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Justificacion

Desde su descubrimiento, el estudio sobre los liposomas como sistema de
liberacién de farmacos ha ganado interés e importancia. Debido a su composicion, los
liposomas se consideran biocompatibles y biodegradables, lo que los hace 6ptimos para

Su uso en humanos y animales.

La principal atraccion de los liposomas como sistemas nanoacarreadores para la
administracion de farmacos consiste en su capacidad para encapsular farmacos de
naturaleza hidrofébica e hidrofilica, ya que proporciona una solucion para la
administracion de farmacos de baja solubilidad acuosa. Aunado a eso, el sistema tiene
la capacidad de modificar algunos parametros biofarmacéuticos de la molécula activa,
entre estos, el indice terapéutico, biodisponibilidad y biodistribucién. Ademas, es posible
funcionalizar a los liposomas al modificar los componentes que lo conforman o
modificando su superficie al conjugar ligandos de reconocimiento celular, moléculas que
mejoran la penetracién celular, o que prolongan el tiempo de circulacion, asi como
otorgarle al sistema la capacidad de responder a estimulos endégenos y exdgenos. Estas
modificaciones ofrecen la oportunidad de liberar el componente activo de forma
especifica, selectiva y direccionada, reduciendo efectos secundarios asociados al

farmaco y optimizando los efectos farmacoldgicos.

En 1995, se aprobo el primer sistema nanométrico con fines terapéuticos, Doxil®,
un sistema liposomal que encapsula doxorubicina para el tratamiento de cancer ovarico.
Dicho acontecimiento marcé la pauta para el desarrollo de nuevos y mejores sistemas
liposomales. El desarrollo de liposomas se ha enfocado principalmente al tratamiento de
cancer, sin embargo, se han desarrollado sistemas para el tratamiento de infecciones
fungicas, vacunas, y terapia génica. Hoy en dia, se comercializan 15 formulaciones
basadas en sistemas liposomales y 28 se encuentran en estudios clinicos. [Bulbake U.,
2017]

Los sistemas liposomales han demostrado gran potencial como sistemas de
liberacion modificada de farmacos, se han reportado diversas estrategias para optimizar
la fabricacion, caracterizacion y funcionalizacion del sistema. La revision realizada a
continuacion pretende proporcionar al lector los fundamentos e innovacion relacionados
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con los aspectos mencionados, enfatizar el potencial del sistema como nanoacarreador

de farmacos, asi como proporcionar una fuente confiable de informacion.

10



Objetivos

Objetivo general

. Describir los fundamentos relacionados con los componentes, técnicas de
fabricacion y caracterizacion de sistemas liposomales aplicados a la liberacién modificada
de farmacos, asi como exponer las ventajas otorgadas al sistema a partir de la

funcionalizacién de los liposomas.

Obijetivos particulares

. Identificar y describir los principales componentes de los liposomas.

. Identificar y describir los métodos de fabricacion de liposomas utilizados con mayor

frecuencia, asi como las ventajas y desventajas de cada uno de ellos.

. Describir los métodos de caracterizacion mas utilizados y su importancia.
. Describir las ventajas de funcionalizar al sistema liposomal.
. Seleccionar y describir las técnicas de funcionalizacibn mas utilizadas, asi como

el mecanismo de liberacion.

11



1. Antecedentes

1.1 Sistemas de autoensamble

La quimica supramolecular se dedica -entre otras cosas- a estudiar sistemas de
autoensamble (self-assembly systems). El autoensamble se define como la formacion
espontanea de estructuras organizadas a través de un proceso estocastico, el cual
involucra la asociacién de unidades preexistentes (atomos, moléculas, fragmentos de
moléculas). Es reversible y puede ser controlado a través del disefio de las unidades que
lo constituyen, el ambiente en el cuél se lleva a cabo y la fuerza motriz que los genera
[Pelesko J., 2007]. Las caracteristicas de estas estructuras estan determinadas por las
caracteristicas individuales de las moléculas que los conforman [Elizondo E., et al., 2011].
La formacién de bicapas lipidicas, proteinas y acidos nucleicos son ejemplos de dicho

fenébmeno.

Para que el ensamble pueda generarse, es necesario que ocurra un equilibrio de
las fuerzas de atraccion/repulsion entre los bloques de construccion (Figura 1) y
posteriormente, mantengan un equilibrio termodindmico el cual les permita mantener
integridad estructural y flexibilidad dinamica. El sistema debe permitir que los
componentes se muevan libremente y puedan ajustarse a la estructura obtenida. [Lee
Y.S., 2012]

12
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Figura 1. Esquema de los bloques de construccion y las fuerzas de atraccion y repulsiéon
involucradas durante el proceso de autoensamble. (Modificado de: Lee Y.S., 2012).

Las unidades de construccion de los sistemas de autoensamble deben tener la
capacidad, por si mismos o bajo la influencia de cualquier tipo de fuerza externa, de
ensamblarse. [Lee Y., 2012]. Al ensamblarse, las unidades presentan generalmente
interacciones intermoleculares débiles tales como fuerzas de van der Waals, fuerzas de
London, puentes de hidrogeno, efecto hidrofobico, atraccion y repulsion estérica e
interacciones electrostéticas, sin embargo, pueden darse interacciones poco comunes

como enlaces ionicos o covalentes. [Elizondo E., et al., 2011]

Las moléculas anfipaticas de diversa naturaleza (fosfolipidos (FL), tensoactivos y
algunos polimeros) se caracterizan por estar formados por un fragmento polar o
hidrofilico y un fragmento no-polar o hidrofobico, debido a esta caracteristica, las
moléculas anfipaticas tienden a formar sistemas de autoensamble. El fragmento
hidrofilico de los fosfolipidos esta conformado por una molécula de glicerol, la cual esta
unida por uno de sus carbonos a un grupo fosfato mediante un enlace fosfodiester, y este
a su vez puede estar unido a otras moléculas. El fragmento hidrofébico se conforma por
dos cadenas de &cido graso unidas por un enlace éster a la molécula de glicerol

previamente mencionada [Fox S., 2011]
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Los fosfolipidos se singularizan por tener la capacidad de formar diversas
estructuras organizadas tanto en su forma sélida como cuando se encuentran dispersos
en agua o medios acuosos. [Borrel J. H., et al., 2016] La conformacion que adoptan en
medio acuoso los diversos tipos de fosfolipidos depende del tamafio relativo entre la
cabeza polar y las cadenas no polares (Figura 2), por lo que la conformacién que pueden
adoptar estas moléculas depende de la naturaleza quimica y la geometria que tengan
[Elizondo E., et al., 2011]. EIl pardmetro critico de empaquetamiento, desarrollado por
Israelachvili en 1976, predice la estructura que pueden adoptar los fosfolipidos en medio
acuoso a partir de la siguiente ecuacioén. [Pelesko J., 2007, Elizondo E., et al., 2011; Khalil
R.A., Zarari A.A., 2014]

v . s
P = ecuacion (1)
Qg lc

Donde:

v: Volumen hidrofébico

ao: Area superficial ocupada por la cabeza polar
lc: Longitud méxima de la cadena hidrocarbonada

\.
Y
lc )

K \aﬂ

\%

N

- P
x Repulsién hidrofilica

Figura 2. Diagrama del parametro critico de empaquetamiento. (Modificado de: Khalil
R.A., Zarari A.A., 2014).

Atraccion hidrofobica
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En la Tabla 1 se muestra la forma geométrica y la estructura que pueden adoptar
y construir los fosfolipidos dependiendo del valor obtenido del parametro critico de
empaquetamiento.

Tabla 1.Geometria y estructuras que adoptan y construyen los fosfolipidos dependiendo
del valor del parametro critico de empaguetamiento.

Parametro de Geometria Estructura Ejemplo
empaquetamiento adoptada Fosfolipidos

Micelas esféricas

1/, <
/3 P Cono .

. LCP, LPE R-COOH

Micelas cilindricas

Cono truncado Vesiculas, bicapas
flexibles

PC, PS, PG, PI
1, <p<1 . **"%, ¢ P s Pl

PA, SPM
Cilindro )

Bicapas planas
. 00000000

p=1 PE, PS- Ca®
00000000
Co?rtl)vter:Jtirécoado Micela invertida

> 1 . PE-insaturado

p PA-Ca?
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1.2 Liposomas: origen v clasificacion

A mediados de la década de los sesenta, Alec Bragham y su grupo de
investigacion del Consejo de Investigacion Agricola del Instituto de Fisiologia Animal
(Brabaham, Cambridge) observaron, utilizando microscopia electrénica, la tincion con
acido fosfotungstico de dispersiones de fosfatidilcolina (lecitina) y la mezcla de ésta con
colesterol en agua. Se percataron que la dispersion de estas moléculas generaba
pequefas y grandes estructuras las cuales denominaron “esferulitas” y que éstas se
producian por agitacion manual o por sonicacion, esta Ultima técnica producia mayor
cantidad de esferulitas pequefias. Las esferulitas presentaban una estructura lamelar,
con una capa lipidica de 44.2 A y una capa de agua de 25.6 A. Fue en 1967, a partir del
estudio de la difusion de cationes y aniones monovalentes a través de las esferulitas, que
Bragham et al. publicaron que se trataba de una bicapa lipidica que rodeaba un nucleo
acuoso, estructura que mas tarde llamaron “liposoma”. [Duzglnes N., Gregoriadis G.,
2005]

Los liposomas se definen como nano/microparticulas vesiculares constituidas por
una o varias bicapas lipidicas que envuelven una fase acuosa y que puede encontrarse
entre capas también (Figura 3). La bicapa lipidica est4 conformada, principalmente, por
fosfolipidos de doble cadena catidnicos, anidnicos o neutros, naturales o sintéticos. [Bilia
A.R., etal., 2015; Dou Y. et al., 2017; Van der Meel R. et al., 2014; Akbarzadeh A., et al.,
2013; Torchilin V., 2005; Sercombe L., et al., 2015] Debido a su naturaleza anfipatica,
estas moléculas se autoensamblan al dispersarse en medios acuosos, asociando los
fragmentos hidrofobicos de las moléculas con la finalidad de evitar el ambiente acuoso y
exponiendo los fragmentos hidrofilicos, a dicho fendbmeno se le conoce como efecto
hidrofébico. [Borrell J., et al. 2016]
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Figura 3. Diagrama de un liposoma (Creacion propia).

Los liposomas se clasifican de acuerdo con su tamafio y laminaridad (Figura 4),
este ultimo se refiere al numero de bicapas lipidicas concéntricas que contiene una
vesicula. De acuerdo con la literatura, el tamafio minimo de un liposoma es de
aproximadamente 30 nm debido a que el empaquetamiento de los lipidos se ve limitado
por la geometria curva de los liposomas, [van der Meel, R. et al. 2014], alcanzando un
tamafio maximo de alrededor de 5 pum. [Torchilin V. 2005] En cuanto a su laminaridad,
los liposomas se clasifican en tres categorias principales: Vesiculas Unilaminares,
Vesiculas Multilaminares y Vesiculas Multivesiculares. Las vesiculas unilaminares se
conforman por una bicapa lipidica y un nucleo acuoso. Dentro de esta categoria los
liposomas se sub-clasifican en Vesiculas Unilaminares Pequefias (SUV’s por sus siglas
en inglés: (Small Unilamellar Vesicles) las cuales presentan un intervalo de diametro (D)
entre 100 nm = D = 30 nm, y Vesiculas Unilaminares Grandes (LUV'’s por sus siglas en
inglés: Large Unilamellar Vesicles) las cuales se encuentran en un intervalo de 100 nm <
D < 2.5 ym. Las Vesiculas Multilaminares (MLV por sus siglas en inglés: Multilamellar
Vesicle) se conforman por dos 0 més bicapas lipidicas formando esferas concéntricas las
cuales usualmente estan separadas por regiones acuosas y presentan un diametro entre
500 nm <D < 5 ym [Torchilin V. 2005] mientras que las Vesiculas Multivesiculares (MVV

por sus siglas en inglés: Multivesicular Vesicle) se componen por dos 0 mas vesiculas
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unilaminares dentro de una misma vesicula. [Hermanson G., 2013; Elizondo E., et al.,
2011; Kim S. 1983]

O

100nm 2 D 2 30nm
Vesiculas Unilaminares
Pequenas (SUVs)

100nm <D < 2.5um

Vesiculas Unilaminares
Grandes (LUVs)

500nm < D < 5um

Vesiculas Multilaminares
(MLV)

Vesiculas Multivesiculares
(MVV)

Figura 4. Clasificacion de liposoma por tamafio y laminaridad. (Modificado de: Elizondo
E., etal., 2011)

Desde su descubrimiento, los sistemas liposomales han sido estudiados y
aplicados en el éarea clinica, tanto en el tratamiento como en el diagndstico de
enfermedades. Su potencial como sistemas de liberacibn modificada de farmacos y
productos biotecnoldgicos se debe, primeramente, a la composicion anfipatica de las
vesiculas lo que les proporciona la capacidad de retener especies hidrofilicas dentro del
nucleo acuoso, hidrofobicas en los dominios lipidicos de la bicapa, y moléculas con carga
asociadas a la bicapa ya sea dentro o fuera del liposoma, aunado a esto, la naturaleza
de sus componentes los hace biocompatibles [Sercombre L., et al., 2015]. Ademas de
proteger al farmaco del medio exterior, evitan la inactivacion mejorando la
biodisponibilidad y reduciendo la toxicidad del mismo. La composicion lipidica, tamafio,
laminaridad, carga y moléculas de superficie (ligandos, polimeros, anticuerpos, entre
otros) de los liposomas pueden ser modificados (Figura 5) durante o después de su
fabricacion, dichas alteraciones mejoran la estabilidad, permiten la liberacion modificada,
brindan la oportunidad de controlar el sitio y cinética de liberacion, mejoran la penetracion

celular y prolongan el tiempo de circulacion. [Elizondo E., et al., 2011; Torchilin V., 2005]
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Molécula hidrofébica

[\ Molécula hidrofillica

‘ . Molécula con carga

“ ® Fosfolipidos neutros

Fosfolipidos cargados

Figura 5. Esquema de la asociaciéon de moléculas con el liposoma. (Modificado de:
Elizondo E., et al., 2011).

1.3 Materiales utilizados para la fabricacioén de liposomas

Como se menciono anteriormente, el componente principal de los liposomas son
los fosfolipidos de doble cadena. Los fosfolipidos son una clase de lipidos que se
caracterizan por presentar en su estructura un grupo fosfato, un fragmento polar y un
fragmento no-polar. [Fox S., 2011; Li J., 2014]. Los fosfolipidos se clasifican en
glicerofosfolidos y esfingofosfolipidos, dependiendo del alcohol que los conforme. [Li, J.,
et al., 2014]

1.3.1 Fosfolipidos
Los glicerofosfolipidos son los fosfolipidos méas abundantes en la naturaleza y son

el principal componente de la membrana de células eucariotas. Dichos fosfolipidos estan
formados por una molécula de glicerol, un poli-alcohol simétrico de tres carbonos, sin
embargo, el carbono dos se convierte en un centro quiral en el momento en el que el
carbono uno y el tres se sustituyen de manera asimétrica, como es el caso de los
fosfolipidos. [Mouritse O., Bagatolli L. 2016] Comunmente, el fragmento hidrofilico de los
glicerofosfolipidos se conforma por un grupo fosfato, el cual se une al carbono tres del
glicerol a través de un enlace fosfodiéster, y que puede estar sustituido con otras
moléculas. [Mouritse O., Bagatolli L. 2016] El fragmento hidrofébico de los
glicerofosfolipidos se conforma por dos cadenas de acido graso de longitud y saturacion

variable, la estructura general de los glicerofosfolipidos se muestra en la Figura 6.
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Fragmento Hidrofilico

H Acido Graso

Figura 6. Estructura general de los glicerofosfolipidos. (Modificado de: Nogueira E.,
Gomes A, et al. 2015)

Los glicerofosfolipidos pueden clasificarse dependiendo del grupo quimico que
sustituye al fosfato en la cabeza polar, la longitud y saturacion de las cadenas
hidrocarbonadas y el tipo de enlace entre el glicerol y la cadena alifatica. [Li, J. 2014]. Los
grupos quimicos que habitualmente estan unidos al grupo fosfato son: hidrégeno, glicerol,
colina, etanolamina, e inositol; generando acido fosfatidico (PA), Fosfatidilglicerol (PG),
Fosfatidilcolina (PC), Fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilinositol (PI) respectivamente.
[Mouritsen, O., Bagatolli, L. 2016] La clasificacion segun la longitud y saturacién de la
cadena hidrocarbonada depende del acido graso del cual provenga dicha estructura, por
ejemplo:  Dipalmitoilfosfatidilcolina  (DPPC), Dimiristoilfosfatidilcolina  (DMPC),
Diesteroilfosfatidilcolina (DSPC). Los acidos grasos pueden unirse al glicerol a través de
una esterificacion, generando un enlace éster, o bien, a través de un enlace éter, este
ultimo genera una clase de glicerofosfolipidos llamados plasmal6genos. Por ultimo, los
fosfolipidos pueden tener una o dos cadenas alifaticas, cuando hablamos de fosfolipidos

con una sola cadena hidrocarbonada se denominan lisofosfolipidos. [Li J. et al. 2014]
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Los esfingofosfolipidos se diferencian de los glicerofosfolipidos por presentar una
molécula de esfingosina en lugar del glicerol. En el caso del esfingolipido, el fragmento
no polar de la molécula lo aporta la cadena alifatica de la esfingosina y, generalmente, se
une una cadena de acido graso al grupo amino mediante un enlace amida. El grupo polar
se une através de un enlace fosfodiéster al alcohol primario de la esfingosina, este puede
ser fosforilcolina (esfingomielina), fosforiletanolamina, fosforilinositol, siendo la
esfingomielina la que se utiliza con mayor frecuencia para la fabricacion de liposomas.
[Carrero I., Herraez A.]

Los FL utilizados para fabricar liposomas pueden ser de origen natural o sintético.
Dentro de las fuentes de origen natural, los fosfolipidos pueden provenir de aceites
vegetales de diversas semillas: soja, algodon, maiz, girasol y colza; asi como de origen
animal: yema de huevo y cerebro bovino; siendo los fosfolipidos extraidos del aceite de
soja y yema de huevo los mas utilizados. Existen diferencias significativas entre la
variedad de fosfolipidos extraidos de estas fuentes (Tabla 2). A pesar de que hoy en dia
existen meétodos de purificacion que permiten obtener fosfolipidos de grado farmacéutico,
aun no es posible obtener un Unico componente aislado a partir de una fuente natural,
por ende, la comunidad cientifica ha optado por la semi-sintesis o la sintesis de
fosfolipidos que permite obtener un componente Unico de estructura y configuraciéon
definida. La semi-sintesis de fosfolipidos consiste en modificar la cabeza polar o las
cadenas hidrocarbonadas de fosfolipidos naturales. [Li J. et al. 2014]

Tabla 2. Diferencias entre FL de fuente vegetal (Soja) y animal (yema de huevo)

Fuente vegetal (Soja) Fuente animal (Yema de huevo)
Mayor cantidad de Fosfatidilcolina.

Fosfolipidos que contienen acidos grasos de
cadenas largas. Principalmente del &acido
araquidoénico y acido docosahexaenoico.
Los FL pueden tener &cidos
grasos insaturados tanto en la Presencia de Esfingomielina.

posicion sn-1 como sn-2. Mayor grado de saturacién, mejorando la
estabilidad oxidativa.

Los FL generalmente presentan acidos
grasos saturados en la posicion sn-1, e
insaturados en sn-2.
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Los FL se caracterizan por tener una Temperatura de Transicion (Tm), a dicha
temperatura ocurre un cambio fisico donde los FL transitan de un estado gel-solido a un
estado liquido-cristalino, estado en el que los liposomas son mas permeables y fluidos.
Dicha propiedad es importante en el momento de desarrollar la formulacién de un sistema
liposomal. En la Tabla 3 se describen algunos factores que afectan la Tm.[Li J. et al. 2014]

Tabla 3. Factores que afectan la Tm de los Fosfolipidos.

Caracteristica Efecto Ejemplo
Naturaleza de la cabeza Mayor interaccion entre la DPPC/DPPG=41°C
polar. cabeza polar aumenta la Tm. DPPE= 63 °C
Longitud de la cadena 'CA‘a dg;]zyor Ik?iré?gggrbgr?a dclaa DSPC=55°C
hidrocarbonada. ’ DPPC=41°C
mayor Tm.

