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Resumen

El compuesto cisdiaminoicloroplatino(ll), ha sido utilizado como farmaco de primera linea en
el tratamiento del cancer de ovario, cancer de cabeza y cuello y en el cancer de pulmon. Sin
embargo, el tratamiento con cisplatino presenta varias desventajas como lo son: rapida
eliminacion del organismo, alta toxicidad en rifidn y sistema nervioso periférico, ototoxicidad,

nauseas, vomito entre otros.

Los sistemas de liberacion controlada, como los liposomas, son prometedores acarreadores
de farmacos antineoplasicos, debido a que mejoran las propiedades de biodisponibilidad y
biodistribucién del farmaco, asi como la reduccion o minimizacion de los efectos adversos

gue implica una quimioterapia.

El radiomarcaje de una formulacién liposomal de cisplatino con radionuclidos de uso
diagnéstico, como el **"Tc¢, permite la visualizacion in vivo del sistema permitiendo conocer la

biodistribucién de los liposomas y los sitios de acumulacion.

Este trabajo de tesis consistio en el radiomarcaje de una formulacion de cisplatino liposomal
mediante la técnica de potencial transmembranal facilitada por un ionéforo, la caracterizacion
fisicoquimica, la eficiencia de radiomarcaje y la estabilidad in vitro. La formulacién de
liposomas con cisplatino que se utilizo fue elaborada en el laboratorio de Fisica Médica en el
Instituto Nacional de Cancerologia.



Abreviaturas

CDDP Cisdiaminodicloroplatino(ll)

BMEDA [N,N-bis(2-mercaptoetil)-N",N"-
dietiletilendiamina]

GSH Glutation

PC Fosfatidilcolina

HSPC Fosfatidilcolina hidrogenada de soya

PEG Polietilenglicol

PE Fosfoetanolamina

SER Sistema Reticulo Endotelial

SUV Vesiculas Unilamelares Pequefas

LUV Vesiculas Unilamelares Grandes

MLV Vesiculas Multilamelares

EPR Permeabilidad y Retencién Aumentada

MiIBI 2-metoxi-2-metilpropilisonitrilo

SPECT Tomografia Computada por Emision de
Foton Unico

MeOH Metanol

HPLC Cromatografia de liquidos de alta eficiencia

DDTC Dietilditiocarbamato de sodio




1. ANTECEDENTES.
1.1. FORMULACION DE CISPLATINO LIPOSOMAL.

Hoy en dia, muchos farmacos usados en quimioterapia tienen propiedades farmacéuticas y
farmacolégicas que no son idoneas para su uso terapéutico: baja solubilidad acuosa,
propiedades irritantes, falta de estabilidad, metabolismo rapido, propiedades
farmacocinéticas desfavorables y biodistribucion del farmaco no selectiva, lo que puede
ocasionar reacciones adversas, baja eficacia terapéutica y una pobre calidad de vida del

paciente®.

El método por el cual un farmaco es transportado y liberado en su sitio de accion puede tener
un efecto significativo en su eficacia terapéutica. Por esto, se han generado nuevas formas
de transporte y liberacion en donde se puedan controlar los parametros farmacocinéticos,
farmacodinamicos, la toxicidad inespecifica, la inmunogenicidad, el bio-reconocimiento, y la
eficacia del farmaco. Las tecnologias que ofrecen hoy en dia las nuevas formas de liberaciéon
de farmacos tiene como objetivo mejorar la estabilidad de estos, prevenir efectos téxicos, y
aumentar su biodisponibilidad y que estos se acumulen en el 6rgano deseado®.

Los sistemas de liberacion de farmacos a nanoescala (~100 nm), como los liposomas, son
sistemas coloidales que han llamado la atenciébn por su potencial para encapsular y
transportar farmacos quimioterapéuticos®™. El cisplatino es uno de los farmacos mas
efectivos y ampliamente usado en el tratamiento de malignidades epiteliales, como el cancer
de cabeza y cuello, ovario, vejiga y testicular. Sin embargo, presenta una serie de efectos
adversos como lo son la toxicidad renal, gastrica, neuropatia periférica, astenia y

ototoxicidad®.

De las formulaciones liposomales que han logrado alcanzar las fases clinicas del desarrollo
de nuevas formulaciones, se encuentra el SPI-77, que es una formulacién de tipo “Stealth”, la
cual ha sido utilizada en pruebas para tratar el cancer de cabeza y cuello, el cancer de
pulmén y el cancer de ovario® #. Otra formulacién de cisplatino liposomal es el Lipoplatino, y
con ella se observaron efectos toxicos reducidos en cuanto a la mielotoxicidad, y no se
observaron ototoxicidad ni nefrotoxicidad® y se ha probado en el tratamiento de cancer en
pulmén y en cancer de mama en estudios de fase 111® y estudios preclinicos para tratar el

cancer cervical resistente a cisplatino®.



1.2. RADIOMARCAJE DE LIPOSOMAS.

Los liposomas radiomarcados tienen una utilidad fundamental en el seguimiento in vivo de
estos acarreadores de farmacos, pudiendo obtener datos fundamentales como los

parametros farmacocinéticos, biodistribucion y eliminacion.

La literatura reporta varios métodos de radiomarcaje de liposomas con Tecnecio-99m, y uno
de ellos es el reportado por Bao y colaboradores, cuyo método involucra la formacion de un
complejo de *°™Tc con un quelante llamado BMEDA [N,N-bis(2-mercaptoetil)-N",N’-
dietiletilendiamna], y la elaboracion de liposomas con glutation (GSH)(” . El autor reporta
cerca de un 70% de eficiencia de encapsulacion, sin embargo, el método no es adecuado
para los propositos de este estudio, debido a que el glutatibn usado para convertir de una
forma lipofilica a una hidrofilica el complejo del **™Tc, reacciona también con el cisplatino
inactivandolo; dentro de las células ésta es la forma en la que organismo destoxifica a este
farmaco®.También se ha realizado esta misma técnica para encapsular *Re, utilizando
cisteina y gradiente de sulfato de amonio para lograr la incorporacion al nucleo del
liposoma®. Aunque con esta técnica ya se ha logrado realizar el radiomarcaje de una
formulacién liposomal de doxorrubicina comercial (Doxil™) con ¥®Re®, la técnica sigue sin

satisfacer la opcion de realizar el radiomarcaje de liposomas cargados con cisplatino.

Por esta situacion, este trabajo esta enfocado al disefio de una técnica de radiomarcaje de
una formulacion de cisplatino liposomal con **"Tc, que sea adecuada y que los componentes
no afecten a la estabilidad fisica y quimica de cisplatino, y que ademas tenga una alta

eficiencia de radiomarcado y sea estable en estudios in vitro.



2. INTRODUCCION
2.1. Liposomas.

Los liposomas son vesiculas en donde un volumen acuoso es rodeado por una membrana de
fosfolipidos, cuyo tamafio puede llegar a ser desde algunos nanometros hasta varios
micrémetros. Pueden consistir en una o varias bicapas concéntricas de lipidos anfipaticos™®®
D E| tamafio mas estable y (til de los liposomas como vectores de transporte de farmacos
se encuentra en el orden nanomérico (90-250 nm), aunque muchas formulaciones
liposomales en el intervalo de 90-100 nm estan clinicamente aprobadas para la liberacion de

agentes antifingicos, antiparasitarios y anticancerigenos?.

Los liposomas fueron desarrollados por Alec Bangham®**® para modelar membranas
celulares en estudios de biofisica. Afios mas tarde se estudiaron como acarreadores de
farmacos®®*®, ofreciendo algunas ventajas como: a) Una estructura muy versatil que puede
ser facilmente adaptada para alguna aplicacion especifica, b) Se puede acomodar cualquier
tipo de farmaco ya sea en su compartimento acuoso (Farmacos hidrofilicos) o en la bicapa
(farmacos lipofilicos) y ¢) No son tdxicos, no son inmunogénicos y son completamente
biodegradables®® 719,

2.1.1. Composicion de los liposomas.

Las nuevas formas de liberacion de farmacos, como los liposomas, han sido usados para
reducir los efectos adversos derivados de la quimioterapia, principalmente en 6rganos
sensibles como el corazén y los rifiones®?. Por ello, se requiere de una adecuada eleccién
de los componentes de la formulacion, asi como la proporcién de cada uno de estos, ya que
de esto depende la farmacocinética y biodistribucion del farmaco encapsulado en

liposomas®® 22
2.1.1.1. Fosfolipidos.

