumen de inyeccidn. La deteccion se realiza a 302nm.
8.9. ESTUDIOS IN-VITRO
8.9.1. Linea celular

La linea celular de céncer cervical humano HelLa fue obtenida de American Type Culture
Collection (ATCC) y mantenida de manera rutinaria en monocapa en medio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) de Gibco® suplementado con suero fetal bovino (SFB) e
incubada a 37° C bajo atmosfera de CO, al 5% y alta humedad.

8.9.2. Inhibicion del crecimiento celular

Para este ensayo se sembraron células HeLa en medio DMEM enriquecido con 10% SFB a
una densidad de 2x10%pozo en placas de 12 pozos. Después de 6 horas las células fueron
lavadas y expuestas a los farmacos convencionales y liposomales. Para la exposicion de

cisplatino las concentraciones estuvieron en un rango de 0-30uM; mientras que la

42



concentracion de Mifepristona convencional fue de 0-9 uM, esta concentracion equivale a
la concentracion encapsulada en la formulacion. El grupo control se expuso a la mayor
concentracion de fosfolipidos que contiene la formulacion de cisapltino-mifepristona a la

concentracion mas alta de la curva.

Las células se cultivaron en condiciones estandar por 5 dias. Al final del experimento la
viabilidad celular se determind utilizando un ensayo de XTT vy de cristal violeta. Todos los
experimentos se realizaron 3 veces (n=3) por triplicado cada uno, utilizando soluciones y

liposomas recién elaborados.
8.9.2.1. Ensayo de viabilidad celular por XTT

Técnica que se basa en la ruptura de la sal tetrazolium [sodio 2,3-Bis(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-carboxanilida] para formar un complejo de color naranja de
formazén; esta reaccion puede ser llevada a cabo Unicamente por aquellas células

metabdlicamente activas con mitocondrias intactas.

La metodologia se siguié como se muestra a continuacion: al término de las 120 horas de
exposicion a los tratamientos se retir6 el medio de cultivo de los pozos, se lavaron dos
veces con PBS, se agregd 500uL por pozo de medio DMEM 10% SFB sin rojo fenol
adicionado con reactivo XTT. La absorbancia fue medida en un lector de placa (Multiskan
MCC de Termo Electron Corp®) a 492nm y 690nm.

8.9.2.2. Ensayo de viabilidad celular por cristal violeta

El ensayo de XTT se corroboro con la técnica de cristal violeta, la cual se basa en el ingreso
del colorante al interior de las células con integridad de membrana comprometida,

fendmeno que no sucede en aquellas con membrana intacta (Salgado M, 2002).

El medio se retird y las células fueron lavadas dos veces con PBS y se fijaron con formol
10% (v/v) durante 24 horas. El dia del ensayo se retira el formol y las células se tifieron con
el colorante de cristal violeta. La tincion fue removida con acido acético glacial 33%; las

placas fueron leidas a una longitud de onda de 570nm en un lector de placa.
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8.9.3. Andlisis del ciclo celular

Se sembraron 2x10° células en cajas de 25cm?, fueron sincronizadas y 24 horas después el
medio se remplaz6 con medio fresco conteniendo cada uno de los compuestos a la
concentracion de 6.6uM; se decidid esta concentracion dado que inhibe aproximadamente
el 50% de las células sembradas. A los dias 5 y 9 postratamiento las células fueron
levantadas con PBS-EDTA, lavadas dos veces con PBS, fijadas con etanol al 70% (v/v) y
almacenadas a 4° C hasta su analisis. El dia del ensayo, se removio el solvente de la
muestra y se lavo con PBS. La tincion del ADN se realizé con el kit Cell Cycle Reagent por
30 minutos en oscuridad. El andlisis se efectué por citometria de flujo utilizando un
citdmetro Guava EasyCyte de Millipore®, adquiriendo 1x10* eventos. El estudio de
resultados se llevd a cabo mediante el software Guavasoft. Se realizaron 3 experimentos

independientes.
8.9.4. Analisis de apoptosis

Las células fueron sembradas y tratadas como se mencioné anteriormente. El analisis de la
apoptosis celular se realiz6 a los 5 y 9 dias después de la exposicién a los farmacos; las
células fueron despegadas con PBS-EDTA y se tomaron 10,000 células para el ensayo. A
estas células se les adiciond el reactivo Guava Nexin Reagent siguiendo las instrucciones
del fabricante. El andlisis se realizé por citometria de flujo en un total de 1x104 eventos
utilizando un Citémetro Guava EasyCyte de Millipore®. Los resultados fueron analizados
con el software Guavasoft. EI ensayo fue realizado por triplicado, realizando tres

experimentos independientes.
8.10. ESTUDIO IN-VIVO
8.10.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones nu/nu hembras de 6-7 semanas de edad con peso promedio de 20g,
mantenidos en condiciones libres de patdégenos y alimentados ad libitum, obtenidos del
Instituto de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ).
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El protocolo para el manejo y cuidado de los animales se disefi6 de acuerdo a los
lineamientos establecidos por la NOM-062-Z0O0-1999, Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
8.10.2. Evaluacion terapéutica y toxicidad sistémica

Los ratones fueron inoculados via subcuténea con 5x10° células de la linea HeLa en la parte
superior del lomo; una vez que se alcanzé un volumen tumoral aproximado de 7x7mm
(150mm?®) se dividieron aleatoriamente en grupos de 5 ratones cada uno y se procedi6 a

administrar los tratamientos como se muestra en la figura 23.

