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1. Introduccién

En la década de los 60 y principios de los 70, el cientifico Britanico A.D. Bangham
dirigio investigaciones que permitieron caracterizar las interacciones entre lipidos y
agua'*™”. Bangham, junto con sus colegas, lograron demostrar que las estructuras
de asociacion acuosa formadas por la dispersion de lecitinas en agua pueden
difundir iones del interior hacia el exterior similar a lo que ocurre en membranas
biolégicas. Debido a lo anterior, se asocio este comportamiento a la formacion de
vesiculas con un interior acuoso. A partir de ese momento, las estructuras
denominadas liposomas se emplearon como modelos de membrana celular y

proliferaron los estudios de biofisica, estructura y funciones de membranas.

El investigador Britanico G. Gregoriadis, formuld, en la década de los 70, el
concepto del liposoma como transportador de sustancias con actividad
farmacolégica, es decir, como Sistemas de Liberacién Prolongada® debido a la
permeabilidad selectiva de estas vesiculas. En los afios siguientes, los liposomas
fueron estudiados por numerosos grupos de investigacién como adyuvante” en
vacunas® 9, vehiculos para transporte y direccionamiento de farmacos™? e
incluso para radiofarmacos en el diagndstico y tratamiento de enfermedades®* .
Asi mismo, los liposomas radiomarcados pueden utilizarse para el seguimiento in
vivo de estos transportadores cargados con farmacos, lo que permite obtener

informacion sobre su biodistribucion y eliminacion.

Actualmente, existe una gran variedad de técnicas de radiomarcaje de liposomas.
En el laboratorio de Fisica Medica del Instituto Nacional de Cancer, se desarrollé
una técnica de radiomarcado donde se utilizé el ion6foro lonomicina para

favorecer la encapsulacion de **"Tc-MIBI dentro de los liposomas a través de un

Los adyuvantes o coadyuvantes, son sustancias o preparados quimicos que, incorporados al
antigeno o inyectados simultaneamente con él, hacen mas efectiva la respuesta inmune. Con su
empleo se logra una economia de antigeno y de tiempo, asi como un mayor nivel de anticuerpos

especificos.
|
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gradiente de concentracién provocado por el ion Ca®" previamente encapsulado
en los liposomas®™?. Con la misma técnica, se encapsuld el farmaco
anticancerigeno cisplatino. Se reporta que se encapsulé 0.725 + 0.036 mg/mL de
cisplatino y se obtuvo 75% de eficiencia de radiomarcado. Esta técnica que
permite realizar un radiomarcado asi como la encapsulacion de farmaco, es
prometedora para un uso clinico por lo cual este trabajo esta enfocado en el

estudio de biodistribucidon en un modelo tumoral.



2. Marco tedrico
2.1.Liposomas

Los liposomas se describen como bicapas de lipidos formando una estructura
esférica coloidal que posee un espacio acuoso en su nudcleo, similar a las células.
En otras palabras, los liposomas son analogos sintéticos de membranas naturales
suspendidos en medio acuoso. El material base de los liposomas son los
fosfolipidos construidos por una cabeza polar y una doble cadena hidréfoba, con

una configuracion espacial cilindrica que le permite arreglos en bicapas®®.

La formacién de los liposomas se debe al auto-ensamblaje de moléculas de
fosfolipidos en un medio acuoso. Estas moléculas anfifilicas” forman una esfera de
bicapa cerrada en un intento de disminuir el area de contacto de los grupos
hidrofobos con la fase acuosa, mientras que todavia mantiene contacto con ella a
través del grupo hidréfilo de la molécula (Figura 1). La esfera cerrada resultante
puede encapsular principios activos hidrosolubles en el interior acuoso o bien,

embeber’ farmacos liposolubles en la membrana®®.
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Figura 1. EL arreglo espacial cilindrico de los fosfolipidos permite su ordenamiento en bicapas para

la formacion de Iiposomas(17).

" Moléculas que poseen un extremo hidrofilico, es decir, que es soluble en agua y otro hidréfobo,

es decir, que rechaza el agua.
" Un objeto o cuerpo contiene dentro de su misma estructura un material de diferente naturaleza.
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Las virtudes de los liposomas son resumidas por el cientifico Gert Storm y sus
colegas®®: pueden ser direccionados hacia un sitio determinado en el organismo;
pueden actuar como reservorios de liberacion lenta; son capaces de proteger al
principio activo de la degradacion del organismo; pueden disminuir los efectos
colaterales ocasionados por la distribucién inespecifica del farmaco libre; en
algunos casos pueden actuar mejorando la disolucion de una sustancia insoluble
facilitando su administracion, modifican el tiempo de vida media en circulacion de

la molécula encapsulada asi como su biodistribucion.

La mayoria de las formulaciones liposomales son administradas via intravenosa y
una vez que se encuentran en el torrente circulatorio, se acumulan en las zonas
periféricas a la masa tumoral por extravasacion de éstas a través de lesiones
porosas presentes en los vasos sanguineos (endotelio fenestrado) que alimentan
al tumor (Figura 2) 29, |as cuales van desde 100 hasta 700 nm de diametro vs
los 6 nm en promedio que presenta el endotelio de los vasos de tejidos sanos.

Una vez alli, comienza la interaccién liposoma-célula blanco.
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Figura 2. Esquema que muestra la acumulacion de liposomas cargado con farmaco en los tumores.

Los liposomas de liberacion lenta son capaces de llevar a algunos medicamentos a través de la

circulacion hasta llegar al tejido blanco®?.
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Como se muestra en la Figura 3, los liposomas cargados con farmaco pueden ser
absorbidos en la superficie celular de manera especifica a través de interacciones
receptor-ligando (a) o no especifica (b). Asi mismo, pueden fusionarse con la
membrana celular (c) y liberar su contenido en el citoplasma de la célula, o puede
ser desestabilizado por ciertos componentes de la membrana celular cuando es
adsorbido sobre la superficie (d) de manera que el farmaco liberado puede entrar
en la célula a través de macropinocitosis. De igual manera, los liposomas pueden
someterse a intercambio mediada por transferencia directa de proteinas o de
componentes lipidicos con la membrana celular (e) o ser sometida a una
endocitosis especifica 0 no especifica (f). En el caso de la endocitosis, un
liposoma puede ser entregado por el endosoma en el lisosoma (g) o, en ruta hacia
el lisosoma, el liposoma puede provocar la desestabilizacion endosoma (h), lo que

resulta en la liberacién del farmaco en el citoplasma de la célula. 2
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Figura 3. Interacciones Iiposoma-célula.(“)




2.1.1. Componentes de liposomas

El material base que conforma a los liposomas son los fosfolipidos, sin embargo
se puede incluir colesterol, tensioactivos no toxicos, esfingolipidos, glicolipidos e
incluso proteinas de membrana, lo que proporcionan diferentes caracteristicas a
los sistemas liposomales como menor o mayor permeabilidad en la membrana®?.
Sin embargo, debido a que el uso de los liposomas esta enfocado a su uso clinico
en pacientes, se debe realizar una adecuada eleccion de los componentes de la

formulacion.
2.1.1.1. Fosfolipidos

Los fosfolipidos son los componentes principales de las membranas celulares de
los seres vivos. Estructuralmente estdn compuestos por una molécula de glicerol
gue esta esterificada en los carbonos C1 y C2 con dos cadenas de acidos grasos
y un grupo fosfato en la posicion C3, que puede 0 no estar unido a un grupo
saliente, también denominado grupo polar. El grupo saliente mas comun en la
naturaleza es la colina y el fosfolipido obtenido se denomina fosfatidilcolina (PC),
uno de los mas abundante en las membranas biolégicas. En la Figura 2 puede
verse la estructura quimica de la fosfatidilcolina (PC) con su cabeza polar y sus
colas hidrocarbonadas. Las sustancias que poseen dominios hidrofilicos e

hidrofébicos en la misma molécula se conocen como anfifilos®?.
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= e = O
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| ? a
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Acido graso

Cabeza
hidrofébica
(Apolar)

Figura 4. Estructura quimica de fosfatidilcolina PC?%.




2.1.1.2.Colesterol

El colesterol se encuentra en las membranas celulares y es utilizado en la
preparacion de liposomas. La molécula de colesterol se encuentra entre las
moléculas de fosfolipidos con su grupo hidroxilo orientada hacia la fase acuosa,
mientras que el anillo triciclico se intercala entre los carbonos de las cadenas
hidrofobias del fosfolipido. Se ha utilizado en la preparacién de liposomas para
mejorar las caracteristicas de la bicapa lipidica debido a que mejora su fluidez,
reduce la permeabilidad de las moléculas solubles en agua a través de la misma,
previene la liberacion del farmaco encapsulado y mejora la estabilidad de la
membrana ante los fluidos biolégicos como la sangre. Los liposomas sin colesterol
tienden a reaccionar con las proteinas en torrente sanguineo como albimina, m-
transferrina, y macroglobulina. Estos componentes tienden a desestabilizar los
liposomas y reducir su utilidad como sistemas de administracion de farmacos.
Existen reportes donde se indica que el colesterol disminuye la interaccion entre

proteinas y liposomas. % 229,
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Figura 5. a) Molécula de colesterol con sus regiones identificadas. b) Colesterol entre moléculas de

fosfolipido®”.