Los fosfolipidos son biomacromoléculas que sirven como componentes estructurales de las
membranas bioldgicas y suministran energia a algunos organismos. Son moléculas anfifilicas
con poca solubilidad acuosa y constan de dos partes: una parte hidrofilica y otra parte

hidrofébica correspondientes al grupo fosfato y a dos cadenas de acido graso 2129,



Los fosfolipidos mas utilizados son las fosfatidilcolinas o lecitinas (PC), las cuales son
moléculas antipaticas, en donde un puente de glicerol une un par de cadenas
hidrocarbonadas con un grupo hidrofilico de fosfocolina; no son solubles en agua, pero al
interactuar con ella, forman bicapas planares para minimizar las interacciones desfavorables
entre el volumen acuoso y las cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos. Dichas
interacciones se ven eliminadas cuando la bicapa planar se dobla para formar vesiculas con

un nucleo acuoso ¥.

Figura 1. Estructura de la especie predominante de la fosfatidilcolina hidrogenada de soya.

2.1.1.2. Colesterol.

El colesterol es una molécula completamente hidrofébica, con un esqueleto de
ciclopentanoperhidrofenantreno, que la constituyen cuatro anillos condensados con varias

sustituciones:

1. Dos radicales metilo (-CH3) en las posiciones C-10y C-13
2. Una cadena alifatica de 8 carbonos en la posicion C-17

3. Un grupo hidroxilo (-OH) e la posicion C-3

4. Una instauracion entre los carbonos C-5y C-6.

Figura 2. Estructura del colesterol.



Debido a su estructura, el colesterol es una molécula sumamente insoluble en agua, que solo

se puede disolver en solventes apolares, tales como el cloroformo, hexano o tolueno.®?

La funcion del colesterol es dar rigidez y estabilidad a las membranas bioldgicas,
intercalandose en la bicapa lipidica. La incorporacion de colesterol dentro de las membranas
liposomales tiende a incrementar la retencion de farmacos hidrofilicos, contrarresta la
transicion de fase de los lipidos e incrementa la rigidez de la bicapa y por ello la resistencia a
la degradacion in vivo.®® El colesterol tiene un efecto lioprotector, afectando a la cinética de
hidrolisis, aumenta la hidrofobicidad de la bicapa e inhibe la transferencia de los

componentes lipidicos hacia las lipoproteinas plasmaticas®” 2% 24 26),
2.1.1.3. Estabilizacion estérica.

Aungue los liposomas han demostrado disminuir drasticamente los efectos adversos de
algunos farmacos citotoxicos utilizados en quimioterapia, inicialmente el tiempo en circulacion
seguia siendo muy corto, debido a que aun podian ser reconocidos por el sistema reticulo
endotelial (SRE), produciendo una rapida e inespecifica eliminacion en circulacion
sanguinea® . Una de las técnicas més utilizadas para aumentar el tiempo de circulacién de
los liposomas en sangre ha sido el recubrir la membrana lipidica con un polimero
funcionalizado de polietilenglicol (PEG)®* 2%, el cudl previene la agregacion de los liposomas
durante el almacenamiento y particularmente en suero después de la administracion; esto se
debe a que la cadena flexible del PEG ocupa el espacio inmediatamente adyacente a la
superficie liposomal, la cual tiende a excluir a otros macréfagos de este espacio; el resultado
es el retraso del reconocimiento y eliminacién por el SRE"® 22 La estabilizacién optima de la
formulacién se logra con 5-10% del PEG-PE, con una masa molecular entre 1000-2000
Da®.

2.2. Tipos de liposomas.

Se ha encontrado diferentes tipos de liposomas, que se clasifican por el nUmero de bicapas
concéntricas y por su tamafio®® ?* 2" 28 dichas caracteristicas se encuentran resumidas en

la siguiente tabla:



Tabla 1. Tipos de liposomas segun el tamafio y nUmero de bicapas.

Tipo de vesicula Tamario de particula Caracteristicas

<0.1 ym Las SUV estdn compuestas de
una bicapa concéntrica, cuyo

volumen acuoso es pequefio, lo

Vesiculas Unilamelares gue limita la encapsulaciéon de

Pequefias (SUV) altas concentraciones de
farmaco.

>0.1 ym Estas vesiculas estan

compuestas de una bicapa
- lipidica, cuyo volumen acuoso

. : es mayor que las SUV,
Vesiculas Unilamelares

pudiendo encerrar una mayor
Grandes (LUV)

cantidad de farmaco.

>0.1 um Las vesiculas multilamelares
estdn compuestas de varias

bicapas concéntricas, teniendo

varios espacios acuosos, cuyo
Vesiculas Multilamelares resultado es una baja

Grandes (MLV) encapsulacion de farmaco.

2.3. Técnicas de produccion de liposomas.

La formacion de liposomas ocurre espontaneamente cuando los fosfolipidos son dispersados
en agua. Sin embargo la preparacion de liposomas encapsulados con farmaco no siempre
lleva muy buenas eficiencias de carga. Las cualidades que debe tener el método de

encapsulacién para un farmaco determinado deben ser®®:

- La habilidad de atrapar un gran porcentaje de material acuoso.
- Un alto porcentaje de proporcion espacio acuoso/lipido.

- Quimica ampliamente variable de los componentes lipidicos.




2.3.1. Hidratacion de la capa lipidica.

El primer método descrito para preparar liposomas.*® Consiste en disolver los lipidos en un
solvente organico (Cloroformo) que después es evaporado, formando una delgada capa. Se
rehidrata la capa lipidica con una solucion acuosa que contenga el fdrmaco y previamente
calentada a la temperatura de transicion. Después de la adicion de la fase acuosa, se

resuspenden los lipidos por agitacién, produciendo una poblacién heterogénea de MLVs®" 28

30)

2.3.2. Evaporacioén en fase reversa.

Los lipidos son disueltos en un solvente organico el cual se adiciona a una solucién acuosa.
Se forma una emulsion agua en aceite, la cual es evaporada hasta formar un gel seco, que
finalmente se rompe por agitacion mediante sonicacién, produciendo la formacion de una
emulsion agua en aceite. El excedente del solvente organico es removido, quedando los

liposomas suspendidos en agua®’2.

2.3.3. Sonicacion.

Este método utiliza energia por ultrasonido y se puede aplicar a una dispersion de MLVs
producidas por hidratacibn de una capa lipidica para producir SUV. ElI matraz con la
dispersion liposomal es colocada en una bafio sonicador el cual agitara la suspension,
rompiendo las bicapas de los liposomas, reduciendo su tamafio y dejando liposomas

unilamelares.®” 2839

2.3.4. Extrusion.

Es un método muy utilizado para homogeneizar el tamafio de las vesiculas formadas. MLVs
son extruidas a través de filtros con tamafios definidos de poro, bajo una presion constante.
El policarbonato es el material mas comuan de los filtros. Generalmente, repetidos ciclos de
extrusion reducen el nimero de bicapas, produciendo Unicamente liposomas unilamerares.
El mecanismo sugerido es que las MLVs al ser forzadas a pasar por poros de tamafio
definido, se van perdiendo bicapas, hasta quedar solo una. Aunque se obtiene una

distribucién de tamario uniforme, el tiempo de elaboracién es muy tardado. " 2831



2.4. Caracterizacion fisicoquimica de liposomas.

Desde que los liposomas fueron propuestos como una nueva alternativa para acarrear
agentes terapéuticos, se requiere el uso de técnicas analiticas para caracterizar la
formulacion, ya que existen parametros importantes que influyen en el comportamiento de las
vesiculas dentro del organismo. Los distintos componentes de la formulacion se mantienen
unidos por interacciones débiles para formar vesiculas lipidicas de tamafio y lamelaridad
deseadas. Estas técnicas analiticas deben de ser faciles, seguras, no laboriosas y con alto

rendimiento.®?