Grupo | Tratamiento Esquema de administracion

1 Control Sin tratamiento

2 Liposomas blanco 120mg/kg/semana x 3 semanas |.P.
3 Cisplatino convencional 3mg/kg/semana x 3 semanas |.P.

4 Mifepristona convencional 1.3mg/kg/semana x 3 semanas S.C.
5 Cisplatino/Mifepristona convencional Misma dosis y esquema anteriores
6 Cisplatino liposomal 3mg/kg/semana por 3 semanas

7 Cisplatino/Mifepristona liposomal Misma dosis y esquema anteriores

Figura 23. Descripcion de tratamientos y esquema de administracion de los grupos experimentales in-vivo.
Via intraperitoneal (IP), via subcutanea (SC).

La eficacia terapéutica fue evaluada durante 6 semanas bajo el seguimiento del crecimiento
tumoral, midiendo dos diametros perpendiculares con un vernier digital. EI volumen
tumoral se determind usando la siguiente formula: V = n/6 (diametro mayor [diametro
menor]?) (Medina LA, 2008)

La valoracion de la toxicidad se realizo con el registro semanal del peso corporal de los

animales durante todo el experimento.
8.10.3. Actividad metabdlica tumoral

Se evaluo la actividad metabolica tumoral mediante imagen molecular en la primera y
Gltima semana del estudio, administrando como radiofarmaco fluorodesoxiglucosa (*°F-
FDG) y utilizando un equipo microPET/CT Albira ARS®. Se inyectaron 100uCi del
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radiofarmaco via IP; posteriormente, se adquirieron las imagenes 30 minutos después para
permitir su biodistribucion. Durante el estudio los ratones se mantuvieron bajo anestesia. La
actividad metabolica se determiné cuantificando la captacion de glucosa en la zona tumoral
(Pérez-Lopez B, 2011).

8.11. ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la diferencia entre los diferentes tratamientos administrados se realiz6 un
analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de una prueba de Bonferroni utilizando
el software de anélisis estadistico SPSS® version 20. Se establecié p<0.05 como diferencia

estadisticamente significativa.
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9. RESULTADOS
9.1. ELABORACION DE LIPOSOMAS
9.1.1. Liposomas cargados con cisplatino

Se elaboraron 4 lotes de liposomas cargados con cisplatino mediante la técnica de
evaporacion de fase reversa, utilizando agua destilada como diluyente; se obtuvieron
concentraciones promedio de 989.7 pg/mL £82.9, tamafio de particula de 132nm %6.1,

potencial Z de -36.12mV %1.1 y concentracion de fosfolipidos de 29.8mg/mL £3.4.
9.1.2. Liposomas cargados con mifepristona

Debido a que la mifepristona es un farmaco liposoluble y estructuralmente similar al

colesterol, se propone que este farmaco pueda intercale en la membrana.

Inicialmente, se desarrollaron 3 lotes de liposomas de mifepristona a concentraciones de 1,
5y 10M, con la finalidad de obtener la mejor proporcion de farmaco encapsulado. La
concentracion de mifepristona encapsulada fue 176, 475 y 496ug/mL respectivamente. La
concentracion inicial que se decidi6o utilizar fue 5M, debido a que el rendimiento de
encapsulacion es mejor que 10M; este Gltimo no mostrd concentraciones significativamente
superiores, utilizaba el doble de principio activo que al final no se atrapaba y tendria que

ser removido.
9.1.3. Coencapsulacién de cisplatino y mifepristona

Una vez que se establecié la metodologia para la elaboracién de liposomas cargados con
cada compuesto encapsulado de manera individual, se procedié a la coencapsulacion de los
dos farmacos en un mismo sistema liposomal, logrando concentraciones suficientes para

realizar los ensayos in-vitro e in-vivo. Los resultados se muestran en la figura 26.
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9.2. ELIMINACION DE LOS FARMACOS NO ENCAPSULADOS

La purificacion de la coencapsulacion se llevd a cabo, primeramente, por dialisis con
membranas semipermeables para eliminar el cisplatino por 6smosis; el descarte de la
mifepristona libre se realizd mediante cromatografia por exclusion molecular con columnas
PD-10; se recolectaron 40 fracciones de 1mL cada una y se procedié a cuantificar su

contenido de fosfolipidos para determinar la presencia de liposomas (figura 24).
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Figura 24. Concentracion de fosfolipidos en las fracciones recolectadas de la cromatografia por exclusion de
tamafio en PD-10.

Se concluyo que los liposomas eluyen en las fracciones 2 a 8, siendo estas las recolectadas
y concentradas a su volumen inicial. Adicionalmente, se cuantificd la concentracion de
mifepristona liposomal en estas mismas 40 fracciones para comprobar si el método de

purificacién era eficiente (figura 25).
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Figura 25. Perfil cromatogréfico de la mifepristona liposomal libre en columna PD-10.

La mifepristona libre eluye a partir de la fraccion 11, lo que demuestra ser un método de

separacion efectivo dado que el farmaco no encapsulado y los liposomas no se traslapan.
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9.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS LIPOSOMAS
9.3.1. Tamafo de particula

Durante la elaboracién de las diferentes formulaciones liposomales, el tamafio de particula
fue homogenizado por sonicacion permanente, dando como resultado vesiculas con

tamafios promedio de 116.8nm +13.1 (figura 26).
9.3.2. Potencial de membrana (Potencial Z)

El potencial Z o potencial de membrana en formulaciones liposomales es una medida de
estabilidad de la suspension. Un rango de -30mV a -50mV indica baja propension a flocular
y adhesion entre las particulas. Los lotes elaborados mostraron un potencial en un rango
entre -35 y -45mV (figura 26).