2.1.1.3. Polietilenglicol

Una de los limitantes para el uso de los liposomas como transportadores de
farmacos es el sistema inmune, debido a que las células mononucleares pueden
reconocerlos como no propios y pueden eliminarlos del organismo ©®. Con el fin
de disminuir las interacciones del liposoma con los macréfagos, se han enfocado
investigaciones para recubrir los liposomas con polimeros neutros y largos como
es el propilenglicol (PEG-PE). El PEG-PE se une a los grupos fosfato de los
fosfolipidos, de esta manera forma parte de la bicapa del liposoma®™ 2%, Este
polimero crea una barrera estereoquimica que disminuye la fagocitosis
mononuclear en comparacion con liposomas que se presentaran “desnudos” ante

el organismo®® 3V,

El recubrimiento permite que las particulas liposomales
permanezcan por periodos mas prolongados de tiempo en el organismo
aumentando su biodisponibilidad, lo que es fundamental cuando se trata de la
administracion de formas farmacéuticas que requieren una liberacion prolongada,
tal es el caso de los farmacos dirigidos al tratamiento del cancer. La estabilizacion
optima de la formulacibn se logra con 5-10% del PEG-PE, con una masa

molecular entre 1000-2000 Da®?.
2.1.1.4. Alfa-tocoferol

Los fosfolipidos de los liposomas pueden autooxidarse desestabilizando su
estructura. A este proceso se le conoce como peroxidacion lipidica y puede verse
favorecida por la presencia de metales, luz y pH elevado, a la vez que se puede
inhibir por agentes quelantes (EDTA) y antioxidantes como el alfa —tocoferol® 34,
La integracibn de estos agentes en la formulacién liposomal favorece la

conservacion.

El alfa-tocoferol o vitamina E, es el antioxidante liposoluble mas importante de las
células. Posee la propiedad de proteger a los 4cidos grasos poliinsaturados de las

membranas y otras estructuras de la peroxidacion lipidica. Es poco soluble en
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agua, alcanzando mayores grados de solubilidad en aceites. Se localiza en la
parte hidrofébica de las membrana y protege los fosfolipidos de las mismas del
ataque de los radicales libres. Este antioxidante, secuestra los radicales libres

reduciéndolos a metabolitos menos activos® 39,

2.2.Clasificacion de liposomas
Los liposomas pueden ser clasificados con base al tamafio, estructura, método de
preparacion, composicidn y liposomas especiales. A continuacién, se presenta un

resumen de la clasificacion de los Iiposomas:(zz' 87)

Tabla 1. Tipos de liposomas en base a la estructura, métodos de preparacién y composicion.

Tipos de liposomas Especificaciones

(A) En base a parametros estructurales

Vesiculas multilaminares ] o
Mas de 0.5 micrometros

grandes
Vesiculas oligolaminares Entre 0.1-1 micrémetros
Vesiculas unilaminares Todos los rangos de tamafio

Vesiculas unilaminares

pequefias, .
] o Entre 20-100 nanémetros
Vesiculas unilaminares de

tamafno medio

Vesiculas unilaminares ;
Mayores a 100 nandmetros
grandes

Vesiculas unilaminares
gigantes, Mayores a 1.0 micrémetros

Vesiculas multivesiculares

(B) En base a métodos de preparacion

Vesiculas multilaminares Hidratacion de capa fina (agitacién manual),
grandes Rehidrataciéon
Vesiculas unilaminares Hidratacion de capa fina (sin agitacion)



https://es.wikipedia.org/wiki/Liposoluble

Vesiculas unilaminares Micro fluidificacion, Inyeccion de etanol,

pequefias Congelacién/descongelacion

Vesiculas unilaminares . ) o
Evaporacion de fase inversa, Dilisis de detergente

grandes
(C)En base a la composicion
Liposomas Compuesto de fosfolipidos neutros o con carga
convencionales negativa y colesterol.

Compuesto de fosfolipidos tales como Fosfatidil

Liposomas sensibles a pH _ . . o _
etanolamina, Dioleoil-Fosfatidil etanolamina.

Liposomas catiénicos Compuesto de lipidos cationicos.

Liposomas de circulacion | Compuesto de lipidos neutros de alta temperatura de
prolongada o stealth transicion, colesterol y 5-10% de PEG-DSPE.

_ Anticuerpos 0 secuencias para reconocimiento
Inmunoliposomas ) ) ]
asociadas con liposomas convencionales.

Compuesto por Fosfatidil colina, colesterol, aldehido
Magnetoliposomas de cadena lineal y particulas coloidales de 6xido de

hierro magnético.

Liposomas sensibles a Compuesto por Dipalmitoil Fosfatidil colina y muestra

temperatura liberacidon maxima a 41°C.

2.3. Elaboracion de liposomas

Las caracteristicas de los liposomas, como el tamafio de particula, la cantidad de
farmaco encapsulado o la laminaridad, estan directamente relacionadas con el
método de preparacion. Con el fin de controlar las dimensiones y la estructura de
los liposomas, aumentar la eficiencia de atrapamiento del farmaco deseado y
prevenir una liberacion no deseada, se han ido desarrollando diferentes métodos
de preparaciéon. La principal diferencia en estos métodos es su enfoque para
superar la baja solubilidad de los lipidos en agua; por consiguiente, estos se
pueden clasificar como agitacion mecanica, evaporacion del disolvente, inyeccion

de disolvente, dialisis de detergente y rehidratacion de bicapa lipidica®®® .
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Para el presente trabajo se utilizo el método de rehidratacion de bicapa lipidica. En
este método, una mezcla de fosfolipidos y colesterol se disuelven en una fase
organica. Posteriormente, el disolvente organico se elimina por medio de
evaporacion utilizando un evaporador rotatorio con presion reducida. Por ultimo, la
pelicula lipidica depositada sobre la pared del matraz se hidrata adicionando una
solucion acuosa del farmaco a encapsular a la concentracion necesaria usando
agitacion y a la temperatura de transicion de los lipidos. Los liposomas obtenidos
son del tipo multilaminares grandes con poblaciones de tamafio de particula

heterogéneas® 4%

, por lo que es necesario utilizar una técnica para homogenizar
la suspensién coloidal, tanto en forma como en dimensiones. Con esta finalidad
se utilizd6 un equipo de extrusion. EI método de extrusion se basa en pasar
repetidamente la suspension liposomal a través de membranas de policarbonato
con poros de dimensiones nanométricas, usando presion positiva de alta
intensidad y manteniendo los liposomas a la temperatura de transicion del
fosfolipido que lo componen. El didmetro medio de los liposomas se vuelven
progresivamente mas pequefios hasta alcanzar un minimo y, a medida que el
tamafio promedio se reduce, los liposomas tienden a convertirse en

unilaminares®® 3% 49,

Lipidos Disolucién

enpolvo acuosa

con farmaco &

Evaporizacion

de disolvente

B

Disolvente organico Bicapa de lipidos

Homogenizacion
Hidratacion de tamafio

por agitacion por extrusion

® o,
© P O

o = @ o ©
Vesiculas grandes Vesiculas pequeiias
multilaminares unilaminares

Figura 6. Proceso de elaboracion de liposomas por la técnica rehidratacion de bicapa lipidica “?.
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Figura 7. Extrusora Lipex™ para la preparacion de liposomas con tamafio uniforme. La suspension

de vesiculas multilaminares se introduce en la parte superior de la extrusora (A), esta se presuriza
con nitrégeno (B), obligando a las vesiculas multilaminares a travesar de un filtro de policarbonato
de tamafio de poro definido. Las vesiculas unilaminares resultantes se recogen a través de la
abertura de salida en la parte inferior del dispositivo (C). La unidad permite la operacién
termostatica en virtud del barril térmico, que puede ser acoplado a un bafio de agua recirculante
(D) “3)

2.4.Caracterizacion fisicoquimica

Las caracteristicas quimicas y fisicas de los liposomas determinan su
comportamiento in vivo e in vitro. Por lo tanto, la disponibilidad de métodos
analiticos para establecer estas caracteristicas es esencial. Durante mucho
tiempo, grupos de investigacion centraron sus esfuerzos en el desarrollo de
métodos para la caracterizar los liposomas, cumpliendo uno de los requisitos para
la posterior aprobacién de la entidad regulatoria Federal Drug Administration
(FDA). El control de calidad de las dispersiones liposomales se complica debido a
los diversos componentes que conforman las vesiculas y a que todos los andalisis
guimicos requieren disolucion, solubilizacion o la extraccion de los componentes

liposomales para permitir el analisis y la cuantificacién de cada uno de ellos “* 4%,
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2.4.1. Tamafio de particula

EL tamafo de los liposomas tiene que ser mas pequeiio que las fenestraciones de
los vasos sanguineos para extravasarse y alcanzar tumores sélidos. El tamafio de
los liposomas es un factor que determina el aclaramiento de los mismos debidos al
sistema inmune y al sistema reticulo endotelial. En general, las vesiculas que son
mas grandes que 100 nm requieren estrategias adicionales para prevenir la
opsonizacién y prolongar su tiempo de vida media en circulacién. Las técnicas de
fraccion de flujo de campo, microscopia, cromatografia de exclusion por tamafio,
turbidez y dispersion dindmica de la luz se utilizan comunmente para la
caracterizacion fisico-quimica de tamafio de particula de las dispersiones de

liposomas®.