A continuacion se describen los pardmetros que se deben cuidar para obtener una

formulacién estable.

2.4.1. Tamafo de Particula.

El tamafio de particula es un parametro importante a cuidar cuando los liposomas son
utilizados como sistemas de liberacién de farmacos, ya que el tiempo de circulacion
sanguinea es dependiente de éste pardmetro. Un aumento en el tamafio de particula
ocasiona una rapida eliminaciéon del organismo. El tamafio de particula del liposoma en el
orden nanomérico (~100nm) también permite la acumulacion en tumor a través del efecto de
permeabilidad y retencion aumentada (EPR por sus siglas en inglés), que es originado por

las fenestraciones de la vasculatura tumoral.®®

Uno de los métodos mas utilizados para determinar el tamafio de las vesiculas liposomales
de forma rapida, confiable y versatil, es mediante la técnica de dispersion dinamica de luz.
Esta técnica se basa en el andlisis de la intensidad de las fluctuaciones de la luz dispersada
por las particulas en suspensién, debido al movimiento caédtico que presentan (Movimiento

Browniano)®?

. El principio fisico de este método se basa en la dispersion de luz por las
particulas coloidales en funcion de su tamafio. Las particulas dispersan la radiacion de un
haz incidente de luz hacia un detector que estara posicionado a una distancia y a un angulo

determinados.®®

Esta técnica tiene la ventaja de realizarse de forma rapida y no invasiva, ya que no se

destruyen las vesiculas liposomales. Los resultados obtenidos de esta técnica pueden ser

10



representados por histogramas que muestran la intensidad de eventos de dispersion de luz
gue genera cada tipo de particula de diferente tamafo, obteniendo el promedio del diametro

efectivo de las particulas en la suspension liposomal.®®

La dispersion dinamica de luz requiere que la concentracion de la muestra esté lo
suficientemente diluida para que solo se pueda dar una simple dispersion. Esto quiere decir

que las muestras deben de ser épticamente claras.®®
2.4.2. Potencial Zeta.

El potencial Zeta es el punto donde se unen la capa Stern que son iones que se localizan en
la superficie del coloide y la capa difusa que son los contra-iones de la capa difusa, creando
una diferencia de potencial. La carga superficial y el potencial electrostatico presentes en la
superficie del liposoma son pardmetros muy importantes que afectan la interaccién entre
particulas y superficies. Depende en gran medida por la estructura quimica de la cabeza
polar del fosfolipido y la composicion del buffer acuoso, que incluye pH y fuerza iénica del

medio. El potencial Zeta es un parametro que determina la estabilidad de la suspension

liposomal. 33 30)
Contra-lon Positivo 9
Co-lon Negativo ®] Q v
v
' 'J o
v 9 e Y S
200 o ¢
Qo Vv
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Coloide Altamente e TE ke AR Q
Negativ AN Y
e NP T 9
; " (8 e
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Capa de Stern 9 © v

3 u 3
Capa Difusa e
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v
lones en Equilibrio r w: Q
con Solucién : Q9 : o)
L 2 J

Figura 3. Representacion de la doble capa.
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Una técnica para determinar el potencial Zeta es midiendo la movilidad electroforética del
liposoma mediante la electroforesis con laser®). La técnica cominmente utilizada para
realizar mediciones de potencial Zeta en suspensiones liposomales se basa en el uso de un
electrodo conductor y transparente hacia la luz incidente como a la dispersada. Las
particulas tiene un movimiento electroforético en el campo generado por el electrodo, y la luz
dispersada por estas particulas cercanas a la ventana de la superficie del electrodo son
refractadas dos veces después de que la luz salga por la ventana del otro lado, la cual es
detectada y medida por el sistema®®.

La forma en que se puede calcular el potencial Zeta es con la siguiente ecuacion®®:

_ plipn
0 er

¢

Donde plip es la movilidad electroforética del liposoma, n es la viscosidad del medio, gy es la

permitividad al vacio y €, es la permitividad relativa del agua.
2.4.3. Cuantificacion de fosfolipidos.

Un pardmetro de control de calidad de la formulacién liposomal, es la cuantificacion de
fosfolipidos, cuya caracterizacion fisicoquimica es importante para conocer la eficiencia del
proceso de fabricacibn de liposomas. Un método para determinar la concentracion de
fosfolipidos, es el método reportado por Stewart®” cuyo fundamento es el andlisis del grupo
fosfato presente en la cabeza polar del fosfolipido. Es un método colorimétrico basado en la
formacion de un complejo entre el ferrotiocianato de amonio, el cual es soluble en agua, y los
fosfolipidos disueltos en cloroformo, que agitdndose vigorosamente a temperatura ambiente

se da la formacion de un complejo colorido (Amax 488nm) en la fase cloroférmica®”.
2.4.4. Cuantificacién de Colesterol.

El siguiente parametro de control de calidad es la concentracion de colesterol, que al igual
gue la cuantificacion de fosfolipidos, da a conocer la eficiencia del proceso de fabricacion de
liposomas. Un método propuesto para la determinacion cuantitativa de colesterol es
mediante un ensayo enzimatico. Existen kits comerciales que estan basados en la hidrdlisis
de los ésteres de colesterol a colesterol mediante la accién de una enzima de tipo hidrolasa.

El colesterol producido es oxidado por una enzima de tipo oxidasa, produciendo el colesterol
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oxidado y peroxido de hidrégeno, el cual se une a la 4-aminiantipirina y fenol en presencia de

la peroxidasa, generando un cromégeno con un maximo de absorcién a 500 nm©? 38,
2.4.5. Cuantificacion de Farmaco.

Una prueba de control de calidad que se realiza rutinariamente a una formulacién liposomal
gue contenga algun agente terapéutico, es la cuantificacion del farmaco encapsulado. Para
esto se requiere de algun método analitico validado y estandarizado dependiendo de las

caracteristicas fisicoquimicas del farmaco.
2.5. Radiomarcado de liposomas.

Desde el descubrimiento de los liposomas, se han propuesto varias técnicas de
radiomarcado con distintos nucleos radioactivos para poder seguir dichas particulas in vivo.
Algunos de los radiondclidos mas utilizados para este propdsito son los emisores-y como el
Tecnecio-99m (**™Tc), Indio-111 (**In) y el Galio-67 ((’Ga)"* 39,

En el presente trabajo solamente se enfocara en el Tecnhecio-99m y a continuacidén se

detallaran sus propiedades fisicoquimicas.
2.5.1. Propiedades fisicoquimicas del Tc-99m.

El ®™Tc es el radiondclido de eleccién para realizar estudios de imagen molecular en el &rea
de medicina nuclear. Su facilidad de produccién y la quimica bien caracterizada del
radiondclido, han logrado comercializar una gran variedad de radiofarmacos de uso
diagnéstico. En la siguiente tabla se presentan las caracteristicas fisicas y quimicas del *™Tc

que lo hacen un radiontclido de primera linea en el diagnéstico del cancer“?.

Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas del *™Tc.

Propiedad

Modo de decaimiento Transicion Isomérica

Tiempo de vida media | 6.02 h

Emisién Fotones-y

Energia de emision 140 keV

Modo de produccién Generador *Mo/**"Tc
Estados de oxidacion -1, +1, +2, 43, +4, +5, +6, +7
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2.5.2. Técnicas de radiomarcaje de liposomas.

Se han desarrollado una gran variedad de técnicas para marcar liposomas con radionuclidos,
aunque para ello se requieren de ciertas caracteristicas importantes del método para realizar
un radiomarcado aceptable: 1) Preparacién sencilla y r4pida, preferiblemente a temperatura
ambiente, 2) Alta eficiencia de incorporacion, 3) Disponibilidad del radionuclido, 4) Alta
estabilidad del radiomarcado tanto in vivo como in vitro, 5) Que sea aplicable a todos los

tipos de liposomas®.