9.3.3. Cuantificacién de fosfolipidos

Aun cuando los fosfolipidos estructurales de los liposomas les confieren biocompatibilidad
con el organismo, la concentracion es importante. La concentracién promedio de
fosfolipidos obtenidas en los lotes de liposomas preparados fue de 36.4mg/mL +1.3 (figura
26).

Por otro lado, en el primer lote elaborado, la concentracion de ambos farmacos
encapsulados fue baja en comparacion con los liposomas cargados con una sola molécula.
La mifepristona, al ser una molécula liposoluble, se intercala en la membrana lipidica,
engrosandola, y el cisplatino, por su naturaleza hidrofilica, se inserta en el ndcleo del
liposoma, creando una lucha de ambos farmacos por un lugar en el sistema y limitando la
concentracion de ambos principios activos. Para los lotes subsecuentes, se modificaron las
condiciones de elaboracion, reduciendo el tiempo de sonicacion, con los que se lograron
concentraciones superiores y muy aceptables en comparacién con ese primer lote; de esta
manera, la cantidad encapsulada de cisplatino y mifepristona son comparables con las

utilizadas en estudios in-vitro e in-vivo con farmacos convencionales.
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Figura 26. Resultados de analisis fisicoquimico de lotes desarrollados. *Valores promedio de lotes +SEM.

Lote Conc. P.A. (ug/mL) | Tamaiio de indice de Potencial Z Conc.
particula polidispersion (mV) Fosfolipidos
(nm) (mg/mL)
Blanco 1-4 - 96.5+2 0.044+0.01 -39.9+1 34.9+0.6
* * * *
MF (1M) 176.3 97.7 0.064 -40.8+0.6 39.9
MF (5M) 475.4 94.4 0.089 -44.910.7 40.4
MF (10M) 496.6 96.1 0.107 -35.1+0.6 35.5
CisPt 1-4 989.7+82.9 13216.1 0.133+0.03 -36.1+1.1 29.8+3.4
* * * * *
CisPt/MF 1-5 CisPt-615.4+45.4 184+56.6 0.216+0.03 -34.9+0.1 37+2.3
MF-175.5+86.3 * * * *
*
CisPt/MF 6-9 CisPt-813.1+103.1 109.3+5.4 0.110+0.02 -38.71£1.2 37.610.4

9.4. CUANTIFICACION DE FARMACO ENCAPSULADO

9.4.1. Cuantificacién de cisplatino encapsulado

MF-381.2+19.5

*

*

*

*

*

La determinacion de la concentracion de cisplatino encapsulado se realizé por HPLC. El

tiempo de retencion del cisplatino fue de 3.2 minutos y 4.1 minutos para el cloruro de

niquel (E.l.) (figura 28). EI método cromatografico presenta una buena selectividad para la

determinacion del cisplatino; la concentracion minima cuantificable es 0.1ug/mL, se

observaron picos bien definidos sin ningun tipo de interferencia en los tiempos de retencion

de los picos de interés. Asimismo, el método mostro linealidad, precision y exactitud en el

rango de 0 a 10pg/mL (figura 27).
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Figura 27. Curva de calibracién de cisplatino. Los valores representan el promedio de 3 repeticiones + D.E.
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Figura 28. Cromatogramas obtenidos de cisplatino por HPLC. a) blanco (matriz de la muestra), b) 10ug/mL
de cisplatino y 25ug/mL de E.l y ¢) cisplatino liposomal.

9.4.2. Cuantificacién de mifepristona encapsulada

La determinacion de la concentracion de mifepristona se realizd utilizando la técnica de

HPLC, interpolando el valor de la muestra liposomal en una curva patron. ElI método

demostrd ser sensible, con picos bien definidos, sin interferencias en los tiempos de

retencion de las muestras y linealidad en el rango de 0 a 16ug/mL (figura 29).
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Figura 29. Curva de calibracién de mifepristona. Los valores representan el promedio de 3 repeticiones + D.E.
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El tiempo de retencion de la mifepristona observado en los cromatogramas fue de 2.6

minutos, mientras que el E.I. aparece aproximadamente a los 3.8 minutos (figura 30).
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Figura 30. Cromatogramas obtenidos de muestras de mifepristona liposomal. a) blanco, b) 4ug/mL de
mifepristona y 4ug/mL E.I. y c) mifepristona liposomal.

9.5. ESTABILIDAD DEL SISTEMA CISPLATINO-MIFEPRISTONA

Como medida de estabilidad para el almacenamiento de formulaciones liposomales, se

cuantifico la concentracion de los principios activos 15 meses después de su elaboracion

(figura 31).

100 A

40 -

% Concentracion
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Mifepristona

Cisplatino
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Figura 31. Estabilidad de las formulaciones liposomales 15 meses después de su elaboracién. Cada barra

representa el promedio del porcentaje de concentracion +SEM.