La dispersion dinamica de luz, una de las mas utilizadas, se basa en que una
fuente de luz monocromatica, por lo general un laser, se dispara hacia una
muestra. Todas las moléculas en la dispersidon son golpeadas con la luz y todas
las moléculas difractan esta luz en todas las direcciones. La luz difractada es
recogida por un fotodetector posicionado a una distancia y angulo especifico. Este
proceso se repite a intervalos de tiempo cortos y el conjunto resultante de
patrones se analizan por un autocorrelacionador que compara la intensidad de la
luz en cada punto por tiempo. Los resultados obtenidos de esta técnica son
representados por histogramas que muestran la intensidad de eventos de
dispersibn de luz que genera cada tipo de particula de diferente tamafio,
obteniendo el promedio del diametro efectivo de las particulas en la suspension

liposomal“¢49),

2.4.2. Carga superficial y potencial Zeta (Q)
La carga superficial de los liposomas es un parametro importante que afecta a las

interacciones electrostaticas entre liposomas y moléculas circundantes, particulas

y superficies. Este parametro nos permite predecir la estabilidad coloidal de la
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dispersion liposomal y las interacciones entre liposomas y biomoléculas o células.
Es dependiente del tipo de fosfolipido y la composicion del medio acuoso,
incluyendo pH y fuerza i6nica. A menudo se utiliza la determinacion del potencial
zeta como medida de la carga superficial. El potencial zeta se define como la
diferencia de potencial eléctrico que existe ente la capa de Stern y la capa difusa
del coloide. Una de las técnicas utilizadas para medir el potencial { es a través de
la movilidad electroforética por la técnicas de electroforesis Doppler laser®®. Esta
técnica se basa en el uso de un electrodo conductor y la luz dispersada por la
muestra liposomal. 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, es refractada dos veces; esta sefal es
detectada y medida por el sistema y posteriormente los resultados son
interpretados por el software del equipo traduciéndolas en el potencial ¢ de la

muestra** 4% 50,

2.4.3. Cuantificacion de fosfolipidos

La concentracién de fosfolipidos en una suspension liposomal es un parametro
gue nos permite estimar la eficiencia de formacion de liposomas, asi como
prevenir intoxicacion al momento de administrar una dosis. Una de los ensayos
para realizar el andlisis es por la reaccién de Stewart que se basa en la formacion
de un complejo colorido, detectable a 488 nm, entre la molécula de fosfolipidos y

en ferrotiocianato de amonio en solvente organico®.
2.4.4. Cuantificacion de colesterol

La concentracién de colesterol en liposomas puede indicar el nivel de rigidez en
membrana y controlar la liberacion del soluto encapsulado. Su determinacion se
puede realizar a través de una reaccion enzimatica. Esta reaccion se basa en la
hidrélisis del colesterol esterificado en colesterol libre a través de la enzima

colesterol estereasa. El colesterol libre es oxidado mediante la enzima colesterol
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oxidasa dando como productos perédxido y colestona. El perdxido reacciona con
4-aminoantipirina y fenol en presencia de la enzima peroxidasa, formando

quinoneimina, compuesto detectable a 500 nm con un espectrofotémetro®?.

Colesterol
este reasa

C?Ies;ergl Colesterol Acido graso
esterificado libre
Colesterol
oxidasa
+ 01 > + nloz
Colesterol Colestona Peréxido
libre

OH
0 _'"_h'l
CHy + @ + bH,0
2 M0, +
272 C}l; lﬂ-lz c"a L]

Peroxido 4-amino- Fenol
antipirina

0
Quinoneimina

Figura 8. Esquema de la reaccion para la medicion enzimatica de colesterol 62),

2.4.5. Cuantificacién de calcio (Ca?")

La medicién de la concentracién de Ca**, siendo este el soluto encapsulado para
promover el mecanismo de accion de la ionomicina, permite estimar la eficiencia
de su encapsulacién en la formulacién liposomal. La determinacién de Ca?*
basa en la formacién de un complejo colorido, detectable a 570 nm, entre el Ca*
extraido de la muestra y la o-cresolftaleina, en medio alcalino. La intensidad del
color formado es proporcional a la concentracién de Ca*' presente en la

muestra®®.
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2.4.6. Cuantificacién de farmaco

La determinacién de farmaco encapsulado es particular para cada formulacion
liposomal. El método utilizado debe estar estandarizado y validado de acuerdo a
las caracteristicas de la molécula de interés. Agentes anticancerigenos como
cisplatino, mifepristona, paclitaxel, doxorrubicina, 5-fluorouracilo, etc. su
cuantificacion puede realizarse por HPLC. Para el caso particular del cisplatino,
primero se realiza una derivatizacion con dietilditiocarbamato de sodio (DDTC)

para generar un complejo hidréfobo con una alta absorbancia a 254 nm®* %,

2.5. Liposomas radiomarcados

Dadas las capacidades de los liposomas para encapsular moléculas, han sido
usados como transporte para radiofarmacos. Referente al aspecto terapéutico, se
han realizado estudios con liposomas radiomarcados para tratar tumores solidos
debido a su capacidad de trasportar radiofarmacos emisores de particulas a o 8
que pueden dafar estructuras celulares provocando su muerte. Asi mismo, se han
utilizado para realizar imagenes de estudio molecular con la finalidad de
diagnosticar inflamaciones debidas a infecciones o a Artritis, observar médula
Osea o la region intracavitaria asi como determinar la concentracién farmacéutica

en 6rganos de manera no invasiva™? entre otros objetivos.
2.5.1. Técnicas de radiomarcaje de liposomas

El radiomarcaje es el proceso por el cual un radionuclido (Atomo radiactivo) es
unido a una molécula o particula de interés. Idealmente, los liposomas deben ser

conjugados después de su preparacion y justo antes de los ensayos. Por estas

razones, los métodos denominados “after-loading”” o “remote-labeling”” son

Método de radiomarcaje donde se utiliza un quelante hidrofébico para acarrear al radionuclido

iGnico a través de una membrana lipidica.
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adecuados, ademas de proveer ventajas cuando se trabaja con radionuclidos de

vida media corta, como el **™T¢ (ty,=6 h) *3 9,

Encapsulacién a distancia Quelante lipofilico

= =
Facilitado por ionéforos |

Quelacién en la
superficie

HOOC{—\Nl \N/‘"COOH
C ) E < o
I
N N HO™ NS ® O

HOOC 7\ / \.—~COOH

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

Figura 9. Diagrama esquematico del método “remote—labeling"(l4’ %6),

El marcaje de la membrana, la encapsulacion pasiva y el quelado en la superficie
del liposoma son métodos para la preparaciéon de liposomas radiactivos. Los
radionuclidos se pueden asociar con la membrana lipidica por la interaccion
hidréfoba, a través de la conjugacion en la membrana o el quelado en la superficie
usando conjugados de quelantes lipidicos en liposomas preformados
(radiondclidos en azul). Alternativamente, los radiondclidos se pueden encapsular
dentro de liposomas durante el proceso de rehidratacion de la bicapa lipidica o
pueden ser transportados a través de la membrana por ionoforos o quelantes
lipofilicos (radiontclidos en amarillo) ®* °9. Para este proyecto se opté por utilizar

el método de radiomarcaje usando un ionéforo.

Tecnica utilizada en radiomarcaje donde se utiliza gradientes de concentraciones para efectuar el

encapsulado del radiondclido en el liposoma.
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2.5.2. lon6foro

Los ionéforos son agentes lipofilicos quelantes ©”, capaces de formar uniones
reversibles y transportar iones especificos a través de membranas hidréfobas tales
como las membranas poliméricas liquidas de las células o bien de vesiculas
sintéticas (liposomas).®® Los ionéforos son importantes debido a que el interior de
la bicapa lipidica de la membrana es hidréfoba, por lo que los iones no pueden

pasar a través de ella debido a su carga®.
Las dos clasificaciones generales de ionéforos son‘®?:

e londforo trasportador. Se une a un ion particular y protege su carga del
ambiente circundante. Esto facilita el paso a través del interior hidrofobico
de la membrana lipidica. Ejemplos de ionoforos trasportadores son
A23187, ionomicina y 4-BrA23187®Y que actian como molécula de
intercambio, es decir, por el pasaje de un cation, debe pasar al otro lado un
namero de protones (H") igual a la carga del cation, lo que produce un
transporte electroneutro. Los ionéforos trasportadores pueden ser proteinas

u otras moléculas.

YY) v _,"" POOO RO ."‘{) OO OOOOYA_ B,
sinly Y HH olele ( wieietstatsteteintatetatetetelotetr: X TH

. . L, L 2
Figura 10. Mecanismo de accién general para los ionéforos transportadores(6 ),
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e londforo formador de canal. Crea un poro en la membrana hidrofila,
permitiendo que los iones pasen a través sin entrar en contacto con el
interior hidrofébico de la membrana. Un ejemplo es la gramicidina A, un

antibiético polipeptidico®. Estos ionéforos son generalmente proteinas

grandes.

162),

Figura 11. Mecanismo de accion general para los ionéforos formadores de canal
2.5.2.1.lonomicina

La ionomicina es un antibiético de poliéter producido por la bacteria Gram positiva
Streptomyces conglobatus. Este iono6foro, del tipo trasportador, es capaz de
extraer Ca®" y otros cationes en una solucién acuosa a partir de una fase organica.
Posee una predileccibn a formar complejos con cationes de carga 2+,
especialmente el Ca®*, mientras que la unién a cationes monovalentes es menor.
La reaccién de formacion de complejo se da en relacion 1:1 y es dependiente del
pH ya que cuando este es menor a 7.0 no ocurre la unién con Ca**, mientras que

su mayor tasa de unién ocurre con pH mayor a 9.5@%.

La ionomicina es soluble en acetona, benceno, hexano, metanol y etanol sin
embargo, es insoluble en agua, acidos y bases débiles. Por lo general, el polvo de
ionomicina es reconstituido en soluciones de etanol puro o DMSO (10 mg/mL),

almacenandose a 2-8 °C con proteccién contra la luz®®.
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Figura 12. Molécula de ionomicina quelando el ion calcio (A), exponiendo sus grupos hidrofébicos

al medio, y en su secuencia linear (B)(GG).