Encapsulacién a distancia Quelante lipofilico

Facilitado por ionéforos |

Quelacién en la
superficie

HOOC/\N/ \N/\COOH

Co W2 o ST 1) ®O

HOOC 7 \ / \—-COOH

=Quelante(DOTA) =Quelante lipofilico = lonéforo = Radiontclidos
(2-hidroxiquinoleina)

Figura 4. Esquema de las técnicas de radiomarcaje de Iiposomas("l).

Idealmente, los liposomas deben ser marcados después de su preparacion y justo antes de
la experimentacion. Estos métodos son llamados “after-loading” o “remote-labeling”, los
cudles son las formas mas adecuadas para dicho proposito. Estos métodos son
indispensables cuando se utilizan radiondclidos de vida media corta, como lo es el Tecnecio-

99mG% 4D,
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2.5.3. lonoforos.

El término iondforo 6 portador de iones, describe a aquellas moléculas capaces de formar
complejos organosolubles con cationes alcalinos; facilitando su transporte a través de
barreras lipidicas*?. Los ionéforos son ampliamente utilizados en modelos de transporte de

iones utilizando liposomas®“?4®

y recientemente se han utilizado para el transporte de
farmacos al interior de estas vesiculas lipidicas, tal es el caso del irinotecan®” *®, del
ciprofloxacino y de la vincristina®®, y también se han propuesto como moléculas bioactivas

para la terapia contra el cancer®.
2.5.3.1. Mecanismo de accion.

Para poder realizar el transporte, los ionéforos deben asumir conformaciones criticas en
donde los a&tomos de oxigeno se orientan hacia el cation, provocando que el exterior de la
molécula presente una superficie rica en estructuras hidrocarbonadas?. Uno de los
ionéforos que se han estudiado en modelos de transporte de iones es la ionomicina, la cual

presenta mejores propiedades de transporte iénico al compararlo con otros ionéforos“?.

OH

B

Figura 5. Estructura de la ionomicina y su complejo con calcio®”.
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Este iondforo es de tipo transportador, lo que quiere decir que se encontrara embebido en la
membrana del liposoma y actuara como un portador de iones con preferencia a los
divalentes y menor preferencia hacia los monovalentes, generando un potencial
transmembranal. EI mecanismo por el cual se propone este ionéforo actia en las membranas
es electroneutro, es decir que el balance neto de la reaccion no produce una diferencia de

concentraciones de iones tanto dentro como fuera de la membrana®®.

En la siguiente figura se esquematiza el mecanismo de accion de este iondéforo.

v

2H*

Figura 6. Mecanismo de incorporacion de cationes por la ionomicina. En un primer paso (1) la ionomicina
interacciona con la membrana liposomal, y al estar dentro del liposoma ésta se desprotona (2) pudiendo realizar
la reaccién de complejacidn con el cation (3) y consecutivamente volviendose a desprotonar (4) dejando dos
protones en el medio y quedando el complejo neutro. EI complejo neutro sale del liposoma debido a sus
propiedades lipofilicas (5) y una vez fuera el complejo se protona (6) y el cation se libera de la lonomicina (7) y

ésta se vuelve a protonar, quedando de nuevo en su forma neutra(8)(43).
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2.5.4. Radiomarcado con *°*"Tc-MIBI.

El Tecnecio-99m (2-metoxi-2-metilpropilisonitrilo) sestamibi fue desarrollado originalmente
para imagenes de perfusion miocardica, y en los ultimos afios también se ha utilizado en
imagen de tumores en cancer de pulmon y cancer de mama. El mecanismo de incorporacion
del radiofarmaco en tumores esta relacionado con el potencial de membrana de la célula, y
también por difusién pasiva a través de la membrana. El ®™Tc-MIBI es un cation lipofilico

cuya carga es +152),

Me Me
M /)\/NZC -t
e
MeO m e
Me OMe
MeO
Me Me

Figura 7. Estructura quimica del **™Tc-sestamibi.

Debido a esta caracteristica, este radiofarmaco puede ser incorporado al espacio acuoso del
liposoma, utilizando un gradiente trasnmembranal facilitado por un iono6foro, tal como ya ha

sido publicado por Belhaj-Tayeb et. al®?.
2.5.5. Pruebas de radiomarcaje de liposomas.

Dentro de los controles de calidad para el radiomarcaje de liposomas, se encuentran: 1) La
evaluacion de la eficiencia de radiomarcaje, la cual nos indicara cuanto de la actividad inicial
del radiofarmaco queda asociado con el liposoma, 2) La estabilidad in vitro para predecir
cuanto del radiofarmaco quedara asociado con el liposoma con respecto al tiempo que dura
el experimento y, 3) la estabilidad in vivo mediante modelos animales y técnicas de imagen
molecular, se puede obtener la biodistribucion del sistema liposomal asi como su

farmacocinética®® 5% 53,
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3. Justificacion.

Dada la alta incidencia de cancer cervicouterino en la poblaciébn mexicana, el uso del farmaco
cis-diaminodicloroplatino (II) (cisplatino) como tratamiento de primera linea contra este tipo
de padecimiento ha sido muy eficaz. Sin embargo, existen diversos efectos adversos
ocasionados por este farmaco, como lo son la nefrotoxicidad, la ototoxicidad y la
neurotoxicidad, ademas de que el tiempo de residencia del farmaco en el organismo es muy
corto, lo cual limita su eficacia en la terapia convencional. Por tal motivo se han investigado
otros recursos para disminuir dichos efectos adversos y aumentar sus propiedades
quimioterapéuticas; el uso de liposomas como acarreadores de farmacos han resultado muy
eficiente para disminuir los efectos adversos y mejorar los parametros farmacocinéticos,

obteniendo un mayor tiempo de residencia en el organismo.

El radiomarcaje de la formulacion liposomal de cisplatino con nucleos radioactivos de
Tecnecio 99 metaestable (Tc-99m), es una herramienta util para poder realizar estudios de
farmacocinética y biodistribucion de la formulacion liposomal en animales de experimentacion
mediante la obtencion de imagenes por microSPECT (por sus siglas en inglés Tomografia
Computada por Emision de Foton Unico), o la cuantificacién de la radiacién en érganos
utilizando un contador de radiacién por centelleo. La utilizacién de ndcleos radioactivos en
este estudio permitird hacer el seguimiento de la distribuciéon, en tiempo real, de la
formulacién de cisplatino-liposomal y en un futuro, se podré realizar el radiomarcaje con

algun radionuclido de uso terapéutico, como lo es el Re-188, Re-186.
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4. Hipotesis.

La encapsulacion de Tc-99m mediante un potencial transmembranal, generado por el

ionéforo lonomicina, mejorara la eficiencia del radiomarcado.
5. Objetivos.
5.1. Objetivo general.

Desarrollar y caracterizar una técnica de radiomarcado de un sistema de cisplatino liposomal

con Tc-99m utilizando un potencial transmembranal.

5.2. Objetivos particulares.

1) El disefio de una técnica de encapsulacion de cisplatino a través de un potencial

transmembranal.

2) La implementacion de la técnica de radiomarcado con Tc-99m-MIBI de liposomas a través

del i6noforo lonomicina.
3) La caracterizacion fisicoquimica y pruebas de estabilidad in vitro de liposomas.