Grado de saturacion de las =~ A mayor grado de saturacion DSPC=55°C
cadenas hidrocarbonadas. @ mayor Tm. DOPC=20°C

Los FL obtenidos de fuentes
naturales suelen ser una
mezcla de FL que presentan
diversas temperaturas de

Pureza. transicion, mientras que los
FL sintéticos, al presentar
mayor pureza presentan una
temperatura de transicién
definida.

EPC=-5a -15°C.
DMPC= 23 °C

Los liposomas sufren de inestabilidad fisica y degradacion quimica, fenbmenos
que comprometen la estabilidad durante la vida de anaquel tanto del producto como del
principio activo. [Nogueira E., et al. 2015] Fisicamente, los liposomas pueden sufrir
procesos de inestabilidad como agregacion/floculacion y fusién/coalescencia. Con el fin
de mejorar la estabilidad fisica de los liposomas es importante mantener la rigidez de la
bicapa lipidica, esto puede lograrse utilizando fosfolipidos con alta Tm, y afiadiendo
colesterol a la formulacién, asegurando asi la efectividad y seguridad de estos sistemas.
[Briuglia M., Rotella C., et al. 2015].

1.3.2 Colesterol
El colesterol (COL), al igual que los FL, forma parte de la membrana de células
eucariotas; la concentracion de esta especie quimica depende del tipo de célula.
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[Magarkar A., et al. 2014] El colesterol se encuentra dentro del grupo de moléculas
esteroideas, es decir, su estructura se basa en el sistema de anillo del androstano
tetraciclico. [Wade L. 2011] Al igual que los fosfolipidos, el COL se considera una
molécula anfipatica. El fragmento polar del COL esta formado por un grupo hidroxilo (OH),
mientras que el anillo esteroideo y una cadena hidrocarbonada conforman la parte no
polar (Figura 7). [Mouritse O., Bagatolli L. 2016] Las estructuras antes mencionadas le
otorgan al COL la capacidad de influenciar las propiedades mecéanicas de las bicapas
lipidicas, aumentando la fuerza mecanica, reduciendo la permeabilidad pasiva de la
membrana al agua, moléculas pequefas, iones y gases; también regulan la fluidez de la
membrana inhibiendo transiciones de fase y reduciendo la agregacion de las vesiculas.
[Magarkar A., et al., 2014; Rog T., et al., 2009; Briuglia M., Rotella C., et al. 2015]

o Cad
&' o adena
SO e .
Qﬁ'\(‘(&id\q\\ hidrocarbonada
N
A\ N

HO

Anillo esteroideo

Grupo hidroxilo

Figura 7. Estructura quimica del Colesterol. Creacion propia.

Cuando el colesterol se encuentra embebido en la bicapa lipidica, el grupo
hidroxilo se orienta en direccion a la cabeza polar de los fosfolipidos, formando puentes
de hidrégeno con los &tomos de oxigeno del grupo carbonil de estos, mientras que el
anillo y la cadena hidrocarbonada interactian con las regiones hidrocarbonadas de las
cadenas de los FL (Figura 8). Los cambios que genera el COL sobre las bicapas lipidicas

23



se deben principalmente al efecto “ordenamiento-condensacion”. En el caso del efecto
de ordenamiento, el colesterol induce un aumento en el orden de las cadenas
hidrocarbonadas al reducir la isomerizacion conformacional reduciendo la inclinacién de
las cadenas hidrofébicas. Por otro lado, el efecto de condensacion esta estrechamente
relacionado con el ordenamiento de las cadenas hidrofobicas, pues al incrementar las
interacciones de tipo van der Waals entre las cadenas acilo, el COL disminuye el area
superficial ocupada por los FL. [RAg T., et al., 2009] Este efecto sobre la matriz lipidica
depende de la proporcion molar entre FL:COL, es decir, de la concentracion de COL;
ademas de depender de la estructura del fosfolipido, especialmente de la longitud de la
cadena hidrocarbonada asi como del niUmero y posicion de insaturaciones. [Rog T., et
al.,, 2009; Magarkar A., et al., 2014] Diversos estudios han demostrado que lo
concentracion que favorece de mejor manera la estabilidad fisica de los liposomas es
30% mol de COL, o bien, una proporcién 70:30 de FL:COL. Dicha concentracion logra
mantener el tamafio de particula de los liposomas a través de un periodo prolongado,
ademas de mejorar la morfologia y evitar el colapso de los FL durante la fabricacion.
[Briuglia M., Rotella C., et al. 2015]

Fosfolipidos Colesterol

A
~ \f_JH

Figura 8. Esquema de la interaccion entre el colesterol y fosfolipidos. (Modificado de
Briuglia M., Rotella C., et al. 2015).
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1.4 Formacion y estabilidad del sistema liposomal

En términos fisicoquimicos, un sistema liposomal se define como un sistema
coloidal. Este tipo de sistemas se singularizan por ser sistemas heterogéneos en donde
una fase solida se encuentra finamente dispersa en un medio liquido o gaseoso. El
tamanfo de particula en los sistemas coloidales se encuentra en un intervalo entre 1 nm
a 1,000 nm, lo que los diferencia de las soluciones y suspensiones. Debido a su tamairio,
los sistemas coloidales ofrecen una gran area superficial, asi como ciertas propiedades
gue los caracterizan. Entre estas se distinguen el movimiento Browniano, el cual se
describird méas adelante, asi como el efecto Tyndall. Este Ultimo efecto se observa al
atravesar una dispersion coloidal con un haz de luz, las particulas suspendidas en el
medio son capaces de dispersar la luz provocando la observacion de las particulas. Este
tipo de sistemas muestran resistencia a la sedimentacion debido a que las particulas que
se encuentran suspendidas en medio acuoso adquieren carga eléctrica en la superficie,
lo que les confiere estabilidad por fuerzas electrostaticas. El origen de dicha carga puede
deberse a la ionizacién de grupos de superficie, como la disociacion de protones de
moléculas acidas y asociacion de protones en moléculas basicas, o la adsorcién a la

superficie de especies cargadas. [Kohli N., 2009; Elizondo E., et al., 2011]

Para llevar a cabo la formacion de liposomas, la bicapa lipidica laminar debe
curvarse lo suficiente para formar la vesicula esférica. La energia asociada a dicha
curvatura provoca que el sistema tenga un exceso de energia libre de Gibbs, es decir,
gue no se encuentre en su estado de menor energia y, por tanto, sea
termodindmicamente inestable. Este exceso de energia se debe principalmente a que las
bicapas lipidicas de un solo componente presentan curvatura espontanea nula, por lo que
no son capaces de formar estructuras curvas por si mismas y para que dichas estructuras
puedan formarse debe existir una fuerza externa que favorezca el autoensamble. A pesar
de ello, es posible generar sistemas liposomales que presenten estabilidad por tiempos
determinados, sin embargo, el sistema buscara constantemente disminuir el exceso de
energia. [Lasic D.D., 1990; Yadav A.V., et al 2011; Guida V., 2010]

Fisicamente, la inestabilidad del sistema liposomal se presenta como la

agregacion/floculacién o fusion/coalescencia de las particulas. Cuando la agregacion de
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las vesiculas ocurre, estas se unen formando un aglomerado, sin embargo, se conservan
como unidades independientes; es un proceso que se caracteriza por ser reversible ya
gue con las técnicas adecuadas es posible dispersarlo. A pesar de ello, la agregacion de
liposomas puede acelerar el proceso de coalescencia, en donde se da la fusién de dos o
mas particulas, generando una nueva, y disminuyendo el area superficial del sistema.
Dicho proceso es espontaneo e irreversible, y puede, eventualmente, generar la
separacion de fases con el fin de llevar al sistema al estado de menor energia. La
estabilidad fisica del sistema liposomal puede explicarse con el modelo teérico Derjaguin-
Landau-Verwey-Overbeek, teoria DLVO, donde se describe que la interaccién total entre
las particulas esta en funcion de un componente repulsivo y uno atractivo. La atraccion
entre las particulas del sistema coloidal se da por fuerzas de van der Waals, mientras que
la repulsion se da por repulsion electrostéatica. Es la relacion y el balance entre estas
fuerzas lo que determina la estabilidad del coloide. Por tanto, en el caso de los liposomas,
debe existir suficiente repulsion electrostatica para evitar la coalescencia de las
particulas. [Yadav A.V., et al 2011; Nogueira E., et al. 2015]

Quimicamente, hay dos procesos principales que pueden alterar la estructura de
los liposomas al modificar la composicion quimica de los fosfolipidos. Entre estas
reacciones se encuentra la hidrdlisis del enlace éster entre el glicerol y el &cido graso y
peroxidacién de las cadenas hidrocarbonadas insaturadas. La generacion de estos
productos de degradacion provoca la desestabilizacion del sistema liposomal al deformar
la bicapa lipidica. La estabilidad de un sistema liposomal puede favorecerse al modular
el tamafio de particula, pH, fuerza ionica del medio, asi como afiadiendo antioxidantes a
la formulacién y al liofilizar el sistema para prolongar la vida de anaquel de la dispersion
de liposomas. [Yadav A.V., et al 2011; Nogueira E., et al. 2015]

2. Métodos de Fabricacion

La formulacion y método de preparacion utilizados al fabricar un sistema liposomal
determinan el tamafio, laminaridad y porcentaje de encapsulacion de los liposomas
obtenidos. [Basu S., Basu M. 2002] Los sistemas liposomales utilizados in vivo para la
administracion de farmacos deben cumplir con criterios de distribucion de tamafio de

particula y porcentaje de encapsulacion que afectan directamente la biodistribucion y el
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aclaramiento de los liposomas presentando un efecto sobre la eficacia terapéutica.
[Jaafar-Maalej C., et al., 2011] Debido a esto es de suma importancia seleccionar el
método y las condiciones adecuadas para obtener un sistema que presente las

caracteristicas deseadas.

2.1 Hidratacion de pelicula fina (Thin film hydration)

Esta técnica es una de las mas utilizadas para la formacion de liposomas,
obteniendo MLV (10 um -100 pm) con bajas eficiencias de encapsulacion y que son
posteriormente tratados para obtener SUV’s a través de diversos métodos. [Elizondo E.,
et al., 2011] La técnica Thin film hydration (Figura 9) consiste en disolver una mezcla de
lipidos en un disolvente organico - usualmente se utiliza cloroformo, cloroformo:metanol,
terbutanol o ciclohexano- formando una disolucion homogénea con una concentracion
aproximada de 10-20 mg/mL o mayor si los lipidos lo permiten. En este momento es
posible realizar una filtracion para remover componentes insolubles o pirdgenos.
Posteriormente, se evapora el disolvente utilizando nitrégeno o argdn seco cuando se
trata de volimenes pequefios, o utilizando un rotavapor para formar una pelicula lipidica
en el fondo y paredes del matraz de bola. Después se realiza la hidratacion de la pelicula,
la cual consiste en afiadir medio acuoso a la pelicula mientras se lleva a cabo una
agitacion vigorosa. La temperatura del buffer acuoso debe estar por encima de la Tm, y
debe mantenerse durante todo el proceso de hidratacion permitiendo que se lleve a cabo
la hidratacion en el estado liquido-cristalino de los FL. El tiempo de hidratacién depende
de los lipidos utilizados, pero generalmente tiene una duracion de alrededor de una hora.
El medio de hidratacion es determinado por la aplicacién que se les dara a los liposomas
fabricados. Los medios utilizados pueden ser: agua destilada, solucién buffer, salina o
no-electrolitica (glucosa, sacarosa, dextrosa). Para preparaciones in vivo, se recomienda
utilizar soluciones fisiologicamente isosmoticas: 0.9% salina, 5% dextrosa o 10%
sacarosa. Los compuestos a encapsular pueden afiadirse al buffer acuoso cuando se
trata de moléculas hidrofilicas o al disolvente organico cuando se trata de moléculas
hidrofébicas. [Basu S., Basu M. 2002, Dua. J.S, 2012; Akbarzadeh A., et al., 2013]
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Evaporacion Hidratacién

—_—> —_—>

Lipidos disueltos en Pelicula lipidica Dispersion de MLV's
la fase organica en fase acuosa

Figura 9. Formacion de MLV’s utilizando el método de hidratacion de pelicula fina.
(Modificado de Dua. J.S, 2012).

Las variables principales que influyen las caracteristicas de los liposomas y la
homogeneidad del lote fabricado al utilizar el método descrito anteriormente son la fuerza
de agitacion, la temperatura del medio de hidratacion, el tiempo de hidratacion y la

concentracion y carga de los componentes lipidicos. [Basu S., Basu M. 2002]

2.2 Evaporacion de Fase Reversa

La técnica de evaporacion de fase reversa se utiliza para la fabricacion de LUV’s
con altas eficiencias de encapsulacién de moléculas hidrofilicas (65%). Los liposomas
se forman al evaporar el disolvente organico a bajas presiones de una emulsion agua
en aceite (w/o por sus siglas en inglés — Water in Qil). Los lipidos que conforman el
sistema se disuelven en éter etilico o isopropil éter y se agrega la fase acuosa, que
puede contener a la molécula hidrofilica a encapsular. El sistema bifasico es sonicado
para generar la emulsibn w/o, formando micelas invertidas. Posteriormente el
disolvente organico es evaporado en un rotavapor a 20-30 °C, la lenta evaporacion
del disolvente orgénico desestabiliza las micelas provocando que algunas de ellas se
desintegren, este fendmeno genera un gel muy viscoso. Al continuar con la
evaporacion, los FL libres en el medio complementan las micelas sobrevivientes, por
lo que el gel colapsa formando la dispersion acuosa de LUV’s. Los liposomas
obtenidos pueden filtrarse a través de una membrana de carbonato de tamafio de
poro 0.2 um para homogenizar el tamafio de particula en la muestra. [Basu S., Basu
M. 2002; Elizondo E., et al., 2011; Dua. J.S, 2012; Akbarzadeh A., et al., 2013]
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2.3 Inyeccioén de disolvente

La técnica de inyeccion de disolvente produce vesiculas unilaminares con
eficiencias de encapsulacion de 20-45%. Esta técnica consiste en disolver la mezcla
de lipidos en un disolvente organico, para después inyectar con ayuda de una jeringa
con aguja la disolucién sobre la fase acuosa, sin embargo, esta técnica tiene dos
vertientes. [Basu S., Basu M. 2002; Dua. J.S, 2012; Akbarzadeh A., et al., 2013] En
mabas variantes, la composicién y concentracion lipidica influye sobre el tamafio de
los liposomas obtenidos por este método, asi como la temperatura del medio y la

velocidad de agitacion.

2.3.1 Eter- Inyeccion de disolvente

La mezcla de lipidos se disuelve en éter etilico o en una mezcla de
éter/metanol, posteriormente la disolucion se inyecta lentamente en la fase
acuosa a 55-65 °C o bajo presion reducida lo que genera la evaporacion del
disolvente formando vesiculas unilaminares con diametros de alrededor de 50 —
200 nm. Como alternativa, es posible utilizar diclorofluormetano para evitar el uso
de éter etilico. [Akbarzadeh A., et al., 2013]

2.3.2 Etanol- Inyeccioén de disolvente

En este caso, los lipidos se disuelven en etanol -también puede utilizarse
glicerina y poliglicoles- y a través de una aguja la disolucion se inyecta
rapidamente en un exceso de fase acuosa. Los SUV's se forman debido a la
dilucion del solvente organico en el medio acuoso, como se muestra en la Figura
10. [Akbarzadeh A., et al., 2013]

29



Lipidos disueltos
en alcohol

TN |

- © 5 ©

) o

— = Fase acuosa
SUV's _@b@ @ (o)

Figura 10. Formacién de SUV’s utilizando el método de inyeccién de disolvente.
(Modificado de: Carugo D., Bottaro E., et al., 2016).

2.4 Eliminacidn de Tensoactivo

Esta técnica utiliza tensoactivos con alta Concentracién Micelar Critica (CMC) para
solubilizar los lipidos en una fase acuosa. La técnica consiste en la hidratacion de la
pelicula de lipidos con una solucion de detergente o tensoactivo, formando micelas
de tensoactivo-lipido. El siguiente paso consiste en remover el tensoactivo, lo que
genera que las micelas se vuelvan ricas en lipidos, coalescan y después, formen
LUV’s de alrededor de 100 nm. El tensoactivo puede ser removido por didlisis,
cromatografia en columna o dilucion. El tamafio final de las vesiculas es determinado
por la composicion de lipidos, el buffer, temperatura y la eficacia con la que el
detergente es removido. [Basu S., Basu M. 2002; Akbarzadeh A., et al., 2013]

2.5 Deshidratacién-Rehidrataciéon

Esta técnica consiste en liofilizar vesiculas lipidicas preformadas en medio acuoso
gue contiene el soluto a encapsular, posteriormente se realiza una rehidrataciéon
controlada. Conforme se realiza el secado, ocurre una concentracidbn concomitante
tanto de las vesiculas preformadas como del soluto, eventualmente estos dos

componentes forman grandes agregados. La rehidratacién controlada induce la fusion
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de los liposomas preformados generando MLVs que alcanzan altos porcentajes de
encapsulacion. [Kirby C., Gregory G., 1984; Basu S., Basu M. 2002; Akbarzadeh A.,
et al., 2013]

2.6 Microfluidica para la produccién de Liposomas

La tecnologia microfluidica permite manipular y controlar con alta precision fluidos
y sus interfaces a escalas micrométricas (5 — 500 pum), proporcionando una plataforma
tecnoldgica factible para la fabricacion de liposomas. [Bo Y. et al., 2009; Patil Y.,
Jadhav S., 2014]. Existen varias metodologias microfluidicas para la fabricacion de
liposomas, dentro de estas se encuentran la electroformacion e hidratacion
“electroformation and hydration”, extrusion “extrusion”, chorro pulsado “pulsed jetting”,
plantilla de emulsién doble “double emulsion templating”, hidratacion de gotas de hielo
‘ice droplet hydration”, inyeccion transitoria de membrana ‘“fransient membrane
injection”, transferencia de gotas de emulsion “droplet emulsion transfer” y enfoque
hidrodindmico “hydrodinamic focusing”. La mayoria de las metodologias mencionadas
producen vesiculas unilaminares grandes o0 gigantes comprometiendo las
aplicaciones clinicas potenciales, sin embargo, el método de enfoque hidrodinamico
es un método viable para la formacion de liposomas dentro de la escala nanométrica

con aplicaciones clinicas. [Carugo D., Bottaro E., et al., 2016]

2.6.1 Microfluidica de enfogue hidrodinamico (MHF)

Este método produce una poblacion monodispersa de SUV's y LUV’s con
un alto control sobre el tamafio de particula. El método utiliza un dispositivo o chip,
el cual posee canales micrométricos de geometria de flujo cruzado o de geometria
anular coaxial, este dispositivo también se conoce como “Laboratorio en un chip”
(del inglés Lab-in-a-chip). [Carugo D., Bottaro E., et al., 2016]

Para fabricar liposomas, en el canal central del sistema fluye una disolucién
de lipidos en alcohol -generalmente etanol o Isopropanol-, esta corriente es
interceptada por dos corrientes laterales o coaxiales de solucion acuosa -agua
destilada o buffer-. Las vesiculas se forman debido a que la difusion y dilucion del
isopropanol en agua genera una region critica en donde los fosfolipidos se

autoensamblan debido a su baja solubilidad en este medio, formando estructuras
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intermediarias -micelas- y posteriormente liposomas (Figura 11). [Carugo D.,
Bottaro E., et al., 2016]

Fase acuosa

Llpggos % & .i p 0 0 ©) p Liposomas
alcohol PR » & @ @ (SUV's)

Proceso de autoensamble

Fase acuosa

Figura 11. Esquema del proceso de formacion de liposomas por el método de
Microfluidica de enfoque hidrodinamico (MHF). (Modificado de: Carugo D., Bottaro E., et
al., 2016).