Debido a que la ionomicina es un eficaz acarreador mévil de Ca?*, posee ventajas
para el estudio de transporte de este cation a través de membranas
bioldgicas®”. También, se ha utilizado para equilibrar los niveles intracelulares y
extracelulares de ion Ca?" para calibraciones in situ de indicadores
fluorescentes®®. Ademas, se ha descrito que la ionomicina puede servir como
inductor de la apoptosis®  debido a que puede actuar activando una

endonucleasa latente sensible a las concentraciones de Ca®* 9,

El funcionamiento de la ionomicina, como transportador, se basa en bloquear la
carga del ion al quelarlo, asumiendo una conformacion espacial que provoca que
la molécula muestre grupos hidrocarbonados hacia el medio acuoso, lo que
permite su paso a través de una zona hidrofébica de la bicapa lipidica sin ningin
gasto de energia™". De esta manera el ion pasa de un lado a otro por un gradiente
de concentracion facilitado, manteniendo un medio electroneutro, lo que no
produce una diferencia de concentracion de iones, tanto dentro como fuera de la

membrana®?.
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Figura 13. Se representa el mecanismo de accién del ionéforo ionomicina para el transporte de
. : . 61 : : Iy

cationes en reacciones secuenmales( ). Las zonas sombreadas simbolizan una seccion de la
bicapa lipidica, y los subindices i y e se refieren a dentro y fuera del volumen delimitado,

respectivamente.

Inicialmente, la ionomicina (H:l,), en su estado neutro, interacciona con la
membrana lipidica internalizandose en ella (1). Posteriormente, el ion6foro se
desprotona (2), lo cual le permite realizar una reacciéon de formaciéon de complejo
(MHI%) con un catién (3). Consecutivamente, el complejo se desprotona de nuevo
guedando neutro (4). EI complejo ionomicina-catibn neutro (Ml;), debido a sus
propiedades lipofilicas se desplaza hasta la parte interna de la membrana (5). Una
vez interaccionando con el ndcleo del liposoma?, el complejo se protona (MHI*,)
(6), lo que permite que el catién se libere de la ionomicina (7). Por ultimo, el

ionéforo se protona una vez mas, permaneciendo en su forma neutra inicial (8).
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2.6. Tecnecio-99 metaestable SESTAMIBI (*™Tc-MIBI)

El tecnecio-99 metaestable (**™Tc) es un radiontclido que se obtiene a partir del
decaimiento radioactivo del molibdeno-99 (**Mo). Su tiempo de vida media es de
6.02 horas. Su mecanismo de decaimiento es por transicion isomérica emitiendo
fotones y. Generalmente el ®™Tc es preferido por encima de otros isotopos,
debido a caracteristicas de formacidon de imagen optimas con una energia de foton

ideal de 140 keV y su facil obtencion a través de un generador *Mo/**"Tc.
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Figura 14. Estructura quimica de *"Tc SESTAMIBI?.

El *™Tc-MIBI se obtiene a partir de la conjugaciéon de **"Tc-pertecnetato de sodio
con seis moléculas de metoxi isobutil isonitrilo. Este radiofarmaco es usado para
realizar imagenes de mama, imagenes de paratiroides asi como estudios de
perfusion cardiaca’®. Es considerado como un radiofarmaco catiénico (1+) y
lipofilico que se acumula en el miocardio por difusidbn pasiva. En pacientes,
después de la administracion intravenosa, el aclaramiento de la sangre es rapido
con un tiempo de vida media de 1.6 a 4.3 minutos. Cinco minutos posteriores a la
administracion, 8 % de la dosis inyectada permanece en circulaciéon. Menos del
uno por ciento se une a proteinas plasmaticas. La vida media biologica en

miocardio es de 6 horas aproximadamente. La vida media biologica en higado es
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de 30 minutos. La excrecion urinaria es del 27% a las 24 horas y el 37% a las 48

h. El ®™Tc-MIBI no se metaboliza in vivo™,
2.6.1. Radiomarcado de liposomas con **"Tc-MIBI

Existe una amplia bibliografia donde se reportan distintos métodos de
radiomarcado de liposomas con **"Tc-MIBI. Belhaj-Tayeb et. al." radiomarcaron
liposomas pegilados con *"Tc-MIBI a través de un ionéforo llamado valinomicina
generando un potencial transmembranal con una solucion de buffer de fosfatos y
potasio. Al final de estudio, reportan que es posible usar diferentes radiofarmacos
cationicos para ser encapsulados por este ionoforo o diferentes tipos de ion6foros

para encapsular *"Tc-MIBI.
2.6.2. Pruebas de radiomarcaje de liposomas

Para asegurarse que el radiomarcado de liposomas es de alta calidad, deben
realizarse pruebas de caracterizacidbn que incluyen la medicién de la carga y
tamafo de la molécula, solubilidad (caracteristicas atribuibles a los liposomas); asi
como la eficiencia de radiomarcado y estabilidad de radiomarcado in vitro, que nos
indica el tiempo que el radiondclido permanece conjugado al liposoma; estabilidad
de radiomarcado in vivo, que nos indica el comportamiento del sistema en

modelos animales, entre otros analisis" ™.

2.7. Xenotransplante de cancer cervicouterino

Un xenotransplante es la propagacion de tejido tumoral o linea celular cancerdésa,
de una especie animal, en ratones inmunodeficientes con la finalidad de producir
un modelo de tumor. Este tumor puede desarrollarse sobre un 6érgano o sitio
distinto al de origen. Los xenotransplantes permiten realizar una evaluacion
terapéutica de un farmaco en un microambiente tumoral. Establecen un paso

intermedio entre cultivos celulares y un tumor humano'’®. Para el presente trabajo
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se utilizé la linea celular de cancer cervicouterino HeLa de origen humano. Son
células de tipo epitelial provenientes de adenocarcinoma del cuello uterino; posee
un tiempo de replicacion de 23 horas y es capaz de formar tumor

(xenotransplante) en ratones una vez inoculado("".
2.8. Estudios de imagen molecular

La tomografia por emision de foton unico (SPECT) es una técnica no invasiva de
medicina nuclear que, junto con otros métodos de diagndéstico como la PET, la
gammagrafia, la imagenologia 6ptica y ciertos procedimientos de la resonancia
magnética funcional, pertenece al grupo de técnicas de imagenologia

molecular®.

Las gammacamaras SPECT se diseflaron para permitir la tomografia
computarizada por emisién de fotones UGnicos (como los del *™Tc), provenientes
del paciente, y ofrecen informacion sobre la funcién de los 6rganos aunque sin
informacion anatémica. Las gammacamaras se han fusionado a equipos de
tomografia computarizada de rayos X (CT) para formar un equipo hibrido
SPECT/CT. El sistema se acopla a algoritmos y programas de computacion para
adquirir, procesar y fusionar las dos imagenes para obtener una imagen en tercera
dimension que muestre la actividad metabdlica del 6rgano y su ubicacién
anatomica. La imagen fusionada del SPECT/CT es una herramienta de gran
utilidad en la deteccién y seguimiento de tumores malignos ya que se observa con
mayor definiciéon el érgano que capta el radiofarmaco y la ubicacién de la masa

tumoral dentro del 6rganismo‘’®.
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3. Hipotesis

EL radiomarcado con *™Tc-MIBI de la formulacién cisplatino-liposomal, usando
ionomicina, permitird determinar su biodistribucion en un xenotransplante tumoral
mediante técnicas de imagen molecular y su farmacocinética plaméstica en ratas

sanas con técnicas de radiofarmacologia.
4. Objetivos
4.1.Objetivo general

Estudiar la farmacocinética en ratas sanas y la biodistribucion en un
xenotransplante de cancer cervicouterino HelLa en ratones nu/nu, de una

formulacién de cisplatino liposomal radiomarcado con %" Tc.
4.2.Objetivos particulares

» Optimizar la encapsulacién de cisplatinoy *™Tc-MIBI en liposomas usando
el ionéforo ionomicina.

» Estudiar la farmacocinética plasmatica y biodistribucién del sistema *™Tc-
MIBI-Liposomal en ratas Wistar sanas.

» Estudiar la distribucién tumoral del sistema °*°"Tc-MIBI-Liposomal en un

xenotransplante cancer cervicouterino HeLa en ratones nu/nu.
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5. Material y métodos

5.1. Reactivos

Los lipidos (colesterol, HSPC, mPE-PEG2000) se obtuvieron de Avanti® Polar
Lipids Inc. El cisplatino, cloruro de calcio anhidro, cloruro férrico hexahidratado,
cloruro de niquel, D-Alfa-tocoferol, dietilditiocarbamato sodico, ionomicina y
tiocionato de amonio fueron obtenidos de Sigma-Aldrich®. Los solventes
acetonitrilo y metanol de grado cromatogréfico fueron obtenidos de Honeywell ®.
El cloroformo utilizado fue de grado reactivo y se obtuvo de REPROQUIFIN®. El
agua de alta calidad empleada para la cromatografia y la preparacion de

soluciones se obtuvo a partir de un sistema Avantege A10 Millipore®.

5.2. Preparacion de liposomas cargados con CacCl, por rehidratacion de

capa lipidica

Se pesaron fosfatidilcolina hidrogenada de soja (HSPC), Colesterol, mPE-
PEG2000 vy D-Alfa-tocoferol en proporcion molar 60:33.5:5:1.5 mol
respectivamente, utilizando matraz bola y balanza analitica (RADWAG®, EUA)
bajo condiciones de esterilidad. Se disolvio la mezcla de lipidos en cloroformo. Se
evaporo el disolvente utilizando rotavapor (Heidolph, Alemania) con bafio maria a
65°C y agitacion de 210 rpm. Una vez formada la cama de lipidos, se colocé el
matraz bola en desecador aplicando vacio y se mantuvo bajo estas condiciones
durante 24 horas. Posteriormente, se rehidraté la bicapa al volumen deseado
usando una disolucién de cloruro de calcio anhidro 1M en agua desionizada
estéril. Se homogenizé el tamafio de particula usando equipo para extrusion
pasando la suspension liposomal a través de filtros de policarbonato con
dimension de poro de 0.4, 0.2 y 0.1 um hasta obtener el tamafo de particula
preestablecido. El calcio no encapsulado se removié con dialisis usando
membranas de 12-14000 MWCO (Spectrapor, EUA) durante 4 horas, usando

solucion salina isotdnica estéril como medio de dialisis y cambiando por medio
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fresco después de dos horas. Posteriormente, se procedié con la caracterizacion

fisicoquimica de la suspension liposomal.
5.3. Caracterizacion fisicoquimica de los liposomas
5.3.1. Tamafio de particula
El tamafo de particula y el potencial { se determiné usando un equipo Zetasizer

Analyzer 90 PLUS/BI-MAS (Brookheaven Instrumenst Corporation®, U.S.A). Las

mediciones se realizaron con los siguientes parametros:

Tabla 2. Parametros fisicos para cuantificacién de tamafio de particula .