6. Materiales y métodos.

6.1. Preparacion de liposomas por hidratacion de bicapa lipidica.

En una solucién de cloroformo/metanol (2:1) se disolvieron una mezcla de HSPC (Avanti
Polar Lipids Inc, USA) , Colesterol (Avanti Polar Lipids, USA) mPE-PEG,u0 (Avanti Polar
Lipids Inc, USA) y vitamina E (Sigma-Aldrich, Alemania) como antioxidante. Después se
evaporo el solvente mediante el uso de un rotavapor a una temperatura de 65°C, agitando a
210 rpm (Laborota 4000, Heidolph, Alemania) aplicando vacio al final de la evaporacion. La
capa obtenida fué colocada en un desecador a vacio por 24 horas. Posteriormente la bicapa
lipidica fue hidratada con una solucion de CaCl, anhidro (Sigma-Aldrich, Alemania) a una
concentracion de 600mM. Una vez hidratada se homogenizé el tamafio de particula por
extrusion a través de filtros de policarbonato de 0.4, 0.2 y 0.1 um. Los liposomas obtenidos
fueron dializados (Spectrapor 12-14000 MWCO, Spectrum Medical Industries, USA) por 4

horas usando solucion salina como medio. Se realiz0 la caracterizacion fisicoquimica.
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6.2. Preparacion de liposomas cargados con cisplatino por evaporacion en fase

reversa.

Se prepard una solucién acuosa con Cisplatino (Merck, Alemania), la cual fue calentada a
65°C con agitacion magnética. En otro vaso se disolvieron HSPC, Colesterol, mPE-PEG2o00
en una solucién de cloroformo (Reproquifin, México) metanol (Fermont, México) (2:1), vy
adicionando vitamina E como antioxidante. Se adicioné lentamente por goteo la solucién de
lipidos a la solucién acuosa (aun en agitacion y a 65°C) lentamente para no formar espuma.
La emulsién que se formo fue trasvasada a un matraz de bola y llevada a un rotavapor a una
velocidad de 150 rpm bajo sonicacion y a una temperatura de 65°C. La suspension de
liposomas fue enfriada a temperatura ambiente y colocada en un desecador por 24 horas a
vacio. Los liposomas fueron dializados durante 4 horas utilizando solucién salina como

medio. Se realizo la caracterizacion fisicoquimica.

6.3. Caracterizacion fisicoguimica de los liposomas.

6.3.1. Tamafo de particula.

Se lavaron celdas de plastico 2 veces con KCI (Sigma-Aldrich, Alemania) 10 mM previamente
filtrado a través de filtros de 0.2 um, con el fin de remover particulas de polvo que pudieran
interferir en la lectura. Se llenaron las celdas con KCI 10 mM y se agregaron 5uL del estandar
o de la muestra. Se resuspendio la muestra y se realiz6 la lectura en un equipo 90 PLUS/BI-

MAS (Brookhaven Instruments, USA). La lectura del estandar debe ser: 92 £ 3.7 nm.
6.3.2. Potencial zeta.

Se lavaron las celdas 2 veces con KCL 1 mM previamente filtrado. Se llen6 con
aproximadamente 1.8 mL de KCl y fueron agregados 10 pL de la muestra, se resuspendieron
y se les colocé un electrodo cuidando que no se formen burbujas, se conecto el electrodo al

equipo y se leyo la muestra en un equipo 90 PLUS/BI-MAS.

Para el estandar se lavo la celda y se llen6 con 1.8 mL aproximadamente de una solucion de
5mg/20 mL (0.25 mg/mL) del estandar BIZR3 (Brookhaven Instruments, USA), se colocé el

electrodo y se leyo la muestra. La lectura del estandar debe ser de -53+4 mV.
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6.3.3. Cuantificacion de colesterol.

Para la determinacion del colesterol en la muestra, se utilizo un kit comercial (Advia
Chemistry, Bayer USA). Se agregaron 10 pL de la muestra y después 1 mL del reactivo, se
agito en vortex por un minuto. La muestra fue incubada a 4 °C por 10 minutos. La muestra se

ley6 en un espectrofotometro (DU 530 Beckman Coulter, USA) a 500nm.
6.3.4. Cuantificacion de fosfolipidos.

Se realiz6 la cuantificacion de fosfolipidos con una modificacion del método reportado por
Stewart ®”. Se tomaron 10 pL de muestra y se llevaron a 100 pL con agua desionizada y se
agita en vortex por un minuto. Se tomaron 20 pL de la diluciébn anterior y se secaron. Se
afiadieron 15 L de agua desionizada, se agité 1 minuto en vortex y se repite el proceso de
secado. Una vez secas las muestras fueron resuspendidas en 750 pL de cloroformo y se
agité en vortex por 2 minutos. Se agregaron 750 uL de ferrotiocianato de amonio, se agitaron
en vortex 1 minuto y se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 minutos a una temperatura de
4°C (Centrifuge 5702 R, Eppendorf USA). La fase acuosa fue retirada y de la fase organica
se tomaron aproximadamente 700 pL que se depositaron en la celda de cuarzo y se ley6 a
488 nm en un espectrofotometro (DU 530 Beckman Coulter, USA).

e Preparacion del ferrotiocianato de amonio (NH;FeSCN).

Se disolvieron 27.03 g de cloruro férrico hexahidratado (FeCl3*6H,0) (Sigma-Aldrich,
Alemania) y 30.4 g de tiocianato de amonio (NH4SCN) (Sigma-Aldrich, Alemania) en 1 L de

agua desionizada. La solucién se guardo en un frasco ambar.
6.3.5. Cuantificacién de cisplatino.
Tratamiento de la muestra:

Se prepard una dilucion 1:100 de la muestra de liposomas. Se tomaron 100 uL y fueron
agregados 400 pL de acetonitrilo, se agité en vortex y se centrifugd durante 10 minutos a una
temperatura de 4°C y 10000 rpm (Zentrifugen Mikro 22R Hettich, USA). Se tomaron 400 uL
del sobrenadante y se pasaron a otro tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Las muestras
fueron secadas a una temperatura de 40°C y bajo corriente de Nitrdgeno. Una vez secas las
muestras fueron resuspendidas en 100 pyL de solucién salina, se agitaron en vértex y se

agregaron 10 pL de NiCl, 50 pg/mL y 10 pL de DDTC (Sigma-Aldrich, Alemania) al 10% en
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NaOH 0.1 M. Las muestras fueron agitadas e incubadas durante 30 minutos a 37°C y 500
rpm en una placa de calentamiento con agitacion. Se agregaron 100 pL de cloroformo y se

agitaron 3 minutos en vortex y se centrifugé 10 minutos a 10000 rpm a 4°C.

La cuantificacion de cisplatino se realiz6 por HPLC en un equipo WATERS-ALLIANCE 2695
acoplado a un detector UV-VIS WATERS 2489, las condiciones cromatogréficas fueron:

Columna: Symmetry C-18 (3.9 X150 mm) 5 pm
Flujo: 1.8 mL/min
Temperatura: 23 °C
Fase movil: Agua-MeOH-Acetonitrilo (28:40:32)
Volumen de inyeccion: 20 uL
Tr cisplatino: 3.2 min
Tr NICly: 4.5 min
Tiempo de corrida: 7 min
Detector UV
Longitud de onda: 254 nm
6.3.6. Cuantificacion de cloruro de calcio.

Se realizé una dilucién 1:20 de la muestra de liposomas con agua desionizada, se agitaron
en vortex durante 3 minutos y se centrifugaron las muestras a 10000 rpm durante 15
minutos para asentar los lipidos. Se cuantificé la muestra utilizando un kit para determinar
calcio (Spinreact, S.A. Espafia), se adicion6 2 mL de hidroxilamina, 1 gota de o-cresolftaleina
y 20 pL del calibrador de calcio (10 mg/dL) o de la muestra, directamente en las celdas. Se
leyé en un espectrometro UV-VIS (DU 530 Beckman Coulter) a 570 nm.
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6.4. Radiomarcaje de liposomas.