El diametro promedio de los liposomas fabricados por MHF, asi como en los
métodos descritos anteriormente, se relaciona directamente con la concentracion de la
fase lipidica; mientras que mantiene una relacion inversamente proporcional con la
proporcion de la tasa de flujo entre la fase lipidica y la fase acuosa. Ademas, se ha
observado un efecto de la geometria del chip asi como de sus dimensiones. [Carugo D.,
Bottaro E., et al., 2016]

2.7 Preparacion de liposomas utilizando un contactor de membrana.

Basado en el fundamento del método de inyeccion de disolvente, este método
utiliza un contactor de membrana (membrane contactor) para la generacion de
sistemas liposomales. Los contactores de membrana son dispositivos que permiten
la transferencia de masa entre dos fases -gas/liquido, liquido/liquido- evitando la
dispersién de una fase en otra. El dispositivo esta formado por una membrana porosa

de tamafio micrométrico, generalmente de vidrio poroso Shirasu (SPG del inglés:
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Shirasu Porous Glass), lo que permite el paso de cada una de las fases en lados
opuestos de ella. EI movimiento de una especie a través de la membrana es
consecuencia de un gradiente de concentracion, presion o temperatura.

En el caso de la preparacion de liposomas (Figura 12), la fase acuosa es
bombeada a través del médulo de membrana, mientras que la disolucién de etanol
gue contiene los componentes lipidicos es contenida en un recipiente presurizado
con nitrégeno gaseoso. Cuando la fase acuosa ha cubierto por completo la superficie
de la membrana, la valvula que conecta el recipiente que contiene la fase lipidica a
la membrana se abre, permitiendo que la fase lipidica permee a través de la
membrana. Cuando la fase lipidica y la acuosa finalmente se encuentran los
liposomas se forman espontaneamente. La dispersion liposomal se mantiene en
agitacion hasta que la disolucion lipidica ha permeado por completo y posteriormente
el etanol es eliminado por evaporaciéon. [Gabelman A., Hwang S., 1999; Stanojevic
M., et al., 2003; Huang Z., et al., 2014; Jaafar-Maalej C., et al., 2011]
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Figura 12. Esquema de la preparacion de liposomas utilizando un contactor de
membrana. (Modificado de: Jaafar-Maalej C., et al., 2011).
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El proceso de fabricacion de liposomas por contactor de membrana es afectado
principalmente por cuatro parametros: la tasa de flujo de la fase acuosa, la presion
ejercida en la fase organica, la concentracién de los componentes lipidicos y el tamafio

de poro de la membrana. [Jaafar-Maalej C., et al., 2011]

A continuacion, en la Tabla 4, se presentan algunas ventajas y desventajas de cada

método, asi como el tipo de vesicula que producen.
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Tabla 4. Ventajas y desventajas de algunos métodos de produccion de sistemas liposomales, asi como el tipo de vesiculas

gue producen.

Método

Hidratacién de
pelicula fina

Evaporacion de fase

reversa

Inyeccién de solvente

Ventaja

Método simple y el mas utilizado a nivel
laboratorio.

Las moléculas hidrofilicas no son
expuestas a disolventes organicos.
Ya ha sido aplicado a nivel industrial.

Método eficiente cuando se busca

encapsular grandes cantidades de
moléculas hidrosolubles.

Se ha utiizado para encapsular
moléculas pequefias, grandes Yy

macromoléculas.

Eficiencia de encapsulacion (20-45%).
Método simple, rapido y gentil, ya que
no produce degradacién ni oxidacién
tanto de los materiales como de las
moléculas a encapsular.

Alta reproducibilidad.

La produccién a escala es viable y ya se
ha implementado a nivel industrial en la
encapsulaciéon de econazol e imidazol.

Desventaja

Baja eficiencia de encapsulacion (5-15%) de moléculas
solubles en agua.

Método dificil de escalar a nivel industrial, presenta baja
reproducibilidad, bajos rendimientos, y, ademas, es
necesario un proceso posterior para disminuir el tamafio
de particula.

No hay control sobre la formacién de las vesiculas.

Los materiales por encapsular son expuestos a
disolventes organicos.
Produce sistemas heterogéneos y con baja

reproducibilidad.

Poblacién heterogénea tanto en la inyeccién con etanol
y éter.

En el caso de la inyeccion con etanol, la dispersién de
liposomas es muy diluida y la remocion del disolvente
puede complicarse ya que tiende a formar una mezcla
azeotrdpica con el agua.

Alta probabilidad de inactivar moléculas biol6gicamente
activas.

Tipo de
vesicula

MLV’s

LUV’'S

Eter-
Vesiculas
unilaminares
50 — 200 nm

Etanol —
SUV’'s
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Continuacién. Tabla 4. Ventajas y desventajas de algunos métodos de produccion de

como el tipo de vesiculas que produce

Método

Eliminacién de
detergente

Deshidratacién-
Rehidratacion

Microfluidica de
enfoque
hidrodindmico (MHF)

Contactor de
membrana

Ventaja

No utiliza disolventes organicos.

Eficiencia de encapsulacion (40-50%)

Alta proporcion entre el volumen acuoso
y el volumen lipidico, lo que los hace
optimos  para  encapsular altas
cantidades de moléculas hidrofilicas.

Mayor control sobre el tamafio y
laminaridad de las vesiculas.

El método permite monitorear la
formacion de vesiculas in situ.

Alta eficiencia de encapsulacion de
moléculas liposolubles (93-98%)
Las condiciones del proceso son faciles

de controlar, por lo que es un método
reproducible y facil de escalar.

Desventaja

Baja eficiencia de encapsulacion.
Método largo.

Los materiales por encapsular son expuestos a
disolventes organicos.

Los canales pueden taparse, comprometiendo la
produccion.

Debido a que es un método nuevo, aun se desconocen
los requisitos para poder escalar el método a nivel
industrial.

La encapsulacion de moléculas hidrosolubles ain no es
clara y necesita mayor investigacion.

sistemas liposomales, asi

Tipo de
vesicula

LUV’s

MLV’s

Dispersion
uniforme de
LUV’'s y SUV’s

MLV’s
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2.8 Disminucién de tamafo de particula.

Los MLV’s obtenidos pueden ser sometidos a un proceso de disminucion de
tamafo de particula con el objetivo de obtener SUV’s. Los métodos mas utilizados

son sonicacion, extrusion y homogenizacion.

2.8.1 Sonicacién
Se fundamenta en la disrupcién de MLV’s utilizando energia soénica
(ultrasonido) para obtener SUV’s con diametros de alrededor de 15-50 nm. La
técnica consiste en colocar la dispersién de MLV’s en un bafo ultrasdnico o
insertando una sonda ultrasénica por 5-10 min a una temperatura por encima de
Tm. El bafio ultrasénico es utilizado con mayor frecuencia que la sonda ultrasénica
debido a que esta dltima tiende liberar particulas de titanio que deben ser
removidas posteriormente, ademas de acelerar el proceso de desesterificacion de
los FL debido al calor que se genera en la punta. [Basu S., Basu M. 2002; Elizondo

E., etal., 2011]

2.8.2 Extrusién
Consiste en filtrar la dispersion de MLV’s a través de una membrana con
tamafio de poro definido. Generalmente, se realiza una prefiltracién utilizando una
membrana de alrededor de 1 pum, después se utilizan membranas con poros de
0.4-0.2 um para finalmente realizar la extrusion al utilizar un poro de alrededor de
0.1 um. Esta técnica permite controlar de mejor manera el tamafio de particula

generando alta homogeneidad en la muestra. [Basu S., Basu M. 2002]

2.8.3 Homogenizacion

Este método consiste en forzar la dispersion de MLV’s a través de un orificio
pequefio a una presion de 20,000 psi. Esta técnica tiene la ventaja de ser simple
y rapida, pero existe el riesgo de degradar y/o contaminar la muestra. [Basu S.,
Basu M. 2002]
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2.9 Purificacion
El proceso de purificacion de la dispersion de liposomas tiene dos objetivos
principales, primeramente, la remocién de moléculas de bajo peso molecular que no
hayan sido encapsuladas (moléculas hidrofilicas) asi como moléculas que no hayan sido
incorporadas en la bicapa lipidica (moléculas hidrofébicas), ademas, la purificacion
remueve productos residuales de la formacion de liposomas tales como detergentes,
micelas y vesiculas mixtas. Existen tres métodos principales de purificacién los cuales se

describen a continuacioén [Torchilin V., Weissing V., 2001].

2.9.1 Filtracion en columna —Cromatografia de exclusién molecular

La técnica de separacion por cromatografia de exclusion molecular consiste en la
separacion de los componentes de una mezcla debido a la diferencia en peso
molecular y tamafio de estos. Se utiliza una columna donde se encuentra la fase
estacionaria empacada y a través de ésta eluye la fase mdvil, la cual contiene la
mezcla a separar, a un flujo determinado a través de la columna. El material que
conforma la fase estacionaria es poroso (agarosa, dextrano, silica, vidrio o particulas
de poliestireno) lo que permite la retencion de moléculas al controlar el tamafio del
poro. Las moléculas pequefias penetran los poros conforme eluyen mientras que las
moléculas de mayor tamafo eluyen libremente. Durante la purificacion de sistemas
liposomales utilizando esta técnica, el material no encapsulado y productos residuales
se retienen temporalmente en la fase estacionaria mientras que los liposomas se
filtran a través de ésta. A mayor tamafio del poro se da mayor separacion de la mezcla.
Es importante mencionar que al purificar sistemas liposomales es necesario realizar
un pretratamiento de la columna eluyendo una suspensiéon de liposomas vacios o
“blanco”, para evitar la adsorcion de los fosfolipidos sobre el soporte generando la
fuga del material encapsulado. [Brand M., 2001; Torchilin V., Weissing V., 2001,
Vemuri S., Rhodes C.T., 1995]

2.9.2 Centrifugacion

2.9.2.1 Centrifugacion diferencial

Este método de centrifugacion utiliza varias velocidades con el fin de
separar componentes individuales de una mezcla. Generalmente, se utiliza el

método de ultracentrifugacion a altas velocidades para separar LUV’s obteniendo
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una dispersion homogénea de SUV’s. Este método se fundamenta en la diferencia
en la velocidad de sedimentacion de una particula en una mezcla. La velocidad
de sedimentacion de cada componente depende de la diferencia entre la densidad
de particula y la densidad del medio que lo rodea y la viscosidad de este ultimo.

La velocidad de sedimentacidon se describe a través de la ecuacion de Stokes:

_ @*(pp=pm)g
18n

Ecuacion (2)

Donde:

v: velocidad de sedimentacion, d: didmetro de particula, g: fuerza relativa de
centrifugacion, pp: densidad de particula, pm: densidad del medio, n: viscosidad del
medio.

Las condiciones de centrifugacion dependen del tipo de liposoma, de los lipidos
utilizados, del método de preparacion, el tipo de buffer y la temperatura. El método de
centrifugacion diferencial también puede utilizarse para separar material no
encapsulado. Durante la centrifugacion de una muestra, es posible que se dé la fuga
de material encapsulado, sobre todo si se trata de moléculas pequefas debido al
estrés mecanico que sufre el sistema. [Torchilin V., Weissig V., 2003; Kulshreshtha
A.K., etal., 2010]

2.9.2.2 Centrifugaciéon con gradiente de densidad

Este método se utiliza generalmente cuando la velocidad de sedimentacién
de las particulas a separar es similar y el método de centrifugacion diferencial no
permite una buena resolucion. El método consiste en variar la densidad del medio
en el que se encuentran las particulas produciendo un gradiente de densidad. Al
llevar a cabo una centrifugacion rapida y de larga duracion, las particulas se
posicionan en la zona donde el medio presenta la misma densidad que éstas, es
decir, la diferencia entre la densidad del medio y de la particula tiende a cero.
Como medio para generar el gradiente de densidad se utiliza glicerol, metrizamida
0 sacarosa a distintas concentraciones. Este método presenta altos rendimientos

cuando se purifican sistemas liposomales en grandes cantidades y/o altas
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concentraciones. [Hinton R., Dobrota M., 1978; Torchilin V., Weissig V., 2003;
Luttmann W., et al., 2006]

2.9.2.3 Centrifugacion de tamiz molecular

Este método utiliza una minicolumna de filtracion molecular, la cual se
centrifuga a una velocidad determinada con el fin de separar moléculas de bajo
peso molecular de los liposomas. Se utilizan jeringas de 1-5 mL donde se empaca
la fase estacionaria, la dispersion liposomal a purificar se coloca sobre esta y
posteriormente se centrifuga. Durante la centrifugacion, los liposomas son
forzados a eluir a través de la columna mientras que las moléculas de menor
tamafio y peso molecular son retenidas en ella. La ventaja de este método de
purificacion es que no genera dilucibn de la muestra y se obtiene un alto
porcentaje de recuperacion de los liposomas, de alrededor del 92 al 100%.
[Torchilin V., Weissig V., 2003]

2.9.3 Liofilizacién

El proceso de liofilizaciébn consiste en la remocion de agua por congelacion y
posterior sublimacién del hielo en condiciones de vacio. Las principales ventajas de la
liofilizacién de un producto farmacéutico residen en la mejora de la estabilidad a largo
plazo ya que las reacciones quimicas y fisicas degradativas son desaceleradas mientras
gue las caracteristicas del producto se mantienen, la reconstitucion del material es rapida
y facil, es un proceso 6ptimo para sustancias termolabiles y, ademas, disminuye la
contaminacion microbiana. Sin embargo, suele ser un proceso largo y costoso. [Chen C.,
et al., 2010; Kasper J.C., Fries W., 2011]

La liofilizacion consta de tres etapas principales [Kasper J.C., Fries W., 2011]:

i.  Congelacion. La formulacién liguida es enfriada hasta la nucleacion de cristales
de hielo los cuales posteriormente, comienzan a crecer. Esta etapa genera la
separacion de agua en forma de hielo de una matriz de soélidos vitreos o cristalinos.

ii. Secado primario (sublimacion). Durante esta etapa el agua es removida por
sublimacién de los cristales de hielo. Se lleva a cabo a bajas presiones mientras
gue la temperatura aumenta, evitando la formacién de agua en estado liquido.

Durante esta etapa, la mayor cantidad de agua es eliminada.
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iii. Secado secundario (desorcion). Al término del secado primario, la muestra aun
contiene alrededor de 15-20% de agua, por lo que la desorcion del agua
remanente es removida a altas temperaturas y bajas presiones durante el secado
secundario.

Existen diversos parametros que afectan al producto terminado, entre estos la
velocidad de congelacion de la muestra determina la porosidad del material liofilizado, asi
como la velocidad de secado. Cuando la velocidad de congelacion es lenta, se generan
cristales de agua de mayor tamafio y por tanto una menor cantidad de estos, de modo
gue, la desecacioén primaria es rapida pero la secundaria es lenta. Por otra parte, cuando
la velocidad de congelacién es rapida, los poros generados son de menor tamafio y mas
abundantes, por consecuencia, la desecacion primaria es mas lenta mientras que la
secundaria es mas rapida debido a que el &rea superficial es mayor. Asi mismo, la
temperatura durante ambas etapas de secado es critica, ya que el proceso de secado
debe realizarse por debajo de la temperatura de transicién de los FL para poder generar
una matriz porosay evitar el colapso de la estructura. [Chen C., et al., 2010; Kasper J.C.,
Fries W., 2011]]

El proceso de liofilizacién de un sistema liposomal puede generar defectos en la
bicapa lipidica lo que conlleva a la generacion de liposomas de los cuales el material
encapsulado se fuga facilmente, ademas, las vesiculas son propensas a la fusion y
agregacion durante la deshidratacién comprometiendo la estabilidad del sistema. Por
tanto, existe un interés particular en la proteccion de la integridad de la bicapa lipidica
con el fin de evitar las situaciones mencionadas. Para esto se han utilizado diversos
lioprotectores, con mayor frecuencia se encuentra el uso de disacaridos -trehalosa y
sacarosa-, los cuales ejercen sus efectos mediante el reemplazo de la interaccion de los
FL con el agua permitiendo la conservacion de puentes de hidrogeno entre los grupos
hidroxilo del disacarido y el fosfato del estos ultimos. También se ha descrito la proteccién
mediante el modelo de vitrificacion, donde los disacaridos forman una matriz vitrea de
alta viscosidad y baja movilidad, evitando la agregacion y fusion de las vesiculas. [Chen
C., etal., 2010]
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3. Métodos de Caracterizacion

El potencial y eficiencia de los liposomas como sistemas de liberacion modificada
de farmacos depende de la estructura y de diversas caracteristicas que estos presenten
al término de su fabricacién, de estos factores depende la estabilidad, la liberacion del
farmaco, la fuga del material encapsulado y eficacia de liberar el farmaco en un sitio
blanco. Debido a esto, es de suma importancia determinar distintos aspectos
relacionados con las propiedades fisicoquimicas de dichas estructuras de autoensamble.
La caracterizacion de los sistemas permite llevar a cabo el control de calidad del proceso
de fabricacion, también permite comparar un lote de produccién con otro de forma
cuantitativa y asi definir si el método utilizado es reproducible, establecer una correlacion
estructura-propiedades y comprender el desempefio del sistema. Al someter el registro
de un nuevo producto, la Food and Drug Administration FDA, a través del documento
Guidance for industry: Liposome drug product, recomienda reportar, entre otros aspectos,
las caracteristicas fisicoquimicas del sistema liposomal, por lo que la caracterizacion del
sistema es un requerimiento legal. A continuacién, se describen algunas de las
propiedades y técnicas mas utilizadas para la caracterizacion de sistemas liposomales.
[Elizondo E., et al., 2011; Laouini et al., 2012, FDA, Ran C., et al., 2016]

3.1 Tamario y distribucién de particulas

El tamafio y distribucion del tamafio de particula es de suma importancia cuando
los sistemas liposomales tienen un fin terapéutico. El tamafio de los liposomas presenta
un efecto sobre el tiempo de circulacion y biodistribucion de las vesiculas, asi como sobre

la cinética de liberacion del material encapsulado afectando el desempefio farmacologico.

3.1.1 Dispersion dinamica de luz

La técnica de Dispersion Dinamica de Luz (DLS), del inglés Dynamic Light
Scattering, también conocida como Espectroscopia de Correlacibn de Fotones o
Dispersion de Luz Quasi-Elastica, es la técnica de eleccion para determinar el tamafio y
distribucion de nanoparticulas. Esta técnica mide la fluctuacion de la intensidad de luz
dispersada debido al movimiento Browniano de las particulas a través de un periodo de
tiempo. [Xu C., et al., 2015; Xu R. 2015; Li Z., et al., 2014, Laouini, A., et al., 2012]
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El movimiento Browniano se define como el movimiento aleatorio de particulas
suspendidas en un fluido, es decir, es el resultado de la colision de particulas suspendidas
con moléculas del medio que las suspende. La rapidez de dicho movimiento depende del
tamafio de la particula, asi como de la temperatura y la viscosidad del medio. Esta
propiedad permite determinar el tamafio de particula al estudiar la fluctuacion de la
intensidad de luz dispersada debido al movimiento, por lo que el monitoreo y control de
la temperatura es esencial. [Xu C., et al., 2015; Xu R. 2015; Li Z., et al., 2014; Laouini, A.,
et al., 2012]

En la técnica de DLS, una luz monocroméatica incide sobre la muestra bajo
investigacion, las particulas suspendidas dispersan la luz en diversas direcciones, la
intensidad de la luz dispersada es medida en un punto fijo utilizando un tubo multiplicador
de fotones en un lapso determinado. A partir de la grafica que se obtiene tras esta
medicion, es posible observar que las particulas de menor tamafio generan una
fluctuacion de intensidad de luz mayor debido a que su movimiento es mas rapido,
comportamiento contrario a particulas de mayor tamafio. Posteriormente la sefial medida
es procesada por un correlacionador digital, para obtener la funcion de autocorrelacion
entre la sefial medida y el tiempo (Figura 13). De esta correlacion se obtiene una grafica
gue muestra que la funcién de autocorrelacion decae conforme pasa el tiempo, la tasa
de decaimiento de la funcion de autocorrelacion se relaciona con el coeficiente de difusion

traslacional de las particulas Dr.
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Particula con menor diametro Particula con mayor diametro

Intensidad de luz dispersa
Intensidad de luz dispersa.

Tiempo Tiempo

Coeficiente de correlacion
Coeficiente de correlacion

Tiempo Tiem;;)

Figura 13. Intensidad de sefial y decaimiento de la funcidon de autocorrelacion de
particulas dependiendo del diametro. (Modificado de: Nano Search Facility; Dynamic
Light Scattering.)

La ecuacion de Einstein-Stokes, relaciona el Dt con el diametro hidrodinamico d

de particulas esféricas bajo movimiento Browniano de la siguiente manera:

kpT 5
T = ecuacion (3)
3nmnd

Donde ky es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta, n es la viscosidad
del medio, y d el diametro hidrodinamico.