Temperatura 250°C
Viscosidad 0.890 cP
indice de 1.330

refraccion
Angulo 900
A 657.0 nm

Se utilizaron 5 yL de nanoesferas de poliestireno como estandar de referencia
(Duke Scientific®, U.S.A) dispersadas en 1 mL de KCI| 10 mM. Para garantizar su
correcto funcionamiento, la lectura del equipo debe encontrarse dentro de 92+3.7

nm, debido a que es el didmetro certificado de las nanoesferas de poliestireno.
Para realizar la medicion de la muestra, se tomaron 10 pL de la dispersion

liposomal y se diluyé en 1 mL de KCI 10 mM, se agit6 manualmente y se procedio

a la lectura.
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5.3.2. Potencial Zeta

Se determiné el potencial { empleando el electrodo de paladio con soporte de
acrilico (incluido en el equipo). Las mediciones se realizaron bajo los siguientes
parametros:

Tabla 3. Parametros fisicos para cuantificacién de potencial ¢ (80)

Temperatura 250°C
pH 7.40
Concentracion 1 mg/mL

Constante dieléctrica | 78.54

Tamafio de particula | 300 nm

Para preparar el estandar de potencial ¢, se utilizaron 20 mg de BIZR3
(Brookheaven Instrumenst Corporation®, U.S.A) y se disolvieron en 50 mL de KCI
1 mM. Se agregd 1.8 mL del estdndar de referencia y se insert6 el electrodo, se
conectd al equipo y se efectlio la medicién. El estandar de potencial ¢ tiene un
valor de -53+4 mV, la lectura del equipo debe encontrarse dentro de este intervalo

para garantizar su correcto funcionamiento.

La medicion de la muestra, se realiz6 con 10 pyL de la suspension liposomal y se
adicion6 1.8 mL de KCI 1mM, se agitd manualmente, se insertd el electrodo, se

conecto al equipo y se realiz6 la medicion.
5.3.3. Cuantificacion de fosfolipidos
La concentracion de fosfolipidos de la suspension liposomal se determiné usando

el método de Stewart®® que se basa en la formacién de un complejo colorimétrico

entre ferrocianato de amonio y fosfolipidos.
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Para la preparacion del ferrotiocianato de amonio, se disolvieron 27.03 g de
cloruro férrico hexahidratado y 30.4 g de tiocionato de amonio en 1 L de agua

desionizada. La solucion se almaceno en frasco ambar a temperatura ambiente.
Para calcular la concentracion de fosfolipidos, se prepar6 una disolucion de HSPC
en cloroformo con concentracion de 2mg/mL (Stock A). Posteriormente, se realizo

una disolucién 1:10 del Stock A (Stock B).

La Tabla 4 muestra las diluciones realizadas para la preparacién de la curva
patrén de HSPC:

Tabla 4. Curva patrén de HSPC para cuantificacion de fosfolipidos en liposomas.

Concentracion de Volumen de Volumen de Volumen de
HSPC (mg/mL Stock B (uL) CHCI3 (uL) NH4FeSCN (uL)
0.00 0 750 750
0.02 75 675 750
0.04 150 600 750
0.06 225 525 750
0.08 300 450 750
0.10 375 375 750

Cada volumen se agitd durante 1 minuto en vortex (Bench Mixer, EUA) vy
posteriormente se centrifugd a 3000 rpm durante 3 minutos a 4 oC (Centrifuga
Eppendorf, EUA). La fase organica se leyé a 488 nm en celda de cuarzo usando

un espectrofotometro UV-Vis (Beckman Coulter, EUA).

Para la cuantificacion de fosfolipidos en las muestras, se diluy6 1:10 una alicuota
de suspension liposomal en agua desionizada. Posteriormente, se tomaron 20 uL
de la dilucion y se llevaron a sequedad usando un equipo SpeedVac (Thermo
Electron Corporation, U.S.A.) a 20 °C y con vacio durante 40 min. La muestra seca

se disolvié en 750 uL de cloroformo y se agitdé durante 2 min en vortex. Se
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agregaron 750 pL de NH4,FeSCN, se agité durante 1 min en vortex y se centrifugd
a 3000 rpm durante 3 minutos a 4 oC. La fase organica se leyo a 488 nm en celda

de cuarzo usando el espectrofotometro UV-Vis. El analisis se realizo por triplicado.
5.3.4. Cuantificacion de colesterol

Para determinar la concentracion de colesterol en suspension liposomal se uso el

kit comercial enzimético Advia Chemistry CHOL (Bayer, U.S.A.). El andlisis se

efectud por triplicado.

La siguiente Tabla muestra las diluciones realizadas para la preparacion de la

curva patrén de colesterol:

Tabla 5. Curva patrén de colesterol.

Concentracion Volumen de Volumen de reactivo
Muestra ) o
conocida (mg/dL) muestra (uL) enzimatico (mL)

Control 1 84 -114 10 1

Control 2 135-175 10 1

Control 3 192 — 223 10 1
Calibrador 200 — 400 10 1
Suspension

. - 10 1
liposomal

Las reacciones se realizaron en celda de lectura, se agité con vortex por 1 minuto
y se incubd a 4°C durante 10 min. Posteriormente, se leyé a 500 nm usando el
espectrofotometro ultravioleta-visible (UV-Vis). La concentracion del calibrador
debe encontrarse en el intervalo conocido para asegurar que la cuantificacion es

confiable. Se utilizé 1 mL de reactivo enzimatico como blanco.
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5.3.5. Cuantificacion de Ca?*

La concentracion de calcio encapsulado en la suspension liposomal se determiné
con el kit “Determinacién cuantitativa de Ca®* IVD” (SPINREACT S.A., Espafia).
Se adicion6 la mezcla de reactivos Etanolamina, o-Cresolftaleina, 8-

Hidroxiquinoleina como blanco. El andlisis se realiz6 por triplicado.

Para la cuantificacién del patrén primario acuoso de Ca®*, se realizé una dilucion
1:20 de una muestra liposomal en agua desionizada. Posteriormente, se centrifugo
a 10000 rpm durante 15 min. Dependiendo de la determinacién, se tomaron 20 uL
del sobrenadante o del patron primario de Ca** y se deposit6 en celda de lectura.
Se adicion6 2 mL de Etanolamina y 1 gota de la mezcla o-Cresolftaleina, 8-
Hidroxiquinoleina. Se agité en vortex a 50 rpm durante 1 min. La muestra se ley6 a

570 nm usando el espectrofotometro UV-Vis.

La concentracion de calcio en la muestra se calcul6 a partir de la relacion

matematica:

[c]lMuestra

[c]Patrén x 10 (Conc.Patrén) = mgde de calcio en la muestra

5.3.6. Encapsulacién de cisplatino mediante potencial trasmembranal

Para la encapsulacion de cisplatino en los liposomas se utilizé una proporcion 1:6
(mg de farmaco: mg de lipido). Se disolvio el cisplatino en agua desionizada estéril
a 65 oC. Por otra parte, los liposomas cargados con CaCl, se depositaron en un
matraz bola estéril y se calentd a 65 °C usando rotavapor. Una vez alcanzada esta
temperatura, se vertié la disolucién de cisplatino en la suspension liposomal y se
agité a 30 rpm durante 10 min. Posteriormente, se agreg0 ionomicina a una
proporcion 2:1 (ug ionomicina: umol lipido) y se dejé incubar por 1 hora a 65 °C y

30 rpm. La solucién se concentrd y purificd en tubos de ultrafiltracion Amicon de
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30 K de 4 mL (Merk Millipore, EUA) adicionando 1 mL de solucién salina isoténica
para asegurar que todo el cisplatino no encapsulado pase a través de la
membrana de filtracion. Se cuantificé la concentracion de cisplatino encapsulado
mediante HPLC (WATERS-ALLIANCE, EUA) cuyo método fue previamente
validado en el laboratorio.

5.3.7. Cuantificacion de cisplatino
Para calcular la concentracion de cisplatino encapsulado, se elaboré una curva

patrén, por triplicado, empleando concentraciones conocidas de cisplatino en un

intervalo de 0 a 20 ug/mL como se muestra a continuacion:

Tabla 6. Curva patrén de cisplatino para cuantificacion de farmaco encapsulado en liposomas.

Concentracion de | Tipode | Volumen Volumen de Volumen de agua
cisplatino (ug/mL) Stock de Stock liposomas desionizada (uL)
(uL) blanco (L)
0 - - 5 95
10 10 5 85
Mg/mL
5 100 5 5 90
Mg/mL
10 100 10 5 85
Mg/mL
20 100 20 5 75
Mg/mL

A cada volumen se agregd 400 uL de acetonitrilo, se agitdé en vortex durante 5
minutos y se centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos a 4 °C (Hettich, EUA). Se
tomé 400 pL de sobrenadante y se sec6 a 40°C bajo flujo de nitrogeno.
Posteriormente, se agregé 100 uL de solucion salina isotonica, se agitd en vortex
1 minuto y se adicioné 10 pL de NiCl, 50 pg/mLy 10uL de DDTC 10%; se incubo a
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37 °C con agitacion de 500 rpm durante 30 minutos usando placa de
calentamiento con agitacion (Eppendorf Thermomixer®, EUA). Después, se
agrego 100 pL de cloroformo, se agité en vortex durante 3 min y se centrifugé a
10000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Finalmente, 20 pL de la fase cloroférmica
fueron inyectados en el equipo de HPLC.