Se examinaron los lotes 1, 2 y 3 de mifepristona con concentraciones de 1M, 5M y 10M

respectivamente, el lote 1 de cisplatino y el lote 1 de coencapsulacion de cisplatino-
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mifepristona, almacenados a 4° C. Con 15 meses después de su elaboracion, las
concentraciones de los farmacos mostraron una disminucion minima, lo que demuestra la

buena estabilidad de las formulaciones elaboradas.

9.6. INHIBICION DEL CRECIMIENTO CELULAR

En las figuras 32 y 33 se muestra la viabilidad celular después de los distintos tratamientos

evaluados por el método XTT y corroborados por cristal violeta.
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Figura 32. Inhibicién del crecimiento celular de los agentes terapéuticos a 5 dias por XTT. Cada punto
representa el promedio de 3 experimentos individuales realizados cada uno por triplicado £SEM. *Diferencia
significativa entre liposomas blanco vs liposomas de cisplatino-mifepristona a partir de 6.6uM y mifepristona
convencional vs liposomas de cisplatino-mifepristona a partir de 6.6uM (p<0.001).

Los resultados sefialan que concentraciones equivalentes de fosfolipidos entre los grupos de
farmacos liposomales y liposomas blanco no tiene efecto alguno sobre las células, lo que
demuestra que la inhibicion producida por las formulaciones liposomales es efecto de los
farmacos encapsulados. El cisplatino convencional administrado individualmente a
concentraciones elevadas muestra un efecto cercano a las combinaciones, sin embargo estas
Gltimas tienen efectos mas sostenidos y mejores a concentraciones menores. La
combinacién cisplatino-mifepristona tanto convencional como liposomal muestran la

mayor muerte celular a partir de 6.6uM, con un porcentaje de sobrevida menor a 9%, efecto
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superior a las terapias individuales. Se calculd la concentracién inhibitoria 50 (ICsp) de cada
tratamiento: mifepristona no encapsulada 23.5uM, cisplatino liposomal 11.5uM, cisplatino
no encapsulado 7uM, el sistema liposomal de cisplatino-mifepristona 5uM y el tratamiento

simultaneo de cisplatino y mifepristona no encapsulados 2.8uM.
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% Viabilidad +SEM

Concentracion Cisplatino (uM)

Figura 33. Inhibicion del crecimiento celular de los agentes terapéuticos a 5 dias por cristal violeta. Cada
punto representa el promedio de 4 experimentos individuales realizados cada uno por triplicado +SEM.
*Diferencia significativa entre liposomas blanco vs liposomas de cisplatino-mifepristona a partir de 6.6uM y
mifepristona convencional vs liposomas de cisplatino-mifepristona a partir de 6.6uM (p<0.001).

A pesar de que el andlisis estadistico marca diferencia significativa unicamente entre la
formulacion liposomal de cisplatino-mifepristona con respecto a mifepristona convencional
y liposomas blanco, si se observa una marcada tendencia de la coencapsulacion liposomal a
la disminucion del porcentaje de sobrevida en comparacion con los demas tratamientos,
solamente la combinacion cisplatino-mifepristona convencional parece mostrar un efecto
similar. De la misma manera, se calcularon las ICs, de cada uno de los tratamientos
aplicados: los liposomas blanco no muestran inhibicion alguna, mifepristona no

encapsulada 25.5uM, cisplatino liposomal 10uM, cisplatino no encapsulado 7.4uM,
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Cell Cycle Phases (%)

coencapsulacion de cisplatino-mifepristona liposomal 5.7uM vy cisplatino-mifepristona no

encapsulados 3uM.

9.7. ANALISIS DEL CICLO CELULAR

Se estudié la distribucion de las fases del ciclo celular en células HeLa del grupo sin
tratamiento (control), contra el cisplatino liposomal y la coencapsulacion cisplatino-
mifepristona a 5y 9 dias.
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Figura 34. Analisis de ciclo celular a 5 y 9 dias de control versus formulaciones liposomales. *Diferencia
estadisticamente significativa en la fase Sub-GO de las formulaciones liposomales a 9 dias postratamiento con
respecto al grupo control (p<0.05). Cada barra representa el promedio de 3 experimentos individuales
realizados cada uno por triplicado +SEM.

9.8. ANALISIS DE APOPTOSIS

Se analiz6 la muerte celular producida por los tratamientos mediante citometria de flujo a 5
y 9 dias postratamiento. Las siguientes figuras representan el porcentaje de induccién a

apoptosis producida por cada uno de los agentes individuales, combinados y liposomales.
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Figura 35. Apoptosis generada por los agentes terapéuticos tras 5 dias de exposicion con los farmacos.
Comparacion entre el tratamiento contra el control. Las comparaciones entre tratamientos se marcan con
corchete. *Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (p<0.05). **Diferencia
estadisticamente significativa entre el control y el cisplatino liposomal y la mifepristona convencional y
cisplatino liposomal (p<0.001). Cada barra representa el promedio minimo de 3 experimentos individuales
realizados cada uno por triplicado +SEM.
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Figura 36. Comparacion entre dias de la apoptosis inducida los tratamientos liposomales contra el control del
mismo dia. Las comparaciones entre tratamientos se marcan con corchete. *Diferencia estadisticamente
significativa con respecto al control (p<0.05). Diferencia estadisticamente significativa entre control y
liposomas de cisplatino-mifepristona (p<0.001). Cada barra representa el promedio minimo de 3
experimentos individuales realizados cada uno por triplicado +SEM.
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9.9. EVALUACION TERAPEUTICA DEL SISTEMA LIPOSOMAL EN
XENOGRAFOS DE CaCu EN RATONES ATIMICOS