A través del tratamiento matematico mencionado de la sefial medida a través del
tiempo, es posible determinar el tamafio de particula de muestras monodispersas. Las
ventajas de esta técnica son principalmente que permite realizar la determinacién en

medios nativos, es una técnica no invasiva, requiere un volumen minimo de muestra,
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cubre un amplio intervalo de medida, el instrumento que se utiliza se encuentra
comercialmente disponible y los requisitos de preparacion de la muestra son minimos.
Dentro de los requisitos considera que el medio dispersante debe ser transparente, debe
tener un indice de refraccion distinto al de las particulas bajo estudio y debe ser
compatible con estas, es decir, no debe causar hinchamiento, disolucién o agregacion.
Los limites de concentracion dependen del equipo utilizado y generalmente es necesario
definir los limites de manera experimental con series de diluciones para asegurar que el
tamafio de particula es independiente de la concentracion. Sin embargo, la técnica no
ofrece informacion acerca de la morfologia de las particulas, ademas, tiende a reportar
diametros mayores cuando la muestra presenta una baja concentracion de agregados de
bajo peso molecular o cuando la muestra contiene impurezas. [Xu C., et al., 2015; Xu R.
2015; Li Z., et al., 2014; Laouini, A., et al., 2012]

Existen otras técnicas para determinar el tamafio y distribucion de particulas tales
como: sedimentacién por gradiente de densidad, cromatografia de exclusion molecular,
dispersiéon de luz estatica, citometria de flujo, electroforesis capilar en zona, asi como
otras técnicas microscopicas. [Xu C., et al., 2015; Xu R. 2015; Li Z., et al., 2014; Laouini,
A., etal., 2012]

3.2 Propiedades de la superficie

Las caracteristicas de los liposomas fabricados, como el tamafio de particula,
carga de superficie y estabilidad, presentan un efecto importante sobre su
comportamiento in vivo ya que determinan las interacciones entre los liposomas y las
proteinas plasmaticas, y estas su eficiencia como sistemas acarreadores. La interaccion
entre liposomas y proteinas plasmaticas se da por la adsorcion de estas sobre la
superficie lipidica, entre las proteinas involucradas se encuentran las inmunoglobulinas,
fibronectinas, lipoproteinas y proteinas del complemento, proteinas que atribuyen la
opsonizacion de los liposomas y por consecuencia la eliminacion del mismo. En cuanto
al tamafio, se ha observado que la interaccion disminuye conforme disminuye el tamafio
de particula, ya que, debido a la curvatura, estas no soportan la actividad opsénica. En
cuanto a la carga superficial, se ha observado que los sistemas que presentan cargas

negativas en la superficie son eliminados con mayor que rapidez que los cargados de
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manera positiva, siendo los liposomas neutros los que presentan mayor tiempo de
circulacion, sin embargo, la presencia de alta carga electrostatica puede promover la
interaccién protéica con los liposomas. También se ha observado que aquellos liposomas
cargados tienen mayor tendencia a activar complemento. La adicién del colesterol,
ademas de brindar estabilidad a la bicapa, minimiza el intercambio de fosfolipidos con
lipoproteinas, previniendo la desintegracion del liposoma y fuga prematura del material
encapsulado. Ademas de su importancia in vivo, la propiedad electroestatica de la
superficie de los liposomas juega un papel importante sobre la estabilidad en suspensién
del sistema liposomal. [Elizondo E., et al., 2011; Sercombe L., et al., 2015; Bhattacharjee
S., 2016]

3.2.1 Potencial Zeta (0

Como se menciond anteriormente, en un sistema coloidal, las particulas que se

encuentran suspendidas en medio acuoso adquieren carga eléctrica en la superficie,
debido a esto, los liposomas presentan la capacidad de moverse hacia el electrodo de
carga opuesta bajo la influencia de un campo eléctrico, a dicho fendbmeno se denomina
electroforesis. La carga eléctrica en la superficie de la particula ocasiona la adsorcion de
una doble capa eléctrica Electrical Double Layer (EDL) sobre la superficie de ésta debido
al efecto que tiene sobre la distribucion de iones en el medio. [Elizondo E., et al., 2011,
Laouini A., et al., 2012; Bhattacharjee S., 2016]

La EDL se conforma por una capa interna, capa de Stern, la cual se caracteriza
por presentar iones de carga opuesta a la particula fuertemente asociados a ésta, y una
capa externa, capa difusa, en la cual se encuentran moléculas tanto de carga opuesta
como carga igual a la carga de la particula, se extiende hasta algunos nanémetros desde
la superficie de la particula y depende del pH, fuerza iénica y concentracion de moléculas
en el medio. El efecto electrostéatico en la capa difusa debido a la carga de la particula
disminuye conforme la distancia aumenta a partir de la capa de Stern. Dentro de esta
segunda capa, se encuentra un plano hipotético definido como plano de corrimiento o
plano de corte Shear/Slipping Plane (Figura 14). Dicha region establece una interface en
la cual los iones que se encuentran antes de este plano estan asociados de manera

estable a la particula, es decir, conforme la particula se mueve estos iones se mueven
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junto con ella, y posterior a este plano se encuentran aquellos iones atraidos por la carga
electrostatica pero que, con el movimiento de la particula, permanecen en el medio
dispersante. [Elizondo E., et al., 2011; Laouini A., et al., 2012; Bhattacharjee S., 2016]

El potencial Zeta (C) se define como el potencial en el plano de corrimiento de una
particula cargada dispersa en medio liquido. El { no puede ser medido directamente por
lo que se obtiene a partir de la medicion de otra propiedad eléctrica y a través de una
deduccién matemaética se obtiene dicha magnitud. [Elizondo E., et al., 2011; Laouini A.,
et al., 2012; Bhattacharjee S., 2016]
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Figura 14. Representacion esquematica del Potencial zeta. (Modificado de: Elizondo E.,
et al., 2011).

Para determinar la potencial zeta de una muestra, se determina la movilidad

electroforética de la particula de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Vv . .
fe = ecuacion 4)
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Donde V: velocidad de la particula (um/s) y E: magnitud del campo eléctrico (V/cm).

La velocidad de la particula se obtiene a partir de la técnica dispersion de luz
electroforética, al medir la frecuencia de la dispersién de un laser que incide sobre la
muestra durante la electroforesis. Sin embargo, este valor también puede obtenerse por
medios microscopicos microelefectroforesis. La velocidad con la que las particulas
migran de un electrodo a otro, velocidad electroforética, es proporcional al campo
eléctrico aplicado. La constante de proporcionalidad se define como la movilidad

electroforética (u,). Esta constante es proporcional al potencial zeta de la particula, por

lo que a partir de la ecuacién de Henry se obtiene dicho valor:

k .
31
Donde ¢€r permitividad relativa/constante dieléctrica, €o: permitividad del vacio, C:

Potencial Zeta, f(ka): funcién de Henry, n: viscosidad a la temperatura experimental.
[Elizondo E., et al., 2011; Laouini A., et al., 2012; Bhattacharjee S., 2016]

Durante el desarrollo de formulaciones nano particuladas, se utiliza la
aproximacion de Smoluchowski, en la cual el valor de la funciébn de Henry f(ka) se
aproxima a 1.5. Dicha aproximacion considera que el espesor de la EDL es menor que le
radio de la particula, considera a las particulas en medio acuoso y una concentracion
moderada de electrolitos. [Elizondo E., et al., 2011, Laouini A., et al., 2012; Bhattacharjee
S., 2016]

La determinacion del ¢ del sistema liposomal indica la carga general que adquiere
una particula al estar dispersa en un medio, generalmente acuoso, asi como el grado de
repulsion entre la particula cargada y particulas adyacentes de carga similar. Aunado a
eso, la determinacion del ¢ permite predecir la estabilidad de las vesiculas en suspension.
Cuando el valor absoluto del ¢ del sistema coloidal es mayor a 30 mV, las particulas
presentan suficiente repulsion evitando la sedimentacién de esta, manteniendo al sistema

en su estado disperso. Sin embargo, cuando los valores se encuentran por debajo de 30
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mV las particulas tienden a sedimentar formando floculos debido a la baja repulsién entre
ellas. [Elizondo E., et al., 2011; Laouini A., et al., 2012; Bhattacharjee S., 2016]

3.3 Morfologia
El analisis morfolégico de los liposomas forma parte esencial de la

caracterizacion de este sistema. Ademas del tamafio, distribucién y potencial zeta, la
forma y laminaridad de los liposomas tiene un efecto sobre la eficiencia de encapsulacién
y cinética de liberacion in vivo de la preparacion farmacéutica. Asimismo, la laminaridad
determina el destino intracelular de los liposomas una vez que estos han penetrado una
célula. [Elizondo E., et al., 2011; Hoppe S., et al., 2013]

Varias técnicas son utilizadas para determinar la forma y laminaridad de un
sistema liposomal. En cuanto a la determinacion de la laminaridad se utiliza con
frecuencia resonancia magnética nuclear, dispersion de rayos X- de angulo bajo,
absorbancia UV del acido 2,4,6 — trinitrobenceno sulfénico (TNBS), sin embargo, dichas
técnicas no proporcionan informacion sobre la forma de las vesiculas. La microscopia
electrénica EM por sus siglas en inglés Electronic Microscopy, permite observar tanto la
forma de los liposomas, como la laminaridad dependiendo de la preparaciéon de la
muestra, por lo que es la técnica para la determinacion y confirmacién de forma y

laminaridad utilizada con mayor frecuencia. [Edwards K.A., Baeumner A.J., 2005]

3.3.1 Microscopia electronica EM

La microscopia electrdnica es un tipo de microscopia que utiliza como “fuente de
luz” un haz de electrones, que a través de lentes electromagnéticos es enfocado y
acelerado hacia el espécimen en estudio. Este tipo de microscopia permite visualizar
ordenes de magnitud entre 10#—107 cm, por lo que la resolucién es varias 6rdenes de

magnitud mayores a la microscopia de luz. [Elizondo E., et al., 2011; Egerton R.F., 2016]

3.3.1.1 Microscopia de transmisién de electrones TEM

En la técnica microscépica TEM, del inglés Transmission Electron Microscopy el
haz de electrones es enfocado y acelerado a través de lentes electromagnéticos
provocando gque estos alcancen suficiente energia cinética y sean capaces de atravesar
el objeto bajo estudio. Al encontrarse con la muestra se genera un patron de difraccion

de electrones esto se debe a que, en zonas de menor densidad los electrones atraviesan
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por completo el espécimen, mientras que, en zonas de mayor densidad, los electrones
se difractan. Los electrones capaces de atravesar la muestra golpean una pantalla de
metal recubierta por una capa delgada de polvo que fluorece bajo el bombardeo de
electrones, lo que da lugar a una imagen bidimensional en escala de grises. Una de las
principales desventajas de este tipo de microscopia reside en que la muestra debe ser
delgada para permitir el paso de los electrones a través de la muestra. [Elizondo E., et
al., 2011; Egerton R.F., 2016;

3.3.1.2 Microscopia electrénica de barrido SEM

En el caso de la microscopia electronica de barrido SEM del inglés Scanning
Electron Microscope, el haz de electrones es mévil, y escanea la muestra en el plano
cartesiano. Los electrones que inciden sobre la muestra, electrones primarios, se
impactan sobre la muestra proporcionando suficiente energia a los electrones presentes
en el sélido (muestra), provocando que estos sean liberados como electrones
secundarios. Estos ultimos son enfocados y utilizando una pantalla de fésforo se traducen
a una imagen tridimensional en escala de grises. La ventaja de este tipo de microscopia

sobre TEM, es que la muestra no necesita ser delgada. [Egerton R.F., 2016]

3.3.2 Preparacidon de muestra

Generalmente, es necesario realizar un tratamiento previo a la muestra para que
esta pueda ser examinada bajo microscopia electrénica, a continuacién, se mencionan

las tres técnicas mas utilizadas al caracterizar vesiculas.

3.3.2.1 Fractura por Congelaciéon

Esta técnica consiste en observar la réplica de distintos cortes o planos de la
superficie de la muestra expuesta tras un proceso de congelacion-fracturacion. La
muestra por estudiar es tratada previamente con un crioprotector, generalmente glicerol,
y posteriormente es congelada rapidamente utilizando nitrégeno liquido en condiciones
de vacio. La fractura o corte se realiza utilizando la cuchilla de un micrétomo enfriado con
nitrdgeno o impactando la muestra sobre un dispositivo con bisagras. A partir de este
punto la muestra puede ser visualizada por SEM, sin embargo, para ser observada por
TEM es necesario realizar una réplica. La formacion de la réplica consiste en formar una

pelicula fina de platino-carbono sobre la muestra congelada para reproducir la superficie,
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y posteriormente endurecerla aplicando una pelicula de carbono electron-traslucido. De
esta manera la topografia de la muestra se representa en la réplica como una variacion
de grosor. Por ultimo, la réplica se separa de la muestra utilizando hipoclorito de sodio u
otros agentes y finalmente se visualiza por EM. La capacidad de observar la laminaridad
al utilizar este tipo de preparacion depende del lugar donde se realice la fractura, por lo
gue no es la mejor opcidn para determinar laminaridad. [Elizondo E., et al., 2011; Severs
N. J., 2007., Torchilin V., Weissing V., 2003]

3.3.2.2 Tincién negativa

La tincidbn negativa se realiza al mezclar la dispersion de liposomas con una
solucion diluida de materiales electrénicamente opacos, tales como: molibdato de
amonio, acetato de uranilo o acido fosfotiingstico. Posteriormente, la suspension tefiida
se coloca sobre una cuadricula de soporte grid y se deja secar por completo. Una vez
realizado este procedimiento es posible observar la muestra por EM. La desventaja de
dicha preparacion se debe a que puede inducir fusién o agregacion de los liposomas, lo
gue limita la determinacion de la laminaridad. [Elizondo E., et al., 2011., Torchilin V.,
Weissing V., 2003]

3.3.2.3  Criofijacion
En este caso, la muestra se observa a temperaturas criogénicas, generalmente

utilizando nitrégeno liquido. La muestra se coloca en un soporte para EM, después es
congelada utilizando algun agente criogénico y es preservada en estado de congelacién
hidratacion Frozen-hydrated. Finalmente, la muestra congelada puede ser observada por
EM. Esta técnica de preparacion de muestra permite observar los liposomas en forma
nativa e inalterada, ya que no se lleva a cabo un proceso de tincion ni destruccion previa
a la observacion. Esta técnica evita la destruccion de la muestra y los artefactos, por lo
gue representa una opcion factible tanto para observar forma como laminaridad.
[Elizondo E., et al., 2011, Hoppe S., et al., 2013., Torchilin V., Weissing V., 2003]

3.4 Calorimetria
Las técnicas calorimétricas se utilizan para medir y evaluar los efectos del calor
sobre procesos fisicos, quimicos y biolégicos. A dichas técnicas se les refiere

comuUnmente como técnicas de analisis térmico, dentro de estas se encuentran el analisis
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térmico diferencial, andlisis termogravimétrico, analisis termomecanico, calorimetria
diferencial de barrido, etc. El analisis térmico estudia las propiedades fisicoquimicas de
los materiales en funcion de la temperatura o el tiempo y aporta informacion sobre la
pureza, polimorfismos y puntos de fusion de moléculas, es utilizado con frecuencia

durante el desarrollo de productos farmacéuticos. [Demetzos C., 2008]

3.4.1 Calorimetria diferencial de barrido DSC

La calorimetria diferencial de barrido DSC por sus siglas en inglés Differential
Scanning Calorimetry, es utilizado con frecuencia para determinar la capacidad calorifica
especifica del material, y a partir de este obtener la entalpia asociada a cambios
estructurales y transicion de fase, como punto de fusion, calor de fusién, polimorfismo,
evaporacion, desorcion, transicion vitrea, interaccion, compatibilidad, estabilidad a la
oxidacion, descomposicion, entre otros. En el caso de los liposomas, el analisis térmico
ofrece informacion sobre la estabilidad de las vesiculas durante el proceso de
manufactura, a través del tiempo y sobre la interaccion del componente activo con el

liposoma. [Demetzos C., 2008]

Para realizar la evaluacion, se utilizan dos plataformas de calentamiento
independientes conectadas a una computadora. En una de las plataformas se coloca la
muestra a evaluar y en la otra una referencia, ambas placas se calientan de manera
independiente y de acuerdo con un programa de calentamiento. Al inicio de la evaluacién,
la temperatura en ambas placas aumenta a la misma velocidad, cuando en la muestra
ocurre una transicion de fase, por ejemplo, la fusion de la muestra, ésta absorbe calor del
sistema por lo que no se observa un aumento en la temperatura. Esto genera una
diferencia de temperatura entre la muestra y la referencia, que se traduce a una sefal en
el equipo. Dicha sefial genera una grafica del flujo de calor en funcion del tiempo o de la
temperatura, como se observa en la figura 15. En la grafica se observan transiciones de
fase de primer orden como picos positivos o negativos dependiendo si el proceso que se
lleva a cabo es endotérmico o exotérmico, mientras que, procesos como la transicion
vitrea se observa como una pendiente ligera. Por tanto, es posible determinar la
temperatura de transicion de fase del material o de mezclas de componentes. [Demetzos
C., 2008]
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Flujo de calor

Temperatura °C
Figura 15. Curva DSC. Creacion propia.

Como se mencioné anteriormente, los fosfolipidos se caracterizan por presentar
una transicion de fase de gel a liquido-cristalino a una temperatura determinada, dicha
temperatura puede modificarse dependiendo del medio en el que se encuentran los
fosfolipidos, y de las interacciones que puedan darse con otros componentes. La
determinacion de la temperatura a la cual se da dicha transicion y la energia asociada a
ésta es importante durante el desarrollo de un sistema liposomal, ya que la estabilidad

de este se asocia a dicho parametro. [Demetzos C., 2008]

Existen varios parametros que modifican la Tm de los fosfolipidos, algunos de ellos
se describen en la tabla 3. Ademas, es importante considerar que la mezcla de
fosfolipidos en una formulacién cambia drasticamente la Tm de los liposomas, generando
la transicion en un mayor intervalo de temperatura, el cual debe ser considerado tanto
para la fabricacién como la estabilidad in vivo e in vitro. Asi mismo, la interaccion de la
bicapa lipidica con las moléculas a encapsular y/u otros excipientes considerados en la
formulacién puede causar una variacion sobre dicha temperatura por lo que es importante
determinar la compatibilidad entre los componentes. [Biltonen R.L., Lichtenberg D., 1993;
Demetzos C., 2008]

Cuando los liposomas se encuentran en estado liquido-cristalino, la bicapa lipidica

es fluida por lo que la liberacion del material encapsulado se da con mayor facilidad. Este
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parametro adquiere importancia cuando se considera el desempefio in vivo del sistema,
ya que si la Tm del sistema se encuentra por debajo de la temperatura fisiol0gica, se dara
con facilidad la fuga del material de manera prematura, por tanto, dicha determinacién
permite asegurar que el sistema liposomal se encuentra en el estado gel-sélido a dicha
temperatura. [Li J., et al., 2014]

3.5Material encapsulado

La capacidad de encapsulacion o atrapamiento de un sistema liposomal es un
parametro significativo ya que la efectividad del liposoma como vehiculo de
administracion de principios activos depende de la concentracion de la molécula
atrapada. Por tanto, constantemente se buscan materiales y métodos que mejoren la

efectividad de carga de moléculas. [Zhang X. et al., 2004, Elizondo E., et al., 2011]

En la literatura, se han reportado diversos términos para expresar la eficiencia o
cantidad de material encapsulado/atrapado, dichos términos se definen por la capacidad
de los liposomas para encapsular/atrapar moléculas y esto depende de la composicion,
la concentracion de lipido, del tipo de liposoma (SUV, LUV, MLV) y del método de
fabricacion. [Edwards K.A., Baeumner A.J., 2005; Elizondo E., et al., 2011]

El término reportado con mayor frecuencia es Eficiencia de Encapsulacion (%EE),

porcentaje encapsulado o eficiencia de atrapamiento y se calcula de la siguiente manera:

masa del material encapsulado

%EE = * 100 ecuacion (6)

masa inicial del material

Este término se utiliza generalmente, cuando se trata de la encapsulacién de
moléculas dentro del nlcleo acuoso del liposoma. La particularidad de este término reside
en que ademas de depender de los parametros antes mencionados, depende de la
concentracion inicial de material encapsulado. Este término es util cuando se requiere
comparar métodos de fabricacién en donde no hay una pérdida de material a encapsular
durante el proceso, sin embargo, es necesario mantener la concentraciéon de material

inicial y lipidos constante.