Para la cuantificacion de cisplatino en muestras liposomales, se realizé una
dilucién 1:100 a una alicuota de la suspension liposomal. Se tomaron 100 pL de la
dilucién y se realizé la extraccion de cisplatino de la misma manera descrita para

la curva patron.

La concentracion de cisplatino encapsulado se determin6 usado del equipo HPLC
2695 acoplado al detector UV-Vis 2489 (WATERS, EUA) bajo las siguientes

condiciones cromatogréficas:

Tabla 7. Condiciones cromatografias para cuantificacion de cisplatino .

Tipo de columna Symmetry C-18, 100 A, 5um, 3.9 X 150 mm
Flujo 1.8 mL/min
Temperatura de columna 23 °C

Temperatura de muestra 4 0oC

Fase movil Agua-Metanol-Acetonitrilo (28:40:32)
Volumen de inyeccion 20 uL

Tiempo de corrida 6 min

Trcisplatino 3.2 min.

Tr NICl, 4.5 min.

Tipo de detector uv

Longitud de onda 254 min.
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5.3.8. Perfil de liberacion de suspensién liposomal cargada con

cisplatino

Para evaluar la estabilidad de los liposomas se utiliz6 el sistema de celdas de
difusion vertical tipo Franz (PermeGear, EUA). El ensayo se realizo por triplicado.

En funcidn del analisis, se realiz6 una dilucion 1:2 de la suspension liposomal con
solucion salina isoténica o plasma humano y ésta se coloco en el compartimento

para muestra de la celda de Franz.

Compartimento
para muestra

|

Boquilla [ C !,—

paratoma i A
de muestra i i | \

' — Membrana

Compartimento
para medio
receptor

Compartimento
para estabilizar
latemperatura

Agitador magnético

Figura 15. Esquema de sistema para difusion vertical tipo Franz(Sl).

Para preparar del sistema de difusion vertical, se colocé una membrana de
policarbonato con un tamafo de poro de 0.050 ym (Whatman Nucleopore,
Canada) entre el compartimento de muestra y la parte superior del compartimento
para medio receptor. Se usaron pinzas de metal para mantener fijas ambas partes
del sistema. Después, se llend con solucion salina isotdnica el compartimento para
medio receptor evitando la formacion de burbujas y se adicioné un mini agitador
magnético. En el compartimento para muestra se coloco 1 mL de la mezcla
liposomas/solucion salina isoténica o liposomas/plasma. La boquilla del
compartimento para muestra se sellé con parafilm. Una vez preparado el sistema,
éste se coloco en el soporte de agitacion magnética (PermeGear, EUA) y se
acoplo un equipo recirculador (LAUDA, EUA) con bafio Maria a 37 °C.
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Se recolect6 el medio receptor en los tiempos establecidos: 0, 0.5, 1, 3, 6, 12, 18,
24, 48, 72, 96 h. Una vez retirado el medio, se rellen6 nuevamente la celda con
solucion salina isotonica hasta la marca de aforo y se repitio la operacion hasta el
siguiente tiempo. El cisplatino liberado al medio receptor se cuantificd utilizando el
quipo HPLC siguiendo las condiciones previamente descritas.

5.3.9. Radiomarcado de liposomas

A 500 pL de la suspensioén liposomal cargados con CaCl,y cisplatino, se adicion6
5 mCi de *"Tc-MIBI (MIYMSA, S.A. de C.V. México). Consecutivamente, se
adiciono ionomicina en proporcién 8:1 (ug de ionomicina: umol de lipido). Se dejo
incubar a temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente, se purifico la
suspension liposomal radiomarcada adicionando 100 uL de solucién salina
isotonica y se filtré tubos Amicon de 3 K con capacidad de 0.5 mL (Merk Millipore,
USA). Se centrifugd a 13000 rpm durante 15 min (Eppendorf, USA). La eficiencia
de radiomarcado se determiné utilizando un activimetro (Nuclear Associates,
USA), midiendo la diferencia entre la actividad adicionada a la suspension
liposomal al inicio del proceso y la actividad de los liposomas radiomarcados

después de la purificacion.

5.3.10. Estabilidad de radiomarcado in vitro

Se agregdé 0.2 mCi de liposomas radiomarcados en 0.5 mL de solucion salina
isotonica y 0.5 mL suero humano al 50%. Posteriormente, se incub6 en bafio seco
a 37°C. Se recolecto por triplicado 20 yL de muestra a las 0, 0.5, 1, 3, 6, 18, 24 h.
Cada muestra recolectada se colocé en tubos Amicon de 3 Ky se adicion6 150 L
de solucién salina isotonica para filtrar el *™Tc-MIBI liberado. Las muestras se
centrifugaron a 13000 rpm durante 20 min. Se midio la actividad en el filtro y en el
filtrado utilizando un contador de centelleo solido (Ludlum, USA).
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5.3.11. Animales de experimentacion

Se utilizaron 6 ratas Wistar macho entre 6-8 semanas de edad y 4 ratones hembra
nu/nu entre 6-8 semanas de edad, adquiridas del bioterio de la Facultad de
Medicina y del Cinvestav Zacatenco, respectivamente. Los animales se
mantuvieron bajo condiciones libres de patdgenos, con agua y alimento ad libitum,
con fotoperiodo dia/noche 12/12 h, la temperatura fue de 22 + 2 °C y humedad fue
40%.

5.3.12. Estudio de farmacocinética sanguinea y biodistribucion en ratas

Las ratas (180-200g) se separaron en dos grupos (n=3). Al grupo control se le
administré por via intavenosa 300 pCi de **"Tc-MIBI, mientras que el grupo
experimental se le inyectd via intravenosa 300 pCi “™Tc-MIBI-Liposomal. Se
tomaron 20 yL de sangre de la cola a los tiempos 0.06, 0.1, 0.13, 0.16, 0.25, 0.5,
1, 2,3, 6,10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 y 24 horas. La actividad de las muestras se
midié inmediatamente utilizando el contador de centelleo tipo pozo. Se elabor6
una grafica de radioactividad por mililitro de sangre contra tiempo y los parametros
farmacocinéticos se obtuvieron con ayuda del programa WinNonlin® (Certara,
E.U.A.) Posterior a las 24h, los animales se sacrificaron y se extrajeron rganos de
interés para cuantificar la radioactividad en estos.

5.3.13.Lineas celulares

La linea celular de céancer de ovario HeLa se obtuvo de la ATCC (Rockville,
E.U.A). Esta linea se cultivd en condiciones de esterilidad en Medio Eagle
Modificado de Dublecco (DMEM) (Gilco, E.U.A.) suplementado con 10% de SFB
(Gilco, E.U.A.) e incubada a 37°C con atmosfera de 5% de CO..
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5.3.14. Desarrollo de tumores de céncer cervicouterino en ratones

atimicos

Las células se proliferaron en cajas de cultivo de 75 cm? se mantuvieron en
DMEM suplementado con el 10% de suero fetal bovino, las cajas de cultivo se
revisaron para verificar el porcentaje de confluencia hasta obtener entre 80-90%.
Las células se despegaron con tripsina, se centrifugaron y posteriormente se
contaron con un hemocitémetro. Una vez contadas la células, se resuspendieron
en un volumen de 100 pl de medio de cultivo y se inocularon a la concentracion de
1x10° por via subdérmica en el lomo del ratén. Después de la inoculacién, se
midio el tamafio del tumor semanalmente y se determind el volumen tumoral

utilizando la siguiente formula®?:
I
VI =D xd?x (E:'

Donde:
VT = Volumen del tumor (mm?®)
D = Didmetro mayor (mm)

D = Didmetro menor (mm)
5.3.15. Estudio de biodistribucién tumoral en ratén atimico

Una vez que el volumen tumoral llegé aproximadamente a 200 mm® y para
corroborar que el tumor se encuentra metabdlicamente activo®, se administraron
200 uCi del radiofarmaco *®F-FDG (Ciclotrén UNAM, México) por via intravenosa;
los animales se mantuvieron 30 minutos de reposo para permitir la biodistribucion
del radiofarmaco en el organismo y posteriormente se realizo el estudio PET/CT
(Albira ARS, Oncovision, Espafia). Un dia después se realiz6 el estudio
SPECT/CT, inyectando 200 uCi de *™Tc-MIBI-Liposomal cargados con cisplatino,
en los tiempos 1, 3, 6 horas posteriores a la administracion de la formulacion
liposomal. Las imagenes se reconstruyeron Yy analizaron para observar la

acumulacion liposomal en el tumor.
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5.3.16. Cuantificacién de cisplatino en tumores

Al término del estudio de biodistribucion tumoral, se sacrificaron los animales y se
extrajo el tumor para cuantificar la cantidad de cisplatino transportado por los
liposomas mediante HPLC. Se realiz6 una curva patron con “tumores blanco” (que
no tuvieron interaccion con la formulacién liposomal), a los que se les agregaron
cantidades conocidas de cisplatino en un intervalo de 0 a 5 ug/mL y 20 uL de NiCl;
a 300 ug/mL. Para los ratones inyectados con la formulacién liposomal, cada
tumor se disgregé en 600 pL de solucidon salina isoténica. Posteriormente, se
agregd 600 pL de acetonitrilo, se agitd, se centrifugd a 15000 rpm durante 15
minutos, se tomd 1000 uL del sobrenadante y se sec6 en bafio Maria a 40 °C con
flujo de nitrégeno. Se resuspendié en 300 uL de solucion salina isotonica, se agitd
y se centrifugd a 15000 rpm durante 30 minutos a 4 °C usando tubos Amicon de
30 kDa. Se tomaron 200 uL del filtrado y se agregd 20 pL de DDTC al 10% en
NaOH 0.1 M y se incubd durante 15 minutos en agitacion a 37 °C. Se agreg6é 100
ML de cloroformo, se agitdé y centrifugé a 10000 rpm durante 5 minutos a 4 °C.
Finalmente, las muestras fueron cuantificadas por HPLC bajo las condiciones

previamente descritas.