Se tomaron 200 pL de la suspension liposomal (cargados con CaCl, 6 cisplatino) y se
adicionaron 0.5 mCi (18.5 MBq) de *™Tc-MIBI (MIYMSA, S.A. de C.V. México),
inmediatamente se adicion6 ionomicina (Sigma-Aldrich, Alemania) en una proporcion 8:1 (ug
ionomicina por umol de lipido). Las muestras de liposomas se dejaron incubar por 30 minutos
a temperatura ambiente. Después de la incubacién se purificaron y concentraron los
liposomas radiomarcados con ultrafiltracion en filtros Amicon de 3 K (Merk Millipore, USA) de
0.5 mL, se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos (Mini Spin, Eppendorf USA),
adicionando 100 pL de solucién salina para filtrar el **"Tc-MIBI no encapsulado. Se
determind la eficiencia de radiomarcado utilizando un activimetro (Deluxe Isotope Calibrator
II, Nuclear Associates, USA) midiendo la actividad inicial y la actividad asociada a los

liposomas.
6.5. Encapsulacion de cisplatino mediante potencial transmembranal.

A una muestra de 0.5 mL de liposomas cargados con cloruro de calcio fué adicionada una
solucion de cisplatino (Sigma-Aldrich, Alemania) a una temperatura de 65°C cuya proporcion
fué 1:6 (farmaco: lipido), se adicion6 ionomicina a una proporcién de 8:1 (g ionomicina por
pmol de lipido) y se dejé incubar por 1 hora a 65°C. Después se purificaron y concentraron
las muestras en tubos de ultrafiltracion Amicon de 30 k de 4 mL (Merk Millipore, USA), y se
centrifugaron a 4000 rpm durante 40 minutos a una temperatura de 4 °C (Centrifuge 5702 R,
Eppendorf USA). Se adicion6 1 mL de agua destilada para filtrar el cisplatino no
encapsulado. Y por ultimo se cuantificd la concentracién de cisplatino encapsulada con
HPLC.

6.6. Estabilidad in vitro.
Se preparé 1 mL de solucién salina al 0.9% y suero humano al 50% que se mantuvieron en
incubacién a una temperatura de 37°C. A continuacion se adicion6é 0.2 mCi de liposomas con
CacCl, y liposomas con cisplatino, ambos previamente radiomarcados con la técnica descrita
anteriormente. Se tomaron muestras de 20 pL a las 0, 0.5, 1, 3, 6, 18 y 24 horas y se
depositaron en tubos Amicon de 3 K. Se adicionaron 150 uL de solucién salina para filtrar el
tecnecio liberado. Se centrifugaron las muestras por 20 minutos a 13000 rpm. Se midio la
actividad en el filtro y en el filtrado utilizando un contador de centelleo solido (Model 2200

Scale Ratemeter, Ludlum, USA).
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6.7. Andlisis estadistico.

Los valores se han reportado como el promedio + la desviacién estandar. Se utiliz6 un
analisis de varianza de una via (ANOVA) para comparar la diferencia entre las medias de los
resultados y una prueba de Tukey en caso de encontrar diferencia significativa utilizando el

programa SPSS V.22. Existe diferencia estadisticamente significativa si p<0.05.

7. Resultados y Discusion.
7.1. Formulacion liposomal.

La formulacién liposomal consta de los siguientes componentes: HSPC: Colesterol:
PEG2000:a-tocoferol (60:33.5:5:1.5). El fosfolipido principal es el HSPC (Fosfatidilcolina
hidrogenada de soya), que es el componente principal de la suspension liposomal, el
colesterol es el que sigue en proporcion y es el encargado de dar soporte y rigidez a la
membrana®. El liposoma tiene un recubrimiento de Polietilenglicol, que da una
estabilizacién estérica permitiendo que haya un mayor tiempo de distribuciéon en el

4 se adiciona

organismo, al no poder ser detectado por el sistema reticulo endotelial
también a-tocoferol (Vitamina E), como agente antioxidante que prevendra la oxidacion de
los componentes liposomales, ya que el objetivo de esta formulacién es la encapsulacion de
un radionuclido emisor de rayos gamma. Se ha reportado que la radiacion gamma puede
producir la degradacion quimica de los fosfolipidos, produciendo peroxidacion, formacion de
lisolipidos, acidos grasos libres, acido fosfatidico y otros derivados, es por ello que la
incorporacion de un agente antioxidante, como la vitamina E es fundamental en este tipo de

formulaciones que seran radiomarcadas®®.

El método propuesto para realizar la encapsulacion, tanto para el cisplatino como para el Tc-
99m, involucran un potencial transmembranal a través del ionéforo lonomicina, el cual
intercambiara el cation calcio encapsulado en el interior acuoso del liposoma por la forma

ionizada del cisplatino en medio acuoso (Carga +2) y/o por el **"Tc-MIBI (Carga +1).
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7.2. Caracterizacion fisicoquimica.

En la Tabla 3 se presentan los parametros fisicoquimicos de caracterizacion de los

liposomas; se reporta el promedio con la desviacién estandar de tres lotes:

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica de liposomas cargados con CaCl,.

Parametro Valor + Desviacion estandar
Tamafio de particula 159.2 nm £ 3.91
Potencial Zeta -25.29 mV = 3.30
Concentracion de fosfolipidos 38.20 mg/mL + 1.42
Concentracion de colesterol 3.66 mg/mL £ 0.74
Concentracion de calcio 1.75 mg/mL £ 0.31

7.3. Radiomarcado de liposomas con CacCls,.
7.3.1. Proporcion lonomicina: Lipido.

La técnica ideal para realizar el radiomarcaje de liposomas involucra la utilizacién de
liposomas preformados™?, los cuales fueron elaborados mediante hidratacion de bicapa
lipidica y cargados con cloruro de calcio. El estudio consistié en evaluar la proporcién 6ptima
de ionomicina con respecto a la cantidad de lipido en la formulacién que resulta en la mejor

eficiencia de encapsulacion.

En la Figura 8 se muestran las diferentes proporciones de lonomicina: lipido y las eficiencias
en porcentaje que se obtienen en cada una de ellas.
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Figura 8. Evaluacion de la eficiencia de radiomarcado en funciéon de la proporcién de ionomicina adicionada.

Conjuntamente se evaluaron dos diferentes formas de adicion de los reactivos (lonomicina y 99mTc—MIBI); como
99m

control de referencia se incluyé una muestra sin el ionéforo. Se adicionaron 0.5 mCi de ™ 'Tc-MIBI Se reporta el

promedio n=3 £ Desviacion estandar. (*) Indica diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).

Fue utilizado el radiofarmaco *™Tc-MIBI debido a que es un catién lipofilico con carga (+1),
y el ionéforo lonomicina, que creard un gradiente transmembranal, intercambiando el calcio

del interior liposomal por el Radiofarmaco.

Se evaluaron dos maneras de adicionar los reactivos, en una se adiciona primero la
ionomicina a los liposomas y en seguida el radiofarmaco, y en la otra se invierte el orden
adicionando el radiofarmaco primero a los liposomas seguida de la adicion de la ionomicina.
Se observé una leve mejoria en la eficiencia de radiomarcado con la adicion de la ionomicina

al final.

Los resultados también mostraron que la eficiencia de encapsulacion es directamente
proporcional a la cantidad de ionomicina que se adiciona, con la proporcién de 8 pg/umol se
observa una eficiencia de radiomarcado en el orden del 75%, mientras que en los otros
casos esta es del orden de 55y 65 %. Debido a que el ®™Tc-MIBI es un catién monovalente,
y la ionomicina tiene una mayor afinidad por cationes divalentes, como el calcio®?, se cree
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gue la reaccion requiere de mayor cantidad del ion6foro para poder ingresarlo al espacio
acuoso del liposoma, caso contrario a lo que se observa con el cisplatino cuyos resultados

seran discutidos mas adelante.

De acuerdo al andlisis de varianza hay diferencia significativa de las muestras con respecto
al control, el cual no contiene ionomicina; sin embargo, la eficiencia del radiomarcado es
cercana al 30%, debido a que el **™Tc-MIBI es un catién lipofilico, por lo tanto tendra cierta
afinidad por las cadenas hidrocarbonadas del fosfolipido, intercalandose una pequefia
porcién en la membrana del liposoma®?. Por lo tanto, la ionomicina ayuda a la incorporacién

del **™Tc-MIBI aumentando la eficiencia de encapsulacion.
7.3.2. Tiempo de Incubacién.