La eficacia terapéutica de la formulacién liposomal de cisplatino-mifepristona fue estudiada
en ratones hembra nu/nu xenotransplantados con células HeLa. Cuando los tumores
alcanzaron un tamario tumoral aproximado de 5x5mm el estudio fue iniciado administrando

los compuestos bajo el esquema mencionado en materiales y métodos.
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Figura 37. Seguimiento del crecimiento tumoral durante 7 semanas de iniciado el tratamiento. Cada punto
representa el promedio de 6-8 ratones +SEM. Las flechas marcan el inicio y final de los tratamientos.
*Diferencia estadisticamente significativa entre el grupo tratado con liposomas de cisplatino-mifepristona y
todos los demas grupos a partir de la cuarta semana (p<0.001).

La figura 37, el grupo control (sin tratamiento), liposomas blanco y mifepristona
convencional, el tumor aumenté alrededor de 7 veces respecto al volumen inicial. El
cisplatino convencional (no encapsulado) y la combinacién cisplatino-mifepristona sin
encapsular, tuvieron un crecimiento de 4.5 veces, mientras que el cisplatino liposomal
inhibié el crecimiento 2.4 veces, sin embargo, los ratones que recibieron la terapia con
liposomas de cisplatino-mifepristona mostraron un mejor efecto con 0.8 veces de
incremento del volumen tumoral con respecto al inicial. Estos resultados se relacionan con

las imagenes de la figura 38, donde evidentemente se muestra un tamafio tumoral final

57



menor (basado en un vernier en el inferior de las imagenes) en el grupo tratado con la
coencapsulacion liposomal, en comparacion con el grupo control (liposomas sin carga de

farmaco) y la combinacién de cisplatino-mifepristona no encapsulados.
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Figura 38. Volumen tumoral final (semana 7) del estudio in-vivo.

En la figura 39 se muestra la comparacion del tamafio tumoral de los diferentes grupos al
final del estudio. Observandose que los tumores de los animales que recibieron el sistema
liposomal de cisplatino-mifepristona son menores en comparacion a los tumores de los
animales que recibieron los farmacos no encapsulados, e incluso que el grupo que tratado

con liposomas de cisplatino.
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Figura 39. Comparacién de tamafio de tumores disecados al finalizar el estudio.

9.10. ACTIVIDAD METABOLICA TUMORAL

La figura 40 muestra la captacion de **F-FDG. La diferencia de intensidad en el color de la

zona tumoral indica el grado de actividad metabolica.

Semana l Semana 7
Cisplatino convencional

Cisplatino liposomal
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Cisplatino-mifepristona liposoma

Figura 40. Captacion de "°F-FDG mediante micro PET/CT al inicio (semana 1) y final (semana 7) del
seguimiento del volumen tumoral.

Las imagenes finales muestran un aumento en la captacion tumoral en los grupos tratados
con cisplatino no encapsulado y cisplatino liposomal respecto a la captacion inicial; sin
embargo, el grupo administrado con el sistema liposomal de cisplatino-mifepristona mostr6
una disminucion de la actividad tumoral al final del tratamiento comparada con la actividad
inicial. Mediante el ensayo de imagen molecular se determiné el volumen de interés
metabdlico (VOI). En la figura 41 se compara el VOI normalizado final (semana 7)
respecto al inicial (semana 1), mostrando un aumento de 3.9 veces en el grupo tratado con
cisplatino no encapsulado, mientras que en el tratamiento de cisplatino liposomal se
observé un aumento de 0.3 veces. Contrario a estos incrementos, los ratones tratados con la
formulacién liposomal de cisplatino-mifepristona disminuyeron, pasando de un VOI

normalizado de 1 a 0.6.
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Figura 41. Volumen de interés normalizado; representa la actividad metabolica tumoral al inicio (semana 1) y
final (semana 7) del seguimiento del volumen tumoral. Las barras de los tratamientos de cisplatino liposomal
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y cisplatino-mifepristona liposomal representan el promedio de 2 ratones; las barras del tratamiento con
cisplatino convencional (no encapsulado) representa 1 raton.

9.11. TOXICIDAD SISTEMICA

La evaluacion de la toxicidad sistémica producida por los diferentes tratamientos -analizada
por la pérdida en el porcentaje de peso corporal- a lo largo del periodo de estudio se

muestra en la figura 40, observando que no hay diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos.
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Figura 42. Peso corporal normalizado de ratones sometidos a los diferentes esquemas de tratamiento.
Promedio de individuos de cada grupo =SEM.
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10. DISCUSION

Actualmente, el cancer cervicouterino es una de las neoplasias malignas con mayor
prevalencia a nivel mundial, principalmente en paises en vias de desarrollo (Lawson HW,
1998. Almonte M, 2010). Es un céancer de lento desarrollo y a pesar de la gran
disponibilidad de pruebas y campafias para su deteccién temprana, un alto porcentaje de
pacientes son diagnosticadas en etapas avanzadas, en las cuales, los tratamientos de
eleccion son radioterapia y quimioterapia. EI farmaco de primera linea para el cancer
cervical avanzado es el cisplatino; sin embargo, presenta graves efectos indeseables asi
como desarrollo de resistencia (Starha P, 2014), lo que limita su administracion. En este
sentido, se han propuesto nuevos métodos para potenciar la respuesta de los antineoplasicos
sin incrementar sus efectos secundarios, como el desarrollo de moléculas analogas al
platino, ejemplo de esto son el carboplatino y oxaliplatino. Ambos tratamientos han
demostrado una ligera disminucién en los efectos secundarios, no obstante, no se ha
obtenido una mejor eficacia (Todd RC, 2009). Otro método es la administracion
concomitante de agentes antineoplasicos y antihormonales como
tamoxifeno/doxorrubicina/ciclofosfamida, cisplatino/mifepristona 0

temozolamida/mifepristona (Ponzone R, 2006. Eroles P, 2010, Llaguno-Munive, 2013).