La cantidad de material encapsulado también puede expresarse como la
proporcion molar de la molécula encapsulada por cada mol de lipido, la cual se obtiene

al dividir la concentracion de la molécula de carga entre la concentracion de lipidos. Este
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término se utiliza con frecuencia cuando la molécula de carga es encapsulada y/o

adsorbida/integrada en la membrana. Otro término que se utiliza comunmente es el

volumen contenido o encapsulado (uL) sobre la cantidad de lipidos (umol). Para el calculo

de estos Ultimos términos es necesario conocer tanto la concentracion/cantidad de

material encapsulado como la concentracion/cantidad de lipidos. Para determinar la

concentracion de lipidos se utilizan métodos quimicos o enzimaticos con el fin de generar

complejos coloridos u otras moléculas que puedan ser cuantificados utilizando

espectrofotometria. [Edwards K.A., Baeumner A.J., 2005; Elizondo E., et al., 2011]

La determinacion de material encapsulado, en cualquiera de sus términos,

consiste en tres pasos fundamentales:

Separacion del material no encapsulado.

Las técnicas para la separaciéon de material no encapsulado son
similares a las utilizadas en la purificacion de los sistemas liposomales
(seccion 2.9). Se utilizan técnicas como cromatografia de exclusion
molecular, cromatografia de intercambio i6nico, centrifugacion y didlisis.
Este paso representa una desventaja en la determinacién de material
encapsulado debido al estrés mecanico al que es sometido el sistema ya
gue las técnicas utilizadas pueden ocasionar la fuga de material dando
resultados poco confiables. [Edwards K.A., Baeumner A.J., 2005; Elizondo
E., etal, 2011, Ran C,, et al., 2016]

Disrupcion de la bicapa lipidica para liberar el material encapsulado.

La ruptura de la bicapa lipidica puede realizarse por dilucion de la
dispersion vesicular con 2-propanol, etanol o metanol, extraccion de los
lipidos utilizando mezclas de cloroformo o adicion de tensoactivos para
inducir la ruptura. [Edwards K.A., Baeumner A.J., 2005; Elizondo E., et al.,
2011]

Cuantificacion del material encapsulado

El método de cuantificacion del material encapsulado depende de la

naturaleza de la molécula cargada. Los métodos utilizados con mayor

frecuencia son espectrofotometria, espectroscopia fluorescente, métodos
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enzimaticos y técnicas electroquimicas. [Edwards K.A., Baeumner A.J.,
2005; Elizondo E., et al., 2011]

Como se menciono anteriormente, el primer paso de la determinacion es critico
para poder obtener resultados confiables. Por esto, se han buscado alternativas que
permitan cuantificar el material encapsulado sin la necesidad de separar el material que
se encuentra al exterior de las vesiculas. Para este propésito, se ha reportado el uso de
caseina fluorescente para cuantificar material encapsulado, afiadiendo cobalto al medio
después de la carga para interferir y apagar la sefial del material no encapsulado.
También se ha utilizado resonancia paramagnética espectroscopica, la cual se basa en
la adicion de un material paramagnético impermeable que amplia la sefial del material no
encapsulado. Por Ultimo, se ha aplicado *H resonancia magnética nuclear en conjunto
con marcadores sensibles a cambios de pH con el fin de diferenciar la sefial obtenida del
material encapsulado y del no encapsulado. Particularmente, se ha reportado el uso de
homocarnosina como marcador. Posterior a la carga, el pH del medio se modifica
generando la protonacion o desprotonacion del marcador cambiando la sefial observada
entre el material encapsulado y el no encapsulado. [Zhang X. et al., 2004; Elizondo E., et
al., 2011]

3.6Densidad

Se ha reportado que la determinacion de la densidad de sistemas nano
particulados tiene como propésito verificar la encapsulaciéon del material, asi como
evaluar la distribucion poblacional de estos de acuerdo con su tamafo y laminaridad.
Para ello, se utilizan metodologias basadas en la separacién por centrifugacion con
gradiente de densidad. Existen diversas técnicas de centrifugacion con gradiente de
densidad, en este caso las técnicas de interés se basan en la centrifugacion zonal y la
centrifugacion isopicnica. La centrifugacion zonal utiliza un gradiente de densidad
preformado (generalmente con glucosa o sacarosa), y la muestra se coloca encima del
gradiente para su posterior centrifugacién. En este tipo de centrifugacion, la separacion
depende de la velocidad de sedimentacion, la cual es determinada por el tamario,
densidad y laminaridad de la particula. Este tipo de centrifugacion se utiliza para conocer
la distribucion poblacional del sistema. La centrifugacion isopicnica se emplea para

verificar la encapsulacion de sistemas nano particulados. Esta técnica utiliza un gradiente
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de densidad generado in situ, es decir, se genera conforme se centrifuga la muestra,
generalmente se utilizan particulas de silica coloidal cubiertas con PVP con diametros
gue van de los 15-30 nm, este sistema se encuentra comercialmente bajo el nombre de
Percoll®. La separacion resulta de la diferencia de densidad boyante de las particulas,
por lo que estas migran a la posicion donde la suspension presenta la misma densidad

gue esta. [Sanchez-Lopez V., et al., 2009; Mendoza-Mufoz N., et al., 2011]

4. Funcionalizacion

La investigacion de formas farmacéuticas no convencionales se ha encargado de
desarrollar distintas estrategias con el fin de superar algunas de las desventajas de las
formas farmacéuticas convencionales. Los sistemas liposomales convencionales han
logrado reducir la toxicidad in vivo de algunas moléculas al modificar la farmacocinética
y biodistribucion del componente activo, sin embargo, son sistemas propensos a ser
eliminados de la sangre rapidamente a través del Sistema Fagocitico Mononuclear SFM
en higado y bazo principalmente, limitando la eficacia terapéutica. Debido a esto, los
liposomas han sido funcionalizados, es decir, modificados estructuralmente (Figura 16)
para incrementar y proporcionar nuevas ventajas, asi como mejorar su desempefio como

sistemas de liberacion modificada. [Elizondo E., et al., 2011; Mura S., et al., 2013]

Algunos de los principales motivos de la funcionalizacion de liposomas se expresan a

continuacion:

i. Incrementar la estabilidad y vida media del sistema, evitando la eliminacion
de este a través de SFM.

ii. Maximizar el efecto terapéutico al dirigir los liposomas a la célula o tejido
blanco, minimizando efectos toxicos y secundarios en tejido saludable. Esto
puede lograrse uniendo ligandos a la superficie de la particula capaces de
reconocer o ser reconocidos. Los ligandos pueden ser: péptidos, polimeros,
proteinas y anticuerpos.

iii.  Liberacién del material encapsulado en respuesta a un estimulo externo o
interno el cual puede ser fisico o quimico. Ademas, ésta cualidad permite
generar sistemas de liberacion bajo demanda, también conocidos como

“switch on/off”
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La funcionalizacion de los liposomas le confiere al sistema la capacidad de mantener
control espacial, temporal y sobre la dosificacion de la molécula activa. [Elizondo E., et
al., 2011; Mura S., et al., 2013; Belletti D., et al., 2014; Sercombre L., et al., 2015;] A

continuacion, se abordaran algunos aspectos referentes al tema.

Figura 16. Representacion esquematica de algunas modificaciones que pueden llevarse
a cabo en el liposoma: (a) Polimero de proteccidn o sensibles a la temperatura, (b) lipidos
sensibles a la temperatura, (c) conjugacion con péptido, (d) conjugacién con
componentes virales, (e) anticuerpo, (f) Polimero conjugado con anticuerpo, (Q)
asociacion con ADN, (h) fosfolipidos con carga, (i) farmacos hidrofilicos, (j) particulas
magnéticas, (k) agentes de contraste. (Modificado de Elizondo E., et al., 2011).

4.1 Liposomas con respuesta a un estimulo

Una de las de las estrategias desarrolladas para optimizar la administracion de
moléculas activas es la utilizacion de sistemas liposomales que responden a un estimulo.
Los liposomas con fines terapéuticos son formulados para presentar alta estabilidad -in
vitro e in vivo-, debido a esto, es posible que aun cuando alcanzan el blanco terapéutico
no se logre la liberacion eficiente de la molécula activa y por consecuencia, la
concentracion terapéutica. Por ello, este tipo de liposomas son acarreadores
prometedores para la liberacién controlada y localizada de moléculas activas. [Movahedi
F., etal.,, 2015; van Elk M., et al., 2016]
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La liberacién del material encapsulado se fundamenta en la desestabilizacion de
la bicapa lipidica debido a un cambio en el micro o macroambiente en el que se
encuentran. Dicho cambio se traduce como un estimulo que puede ocurrir naturalmente
en el sitio afectado, estimulo end6geno, o ser externamente inducido, estimulo exégeno.
[Ganta S., et al., 2008; Mura S., et al., 2013; Movahedi F., et al., 2015]

En el caso de los estimulos enddgenos, se busca evaluar la patologia del cuadro
clinico para aprovechar los cambios biologicos, quimicos y fisicos del tejido o células
afectadas para poder generar una diferenciacion al cual el sistema liposomal pueda
responder. La ventaja principal del estimulo enddgeno es que existe por si mismo y no
necesita de otros medios para generar la respuesta, ademas de que ofrece la oportunidad
de generar sistemas de tipo “switch on/off”. Por otro lado, los estimulos exdgenos son
aplicados de manera externa, por lo que la utilizacion de material y equipos son
necesarios para generar el cambio estructural en las vesiculas. En este caso, la ventaja
principal reside en la opcién de generar protocolos estandarizados para poder alcanzar
la liberacion regulada y localizada de la molécula activa. Los estimulos se subclasifican
de acuerdo con la naturaleza del proceso o del tipo de energia utilizada: [Ganta S., et al.,
2008; Lopes J.R., et al., 2013; Movahedi F., et al., 2015; Van Elk M., et al., 2016]

i.  Estimulos quimicos: pH, especies reactivas del oxigeno, potencial redox, enzimas,
fuerza id6nica, carbohidratos y otras moléculas.
ii. Estimulos fisicos: luz, temperatura, campo magnético, ultrasonido, presion

osmoética, campo eléctrico, etc. [Lopes J.R., et al., 2013]

A continuacién, se describen algunos sistemas que responden a estimulos quimicos o

fisicos.

4.1.1 Estimulos quimicos

4.1.1.1 Liposomas sensibles a cambios de pH

Una de las estrategias desarrolladas para optimizar la liberacion del material
encapsulado de los liposomas una vez que han alcanzado el blanco terapéutico es la
desestabilizacién de la membrana por cambios en el pH del medio donde se encuentran.
Existe una diferencia en el microambiente extracelular entre tejido sano y el tejido

patolégico, un ejemplo claro es el pH extracelular. Mientras que en tejido sano el pH
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extracelular tiene un valor aproximado de 7.4, en tumor neoplasico es alrededor de 6.5-
7.0 debido al proceso irregular de angiogénesis. A pesar de esta diferencia, es dificlil
disefar liposomas que presenten la sensibilidad para distinguir dichos microambientes.
Sin embargo, la sensibilidad a cambios de pH puede utilizarse para mejorar la liberaciéon
de moléculas activas en el citoplasma celular. Uno de los mecanismos de internalizacion
de liposomas es mediante la endocitosis, por lo que una vez que el liposoma se encuentra
en contacto con la membrana celular, ésta lo invagina formando un endosoma. El
endosoma presenta un pH intracelular entre 6.5-5.0, mientras que, al fusionarse con el
lisosoma, se alcanzan valores entre 4.0 y 5.0. Al utilizar liposomas convencionales la
degradacion enzimatica de la molécula activa en el lisosoma representa una razon por lo
gue la concentracion intracelular del principio activo no es suficiente para llevar a cabo el
efecto farmacologico. Por ello, es necesario funcionalizar el liposoma para evitar su
degradacion o liberar intacto el material encapsulado en estos. [Mura S., et al., 2013;
Lopes J.R., et al., 2013; Ferreira D.S., et al., 2013; Liu X., Huang G., 2013].

Los liposomas sensibles a cambios de pH estan conformados por materiales que
experimentan un cambio morfoldgico al estar expuestos a estimulos de este tipo. El FL
utilizado con mayor frecuencia es PE/DOPE. Dicho fosfolipido tiene la caracteristica de
ser incapaz de formar bicapas por si mismo debido a que presenta una geometria de
cono truncado invertido, por lo que tiende a formar micelas invertidas tipo Hi. Para
favorecer la formacion de bicapas lipidicas, se combina PE/DOPE con lipidos cargados
negativamente, generando repulsion con el grupo fosfato del PE y disminuyendo
interacciones intermoleculares entre los grupos polares del PE; esto provoca un
incremento en el volumen de la region polar de estas moléculas permitiendo la formacién
de liposomas. En cuanto a la formulacion de liposomas con respuesta a cambios de pH
se utilizan estabilizadores lipidicos o agentes fusogénicos sensibles a pH para poder
formar liposomas estables que puedan responder a cambios en la concentracién de
protones en el medio. Se utiliza con frecuencia el acido oleico (OA), N-palmitoil
homaocisteina, Hemisuccinato de colesterol, (CHEMS) N-succinil-
dioleoilfosfatidiletanolamina,  1,2-dioleoil-sn3-succinilglicerol  (Figura 17) como
estabilizantes para la formacion de la vesicula, estos lipidos tienen en comun la presencia

de un grupo carboxilo, y es dicho grupo el que confiere la sensibilidad a cambios de pH.
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Con base a esta técnica, se han preparado liposomas a través de la técnica de hidratacion
de pelicula fina, utilizando PE: COL: CHEMS en proporcion 35:15:15, posteriormente se
redujo el tamafio de particula a través del método de ultrasonicacion obteniendo
liposomas unilaminares con un intervalo de diametro entre 250-260 nm. A través de
estudios de microscopia de transmision electrénica se observo la desestabilizacion de
los liposomas debido a la disminucion del pH del medio. [Mura S., et al., 2013; Ferreira
D.S., etal., 2013; Fan Y., et al., 2016; Liu X., Huang G., 2013]
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Figura 17. Estabilizadores lipidicos sensibles a pH. (Modificado de Ferreira D.S., et al.,
2013).

El mecanismo de accion para la liberacion del liposoma o del material encapsulado
del endosoma se fundamenta en la transicion de fase del PE/DOPE, de bicapa a micelas
invertidas, generando la ruptura del liposoma, mecanismo que se muestra en la Figura
18. A pH fisiologico, 7.4, el grupo carboxilo de los lipidos estabilizantes se encuentra

ionizado, por lo que la repulsion electrostatica entre esta carga y la carga negativa del
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grupo fosfato de PE/DOPE induce el acomodo y la estabilizacién de los liposomas. En el
momento en el que el liposoma es endocitado y el pH del medio disminuye, el grupo
carboxilo de los estabilizantes se protona y la repulsion cesa, causando la transicién de
fase de PE/DOPE vy la desestabilizacion de la bicapa lipidica. EI uso de CHEMS ha
demostrado mejores resultados debido a que la estructura quimica que presenta, similar
a la del colesterol, brinda mayor estabilidad a las vesiculas y muestra sensibilidad

satisfactoria a cambios de pH. [Ferreira D.S., et al., 2013; Fan Y., et al., 2016]
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Figura 18. Esquema del mecanismo de accién de la liberacion de material liposomas
formulados con DOPE y CHEMS. (Modificado de: Fan Y., et al., 2016; Ferreira D.S., et
al., 2013).

Alternativamente, se han utilizado péptidos sensibles a cambios de pH para
estimular la liberacién de material encapsulado de liposomas. Mimetizando el mecanismo
de accion de algunos péptidos fusogénicos virales, GALA fue el primer péptido sintetizado
y utilizado para la liberacién de material encapsulado con respuesta a cambios de pH en
liposomas SUVs y LUVs compuestos por DMPC y DPPC principalmente. GALA es un
péptido anfipatico de 30 residuos de amino &cidos, el cual, adopta una conformacion a-
hélice en medios acidos, generando canales o poros produciendo la desestabilizacion de
la bicapa lipidica. [Li W., Nicol F., Szoka Jr F.C., 2003; Ferreira D.S., et al., 2013]
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Asi mismo, se ha reportado el uso de polimeros anfipaticos que contienen grupos
funcionales con caracteristicas acidas/basicas. Comunmente se utilizan copolimeros
derivados de N-isopropilacrilamida (NIPAAm) anclados a los liposomas. Este polimero
contiene un grupo carboxilo el cual le otorga sensibilidad a cambios de pH a los
liposomas, ya que a pH fisiolégico este grupo funcional se encuentra ionizado, por lo que
el polimero se acomoda de forma extendida; en medio acido, el grupo carboxilo se
protona aumentando la hidrofobicidad del polimero, lo que provoca que los segmentos
hidrofébicos penetren la membrana produciendo defectos en esta y provocando la fuga
del material encapsulado (Figura 19). Se ha reportado la asociacion de copolimeros de
N-isopropilacrilamida a liposomas formados por EPC:COL, observando una mejora en la
liberacion del material encapsulado in vitro tanto de principios activos hidrofilicos como
hidrofébicos tras la acidificacion del medio. Ademas de funcionalizar al liposoma de esta
manera, los polimeros aumentan la estabilidad y optimizan el tiempo de circulacién de

los liposomas. [Ferreira D.S., et al., 2013]

pH 7.4

Figura 19. Esquema de liberacion de material encapsulado por polimeros sensibles a
cambios de pH. (Modificado de: Ferreira D.S., et al., 2013)

41.1.2 Liposomas sensibles a cambios redox

La liberacion de material encapsulado de sistemas liposomales puede lograrse al

utilizar materias primas que respondan a un estimulo de oxido-reduccion. En la literatura,
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se ha reportado el uso de moléculas conjugadas que permiten la formacién de liposomas
estables y que, a través de una reaccion redox, logran la desestabilizacion de la bicapa
lipidica. [Goldenbogen B., et al., 2011]

El ambiente extracelular se caracteriza por ser de caracter oxidativo, mientras que
intracelularmente, el ambiente es de caracter reductor. La regulacién del ambiente
intracelular esta mediado principalmente por enzimas y moléculas que presentan grupos
sulfhidrilos (-SH) y que se encuentran en el citosol. Dentro de estas se encuentran las
enzimas de la familia tiorredoxina y glutarredoxinas, las cuales contienen residuos de
cisteina circundantes. Estas enzimas se encargan de realizar diversos procesos de éxido-
reduccion dentro de las células, por lo que es necesario que los residuos de cisteina se
encuentren en su estado activo, es decir, reducido. Para ello, existe una concentracion
alta de glutation y tiorredoxina reductasa las cuales se encargan de mantener dichos
sitios activos, y se debe a estas el potencial reductor del citosol. El glutation (L-y-glutamil-
L-cisteinilglicina) es la principal fuente intracelular no-proteica de grupos tiol capaz de
reducir el enlace disulfuro de diversas moléculas. La concentracidén extracelular en tejido
sano de glutation es alrededor de 2-20 UM mientras que, intracelularmente, se encuentra
entre 2-10 mM, sobre todo dentro del citosol, mitocondria y nucleo. Sin embargo, debido
a la alta demanda energética en la masa tumoral, la concentracién extracelular de
glutation puede elevarse y alcanzar valores 100 veces mas altos que en tejido sano.
[Saito G., et al., 2003; Movahedi F., et al., 2015].