5.3.17. Anédlisis estadistico

Los resultados se reportan como el promedio *+ desviacién estandar de la media.
Para determinar una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de
los resultados se realiz6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguida de
una prueba de Tukey realizando comparaciones multiples entre los grupos. Se
utilizé el paquete estadistico SPSS® (versién 22 winé4) y un valor de p<0.05

indico diferencia significativa.
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6. Resultados
6.1. Caracterizacion fisicoquimica

En la Tabla 8 se comparan los parametros fisicoquimicos de liposomas elaborados
en este trabajo (liposomas Q) contra liposomas de un proyecto previo® usados
como referencia (liposomas a). Se puede observar que solo existe diferencia
estadisticamente significativa para la concentracién de Ca?* encapsulado en los
liposomas Q, la concentracion de Ca®** es mayor en comparacién con los

liposomas a.

Tabla 8. Resumen de caracterizacion fisicoquimica de liposomas. Se reporta el valor promedio

(n=3) con su respectiva desviacion estandar.

Parametro Liposomas Q | Liposomas a

Tamafio de particula (nm) | 164.45+ 1.6 | 159.2 £ 3.91

Potencial ¢ (mV) -22.29 £ 4.85 | -25.29 + 3.30

[C] Fosfolipidos (mg/mL) | 35.40 £1.30 | 38.20 £ 1.42
[C] Colesterol (mg/mL) 3.91+0.05 | 3.66+0.74
[C] Calcio (mg/mL) 2.24+0.07* | 1.75+0.31

6.2. Eficiencia de encapsulacion

Se observé que durante el tiempo de preincubaciéon los liposomas encapsulan
cisplatino de manera pasiva. Desde el tiempo cero, cuando se adiciona
ionomicina, y durante los siguientes 45 min., no se observOo una encapsulacion
significativamente diferente a la que se alcanz6 antes de agregar la ionomicina
(Figura 11). A partir de 1 h. se observa una mayor encapsulacion de cisplatino. El
analisis estadistico mostré diferencia significativa de los tiempos 60, 90 y 120 min.
con respecto a los tiempos anteriores, aunque sin mostrar diferencias significativas
entre ellos. El resultado indica que se requiere almenos 60 min. de incubacion de

al menos para lograr una encapsulacion de cisplatino del orden de 1 mg/ml.
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Figura 16. Cinética de encapsulaciéon para cisplatino. Se grafica la concentracién de cisplatino en
miligramos por mililitro contra el tiempo de incubacion. Se reporta el valor promedio para cada
tiempo (n=3) * desviacion estandar. El * indica diferencia significativa p<0.05, con respecto a los

tiempos menores a 60 min.

La Figura 12 muestra el resultado de incrementar la concentracién de Ca** en la
encapsulaciéon de cisplatino. En la figura se comparan los resultados con la
formulacion con los liposomas de referencia (liposomas a); la diferencia es
estadisticamente diferente.
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Figura 17. Comparacién de la concentracion de cisplatino encapsulado en liposomas Q ## v

[c] Cisplatino (mg/mL)
o
(o2}

liposomas a ==, Se reporta el promedio n=3 + desviacion estandar. La diferencia es

estadisticamente significativa, p<0.5.

40



6.3. Perfil de liberacién

La Figura 13 muestra el perfil de liberacidon de la suspension liposomal Q, a 37 °C
en solucion salina isoténica y en plasma al 50%. El andlisis indica que los
liposomas liberan alrededor del 20% del farmaco encapsulado a las doce horas.

Este porcentaje se mantiene hasta llegar a las 96 horas. No se observé diferencia

estadisticamente significativa.
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Figura 18. Liberacion de cisplatino encapsulado en liposomas Q. Se grafica el porcentaje de
cisplatino liberado contra en tiempo en horas. La prueba se realiz6 en plasma al 50 % ® y
solucion salina isotdnica ¢ . Cada punto representa el valor promedio (n=3) con su respectiva

desviacion estandar.
6.4.Eficiencia y estabilidad de radiomarcado

Los resultados mostraron que la eficiencia de radiomarcado mejora hasta un 80%
para los liposomas Q, como consecuencia de incrementar la concentracién de

calcio. La diferencia en la encapsulacion de radiofarmaco es estadisticamente

significativa.
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Figura 19. Eficiencia de radiomarcado entre liposomas Q ## y |iposomas a == Se reporta el

promedio n=3 con su respectiva desviacion estandar.

Al evaluar diferentes tiempos de incubacion, se puede observar que la eficiencia
de radiomarcado también es mayor en los liposomas Q (Figura 15). Se observé
que en ambos casos, el porcentaje de radiomarcado no se ve modificado de
manera relevante desde el inicio de la cuantificacién hasta el final del proceso y
gue se necesitan solo 15 minutos de incubacion para alcanzar la maxima

eficiencia de radiomarcado (80% y 70%, respectivamente).
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Figura 20. Comparacion de eficiencia de radiomarcado entre liposomas Q ## y liposomas o

. Se reporta el promedio n=3 * desviacion estandar y diferencia estadistica con p<0.5.
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La estabilidad de radiomarcado de liposomas a y Q, en solucién salina isotonica y
plasma al 50%, fue del orden del 100% durante las primeras 8 horas (Figura 16).
A las 18 horas el porcentaje de radiomarcado disminuyo al 95% para los
liposomas [J, mientras que para los liposomas Q, éste se redujo al 90%. Después
de 24 horas se observa una diferencia significativa entre los porcentajes de
radiomarcado, siendo de 90% y 80% para los liposomas a y Q, respectivamente.

El resultado indica que la formulacion Q tiende a desestabilizarse después de 24

horas.
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Figura 21. Estabilidad de radiomarcado para liposomas Q en medio receptor plasma al 50% ® y
solucion salina isoténica o contra liposomas a puestos en plasma al 50% ¥ y solucidn salina
isoténica 4. Se reporta el promedio n=3 + desviacion estandar. La diferencia estadistica se

observa con p<0.05.

6.5. Farmacocinética sanguinea

En la Figura 17 se ilustra el comportamiento farmacocinético de *™Tc-MIBI libre y
de liposomas radiomarcados con **"Tc-MIBI. Se grafica la radioactividad en pCi
por mililitro de muestra contra tiempo en horas. Se observa que la curva de
liposomas radiomarcados posee una concentracibn maxima a tiempo cero mayor
que el de la curva de %°"Tc-MIBI libre. Por otro lado, el descenso de la
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concentracion de radiactividad es gradual en la curva de liposomas radiomarcados
en comparacion con la curva de *™Tc-MIBI libre, que es méas pronunciada. No hay

diferencia estadisticamente significativa a los diferentes tiempos.
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Figura 22. Farmacocinética sanguinea con *"Tc-MIBI o y liposomas radiomarcados ® . Se

reporta el promedio n=3 % error estandar.

Los pardametros farmacocinéticos del estudio se presentan en la Tabla 9. Los
valores de ABC, ty,qY ty, g, asi como Cp°® son mayores para los liposomas mientras
que el Vd y Cl es mayor con el radiofarmaco libre. Se usé el programa WinNonlin®
(Certara, E.U.A.) (version 5.3 User Resources) para obtener estos parametros.

Tabla 9. Parametros farmacocinéticos de " Tc-MIBI-Liposomal y **™Tc-MIBI libre. Los datos

corresponden al promedio de 3 experimentos + error estdndar y diferencia estadistica con p<0.5.

Parametro P MTc-MIBI ¥MTc-MIBI-Liposomal
Vd (mL/kg) 243.71 + 16.42* 127.62 £ 7.56
ABC (uCi-h/mL) | 18.44 £ 2.07 2376+ 1.71
t e (h) 0.64  0.02 1.91 +0.02%
s (M) 8.75+ 2.85 10.76 + 0.43
Cp° (uCifmL) 3.47+2.63 14.27 + 1.38*
CI (mL/h) 100.40 = 24.66 93.65 £ 2.20
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6.6. Estudio de biodistribucion en ratas normales

La Figura 18 muestra estudios de imagen molecular a las una, tres y seis horas
después de la inyeccion de *™Tc-MIBI y ®™Tc-MIBI-liposomas. Se observa que la
via principal de eliminacion de ambos radiofarmacos es por via hepética e
intestinal. A partir de la primera hora se observa una marcada accumulacion en
intestino delgado que se mantiene hasta la tercera hora. Después de la hora seis
se observa que ambos sistemas se concentran en la vejiga. El proceso de

eliminacion en ambos casos sigue el mismo comportamiento.

CONTROL

A

EXPERIMENTAL

Figura 23. Imagenes Moleculares microSPECT/CT. Se muestran imagenes de dos ratas,
inyectadas con *"Tc-MIBI y *™Tc-MIBI- liposomas, respectivamente a diferentes tiempos. Se

observa que ambos farmacos aparentemente siguen el mismo proceso metabdlico de eliminacion.
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En la Figura 19 se presenta la biodistribucién de ambos sistemas evaluados, en

términos del porcentaje de dosis inyectada por gramo (%DlI/g), en érganos de

interés a las 24 h post-inyeccion. Solo se observa diferencia estadisticamente

significativa en bazo.
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Figura 24. Biodistribucion en érganos para *"Tc-MIBI == y liposomas radiomarcados % . Se

reporta el promedio n=3 + error estandar.
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6.7.Estudios de biodistribuciéon en modelo tumoral

En la Figura 20 se muestra una fotografia y una imagen **F-FDG PET/CT de un
raton con xenotransplante de CaCu, representativo del grupo experimental, donde

se comprueba la viabilidad metabdlica del tumor.