En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos de la eficiencia de radiomarcado con
respecto al tiempo de incubacion a temperatura ambiente. Unicamente se consider6 el

meétodo en el que la lonomicina se adiciona al final.
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Figura 9. Se muestra la eficiencia de radiomarcado evaluados a tres diferentes tiempos (15, 30 y 60 min) a
temperatura ambiente. Se presenta el promedio de n=5 con su respectiva desviacion estandar. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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No hay diferencia significativa entre los tiempos de incubacion, ya que se obtienen eficiencias
de encapsulacion similares (~ 60%). El tiempo de incubacion no juega un papel fundamental
en la eficiencia de encapsulacion, lo que lleva a hacer el tiempo de marcaje mucho mas

rapido y eficiente, hasta con 15 minutos de incubacion.
7.4. Resultados y discusion de la encapsulacion de cisplatino.

7.4.1. Evaluacion de la concentracién de cisplatino encapsulada en funcién de la

proporcion ionomicina: lipido.

Se propone un nuevo método de encapsulacion de cisplatino, considerando que este
farmaco en medio acuoso pasa de su forma neutra a su forma cargada (+2) mediante una
reaccion de hidrolisis, donde los dos grupos salientes que son los iones cloruro son
sustituidos por dos moléculas de agua®®. Esta caracteristica permite su encapsulacién por el

método de potencial transmembranal con el ionéforo ionomicina.

En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos de la concentracion de cisplatino en

liposomas en funcion con la proporcién de ionomicina: lipido.
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Figura 10. Se muestra la concentracién de cisplatino en liposomas en funcién de la proporcién de ionomicina:

lipido (2, 4 y 8 pg/umol). La proporcién farmaco: lipido en este experimento fue 1:6. Se reporta el promedio n=3
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con su respectiva desviacion estandar. (*) Indica diferencia significativa en comparacién con los otros dos
grupos (p<0.05).

La tendencia que se logra observar es inversamente proporcional a la cantidad de ionomicina
que se adiciona, ya que en la minima proporcién ionomicina:lipido se alcanza la mayor
concentracion de cisplatino (1482.34 pg/mL). Contrario con los resultados obtenidos con
9MTc-MIBI (mayor eficiencia con 8 p/umol, 73.13%), la proporcién requerida para incorporar
cisplatino al interior del liposoma es menor (2 pg/pmol), el cual es significativamente diferente
de las demas proporciones de ionomicina. Esto puede ser debido a la carga que presenta el
cisplatino en solucién acuosa (+2) y que la ionomicina es mas afin a los cationes divalentes

(43)

gue a los monovalentes La alta concentracion también se asocia con la pureza del

cisplatino utilizado (99.9%), ya que al no contener impurezas de otros metales, el proceso de

potencial transmembranal se da de forma mas eficiente.
7.4.2. Tamafo de particula después de la encapsulacion de cisplatino.

La Figura 11 muestra los resultados obtenidos de las mediciones de tamafio de particula.
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Figura 11. Se presentan los datos de 3 lotes utilizados para la encapsulacién de CDDP con la técnica de
potencial transmembranal con ionomicina. Se presenta el promedio n=3 con su respectiva desviacion estandar.

No se observa diferencia significativa entre estos dos grupos.
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No se observan cambios importantes en el tamafio de particula después de encapsular el
cisplatino; el tamafio antes de encapsular es de 159.2 nm+3.91 y después de encapsular es
de 167.4 nmz+2.71. Se creia que el método de encapsulacion, donde se utiliza el
calentamiento por encima de la temperatura de transicion del lipido (70°C) o por la utilizacion

de la lonomicina en etanol absoluto, pudiera afectar el tamafo de los liposomas.
7.4.3. Potencial Zeta después de la encapsulacién de cisplatino.

En la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos de las mediciones de potencial zeta
antes y después de realizar la encapsulacion de cisplatino mediante el método de potencial

transmembranal generado por la ionomicina.
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Figura 12. Se presentan los datos de 3 lotes utilizados para la encapsulacion de CDDP con la técnica de
potencial transmembranal con ionomicina. Se presenta el promedio n=3 con su respectiva desviacion estandar.

No se observan diferencias significativas entre ambos grupos.

Se observa que hay un ligero incremento del valor negativo del potencial zeta, antes de
encapsular es de -25.29 mV = 3.30 y después de encapsular es de -30.98 mV * 3.89; esto

30



posiblemente como consecuencia del intercambio i6nico calcio-cisplatino. Aunque hay un

incremento en el potencial zeta, no es estadisticamente significativo.
7.5. Resultados y discusion del radiomarcado de liposomas con cisplatino.

En la Figura 13 se presentan los resultados del radiomarcaje de liposomas cargados con
cisplatino. El primer grupo son liposomas cargados unicamente con cisplatino, el segundo
son liposomas cargados con cisplatino mediante técnica de potencial transmembranal con
ionomicina, el tercero son liposomas cargados con cloruro de calcio y cisplatino, el cuarto y

guinto grupos son liposomas cargados con cloruro de calcio.
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Figura 13. Radiomarcaje de 3 diferentes formulaciones de cisplatino liposomal. Se adicioné un control positivo

de liposomas cargados con CaCl, y un control negativo que no contiene ionomicina. La proporcién de

99m

ionomicina es de 8 pg/umol. Se adicionaron 0.5 mCi de ™ ' Tc-MIBI. Se presenta el promedio n=6 y su

respectiva desviacion estandar. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0.05).

No hay diferencias estadisticamente significativas entre las tres formulaciones evaluadas y el
control positivo, y se encontré diferencia significativa entre los grupos con ionomicina y el
control negativo sin ionomicina, lo que indica que el ion6foro ayuda a la incorporaciéon del

%MTc-MIBI al interior del liposoma.
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Se observa que el control negativo tiene una eficiencia de encapsulacion del 27.85%, debido

a que el radiofarmaco es un cation lipofilico que puede intercalarse en la bicapa del liposoma.

La eficiencia del proceso de radiomarcado de liposomas cargados con cisplatino es de un
60%, que es un poco mejor que la eficienciencia del 50%reportada en la literatura con este

método®?.
7.5.1. Tamafio de particula después del radiomarcaje.

Se realiz6 la medicion de tamafio de particula de los liposomas radiomarcados, después de
que decayera la actividad del **™Tc (pasadas 10 vidas medias, 2.5 dias).

Los resultados de este experimento se presentan en la Figura 14. El primer grupo son
liposomas cargados unicamente con cisplatino, el segundo son liposomas cargados con
cisplatino mediante técnica de potencial transmembranal con ionomicina, el tercero son
liposomas cargados con cloruro de calcio y cisplatino, el cuarto y quinto grupos son

liposomas cargados con cloruro de calcio.
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Figura 14. Se presentan las variaciones en cuanto al tamafio de particula antes y después de realizar el
radiomarcaje. Se presenta el promedio n=10 y su respectiva desviacidn estandar. (*) Indica diferencia

significativa entre ambos grupos de estudio (p<0.05).
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Se observa que hay un incremento significativo en el tamafio de particula de los tres lotes
gue contienen cisplatino, mientras que en los controles (positivo y negativo) que solo
contienen cloruro de calcio no se observaron diferencias estadisticamente significativas. Este
aumento de tamafo de particula es debido a que la membrana liposomal posee una cierta
flexibilidad, que le permite incorporar mas material al interior del liposoma, permitiendo que

haya tanto cisplatino como **™Tc-MIBI en el nlcleo acuoso.

En los otros casos no se encontraron diferencias en el tamafio de particula de los liposomas

Gnicamente con cloruro de calcio debido al intercambio iénico calcio-**"Tc-MIBI.
7.5.2. Potencial Zeta después del radiomarcaje.

Los resultados obtenidos para este experimento se muestran en la Figura 15.
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Figura 15. Se presentan los resultados en cuanto a la variacién del potencial zeta antes y después de realizar el
radiomarcado. Se presenta el promedio n=20 y su respectiva desviacion estandar. (*) Indica diferencia

significativa entre ambos grupos (p<0.05).