La diferencia entre el potencial redox extracelular e intracelular de tejido tumoral
referente al tejido sano proporciona la oportunidad de disefar liposomas que respondan
a este estimulo y que, debido a la baja concentracion de glutation en sangre,
permanezcan estables hasta alcanzar el blanco terapéutico. El mecanismo de accién de
este tipo de liposomas se fundamenta en la reduccion del enlace disulfuro por la
presencia de glutation lo que genera la disociacion de un segmento del conjugado,
provocando la desestabilizacion y la liberacién del material encapsulado. Es importante
mencionar que la reduccién del enlace puede llevarse a cabo tanto en el espacio
extracelular como en el espacio intracelular. Se han sintetizado y reportado polimeros y

FL conjugados con puentes disulfuro, algunas de estas moléculas son mPEG-SS-DOPE,
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COL-SS-mPEG, entre otros. Utilizando estos conjugados, se ha reportado la preparacion
de liposomas por mezclas de DPPC y DOPE por el método de hidratacion de pelicula
fina, posteriormente se realizaron tres ciclos de congelamiento-deshielo con el fin de
promover la encapsulacion de caseina como medio de contraste. De la dispersion
obtenida, se disminuyd el tamafio de particula por extrusién, obteniendo liposomas
unilaminares con diametros de alrededor de 100 nm. [Maeda T., Fujimoto K., 2006;
Movahedi F., et al., 2015; Chi Y., et al., 2017; Kim C.H., et al., 2017]-

Una alternativa prometedora se fundamenta en el uso de quinonas para la
produccion de liposomas sensibles a la actividad de quinona reductasa. Se ha reportado
la conjugacion entre DOPE con una quinona trimetilada (trimethyl-lock quinone) para la
formacion de liposomas. Los liposomas reportados se prepararon a través del método de
hidratacion de pelicula fina, reduciendo el tamafio de particula posteriormente por
extrusion, obteniendo liposomas unilaminares con diametros entre 80-200 nm. El
mecanismo de liberacién se basa en la reduccién de la quinona (Q), la cual al ganar dos
electrones forma la hidroquinona (HQ) correspondiente, dicha hidroquinona es
conformacionalmente inestable, por lo que de manera espontanea se disocia del FL en
forma de lactona (L) (Figura 20). Como se mencion6 anteriormente, DOPE no es capaz
de formar liposomas por si solo, en este caso, la conjugacion con la quinona permite la
formacion de la vesicula y al perder dicha molécula el liposoma colapsa, liberando su
contenido. Este sistema ha demostrado ser eficiente in vitro utilizando como agente
reductor Na2S204. Sin embargo, la posibilidad de respuesta a enzimas reductoras
enddgenas existe. [Ong W., 2008; Mura S., et al., 2013]
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Figura 20. Mecanismo de liberacion del material encapsulado con conjugados Quinona-
DOPE. (Modificado de: Ong W., 2008).

La NADPH:quinona oxidoreductasa-1 es una flavoproteina citosdlica que cataliza
la reduccion, mediante la donacion de dos electrones, de una gran variedad de moléculas.
Esta enzima ha sido utilizada para la activacion de profarmacos que contienen quinonas
en su estructura quimica, y que son activados con la formacion y disociacion de la lactona
y el farmaco correspondiente, dicho mecanismo se ha demostrado con distintos agentes
guimioterapéuticos. Distintas fuentes han reportado también, que existe una diferencia
importante en la concentracion de NADPH durante la proliferacion celular de tejido
tumoral y sano, siendo mucho mayor en tumores neoplésicos, por lo que el desarrollo de
un sistema liposomal con base a las caracteristicas mencionadas es prometedor.
[Volpato M., 2007; Ong W., 2008]
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41.1.3 Liposomas con respuesta enzimatica

Diversas aplicaciones son posibles al utilizar lipidos conjugados que bajo ciertas
condiciones lleven a cabo reacciones enzimaticas. Como se mencion6 anteriormente, el
disefio de este tipo de liposomas aprovecha la presencia anormal de cierto tipo de

enzimas asociadas con alguna patologia. [Zhu L., et al., 2012]

Las metaloproteinasas de matriz MMPs -del inglés Matrix Metalloproteases-
forman parte de las enzimas degradativas dependientes de Zn?*y Ca?* encontradas en
la matriz extracelular. Se han identificado alrededor de 26 grupos de MMPs encargadas
de degradar distintos tipos de moléculas, dentro de estas, MMP-2 y MMP-9 han sido de
interés por su relacion con la progresion y metastasis de una variedad de tumores
neoplasicos. Entre estos se encuentran tumores relacionados con cancer de mama,
colorrectal, pulmon, pancreas y ovarios, en donde las enzimas antes mencionadas se
encuentran sobre expresadas. Considerando esto, se han disefiado y desarrollado
sistemas liposomales que respondan a la presencia anormal de estas proteinas. [Sarkar
N., et al., 2008, Elegbede A I., 2008; Banarjee., et al., 2009, Zhu L., 2012].

El sustrato natural de MMP-2 y MMP-9 es el colageno, el cual se caracteriza por
tener una estructura terciaria de triple hélice, mientras que el sitio de escision se realiza
entre los residuos de amino acidos Glucina-Valina, sin embargo, también reconoce el
enlace peptidico entre G-X, donde X: leucina, isoleucina y valina. [Sarkar N., et al., 2008;

Banarjee., et al., 2009].

Teniendo esto en cuenta, se han sintetizado lipopéptidos para ser incorporados en
la bicapa lipidica y funcionalicen al sistema liposomal. Para la sintesis de estos
lipopéptidos se ha considerado lo siguiente: la porcidn peptidica debe exhibir
conformacion de triple hélice, debe contener el sitio de escision del sustrato natural (Glu-
X), debe ser resistente a la accion de otras proteasas y debe presentar la capacidad de
desenrollarse para permitir la interaccion enzima-sustrato. Se ha reportado la fabricacion
de liposomas MLV con 30% de lipopéptido y DOPC o DSPC, formados por el método de
hidratacion de pelicula fina, el tamafio y laminaridad fueron disminuidos por sonicacion
con el fin de generar LUV, posteriormente la muestra fue homogenizada por extrusion a

través de una membrana con tamafio de poro de 100 nm, observando una liberacion de
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carboxifluorseina encapsulada rapida en la presencia de enzimas extracelulares. [Sarkar
N., et al., 2008; Elegbede A 1., 2008; Banatrjee., et al., 2009]

Se han reportado dos enfoques distintos de la funcionalizacién de los liposomas
utilizando esta estrategia, uno de ellos consiste en desestabilizar por completo al
liposoma, liberando su contenido y el segundo prolongar el tiempo de circulacion y
mejorar la internalizacidon celular del liposoma. [Sarkar N., et al., 2008; Elegbede A 1.,
2008; Banarjee., et al., 2009; Zhu L., 2012]

Con el fin de estimular la liberacion del liposoma en respuesta a la presencia de
las enzimas, se ha reportado la conjugacion de péptidos sintetizados con distintos acidos
grasos, entre ellos: acido esteérico, acido oleico y acido palmitico. Los lipopéptido
conjugados se afiaden en menor proporcion a la formulacién liposomal para su
fabricacion. Por lo que la parte lipidica del lipopéptido queda embebida en la bicapa
lipidica mientras que el péptido se encuentra en la superficie exterior del liposoma,
aunque también puede encontrarse en la superficie interior. EI mecanismo de accion de
la liberacion del material encapsulado consiste en “descorchar” o “desmembrar” al
liposoma. La escisién enzimatica del lipopéptido resulta en la desestabilizacién de los
dominios lipidicos de los liposomas causando la liberacién del material encapsulado,
posteriormente es posible que los FL se reorganicen y logren estabilizar al liposoma. La
cantidad de material liberado depende tanto de la concentracion de lipopéptido, la
concentracion de MMP-2/9 y de la estabilidad de la interaccién entre el acido graso y el
segmento hidrofébico del FL que conforma el liposoma una vez escindido el péptido. La
capacidad del liposoma de reorganizarse y detener la liberacion del material ofrece la
oportunidad de generar sistemas de retroalimentacion negativa. [Sarkar N., et al., 2008;
Elegbede A 1., 2008; Banarjee., et al., 2009]

Ademas, se han sintetizado lipopéptidos conjugados con polimeros de
polietilenglicol PEG con el fin de prolongar el tiempo de circulacién de los liposomas,
mecanismo que se abordara posteriormente. Este tipo de funcionalizacién le brinda al
sistema mayor estabilidad y permite que las cadenas poliméricas se disocien en el sitio

donde la concentracion de enzima es alta manteniendo la integridad del liposoma, de
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esta manera es posible exhibir otras moléculas conjugadas o mejorar la penetrabilidad

celular al haber mayor proximidad entre el liposoma y la célula. [Zhu L., 2012]

Asi mismo, se ha reportado la formulacion de liposomas sensibles a la esterasa
Fosfolipasa secretora A2 -sPLA; -por sus siglas en inglés Secretory Phospholipase A..
Dicha enzima se encarga de hidrolizar el enlace éster de glicerofosfolipidos en la posicién
sn-2 liberando el acido graso y lisofosfolipido correspondiente. En la literatura se ha
reportado que la concentracion de dicha enzima se sobre expresa en cancer de colon,
mamario, pancreatico y prostata de manera localizada, mientras que, en shock séptico e
inflamacion hay un aumento de la enzima en circulacion sistémica, dicha situacion
permite desarrollar un sistema liposomal que responda a la presencia de esta enzima.
[Zhu G., et al., 2011; Pourhassan H., et al., 2017].

Debido a que la enzima ha demostrado preferencia por estructuras lipidicas
organizadas, el uso de sistemas liposomales para la administracion de diversos agentes
citotoxicos parece un candidato prometedor. Se ha reportado la formacion de liposomas
sensibles a dicha enzima por hidratacion de pelicula fina y posterior diminucién de tamafio
de particula por extrusién, obteniendo liposomas unilaminares con un intervalo de
diametro de 80-100 nm. Se ha demostrado que sPLA: presenta alta especificidad por
fosfolipidos anidnicos y de cadenas hidrocarbonadas cortas, demostrado tener mejores
rendimientos en cuanto a la liberacion controlada de liposomas que presentan dichas
caracteristicas, ademas de que esto permite modular la actividad de le enzima sobre la
degradacion del liposoma al modificar los componentes del sistema. EI mecanismo de
accion de estos liposomas se fundamenta en la desestabilizacion de la bicapa liposomal
debido a la hidrolisis de los glicerofosfolipidos que los conforman, provocando la
liberacién del material encapsulado. Ademas, se ha reportado que los productos de la
hidrolisis del éster potencian la permeabilidad de moléculas a través de la membrana, y
en altas concentraciones, genera toxicidad celular al formar agregados con propiedades
detergentes. [Zhu G., et al., 2011; Pourhassan H., et al., 2017].

Actualmente, LiPlaCis, un sistema liposomal sensible a sPLA: para la
administracion del agente quimioterapéutico cisplatino, es el primer sistema con

respuesta a un estimulo enzimatico que se encuentra en estudios clinicos Fase I/l para
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evaluar la seguridad y tolerabilidad de LiPlaCis en pacientes con tumores avanzados o

refractarios. [Pourhassan H., et al., 2017; Clinicaltrials.gov 2017].

4.1.2 Estimulos fisicos

41.2.1 Liposomas termosensibles

El uso de calor (hipertermia leve) como método terapéutico ha sido utilizado a
través de los afios como coadyuvante en el tratamiento de diversas enfermedades, entre
estas, se ha distinguido por presentar resultados favorables en el tratamiento tumores
malignos al presentar un efecto sinérgico entre la hipertermia y la quimioterapia. En el
caso del tratamiento de cancer, la hipertermia consiste en aumentar la temperatura de
algun tejido de forma localizada, alcanzando temperaturas entre 39-42°C, potenciando la
sensibilidad de células cancerigenas a los efectos de la radiacion y agentes
guimioterapéuticos. [Ta T., Porter T.M., 2013; Dou Y., et al., 2017].

La hipertermia leve localizada presenta varios efectos sobre el tejido y las células,

entre estos se encuentran:

i.  Aumento del flujo sanguineo en el sitio donde el calor es aplicado, aumentando la
permeabilidad vascular y celular.

ii. Interferir con procesos bioquimicos dependientes de la temperatura, como son la
regulacion de la apoptosis, ciclo celular, reparacion de ADN vy sintesis de
proteinas.

iii.  Necrosis del tejido dependiendo de la temperatura y tiempo de exposicion.

Es importante mencionar que tanto tejido neoplasico como tejido sano son
susceptibles a presentar los efectos antes mencionados, sin embargo, la alta demanda
energeética, falta de oxigenacion y estrés que sufre el tejido canceroso lo hace menos
tolerante al aumento de temperatura y mas susceptible a sus efectos. [Ta T., Porter T.M.,
2013; Dou Y., et al., 2017].

El éxito de la hipertermia leve depende de la eficiencia de la elevacion de la
temperatura en el lugar deseado, hoy en dia existen diversas técnicas para inducir calor.

A continuacion, se muestran algunas de las técnicas utilizadas. [Ta T., Porter T.M., 2013]
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Tabla 5. Técnicas de induccién de hipertermia leve.

Técnica

Hipertermia regional

Hipertermia localizada:
Aplicadores
electromagnéticos
externos

Hipertermia intersticial
localizada

Hipertermia localizada:
Ultrasonido enfocado

Caracteristicas
Consiste en el calentamiento de una zona superficial

utilizando un bafio de agua. Se aplica cuando se tratan
tumores superficiales y es altamente utilizado en estudios
preclinicos. Este tipo de calor eleva la temperatura tanto
en tumores como en tejido sano adyacente.

Se utilizan aplicadores que emiten microondas o
radioondas para generar calor de manera superficial
localizada. Tipicamente tienen un diametro de
calentamiento de 15 cm y una profundidad de 3 cm. Sin
embargo, la profundidad esta limitada en superficies
irregulares.

El uso de antenas o aplicadores que se insertan
directamente en el tumor para generar calor de manera
directa, localizada y a mayor profundidad. Entre estas se
utiizan antenas de microondas, electrodos de
radiofrecuencia, etc, con invasion minima. Para asegurar
una temperatura homogénea se utilizan mudltiples
aplicadores a distancias o electrodos con extremidades
extensibles.

Utiliza ultrasonido enfocado a altas frecuencias para
generar calor localizado a altas profundidades de manera
no invasiva. Actualmente, se ha buscado acoplar
resonancia magnética con esta técnica con el fin de guiar
y monitorear en tiempo real la aplicacion de calor.

Considerando las ventajas que proporciona la induccién de hipertermia leve en

tejido neoplasico, se han desarrollado sistemas liposomales termosensibles para el

tratamiento de este tipo de padecimientos. Con este tipo de sistemas, se busca que los

liposomas sean estables a temperatura fisioldgica con minima fuga de material

encapsulado, y que al encontrarse con el aumento en la temperatura liberen el material

de manera rapida y efectiva. Actualmente, la formulacion de liposomas termosensibles

se clasifica en tres categorias: Liposomas Termosensibles Tradicionales -TTSL- por sus
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siglas en inglés Traditional Thermosensitive Liposomes, Liposomas Termosensibles que
contienen Lisolipidos -LTSL- por sus siglas en inglés Lysolipid-containing
Thermosensitive Liposomes y Liposomas Termosensibles modificados con Polimeros -
PTLS- por sus siglas en inglés Polymer-modified Thermosensitive Liposomes. [Ta T.,
Porter T.M., 2013; Dou Y., et al., 2017].

4.1.2.1.1 Liposomas Termosensibles Tradicionales TTSL

Como se menciond anteriormente, los fosfolipidos transitan de un estado gel-
sélido a liquido-cristalino a una temperatura determinada. La formulacién de TTSL se
fundamenta en esta cualidad fisica, por lo que se utilizan fosfolipidos con un Tm alrededor
de 42-43 °C. [TaT., Porter T.M., 2013; Van Elk M., et al., 2016].

A temperaturas menores a Tm, las cadenas hidrocarbonadas se encuentran
ordenadas, condensadas y completamente extendidas, los fosfolipidos tienen poco
movimiento y son compactos. Conforme la temperatura aumenta y se acerca a Tm, la
movilidad de los fosfolipidos aumenta gradualmente, formando interfaces entre dominios
gue permanecen en estado gel-sélido y liquido-cristalino, generando incompatibilidad en
el empaquetamiento molecular e incompatibilidad hidrofébica, aumentando la
permeabilidad de la bicapa y provocando la liberacion de material encapsulado. A
temperaturas por encima de Tm, la bicapa se encuentra por completo en estado liquido-
cristalino, permitiendo el libre y rapido movimiento de los fosfolipidos en el plano, lo que
hace a la bicapa fluida y completamente permeable. [Ta T., Porter T.M., 2013; Van EIlk
M., et al., 2016].

Los primeros liposomas termosensibles fueron LUVs obtenidos por métodos de
hidratacion de pelicula fina y posterior disminucion de tamafio de particula, formulados
con DPPC, fosfolipido que presenta una Tm de 41 °C. Se observo que los liposomas
formulados con este FL respondian al estimulo, sin embargo, la liberacién del material
encapsulado era lenta e insuficiente. Debido a esto, se agregaron otros FL tales como
DSPC y HSPC, la adicion de estas especies generd una mejora en la cantidad de material
liberado ya que la mezcla de FL provoca mayor incompatibilidad de empaquetamiento
aumentando la permeabilidad de la membrana. Sin embargo, la mezcla de FL para la

fabricacion de liposomas termosensibles trajo consigo una desventaja importante. La
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mezcla FL con cadenas hidrocarbonadas de distintas longitudes (DPPC:C16, DSPC:C18)
genera un aumento en la Tm, lo que compromete la aplicacion clinica de los TTSL, por
lo que la adicion de DSPC a la formulacion inicial aumentaba la Tm a 46°C arriesgando
el bienestar de tejido sano. Asi mismo, se ha reportado que la adicién de PEG y colesterol
comprometen la sensibilidad de los liposomas hacia al estimulo. [TaT., Porter T.M., 2013;
Van Elk M., et al., 2016].

Con el fin de desarrollar sistemas con Tm dentro del rango clinicamente aceptado
(39-42 °C) y liberacion de material encapsulado eficiente, se han afiadido lisofosfolipidos
y polimeros a la formulacién, otorgandole al sistema dichas cualidades. [Ta T., Porter
T.M., 2013; Van EIk M., et al., 2016; Dou Y., et al., 2017].

4.1.2.1.2 Liposomas Termosensibles gue contienen Lisofosfolipidos LTSL

Como se menciono anteriormente, los lisofosfolipidos son FL con una sola cadena
hidrocarbonada y una cabeza polar, debido a su geometria los lisofosfolipidos tienden a
formar micelas. Dichas especies quimicas disminuyen la Tm de TTSL, mejoran la
liberacién de material encapsulado y disminuyen la dosis térmica logrando resultados
favorables. Se ha reportado el uso de Miristoilpalmitoilfosfatidilcolina (MPPC), la adiciéon
de este lisofosfolipido disminuy6 la Tm de una formulacién de TTSL de 43 °C a un rango

entre 39-42 °C, liberando el 50% del material encapsulado en 20 segundos a 42 °C.

Conforme la fluidez de la bicapa lipidica aumenta con el ascenso y aproximacion
de la temperatura a Tm, los lisofosfolipidos obtienen mayor movilidad, lo que les permite
concentrarse en las interfases y eventualmente, debido a la tendencia de ensamblarse
en micelas, formar poros en la bicapa potenciando la liberacion del material encapsulado.
[TaT., Porter T.M., 2013; Van Elk M., et al., 2016; Dou Y., et al., 2017].

Asi mismo, se ha reportado el uso de DSPE debido a la tendencia de dicho FL a
formar micelas invertidas. Por lo que, bajo un mecanismo de accién similar, tanto los
lisofosfolipidos como DSPE tienden a formar poros en la bicapa lipidica. [Ta T., Porter
T.M., 2013].

La desventaja principal de LSTL, reside en que alrededor del 70% de los
lisofosfolipidos se disocia de los liposomas durante la primera hora tras haber sido

73



administrado in vivo, y se ha demostrado in vitro, que entre el 20%-80% del material
encapsulado se fuga a 37°C en medio que contiene suero dentro de los primeros 15
minutos. Estos resultados indican que la termosensibilidad del sistema esta
comprometida por la disociacion de los componentes, exponiendo el tejido sano a los
efectos del farmaco por liberacion prematura del material encapsulado, mientras que la
cantidad que llega al blanco terapéutico es insuficiente. Para contrarrestar estos efectos,
se ha propuesto inducir la hipertermia previa a la administracién o inmediatamente
posterior a esta. [Ta T., Porter T.M., 2013; Van Elk., et al., 2016; Dou Y., et al., 2017].

4.1.2.1.3 Liposomas Termosensibles modificados con Polimeros PTLS

La incorporacion de polimeros sintéticos termosensibles a la formulacion ofrece
tanto la capacidad de funcionalizar liposomas no termosensibles como de potenciar la

termosensibilidad de liposomas termosensibles. [Ta T., Porter T.M., 2013].