A pesar de estos avances, la terapia convencional dista mucho de ser ideal, particularmente
por su dificultad para acumularse en tejido tumoral; en este sentido, la nanotecnologia ha
tenido un avance importante en el desarrollo de nanosistemas como los liposomas, para
mejorar  la  eficacia, seguridad, propiedades  fisicoquimicas 'y  perfiles
farmacocinético/farmacodindmicos de diversos agentes. Estos nanosistemas ofrecen una
mejor biodisponibilidad y mayor deliberacion del principio activo a tejido tumoral,
Ilevando a una mejor eficacia terapéutica (Lammers T, 2012; Stapleton S, 2013).

A la fecha se han desarrollado varios sistemas liposomales que encapsulan antineoplésicos
con la finalidad de mejorar la respuesta bioldgica y reducir la toxicidad, asi como controlar
la liberacion del farmaco (Hofheinz RD, 2005). Sin embargo, el desarrollo de sistemas

liposomales que encapsulan simultdneamente dos farmacos es escaso.
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En el presente trabajo se planteo el disefio y desarrollo de un nuevo sistema liposomal que
encapsula simultdneamente el cisplatino y el agente antihormonal mifepristona, dos
farmacos que han demostrado tener un efecto sinérgico cuando se administran
simultdneamente tanto en lineas celulares como en xenotransplantes de cénceres como

cervicouterino (Jurado R, 2009) y ovario (Gamarra-Luques CD, 2012).

La primera etapa del proyecto consistio en la elaboracion de liposomas cargados con cada
uno de los farmacos por separado. La preparacion se realiz6 mediante el método de fase
reversa, dado que estudios previos demostraron que este método es eficiente para la
encapsulacion de cisplatino (Zawada ZH, 2004; Toro Cordova A, 2010). Al elaborar la
coencapsulacion de cisplatino-mifepristona, el diluyente utilizado fue solucion salina, dado
gue se ha reportado buena estabilidad en dicho compuesto (Cheung YW, 1987; Bristol-
Myers Squibb Company, 2010); sin embargo, los primeros lotes que se elaboraron
presentaron una eficacia de encapsulacion baja, con concentraciones promedio de cisplatino
de 615ug/mL y de mifepristona de 175ug/mL y un tamafio de particula de 184nm; por lo
que el método de preparacion del sistema liposomal se modificé disminuyendo el tiempo de
sonicacion y se evalué el agua destilada como diluyente. Estas modificaciones
disminuyeron el tamafio de particula a 109nm e incrementaron un 25% la encapsulacién de

cisplatino y el doble de mifepristona.

Para eliminar el farmaco no encapsulado, los liposomas se pasaron por una columna de
cromatografia por exclusion molecular PD-10. Se recolectaron fracciones de 1mL y se
cuantifico el contenido lipidico y de cada farmaco; se comprob6 la eliminacion del farmaco

no encapsulado de la formulacion liposomal (resultados mostrados en las figuras 24 y 25).

Una vez que se desarroll6 y purifico el sistema liposomal de cisplatino-mifepristona, se
prosiguio a su analisis fisicoquimico. Se obtuvieron tamafios de particula promedios de
110nm. Se ha documentado que un tamafio entre 100 y 200nm favorece la acumulacién de
liposomas en el tejido tumoral; de igual manera prolonga el tiempo en circulacion debido a
la disminucion del reconocimiento por el SRE (Ramachandran S, 2006).

El potencial Z, indicador de la estabilidad de suspensiones, es determinado por las fuerzas

de repulsidn electrostaticas entre las particulas que componen el coloide; si la carga es
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elevada, las particulas permanecen dispersas y en suspension. Los lotes elaborados
mostraron un potencial de membrana promedio de -37mV, lo que indica una estabilidad

aceptable para este tipo de formulaciones (Malvern Instruments, 2013).

El contenido de fosfolipidos en las formulaciones elaboradas se encontr6 en el rango de 30
a 40mg/mL. Previos estudios en el laboratorio han demostrado que la administracion de
estas concentraciones de fosfolipidos en ratas Wistar sanas, no presentan toxicidad
sistémica; probablemente el organismo sea capaz de manejar este incremento (Toro A,
2010).

El sistema liposomal presentd una buena estabilidad, dado que no se observo floculacion
en lotes analizados 15 meses después de su preparacion. Se observo que pasado este
tiempo, la formulacién seguia en suspension, no presentaba cambios fisicos y la

disminucion de cisplatino y mifepristona fue menor a 10% (figura 31).