El lote que contiene unicamente Cisplatino (Lip CDDP) no mostro diferencias significativas en
cuanto al potencial zeta, ya que no contiene iones que afecten la fuerza idnica del medio, y

gue pudieran alterar el valor del potencial zeta.

El siguiente lote (Lip Post-CDDP) mostré un aumento significativo en el valor negativo de
potencial zeta, debido a que los iones calcio que quedan en el interior del liposoma se ven
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dezplazados hacia la parte externa del liposoma y al momento de ser removidos, la fuerza

iGnica disminuye aumentando el potencial zeta.

La co-encapsulacion de cloruro de calcio y cisplatino (Lip CaCl,+CDDP) no mostro
diferencias significativas en cuanto a los valores de potencial zeta antes y después del
radiomarcaje y cabe resaltar que el valor de potencial zeta de esta formulacion liposomal al

inicio es muy baja, por lo tanto tiene buena estabilidad.

Se observé un ligero aumento en el valor del potencial zeta con los liposomas cargados con
cloruro de calcio (Lip CaCl,), ya que hay movimiento de iones en la membrana debido a la
adiciéon de la ionomicina, que transporta iones al exterior del liposoma e introduce el Tc-99m-
MIBI.

En el control negativo (Sin ionomicina) no se aprecia alguna diferencia en su valor de
potencial zeta, y no era de esperarse que hubiera un movimiento de cationes al no estar
presente la ionomicina, por lo tanto no hay modificaciones en la densidad de carga superficial

del liposoma.
7.5.3. Influencia en la concentracion de cisplatino después del radiomarcaje.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 16.
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Figura 16. Se muestran los datos de la cuantificacion de cisplatino antes y después del radiomarcaje. Se
presenta el promedio n=5 y su respectiva desviacion estandar. (*) Indica diferencia significativa entre ambos
grupos (p<0.05).
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Se observa una disminucion estadisticamente significativa en la concentracion de cisplatino
en liposomas cargados uUnicamente con el farmaco aproximadamente a la mitad de la
concentracién inicial, debido al intercambio de Cisplatino-*"Tc-MIBI durante el
radiomarcado. Sin embargo los otros lotes que contienen calcio, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la disminucién de la concentracion de cisplatino,
esto podria deberse a que el calcio previene que el cisplatino salga del liposoma, debido a

que la ionomicina tiene mayor afinidad por los iones Ca**.
7.6.Estabilidad de radiomarcado.

Se realiz6 un estudio de estabilidad in vitro del radiomarcaje de la formulacion liposomal

tanto en suero como en solucién salina al 0.9%.

Los resultados de esta evaluacion se presentan en la gréfica 17.
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Figura 17. Se presenta la estabilidad in vitro hasta las 24 h tanto en suero y solucion salina y fueron evaluados
el radiomarcaje de liposomas blanco (CaCl,) y de liposomas con CDDP. Se presenta el promedio n=3 y su

respectiva desviacién estandar.
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No se observan diferencias significativas entre todos los grupos hasta las 6 h, ya que tienen
el mismo comportamiento. De acuerdo con el analisis estadistico, hay diferencias
significativas a partir de las 18 h que aunque sea significativo, el radiomarcaje resultd ser
estable para los fines requeridos (97 %) tanto en suero humano y en solucion salina isotonica
y tanto en liposomas blanco como en liposomas con cisplatino, a las 24 h, tiempo suficiente

para poder realizar la prueba de estabilidad in vivo mediante técnicas de imagen molecular.
7.7. Proporcion Farmaco: Lipido.

En la Figura 18 se muestran los resultados obtenidos para la encapsulacion de cisplatino en
funcién de la proporcion farmaco:lipido. El siguientes experimento se realizé adicionando una
proporcién ionomicina: lipido de 8 pg/umol, debido a que se utilizé la proporcién que dié una

mejor eficiencia de radiomarcado.
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Figura 18. Se presenta la concentracién de cisplatino en funcion de la proporcion farmaco: lipido (1:4, 1:6 y 1:8),
se adiciond un control negativo que no contiene ionomicina. Se reporta el promedio n=3 con su respetiva
desviacién estandar. (*) Indica diferencia significativa con respecto al control y los demas grupos de estudio
(p<0.05).

Se observa que hay una diferencia significativa entre el control y las diferentes proporciones

del farmaco, y la proporcién Optima para esta técnica qued6 en 1:4, que es la menor
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proporcion que se utilizdé. No se observa diferencia significativa entre las proporciones 1:6 y

1:8. Por lo tanto, la ionomicina ayuda al cisplatino a incorporarse al interior del liposoma.

Aunque la encapsulaciéon de cisplatino en el control sin ionomicina es minima, en
comparacién con los demas grupos, es relativamente alta y por lo tanto se evaluara la
influencia de la temperatura en la concentracion de cisplatino en liposomas, ya que la
temperatura de transicion del lipido es muy cercana a la temperatura de solubilizacion
méxima del cisplatino (65°C vs 70°C respectivamente)®”, en la que podia darse una

encapsulacion pasiva.
7.8. Evaluacion de la temperatura en la encapsulacion.

Se realiz6 un experimento en donde se incubd una muestra y un control a una temperatura
més baja que la de transicion del fosfolipido principal (40°C). Se utilizé la proporcion de
ionomicina: lipido) que di6é una mejor eficiencia de radiomarcado (8 pg/umol), y se utilizé la

proprocion farmaco:lipido que se tiene estandarizada en el laboratorio (1:6).

En la Figura 19 se muestran los resultados de la dependencia de la temperatura en la

encapsulacion de cisplatino.
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Figura 19. Encapsulacién de cisplatino a 40°C y 65°C. Se adicion6 un control negativo sin ionomicina para
ambas temperaturas. Se presenta el promedio n=2 y su respectiva desviacion estandar. (*) Indica diferencia

significativa entre el control y los demas grupos de estudio (p<0.05).
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Uno de los problemas para encapsular cisplatino es su baja solubilidad en agua a
temperatura ambiente; la maxima solubilidad del cisplatino reportada en la literatura es de 12
mg/mL a 70°C®",

Los resultados demuestran que para el control positivo hay una mayor encapsulacion del
farmaco a una temperatura de 65°C (643.38 ug/mL) que es estadisticamente diferente
comparado con la encapsulacién a 40°C (406.89 ug/mL) y con el control negativo a 65°C
(429.15 pg/mL). Para la encapsulacion a 40°C se observa que tanto para el control positivo
como el negativo se tienen una concentracion de cisplatino muy cercana (406.89 pug/mL *
15.31 y 447.83 pg/mL £ 8.24 respectivamente), y la concentracion de ambos controles
negativos es casi la misma con las dos temperaturas (429.15 pg/mL = 36.70 A 65°C y 447.83
pg/mL £ 8.24 a 40°C) y no hay diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos
control a ambas temperaturas y el control positivo a 40°C. Por lo tanto el método requiere

gue todo el cisplatino se encuentre en disuelto.

En conclusion, la temperatura juega un papel importante en la encapsulacién del cisplatino,
ya que ayuda a la solubilizacién del farmaco y que esté mas disponible para ser

encapsulado.

8. Conclusion.

La técnica disefiada en este trabajo para el radiomarcaje de liposomas permitié obtener una
eficiencia y estabilidad in vitro aceptables para realizar estudios de farmacocinética y

biodistribucién in vivo en modelos con animales mediante técnicas de imagen molecular.

La técnica también mostré ser factible para la encapsulacién de cisplatino mediante el mismo
sistema, en donde la ionomicina ayuda a la encapsulacion del farmaco y del radiofarmaco

mediante un gradiente transmembranal.

Esta técnica puede ser aplicable en estudios posteriores para realizar el radiomarcaje con
188Re, un emisor de radiacién beta con potencial terapéutico, y con ello poder establecer una
qguimio-radioterapia conjunta en un mismo sistema, y mejorar la eficacia terapéutica en el

tratamiento del cancer.
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