Figura 25. A) Imagen del xenotransplante de CaCu B) Imagen ®E_FDG microPET/CT del mismo
ratén. En el circulo verde se sefiala la zona del tumor.

La Figura 21 muestra imadgenes SPECT/CT con *"Tc-MIBI-Liposomal a diferentes
tiempos en las que se evalla la biodistribucién y la captacion del radiofarmaco en
el tumor (indicado en el circulo verde). La biodistribucion sigue el mismo
comportamiento que en las ratas sanas, donde las principales vias de captacion y

eliminacién son higado, intestinos y vejiga.
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Figura 26. Imagenes microSPECT/CT donde se evalta la biodistribucién y captacion del #°™Tc-
MIBI-Liposomal a diferentes tiempos. La captaciéon del radiofarmaco en el tumor (circulo verde) es

minima, del orde de la captacion en tejido sano.

El andlisis cuantitativo de las imagenes, usando el software del equipo Albira, para
determinar la razén de captacion en el tumor con respecto al higado (6rgano de
referencia) a las diferentes horas de estudio se muestra en la Figura 22. Se
encontré que la captacion del radiofarmaco en el tumor es minima (Tumor/Higado
=~ (0.2 £ 0.08). En el analisis se considerd una region de interés (ROI) en el higado

del mismo tamarfio del tumor.
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Figura 27. Relacion de radioactividad acumulada en Tumor con respecto al Higado. Se muestra el
valor promedio + su respectivo error estandar. La captacién a las 3 y 6 horas fue estadisticamente

diferente a la de 1 hora; (p<0.5) n=4.

Los resultados de biodistribucion en o6rganos de interés, en términos del
porcentaje de dosis (radioactividad) inyectada por gramo de tejido, se presentan
en la Figura 22. Los tejidos se obtuvieron después de sacrificar a los ratones, 6 h
después de la inyeccion del *°"Tc-MIBI-Liposomal. Se observa mayor

acumulacion de radiactividad en corazon, higado y estbmago en comparacion con

el tumor.
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Figura 28. Biodistribucién de
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Tc-MIBI-Liposomal en diferentes 6érganos de ratones atimicos con

tumores de la linea celular HeLa. Se reporta el promedio n=4 * error estandar.

En la Tabla 10 se presentan los resultados de la cuantificacion de cisplatino (por

HPLC) en los tumores reportados en la Figura 22. Se puede observar que aunque

la sefia radiactiva (del *™Tc) era minima, la cantidad promedio de cisplatino en el

tumor es de 5.15 + 0.6 ug por gramos de tumor. La cantidad de cisplatino presente

en el tumor representa un 2.6 + 0.6 % de la cantidad total inyectada y transportada

por los liposomas radiomarcados.

Tabla 10. Cisplatino transportado al tumor por los liposomas. Los datos corresponden a un

promedio de 4 con su respectivo error estandar.

Ratén | Peso | Tamafio Peso [c] Cisp. [c] Cisp. Cantidad | Cisp/g % Cisp.
(9) del del Liposomal | acumulado | de Cisp. de acumulado

tumor tumor inyectado (ug/mL) (Mg) tumor
(mm?) | (@) (Hg/mL) (Hg/g)

2 26 | 195.24 | 0.197 199 2.37 1.42 4.45 2.9

4 30 | 412.28 | 0.275 199 2.71 1.63 7.23 3.3

5 29 | 404.32 | 0.320 199 1.47 0.88 4.48 1.8

6 29 | 229.57 | 0.225 199 2.04 1.22 4.45 2.5
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7. Discusion

7.1. Caracterizacion fisicoquimica, eficiencia de encapsulacion y
estabilidad

Los resultados de caracterizacion fisicoquimica mostraron que el incremento en la
concentracion de calcio encapsulada en los liposomas no afecta los otros
parametros (Tabla 8). Mayer L.D. junto con sus colaboradores han establecido
que, para el caso de los farmacos solubles en agua, se puede aumentar la
encapsulacion de la molécula de interés al saturar la disolucion que se utiliza en la
técnica de rehidratacion de bicapa lipidica®. El resultado de saturar la
concentracion de calcio es una mejora en la eficiencia de encapsulacion de
cisplatino (Figura 12) y en el radiomarcado con el *°"Tc-MIBI (Figuras 14 y 15),
debido a que se utiliza la ionomicina para encapsular el farmaco y que este
ion6foro requiere calcio para realizar el intercambio de iones y por ende la
encapsulacién. Los resultados mostraron que la estabilidad de cisplatino
encapsulado no se ve afectada (Figura 13), pero la estabilidad del radiomarcado si
(Figura 16), observandose una caida del orden del 80 % del radiomarcado

después de 24 h.

La encapsulacion de cisplatino en el tiempo de pre-incubacion es consecuencia de
un proceso de acumulacion pasiva®, que es dependiente de la temperatura y
concentracion inicial de cisplatino a los que somete la suspension liposomal. El
incremento en la concentracién de cisplatino después de la primera hora se
atribuye a que la ionomicina inicia el intercambio de iones una vez que se
incorpora a la membrana®”; en consecuencia el maximo de encapsulacién se
alcanza rapidamente y no se ve modificado de manera importante a partir de ese
tiempo. Los resultados del perfil de liberacion, en plasma y en solucion salina
isotonica, confirmaron la estabilidad de la encapsulacion de cisplatino en la
formulacion Q (liberacién del 20% durante las primeras 96 horas) similar a lo

reportado en otros proyectos®® &),
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El aumento en la eficiencia de radiomarcado en los liposomas Q, comparado con
la formulacion anterior (a), es debido a que la tasa de intercambio de la ionomicina
es dependiente de la concentracién de calcio, entre otras variables®”, y que los
liposomas Q tienen una mayor cantidad de este ion; ademas, se sabe que el
9MTc-MIBI es capaz de atravesar membranas lipidicas faciimente sin importar su
concentracion o temperatura® ™. En consecuencia, el proceso de radiomarcado
sigue dos procesos, uno es atravesando pasivamente la membrana liposomal y el
otro es mediante acarreo por la ionomicina. La inestabilidad del radiomarcado que
se observa después de las primeras 8 horas se asocia con este caracter lipofilico
del *™Tc-MIBI.

7.2. Farmacocinética sanguinea, pardmetros farmacocinéticos y

biodistribucion de 6rganos

Los resultados de la cinética sanguinea de los liposomas radiomarcados indica
que el ®"Tc-MIBI se esté liberando casi de inmediato del liposoma. Este hecho se
confirma al comparar los parametros farmacocinéticos (Tabla 9) donde no se
observa diferencia estadisticamente significativa entre los liposomas
radiomarcados y el **™Tc-MIBI. Considerando la composicion de los liposomas®®,
se esperaba que tanto el ABC como la tyz aumentaran considerablemente,
mientras que Cl disminuyera. Los resultados del estudio de biodistribucion en ratas
por imagen molecular confirman lo observado en las farmacocinéticas. Estos
resultados indican que la técnica de radiomarcado de liposomas con **™Tc-MIBI

mediante ionomicina no es estable in vivo.
7.3. Biodistribucién en modelo tumoral en ratones

Los estudios de imagen molecular en el modelo tumoral en ratones (Figura 21)
muestran el mismo comportamiento de biodistribucion que se observo en las ratas.
Las imagenes mostraron minima acumulacién del sistema *°"Tc-MIBI-Liposomal

en el volumen tumoral. La inestabilidad del radiomarcado se confirma al observar
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una gran acumulacion de radiactividad en corazén y en estomago (Figura 22) que

son 6rganos en los que se acumula de manera directa el *™Tc-MIBI.

El estudio de cuantificaciébn de cisplatino en tumor (Tabla 10) confirm6 que el
9MTc-MIBI no se encuentra conjugado a los liposomas, y su biodistribucién es
diferente a la del liposoma con cisplatino. Es bien conocido que el cisplatino

convencional es eliminado al poco tiempo de ser inyectado®®

, por lo que la
cantidad de cisplatino encontrada en el tumor es debido a la acumulacion de los

liposomas.

El desacoplamiento del %*"Tc-MIBI del liposoma puede ser resultado de la
naturaleza lipofilica del **"Tc-MIBI, que le permite atravesar membranas lipidica
de manera pasiva, y a la alta eficiencia de encapsulacion que se logré con la
ionomicina, que satura el interior acuoso del liposoma aumentando la posibilidad
de que el ®™Tc-MIBI interaccione con la membrana y se libere del liposoma. Otra
posibilidad es que la ionomicina se integra permanentemente en la membrana del
liposoma y promueva un intercambio de iones que permita el acarreo de **"Tc-
MIBI encapsulado hacia afuera del liposoma. Se propone realizar otras pruebas

de estabilidad para confirmar esta hipoétesis.
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8. Conclusiones

De igual manera, se realizd la optimizacion de encapsulacion de cisplatino y
9MTC-MIBI al aumentar su porcentaje encapsulado en el liposoma. Es a partir de
esta formulacién que se realizé la farmacocinética y biodistribucion del sistema
9MTc-MIBI-Liposomal en ratas sanas Wistar y la distribucién tumoral de dicho
sistema liposomal en un xenotransplante de cancer cervicouterino HelLa en
ratones nu/nu. Con ello se observdé que el radiomarcado no es estable in vivo
puesto que las curvas de farmacocinética y la comparacién de la biodistribucién

del sistema liposomal radiomarcado y el radiofarmaco sumamente similares.
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