Se prepararon 9 lotes de la formulacién liposomal, comprobando que este método de
elaboracion es reproducible; asi que el siguiente objetivo fue la evaluacion del sistema

liposomal en una linea celular de CaCu.
10.1. INHIBICION DEL CRECIMIENTO CELULAR

En este trabajo, se evalud la citotoxicidad de los liposomas cargados simultaneamente con
cisplatino y mifepristona en la linea celular de CaCu Hela. Los resultados muestran una
disminucion de la viabilidad celular al aplicarse el sistema liposomal desarrollado, efecto

similar tras la aplicacion de los farmacos no encapsulados.

La ICsy de mifepristona y cisplatino no encapsulados fue de 23.5uM y 7uM
respectivamente, mientras que la aplicacion simultdnea de los dos principios activos
convencionales mostrd una ICs, de 2.8uM. Se observo una ICsy de 11.5uM por parte de los
liposomas cargados con cisplatino y de 5uM de la coencapsulacion liposomal. La
diferencia podria ser debido al mecanismo de accion propio de los liposomas y al arresto
celular al exponerse a la formulacion liposomal como se observa en los resultados del

analisis del ciclo celular (Fig. 34).
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Al analizar el perfil del ciclo celular por citometria de flujo, no se observd diferencia
significativa en la fase G2/M entre los tratamientos y el control; sin embargo, existe un
incremento del 12% en el tratamiento del sistema de cisplatino-mifepristona liposomal
respecto al control a los 5 dias de exposicion, los que podria indicar un arresto en esta fase.
Se vio un aumento en el grupo control, sin ser estadisticamente significativo; este efecto fue
causado por muerte producida por la confluencia celular a 9 dias de su siembra. El pico
subdiploide indica células apoptoticas; se observdO que el tratamiento con la
coencapsulacion de cisplatino-mifepristona incrementa este pico subdiploide con respecto
al control a 5 y 9 dias, mostrando un efecto prolongado sobre la apoptosis celular.

Se estudio la induccidn de apoptosis en las células HelLa después de 5 dias de exposicion al
sistema liposomal (figura 34). Los resultados muestran que los liposomas sin carga de
farmaco no mostraron diferencia significativa respecto al control, lo que corrobora que no
presentan citotoxicidad. Se observd un aumento de la apoptosis respecto al control en los
grupos tratados con los farmacos convencionales. Los tratamientos liposomales mostraron
diferencia estadisticamente significativa, con un mayor efecto apoptético en comparacion

con los tratamientos no encapsulados.

Con la finalidad de conocer la duracion de la actividad apoptoética, las suspensiones
liposomales se analizaron a 9 dias. Con el cisplatino liposomal se observo un valor de
apoptosis inferior en comparacion con lo observado a los 5 dias, 1o que sugiere que el
antineoplésico pudiera perder actividad en el transcurso de los dias. Caso contrario sucede
con el sistema liposomal de cisplatino-mifepristona, que siguié causando apoptosis a los 9
dias, valor semejante a lo mostrado a 5 dias. Estos resultados sugieren que al exponerse con
la coencapsulacion liposomal, las células no tendrian manera de recuperarse y se

mantendria la apoptosis, mostrando un efecto mas prolongado que los demés tratamientos.

En este trabajo se demostro que al exponerse un cultivo de células HeLa a liposomas sin
carga de farmaco no se produjo muerte estadisticamente significativa respecto al grupo
control (sin tratamiento), lo que indica que la muerte celular producida por la formulacién
liposomal de cisplatino-mifepristona es producto de los farmacos encapsulados y no de los

componentes de la membrana lipidica. Nuestros resultados muestran también que uno de
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los mecanismos por el cual la formulacion liposomal de cisplatino-mifepristona disminuye
la proliferacion celular es a través de la induccion de la apoptosis. Se comprueba también
que el efecto apoptotico es estadisticamente superior a los tratamientos convencionales y de

efecto mas prolongado.

Las investigaciones actuales sobre la interaccion de los liposomas con las células estan
basadas principalmente en estudio in-vivo sobre cultivos celulares y conclusiones de las
observaciones in-vivo. Se han descrito diferentes teorias sobre el mecanismo de accion de
los liposomas: los liposomas intercambian materiales como lipidos y proteinas con las
células, lo que permitiria la liberacion de los farmacos. Los liposomas podrian adherirse o
fusionarse a la membrana celular. Otra posibilidad es el ingreso al interior de la célula
mediante micropinocitosis o endocitosis transferida a los lisosomas (Torchilin VP, 2005,
2012). Una vez liberado de la vesicula, el cisplatino y la mifepristona ejercen su efecto
mediante sus particulares mecanismos de accion, los cuales han sido ampliamente descritos

con anterioridad.

Después de comprobar el efecto citotdxico del sistema liposomal, se evalud el efecto
terapéutico de los liposomas cargados con cisplatino-mifepristona en ratones

xenotransplantados con células Hela.

10.2. EVALUACION TERAPEUTICA DEL SISTEMA LIPOSOMAL EN
XENOGRAFOS DE CaCu EN RATONES ATIMICOS

Los datos presentados en la figura 37 muestran el seguimiento del volumen tumoral. Los
resultados demostraron que no hay diferencia estadisticamente significativa entre el grupo
sin tratamiento y el tratado con liposomas sin carga de farmacos, lo que descarta un posible
efecto antitumoral por parte de los componentes del liposoma. El tratamiento doble con
cisplatino y mifepristona no encapsulados disminuy6 significativamente la velocidad del
crecimiento tumoral con respecto al control; sin embargo, la coencapsulacién liposomal
simultanea de estos dos farmacos mostro el mejor efecto terapéutico; se observé diferencia
estadisticamente significativa con los demas tratamientos administrados a partir de la cuarta

semana del estudio.
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Los resultados revelan que la formulacién liposomal de cisplatino-mifepristona mantiene
practicamente sin cambios el tamafio tumoral durante las 7 semanas de evaluacion, lo que
demuestra ser un efectivo antitumoral, el cual actia de manera mas prolongada y constante
que los tratamientos individuales y simultdneos no encapsulados. Estos datos se corroboran
con las imagenes moléculas producidas por el microPET/CT (figura 40 y 41), donde se
observa que tras la administracion del sistema liposomal no solo se disminuye la velocidad
del crecimiento tumoral, sino que también la captacion del radiofarmaco, lo que indica el

decremento de células tumorales.