Los polimeros utilizados para este tipo de funcionalizacién se caracterizan por
presentar una transicion de fase a una temperatura determinada, conocida como
Temperatura Inferior de Disolucién Critica -LCST- del inglés Low Critical Solution
Temperature. A temperaturas por debajo de este valor, el polimero es soluble en agua,
ya que existen enlaces de hidrogeno entre el polimero y el disolvente. Conforme la
temperatura aumenta y se aproxima a LCST, la interaccion entre el agua y el polimero se
debilita, los enlaces de hidrogeno se pierden y las interacciones hidrofébicas del polimero
aumentan, provocando la precipitacion de este. Dicha transicion de fase provoca la
disrupcién de la bicapa lipidica y por consecuencia, la liberacion de material encapsulado.
La LCST, puede ser modificada variando la proporcion de monomeros hidrofilicos e
hidrofobicos de la cadena polimérica. [Ta T., Porter T.M., 2013; Van Elk., et al., 2016].

Los polimeros incorporados con mayor frecuencia a liposomas para otorgar o
potenciar termosensibilidad son: poli (N-sustituido acrilamidas), siendo el mas estudiado
poli (N-isopropilacrilamida) (p(NIPAAm)), poli(N-vinileters) y poloxameros, estos ultimos
presentan un mecanismo de accion diferente, el cual se abordara mas adelante. [Ta T.,
Porter T.M., 2013].

Los polimeros basados en la estructura de poli (N-sustituido acrilamidas) son la

clase de polimeros termosensibles mas estudiados, siendo el (p(NIPAAmM) el aplicado con
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mas frecuencia en la formulaciéon de liposomas termosensibles, el cual presenta una
LCST de 32°C. Para evitar la desorcion de los polimeros de la bicapa lipidica como en el
caso de los lisofosfolipidos, el (p(NIPAAmM) ha sido conjugado con octadecil acrilato, ya
gue la cadena alquilica proporciona un sitio de anclaje entre el polimero y el liposoma.
Sin embargo, la LCST resultante disminuia a 27°C, lo que comprometia la aplicacion
clinica de dicha formulacion. Posteriormente, se realiz6 la copolimerizacion de
p(NIPAAmM) con acrilamida hidrofilica (AAm) utilizando distintas concentraciones, se
observd que existia una relacion directamente proporcional entre la concentracién de
AAmyla LCST. [TaT., Porter T.M., 2013; Van EIk., et al., 2016].

Es importante mencionar que existen varios factores que afectan tanto la LCST
como la cantidad liberada de material encapsulado. Se ha demostrado que la posicion de
anclaje del polimero al liposoma y el copolimero utilizado son factores criticos. En cuanto
al anclaje, se ha reportado una respuesta al estimulo mas acentuada cuando el sitio de
anclaje se encuentra al final de la cadena del polimero, al contrario de cuando se
encuentra anclado en distintas y multiples posiciones a lo largo del polimero. Esto se
debe a que cuando la cadena esta anclada por un extremo de la molécula, la transicion
hidrofilica-hidrofébica tiene mayor libertad conformacional, provocando la liberacion de
material encapsulado de manera mas eficiente. [Ta T., Porter T.M., 2013; Van Elk., et al.,
2016].

Asi mismo, el comondémero de eleccion presenta un efecto sobre la eficiencia de
la liberacion de material encapsulado. En la literatura se ha reportado que aquellos
copolimeros que generen dominios mas hidrofébicos presentan interaccion mas fuerte
con la bicapa lipidica, causando mayor liberacion del material encapsulado. La
copolimerizaciéon de p(NIPAAm) con N-acriloilpirrolidina (Apr), N,N-dimetilacrilamida
(DMAMA) y N-isopropilmetacrilamida (p(NIPMAM) demostré lo anterior. De manera que
la mayor cantidad de material liberado se alcanz6 con p(NIPAAM)>DMAM>Apr, ya que
el copolimero p(NIPAAmM)-co-p(NIPMAM) forma dominios mas hidrofébicos.
Considerando esto, es posible concluir que la eleccién del comondémero utilizado define
tanto la LCST como el grado de material liberado, esto representa una ventaja ya que
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ofrece la oportunidad de disefiar copolimeros con caracteristicas determinadas. [Ta T.,
Porter T.M., 2013].

Los copolimeros basados en p(NIPAAmM) no son biodegradables, lo que representa
la desventaja principal de los sistemas formulados con este tipo de material. Una
alternativa ha sido la aplicacion de poli (N-(2-hidroxipropil) metacrilamida) (p(HPMA)), los
cuales han sido estudiados como acarreadores de farmacos antineoplasicos
biodegradables. [Ta T., Porter T.M., 2013].

Otro enfoque con el fin de otorgar termosensibilidad a los sistemas liposomales es
el uso de poli (N-vinileters), sin embargo, no han sido tan estudiados como los polimeros
antes mencionados. Dentro de este tipo de polimeros, se ha desarrollado el uso de (2-
etoxi)etoxietil vinil éter (EOEOVE), utilizando como molécula de anclaje a la bicapa
lipidica octadecil vinil éter (ODVE). Se ha demostrado que dicho copolimero presenta
LSCT de 40°C lo que lo hace candidato para la aplicacion clinica, mientras que la
eficiencia de liberacion depende de la longitud de la cadena de EOEOVE. Conforme la
longitud de dicha cadena aumenta, la liberacién del material encapsulado es mas potente,
lo que indica que el aumento de la longitud de la cadena genera la formacion de dominios
mas hidrofébicos. En la figura 21 se muestra el mecanismo de accién de la liberacion de
TTSL, LSTLy PTLS. [TaT., Porter T.M., 2013; Van EIk., et al., 2016].
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Figura 21. Mecanismo de accion de TTSL, LSTL, y PTLS. (Modificado de Ta T., Porter
T.M., 2013).

Los poloxameros son copolimeros conformados por tres bloques repetitivos. Cada
polimero consiste en un nucleo hidrofébico constituido por 6xido de propileno, PPO,
flanqueado por dos bloques hidrofilicos de polietileno, PEO. Este tipo de copolimeros han
sido utilizados para conferir termosensibilidad a los liposomas, sin embargo, el
mecanismo de accion difiere de los copolimeros mencionados anteriormente. En medio
acuoso, los poloxdmeros se mantienen en cadenas individuales no asociadas, conforme
la temperatura aumenta y alcanza un valor determinado, la hidrofobicidad del polimero
aumenta y las cadenas se asocian formando estructuras micelares. A la temperatura a la
gue ocurre la formacion de micelas se le conoce como Temperatura Micelar Critica, CMT.
En los liposomas, los poloxameros se encuentran encapsulados en el nicleo acuoso y
no interaccionan con la bicapa lipidica, conforme la temperatura se aproxima a CMT, las

micelas formadas se embeben en la bicapa causando defectos y provocando la liberacion
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del material encapsulado. La CMT de los poloxameros puede ser modificada al variar el
peso molecular, el balance hidrofilico-lipofilico y la concentracion del copolimero. [TaT.,
Porter T.M., 2013].

Celsion Corporation ha desarrollado una formulacion de LSTL para la
administracion del agente quimioterapéutico doxorubicina, Illamado ThermoDox.
Actualmente, ha culminado el estudio clinico Fase Illl de ThermoDox con ablacién
estandarizada de radiofrecuencia (RFA) para el tratamiento de carcinoma hepatocelular
(HCC) (OPTIMA) con el proposito de determinar la efectividad del tratamiento, asi como
el estudio clinico fase I/l de ThermoDox con hipertermia aprobada en el tratamiento de
la recurrencia del cancer de mama en la pared toracica (DIGNIT) con el propésito de
evaluar la biogeuivalencia/farmacocinética, seguridad y eficacia del tratamiento. (Celsion

Corporation 2017; Clinicaltrials.gov 2017].

4.1.2.2 Magnetoliposomas

Los magnetoliposomas (ML) se refieren a la clase de liposomas que entrapan nano
particulas magnéticas, y, por tanto, responden a la induccién de un campo magnético
externo. El interés por este tipo de nanoacarreadores surge de la posibilidad de ser
utilizados como agentes terandsticos, por lo que su aplicacibn combina tanto el
diagnéstico, como medio de contraste en resonancia magnética nuclear, como en el
tratamiento de distintos padecimientos. Sobre este Ultimo, los magnetoliposomas
permiten tanto dirigir el sistema liposomal al blanco terapéutico y mantenerlo en ese sitio
por la atraccidbn magnética de las nanoparticulas con un campo magnético externo
aumentando la concentracion de farmaco en el sitio, como la liberacion controlada del
material encapsulado en respuesta a este mismo estimulo. [Guo H., et al., 2015; German
S.V,, 2015; Yang Y., et al., 2016; Kang T., et al., 2017].

El uso de nanoparticulas magnéticas ha demostrado tener gran potencial en
diversos campos. En el &rea biomédica, las nanoparticulas de éxido de hierro han
demostrado biocompatibilidad y propiedades magnéticas que permiten sean utilizadas.
Se utilizan con mayor frecuencia la Maghemita, Fe203, y Magnetita, FesO4, ambos
presentan propiedades ferrimagnéticas. Sin embargo, cuando las particulas de estos

oxidos se encuentran por debajo de los 200 nm, pierden la magnetizacion permanente y
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se comportan como un solo dominio magnético adoptando caracteristicas
superparamagneéticas (SPIONs del inglés Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles),
por lo que las nanoparticulas pueden ser magnetizadas de forma similar a un
paramagneto pero la susceptibilidad magnética es mucho mas elevada. [German S.V.,
2015; Monnier C.A., 2014; Tietze R., et al., 2015].

La preparacion de SPIONs puede realizarse tanto con métodos de tipo “top down”
0 “bottom up”. Los métodos “top down”, dentro de los que se encuentra la diminucion de
tamafio de particula por medios fisicos, presentan la desventaja de tener poco control
sobre el tamafio y dispersion de la particula. Debido a esto, se utiliza con mayor
frecuencia la coprecipitacion de sales de Fe?*y Fe®* en medios alcalinos, o por
descomposicion térmica, donde se utiliza un precursor organometalico, oleato de hierro
o carbonilos de hierro, y se coloca en un solvente con alto punto de ebullicion, ambos son
métodos de tipo “bottom up”. Posteriormente, la superficie de las SPIONs es modificada
con el proposito de conferir estabilidad al coloide y evitar la aglomeracion de las
particulas, ademas, el recubrimiento determina la interaccién y posicionamiento de las
SPIONSs en los liposomas. Se ha reportado que las SPIONs pueden ser encapsulados en
el ndcleo acuso del liposoma al recubrir las nanoparticulas con citrato o hidréxido de
tetrametilamonio, o bien, situarse en la bicapa lipidica al recubrirlos con acidos grasos.
Generalmente, los magnetoliposomas se obtienen a través del método de hidratacién de
pelicula fina, obteniendo MLV que posteriormente son sonicados o extruidos con el fin de
disminuir el tamafio y laminaridad de las vesiculas. Sin embargo, el método varia
dependiendo de la naturaleza del recubrimiento de las NP. Se ha reportado que cuando
éstas estan recubiertas por materiales de naturaleza hidrofébica, como por acido oleico,
las NP se agregan a la fase lipidica para la consecuente formacion de la pelicula fina por
evaporacion de solventes. Por otro lado, cuando las NP presentan recubrimientos
hidrofilicos como el citrato, se afiaden al medio de hidratacion. [Monnier C.A., 2014,
Mohammed L., et al., 2017; Guo H., et al., 2015; Nappini S., et al., 2011].

Como se menciond anteriormente, los ML presentan varias aplicaciones, entre
estas se encuentra la orientacion del sistema liposomal a un sitio especifico al colocar un

campo magnético estatico y continuo en la zona requerida, ya que las SPIONs son
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capaces de magnetizarse fuertemente para ser guiadas y localizadas en el blanco
terapéutico. Mientras que, al retirar el campo magnético, las SPIONs pierden la
magnetizacion lo que previene la agregacion de las nanoparticulas in vivo. [Ridi F., et al.,
2014; Kang T., 2017].

En cuanto a la liberacion controlada del material encapsulado, se han descrito dos
mecanismos principales. El primero de estos se fundamenta en la exposicién de las
SPIONSs a un campo magnético de corriente alterna a altas frecuencias, lo que resulta en
la liberacion de energia en forma de hipertermia magnética. El calentamiento de las
nanoparticulas es causado por mecanismos de pérdida de relajacion de Néel y Brown, la
cual consiste en la rotacién del momento magnético para alinear dicho dominio con el
campo magnético externo. La eficiencia de calentamiento depende tanto de la estructura
de los SPIONs y las propiedades magnéticas de éstas, como de la intensidad y frecuencia
del campo magnético de corriente alterna inducido. La liberacion de material encapsulado
se logra a través del mismo mecanismo que en el caso de TTSL, debido a que el aumento
de la temperatura genera una transiciéon de fase de los FL de la bicapa. [Hervault A.,
Thanh N.T.K., 2014; Laurent S., et al., 2011; Ridi F., et al., 2011; Tomitaka A., et al., 2015;
Mohammed L., et al., 2017].

Adicionalmente, se ha reportado el control de la liberacién de material encapsulado
al utilizar campos magnéticos alternos de baja frecuencia (LF-AMF del inglés Low
Frequency Alterning Magnetic Field), mecanismo por el cual se evita la generacion de
hipertermia. Este mecanismo es una alternativa prometedora para la aplicacién de ML en
organos en donde el aumento de temperatura podria ocasionar dafio severo, como el
cerebro, higado y rifiones. De acuerdo con la literatura, la permeabilidad de los ML
aumenta cuando son expuestos a LF-AMF debido a la oscilacibn mecénica de las
nanoparticulas inducida por el campo, lo que provoca la deformaciéon estructural del
liposoma. La liberaciéon del material encapsulado a través de este tipo de campo
magnético se ha demostrado tanto con las nanoparticulas encapsuladas en el nucleo
acuoso como en la bicapa lipidica. [Nappini S., et al., 2010; Nappini S., et al., 2011; Ridi
F., etal, 2014; Guo H., et al., 2015; Tomitaka A., et al., 2015].
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4.1.2.3 Liposomas ecogénicos 0 sbnicamente activos

El ultrasonido (US) consiste en el uso de ondas mecanicas longitudinales que se
propagan en el medio a través de cambios de presion a frecuencias mayores de 20 KHz,
por lo que resultan inaudibles para el oido humano. Actualmente, el uso de ultrasonido
ha dejado de ser exclusivo para el diagnéstico y monitoreo de diversos padecimientos,
sino que se ha aplicado de manera terapéutica para la liberacion controlada y en
respuesta a este estimulo, del material encapsulado de sistemas liposomales, asi como
la ablacion de tejido tumoral a través de los diversos efectos biolégicos que provoca.
[Boissenot T., et al., 2016]

El uso de ultrasonido como estimulo fisico para la liberacion del material
encapsulado presenta diversas ventajas, entre estas sobresale que es una herramienta
gue ha sido utilizada anteriormente, por lo que esta bien caracterizada y ha demostrado
biocompatibilidad, puede generar imagenes en tiempo real lo que permite monitorear la
induccion del estimulo y la liberacion del material encapsulado, es una técnica no invasiva

pero que permite penetrar de manera profunda los tejidos. [Huang S., 2008].

Es importante definir algunos parametros que modulan las ondas ultrasoénicas, ya
gue de la variacion de estas desencadenan diversos efectos bioldgicos. Entre estos se
encuentra la frecuencia, de la cual depende la resolucion de la imagen obtenida, la
profundidad de la penetracién de la onda, la cavitacion potencial del sistema, y la
intensidad ultrasénica, la cual determina la cantidad de energia liberada en el sitio
expuesto. El ultrasonido puede clasificarse en tres categorias dependiendo de la
frecuencia, el nimero de ciclos realizados por unidad de tiempo, de la onda: baja
frecuencia (20-200 KHz), frecuencia media (0.7-3 MHz), y de alta frecuencia (>3 Mhz).
La resolucion de la imagen obtenida a través del ultrasonido aumenta conforme aumenta
la frecuencia de la onda, mientras que la profundidad de la penetracion esta inversamente
relacionada con la frecuencia, es decir, a mayores frecuencias la profundidad de
penetracion es menor. A una frecuencia de 1 MHz, se alcanza una penetracion de
alrededor de 10 cm de profundidad, mientras que, a 10 MHz de alrededor de 1 cm, eso
permite modular el grado de exposicion del tejido. La intensidad del ultrasonido se define

como la potencia de la onda ultrasénica sobre el area a la cual es expuesta, y esta
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relacionada con la presion acustica, la cual esta relacionada con la cantidad de energia
gue recibe el sitio expuesto. Dependiendo de la intensidad, el ultrasonido puede
clasificarse como US de baja intensidad (0.125 — 3 W/cm?) y de alta intensidad (>3
W/cm?), biolégicamente, el US de baja intensidad es capaz de inducir cambios reversibles
y por tanto no dafia de manera permanente el tejido, mientras que los dafios ocasionados
por el US de alta intensidad suelen ser irreversibles. La exposicion continua del tejido al
ultrasonido puede causar dafio tisular por sobrecalentamiento debido a la acumulacién
de energia, por tanto, la onda continua se fragmenta en pulsos de longitud determinada,
los cuales son repetidos periddicamente para evitar dafio indeseado. [Huang S., 2008;
Boissenot T., et al., 2016].

El US tiene la capacidad de generar diversos efectos biolégicos los cuales han
sido aprovechados como estimulos para la liberacion de moléculas activas o agentes de
contraste de diversos nanoacarreadores, entre estos, sistemas liposomales. A
continuacion, se abordan algunos de estos efectos y la aplicacion asociada con sistemas
liposomales. [Huang S., 2008; Boissenot T., et al., 2016].

Uno de los efectos principales del uso de US es el aumento de temperatura de
manera localizada. Cuando la onda se propaga a través del cuerpo, es atenuada por
efectos de absorcion y dispersion al contacto con los tejidos, siendo el fendmeno de
absorcién la razén de la hipertermia observada. El aumento de temperatura esta
directamente relacionado con la frecuencia de la onda, por lo que a mayor frecuencia se
alcanzan temperaturas mayores, sin embargo, el aumento de la temperatura comienza a
ser significativo a frecuencias mayores de 1 MHz. Dicho efecto se ha utilizado de manera
terapéutica para tratar tumores neoplasicos al inducir la necrosis del tejido, asi como un
estimulo para la liberacion de material encapsulado tanto de TTSL, LTSLy PTSL, através

de los mecanismos antes mencionados. [Boissenot T., et al., 2016].

Ademas del efecto térmico, la induccion de US tiene la capacidad de generar
efectos mecanicos. Al propagarse, la onda induce cambios de presién en el medio
seguido de eventos de compresion (por aumento de la presion) y descompresion (por
disminucién de esta misma). Esta variacién provoca que burbujas de aire u otro gas se

expandan y compriman, fendmeno que se conoce como cavitacion. El fendbmeno de
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cavitacion esta mediado por la frecuencia, la tensién superficial, la presién y la presencia
de ndcleos o cuerpos que puedan llevar a cabo la cavitacion, la probabilidad de que
ocurra aumenta conforme se alcanzan menores valores de presion y conforme la
frecuencia disminuye. Dos tipos de cavitacion pueden ocurrir (Figura 22), la cavitacion
estable o no inercial, en la cual las burbujas se expanden hasta alcanzar el tamafio de
equilibrio, seguido por un periodo de oscilacion dentro del diametro estable, mientras que
la cavitacion inercial provoca una oscilacion no simétrica por lo que en cada oscilacion la
burbuja alcanza mayores diametros hasta provocar la explosion de la burbuja.
Biolégicamente, cada tipo de cavitacién provoca efectos distintos, la cavitacion estable
genera en la region cercana a la burbuja un vortice, la fuerza de corte o cizalla generada
por dicho fendbmeno puede ser lo suficientemente fuerte como para aumentar la
permeabilidad de las células, por otra parte, las ondas de impacto ocasionadas por la
explosion durante la cavitacion inercial tiene la capacidad tanto de mejorar la penetracion
de moléculas activas como de romper por completo la membrana celular. [Huang S.,
2008; Boissenot T., et al., 2016]
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Figura 22. Esquema de la cavitacion estable y la cavitacion inercial. (Modificado de
Boissenot T., et al., 2016).