Aunado a la eficacia antitumoral de la formulacion liposomal, el resultado sobre el analisis
de la toxicidad sistémica (Figura 42) demostré la ausencia toxicidad demostrable dado que
no existe pérdida en el peso superior al 20%, ni muerte de ninguno de los animales tratados
con esta formulacion, lo que sugiere que los liposomas no tienen toxicidad elevada (OPS,
2007).

La formulacién de doxorrubicina liposomal se encuentra actualmente en el mercado como
terapia alternativa a la doxorrubicina convencional. Ha sido por afios el sistema liposomal
mas estudiado, demostrando la disminucion de la toxicidad caracteristica de la antraciclina
e incluso, posibles ventajas en eficacia antitumoral (Woodle MC, 1995). Se ha demostrado
que cuando un farmaco es encapsulado en una vesicula, la farmacocinética se modifica,
siguiendo ahora el perfil que le confiere el liposoma. Al comparar la doxorrubicina no
encapsulada contra la liposomal, se observa un incremento en el ABC, el ty, y una
disminucion en la velocidad de eliminacion (Huwyler J, 2008).

Por otro lado, diferentes formulaciones liposomales de cisplatino se encuentran en ensayos
clinicos; un ejemplo es la formulacion SPI1-077, la cual ha demostrado tener eficacia
antitumoral dependiente de dosis en tumores generados con células C-26 en ratones Balb/c,
donde se observé un incremento del doble de efectividad antitumoral. A diferencia del
cisplatino no encapsulado, donde se observa un t;, de 20-30 minutos, un ABC de
24pug/mL*h y una rapida eliminacion, la formulacion liposomal muestra un perfil
farmacocinético diferente, con un ty, de 37h, un ABC de 1461ug/mL*h y una eliminacion

mucho mas sostenida (Newman MS, 1999).
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El mecanismo por el cual los liposomas incrementan su biodisponibilidad ha sido
extensamente discutido. Los polimeros hidrofilicos unidos a la membrana liposomal como
el PEG, poseen cadenas flexibles que ocupan el espacio inmediato a la superficie del
liposoma, las cuales tienden a excluir macromoléculas, consecuentemente, la union de
opsoninas es impedida y por lo tanto, su captura por macr6fagos. La disminucion en el
reconocimiento del SRE, permite a los liposomas acumularse pasivamente dentro de tejidos
y Organos. Este fendmeno es evidente en tumores solidos en proceso de angiogénesis: las
irregularidades en el tejido epitelial de la vasculatura tumoral facilita la extravasacion de
particulas de hasta 300nm al espacio intersticial (Immordino ML, 2006).

Basado en estudios previos y conforme a lo observado en este trabajo, se demuestra la
relevancia de desarrollar nuevos sistemas de transporte de principios activos que sean
capaces de aprovechar las irregularidades que presentan los tumores para incrementar el
efecto terapéutico y disminuir los efectos secundarios. La formulacion desarrollada y
evaluada tanto in-vitro como in-vivo, propone una nueva alternativa para el tratamiento del
CaCu. Sin embargo, es necesario comprobar estos resultados en otros modelos
experimentales, asi como estudiar otros mecanismos moleculares implicados en la accion
del sistema, con la finalidad de que en un futuro sirva como una opcién en la terapia

clinica.
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11. CONCLUSION

Se desarroll6 y estandariz6 la metodologia para la elaboracion de un sistema liposomal que
encapsula simultdneamente cisplatino y mifepristona mediante la técnica de evaporacién de

fase reversa.

Los ensayos de viabilidad en la linea celular de CaCu, demostraron que la coencapsulacion
de cisplatino y mifepristona presenta una actividad citotdxica igual a la combinacion de
cisplatino y mifepristona no encapsulados y mayor a los tratamientos individuales. El
mecanismo de muerte celular causado por la formulacion se debié a un arresto en fase G2 y

apoptosis.

Los liposomas de cisplatino-mifepristona mostraron efectividad antitumoral sobre
xenotransplantes de CaCu, al disminuir la velocidad de crecimiento del volumen tumoral en
comparacion con los farmacos no encapsulados y la formulacién de cisplatino liposomal,

sin presentar toxicidad sistémica evaluada por la pérdida de peso corporal.
12. PERSPECTIVAS

e Evaluar la farmacocinética y otros posibles mecanismos moleculares ademas del
analisis del ciclo celular y apoptosis implicados en la accion del sistema liposomal
de cisplatino-mifepristona.

e Evaluar la eficacia y toxicidad de la formulacion liposomal en modelos tumorales
resistentes a cisplatino.

e Evaluar diferentes dosis y esquemas de tratamiento.

e Ensayos clinicos.
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