Como se menciond anteriormente, la presencia de un ndcleo o cuerpo que pueda
llevar a cabo el proceso de cavitacidbn es necesario, por tanto, se han formulado
liposomas ecogénicos (LE) o sbOnicamente activos. La encapsulacion de gas en
liposomas se realiz6, primeramente, con el propdsito de ser utilizados como agentes de
contraste en el diagndstico de padecimientos por ultrasonido de imagen, sin embargo,
hoy en dia existe interés para utilizarlos como vehiculos para la liberacién del material
encapsulado por efectos de cavitacion. En la literatura se ha reportado que los liposomas
ecogénicos mantienen las propiedades de los liposomas convencionales, es decir, la
capacidad de encapsular moléculas activas, asi como la capacidad de ser
funcionalizados con otras moléculas en la superficie, ademas, la liberacion del material
encapsulado puede ser modulado para que se dé de manera completa o sostenida.
[Huang S., 2008].
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Se han desarrollado tres estructuras de LE (Figura 23) para ser aplicados como
vehiculos para la liberacion modificada de farmacos y material genético. El primero de
estos es un liposoma ecogénico con dos compartimentos, en uno de ellos se forma una
burbuja de aire cubierta por una monocapa lipidica, mientras que en el otro
compartimento se encuentra el nucleo acuoso del liposoma. Se ha reportado la
fabricacion de este tipo de liposomas por el método de hidratacion de pelicula fina, donde
el método de hidratacion contiene manitol. Los MLV obtenidos son sonicados y
posteriormente se realizan ciclos de congelamiento-deshielo para incorporar el aire a los
LUV obtenidos, los cuales alcanzan diametros de alrededor de 800 nm. La incorporacion
del gas a los liposomas se logra al llevar a cabo el proceso de congelamiento-deshielo a
altas presiones, debido a que la solubilidad de un gas es proporcional a la presion del
gas sobre el liquido. Conforme la muestra se congela, el aire disuelto comienza a ser
desplazado a regiones liquidas, y cuando este alcanza una concentracion
suficientemente alta, una burbuja de aire puede nuclear en la bicapa y posteriormente
crecer. El manitol tiende a cristalizar fuera de la solucion conforme la muestra es
congelada, por lo que se ha observado que puede favorecer tanto la encapsulacion de
aire como de otros solutos. Asi mismo, se realizado la encapsulacion de aire con otras
moléculas, como glicina y trehalosa, siendo el manitol el que genera mejor encapsulacion
de aire. [Huang S., MacDonald R.C., 2004; Huang S., 2008., Huang S., McPherson D.D.,
MacDonald R.C., 2008., Nguyen A.T., 2017].

La segunda estructura de LE cosiste en la formacion de burbujas de aire
estabilizadas por una monocapa lipidica encapsuladas dentro del nucleo acuoso del
liposoma, este tipo de LE también se conocen como Liposomas-burbuja (del inglés
Bubble Liposomes), y se forman al ser sonicados en viales cargados con gas
perfluoropropano alcanzando diametros aproximados de 1.0—-3.0 um. La administracion
de este tipo de liposomas ha demostrado ser una herramienta prometedora en terapia
génica al demostrar la transfeccion de material genético tanto in vivo como in vitro. Por
ultimo, se ha reportado la conjugaciéon de liposomas convencionales con microburbujas
a través de la unién biotina-avidina, sin embargo, el uso de este tipo de LE podria causar

una reaccion inmunogénica, lo que comprometeria el uso repetido del sistema por lo que
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se investigan métodos alternativos para realizar la conjugacion. [Huang S., MacDonald
R.C., 2004; Huang S., 2008].

Nucleo

de aire

Material ®

Burbuja —> Liposoma-Biotina
encapsulado

@)
. ]
® de aire

@]
O —
0®

< — Avidina
S —» PEG-Biotina

Figura 23. Esquematizacion de los tipos de liposomas ecogénicos. (Modificado de Huang
S., 2008)

4.2 Inmunoliposomas

La funcionalizacién de liposomas a través de la conjugacién de anticuerpos o
fragmentos de estos genera inmunoliposomas (IL), estrategia que aprovecha la alta
especificidad y afinidad de la reaccion antigeno-anticuerpo. Los anticuerpos son
moléculas proteicas (inmunoglobulinas) que forman parte del sistema inmunologico,
estos se encargan de reconocer y unirse de manera especifica a antigenos, asi como de
reclutar otras células y moléculas para destruir patdégenos. Estructuralmente los
anticuerpos se caracterizan por presentar forma de “Y”, se conforman por dos cadenas
pesadas unidas por dos puentes disulfuro y dos cadenas ligeras, cada una unida a una
cadena pesada mediante un puente disulfuro (Figura 24). Los dos brazos superiores
componen las regiones variables del anticuerpo encargados de reconocer y unirse al
antigeno y se denominan fraccion ab (Fab) del inglés antigen binding fraction. El tallo se
denomina, Fc (fraccion cristalizable) y conforma la region constante del anticuerpo. La

especificidad de la reaccién antigeno-anticuerpo radica en la variabilidad del extremo
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terminal de las cadenas que conforman la Fab donde se encuentra la zona hipervariable,
lo que permite que cada anticuerpo se una a un antigeno especifico diferente. En general,
los anticuerpos solo reconocen una pequefia region sobre la superficie de una molécula,
la estructura reconocida se denomina determinante antigénico o epitopo. La union
especifica de las inmunoglobulinas confiere al sistema liposomal la ventaja de
acumularse selectivamente en un tejido u érgano donde se exprese de manera Unica o
sobreexpresada un antigeno especifico. [Murphy K., et al., 2009; Sapra O., Shoe B.,
2013; Eloy J.O., et al., 2017]
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Figura 24. Esquema de la estructura de inmunoglobulina IgG. (Modificado de Manjappa
A., et al., 2010)

Las inmunoglobulinas se clasifican en cinco clases las cuales son definidas por la
estructura de la cadena pesada que los conforman y por tanto presentan funciones
diferentes entre ellas. Las cinco clases principales de inmunoglobulinas son:
Inmunoglobulina G (IgG), Inmunoglobulina A (IgA), Inmunoglobulina M (IgM),
Inmunoglobulina D (IgD) e Inmunoglobulina E (IgE). En general, se ha estudiado 1gG de

manera mas extensa para la fabricacion de inmunoliposomas, esta clase de
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inmunoglobulinas son las mas abundantes en torrente sanguineo vy linfatico. [Eloy J.O.,
et al., 2017].

Los inmunoliposomas son generados al conjugar anticuerpos monoclonales
completos o fracciones de estos a la superficie del liposoma. Los anticuerpos
monoclonales se caracterizan por reconocer un solo epitopo, es decir, son clonas
derivadas de una unica célula B por lo que todos los anticuerpos producidos tienen la
misma estructura, incluso el sitio de uniéon a antigeno. Este tipo de anticuerpos se
obtienen tras la hibridacién de una célula B con células plasméticas tumorales. El uso de
anticuerpos monoclonales proporciona una reserva ilimitada de anticuerpos de
especificidad Unica y conocida. Se ha observado que la Fc de este tipo de anticuerpos
provoca reacciones inmunogénicas ya que provienen generalmente de células de raton,
por lo que se ha optado por utilizar anticuerpos monoclonales quiméricos o humanizados
para disminuir dicha respuesta. [Murphy K., et al., 2009; Sapra O., Shoe B., 2013; Eloy
J.O,, etal., 2017].

Los inmunoliposomas generados deben cumplir con una serie de requerimientos
para poder llevar a cabo su funcién. El sitio de unién a antigeno debe mantenerse sin
perturbaciones y libre para la asociacion con el antigeno, el tiempo de circulacién y
estabilidad del sistema deben permitir el reconocimiento del antigeno. Asi mismo, el
inmunoliposoma debe encapsular y retener de forma eficiente la molécula activa.
[Manjappa A., et al., 2010].

Dependiendo del sitio de conjugacién del anticuerpo con el liposoma se han
definido tres tipos de inmunoliposomas (Figura 25). Los inmunoliposomas tipo A, son
liposomas convencionales conjugados a anticuerpos directamente en la superficie. Este
tipo de inmunoliposomas muestran alta especificidad y eficiencia de union con el antigeno
in vitro, sin embargo, son eliminados de torrente sanguineo rapidamente por SFM, por
tanto, la eficiencia de union a antigeno in vivo disminuye. Los inmunoliposomas tipo B
son liposomas que se encuentran estabilizados estéricamente con polietilenglicol (PEG),
lo que reduce la eliminacién del sistema por SFM, proporcionando mayor tiempo de
circulaciéon. Los anticuerpos se encuentran conjugados directamente a la superficie del

liposoma, por lo que las cadenas de PEG tienden a disminuir la eficiencia de conjugacion
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anticuerpo-liposoma ademas de disminuir el reconocimiento antigeno-anticuerpo por
efectos estéricos. En el tercer tipo de inmunoliposomas, inmunoliposomas tipo C, los
anticuerpos se encuentran conjugados en el extremo terminal de las cadenas de PEG,
esto permite mantener la estabilizacion estérica de los inmunoliposomas tipo B, mientras

gue la accesibilidad de los anticuerpos esta aumentada. [Kozlowska D., et al., 2009].
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Figura 25. Representacion de los tipos de inmunoliposomas. (Modificado de Kozlowska
D., etal., 2009).

En cuanto a la conjugacion de anticuerpos con liposomas se han reportado
métodos para generar uniones covalentes y no covalentes. Es importante mencionar que
los anticuerpos contienen grupos quimicos funcionales que pueden utilizarse para
generar uniones covalentes, entre estos se encuentran grupos amino, carboxilo, puentes
disulfuro y carbohidratos asociados a la Fc de IgG. En general, las estrategias para formar
enlaces covalentes entre el anticuerpo y el liposoma se basan en modificar el anticuerpo,
al lipido o ambos con un agente quimico que permita llevar a cabo la unién. A
continuacion, se describen algunas de las estrategias utilizadas. [Manjappa A., et al.,
2010; Eloy J.O., et al., 2017]

La modificacién a anticuerpo que se realiza con mayor frecuencia es la generacion
del grupo tiol, dicho grupo puede obtenerse tras la degradacion enzimética del anticuerpo
utilizando pepsina, la cual genera un fragmento denominado F(ab’)z en el cual las dos
Fab del anticuerpo permanece unidas por los puentes disulfuro que unian a las cadenas
pesadas, mientras que el fragmento Fc se degrada en varias posiciones por el efecto

proteolitico de la enzima. Los puentes disulfuro de F(ab’)2 pueden reducirse de manera
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especifica posteriormente utilizando agentes reductores como el 2-mercaptoetilamina
generando los grupos tiol. Esta estrategia se utiliza cuando el Fab obtenido tras la
degradacion enzimética y reduccion de los puentes disulfuro no compromete el
reconocimiento del antigeno, cuando es asi, existen varios agentes que permiten generar
el grupo tiol. Este otro tipo de modificacién utiliza cominmente los grupos amino de las
inmunoglobulinas para llevar a cabo la adicién del grupo, y representan una de las
estrategias utilizadas con mayor frecuencia. Entre los reactivos mas utilizados se
encuentra el reactivo de Traut (2-iminotiolano), SPDP (N-succinimidil 3-(2-
piridilditiolpropianato)), =~ SAMSA  (Anhidrido  S-acetilmercaptosuccinico), SATP
(Succinimidil acetiltiopropianato), entre otros. Para la fabricacion de liposomas tipo Ay B,
los lipidos que conforman el liposoma son modificados para poder llevar a cabo la union.
De manera similar, se realiza la generacién de un grupo tiol para formar un puente
disulfuro o tioéter entre el lipido y el anticuerpo modificado, siendo el segundo el de mayor
estabilidad. Usualmente se modifica PE, ya que contiene un grupo amino terminal que
permite la alteracion, para esta modificacion se utiliza SPDP o SMPB (N-succinimidil (4-
(p-maleimidofenil) butirato). Para la fabricacion de inmunoliposomas tipo C, se modifica
la cadena PEG generando un grupo activo que pueda reaccionar con las
inmunoglobulinas modificadas. Se utilizan derivados de melamida en el extremo terminal
de la cadena para generar un enlace tioeter entre el anticuerpo y la cadena. En la figura
26 se muestra el mecanismo de la generacién del grupo sulfhidrilo en el anticuerpo
utilizando el reactivo de Traut y la conjugacion con el liposoma a través del enlace
covalente con PEG-melamida. [Manjappa A., et al., 2010; Eloy J.O., et al., 2017].
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Figura 26. Mecanismo de la generacion del grupo sulfhidrilo en el anticuerpo utilizando
el reactivo de Traut y la conjugacion con el liposoma a través del enlace covalente con
PEG-melamida. (Modificado de Modificado de Manjappa A., et al., 2010).
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Otra estrategia para realizar la conjugacién aprovecha los carbohidratos
localizados en la Fc de los anticuerpos. Estos carbohidratos son oxidados para formar
grupos aldehido reactivos, y posteriormente son unidos a cadenas PEG modificados en
el extremo terminal con derivados de hidrazidas, que al conjugarse con los anticuerpos
forman un enlace hidrazona. Este tipo de conjugacién presenta la ventaja de favorecer la
orientacion del anticuerpo por lo que presenta mejor accesibilidad, sin embargo, el enlace

tiende a hidrolizarse en pH acido. [Manjappa A., et al., 2010].

Por dltimo, la conjugacion de anticuerpos directamente al liposoma puede
realizarse al activar el grupo carboxilo (C-terminal) presente en los anticuerpos con
carbodiimida con el fin de catalizar la formacién del enlace amida entre el carboxilo y la

amina presente en PE. [Kozlowska D., et al., 2009; Manjappa A., et al., 2010].

Considerando la union no covalente, se ha reportado la conjugacion de anticuerpo-
liposoma a través del sistema biotina-avidina/streptavidina, en donde se utilizan tanto
lipidos conjugados con biotina para formar liposomas como cadenas de PEG conjugadas
con biotina en el extremo terminal, posteriormente estos son ligados con anticuerpos
asociados a avidina/streptavidina, formando el complejo. A pesar de que es una

estrategia poco utilizada, ha demostrado un aumento en la captacion celular de
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inmunoliposomas conjugados de esta manera comparada con la conjugacion covalente.
[Kozlowska D., et al., 2009; Manjappa A., et al., 2010; Eloy J.O., et al., 2017].

4.2.1 Inmunoliposoma Anti-HERZ2: Tratamiento de Cancer de Mama.

En México, de acuerdo con las estadisticas de mortalidad del 2015 publicada por
el INEGI, el tumor maligno de mama representa el 14.4% de las defunciones por tumores
en la mujer, este tipo de cancer representa la segunda causa de muerte en la poblacién
femenina de 30 a 44 afios, y la cuarta en la poblacion femenina de 45 a 59 afios, y es la
segunda causa de muerte en mujeres estadounidenses por lo que el desarrollo de nuevos
tratamientos ha generado especial interés. Debido a su naturaleza heterogénea se han
descrito cuatro subtipos de este tipo de céancer, entre ellos, receptor del factor de
crecimiento epidérmico 2 positivo (HER2 positivo, del inglés human epidermal growth
factor receptor 2). HER2 es una glicoproteina transmembranal con actividad tirosina
cinasa la cual contribuye a la regulacion de la proliferacion celular de células epiteliales,
y en adultos sanos se expresa a niveles bajos en ciertas células de miocardio. Este
subtipo de cancer de mama se caracteriza por presentar sobreexpresion del receptor
HER2, subtipo particularmente agresivo y asociado a un prondstico desfavorable debido
a su participacion en el desarrollo y progresion de la neoplasia. HER2 positivo presenta
una incidencia de 20-30% del cancer de mama diagnosticado. [Park J.W., et al., 2001,
Eloy J.O,, et al., 2017; Eloy J.O., Petrilli R., et al., 2017., INEGI., 2017].

En 1998, la FDA aprobo el primer anticuerpo monoclonal de clase IgG humanizado
recombinante anti-HER2, Trastuzumab, comercialmente bajo el nombre Herceptin®.
Dicho anticuerpo reconoce el dominio extracelular del receptor HER2, inhibiendo la
activacion de la cascada de sefalizacion y por tanto inhibiendo el crecimiento tumoral.
Ademas, induce la apoptosis de células neoplasicas por citotoxicidad mediada por
anticuerpos. El tratamiento puede ser realizado s6lo con Trastuzumab o en combinacion
con otros agentes terapéuticos. A pesar de la mejora en la supervivencia del paciente
gue ha demostrado Trastuzumab, se ha reportado cardiotoxicidad asociada al uso de
dicho anticuerpo debido a que el receptor HER2 esta involucrado en el desarrollo del
miocardio y a pesar de que los niveles de expresion son bajos los efectos
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antiproliferativos en este tejido son significantes. [Park J.W., et al., 2001; Eloy J.O., et al.,
2017; Eloy J.O., Petrilli R., et al., 2017].

Otros tratamientos para este padecimiento incluyen cirugia, quimioterapia,
radiacion y terapia enddcrina. Entre los quimioterapéuticos utilizados con frecuencia se
encuentra Paclitaxel (PTX), Rapamicina (RAP), Doxorubicina (DOX), entre otros, sin
embargo, estos farmacos no son selectivos y producen efectos secundarios severos en
el paciente. Con el fin de administrar los farmacos de manera selectiva, mejorar el tiempo
de circulacion y disminuir los efectos adversos se ha investigado la conjugacion de anti
HER2 o fragmentos de este a liposomas para generar inmunoliposomas anti HER2 para

el tratamiento de cancer de mama. [ Eloy J.O., Petrilli R., et al., 2017].

En la literatura se ha reportado la coencapsulacion de PTX/RAP en liposomas
conjugados con Trastuzumab con el fin de generar un efecto sinérgico y liberar el material
de forma selectiva. La conjugaciéon del anticuerpo con el liposoma se realizé a través del
enlace entre el derivado de melamida en el extremo terminal de la cadena de PEG
(DSPE-PEG-MAL) y el grupo tiol de la inmunoglobulina modificada, generando
inmunoliposomas tipo C con una eficiencia de conjugacion entre 63-72% mientras que la
integridad del anticuerpo se mantuvo. Los liposomas se fabricaron por el método de
hidratacion de pelicula fina, afladiendo el PTX y RAP a la fase lipidica. La pelicula lipidica
fue hidratada con buffer y con el fin de disminuir el tamafio de particula la dispersion fue
extruida a través de una membrana con tamafio de poro de 0.2 um y después a través
de una membrana con tamafo de poro de 0.1 um. Por otra parte, el Trastuzumab fue
diluido en buffer y posteriormente fue afiadido el reactivo de Traut. Por ultimo, el
anticuerpo modificado fue afadido a la dispersion de liposomas preformados y estos
fueron incubados. Se obtuvieron LUV conjugados con el anticuerpo con un diametro de
140.3 £ 4.3 nm. [Eloy J.O., et al., 2017; Eloy J.O., Petrilli R., et al., 2017]

Se realizaron pruebas in vitro e in vivo para evaluar la eficacia de los
inmunoliposomas comparado con el farmaco libre y la coencapsulacién en liposomas
convencionales. Los ensayos in vitro se realizaron sobre dos subtipos de cancer de
mama, una de las lineas celulares pertenecia al subtipo triple negativo el cual no expresa

HER2 y la otra a HER2 positivo. Los inmunoliposomas demostraron mayor internalizacion
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celular en la linea HER2 positivo y une reduccion de la ICso en comparacion con los
liposomas convencionales, esto demostré que el sistema es capaz de reconocer al
antigeno, provocando un aumento en la concentracion del material encapsulado dentro
de la célula debido a la endocitosis mediada por anticuerpo. Por otro lado, no se
observaron diferencias significativas entre las dos formulaciones referentes a la linea
celular triple negativo. En cuanto a los resultados in vivo, se observé que los
inmunoliposomas controlaban con mayor eficiencia el crecimiento tumoral, ademas, los
sujetos de estudio mantuvieron un peso constante a lo largo de la investigacion lo que
indica baja toxicidad del sistema. [Eloy J.O., Petrilli R., et al., 2017].

Con el mismo enfoque, se ha desarrollado la encapsulacion de DOX en
inmunoliposomas tipo C, en este caso particular se utiliz6 el fragmento variable
monocatenario (scFv del inglés single chain variable fragment) y fragmentos Fab’ para la
funcionalizacion de los liposomas. Los scFv seleccionados fueron scFv ¢6.5 y scFv F5,
los cuales se caracterizan por reconocer epitopos distintos a Trastuzumab y los Fab’ en
el dominio extracelular de ErB2. Se ha reportado que dichos fragmentos provocan
internalizacion celular mediada por anticuerpos de manera satisfactoria y, ademas, se ha
observado que no presentan efectos sobre el ciclo celular, la proliferacion celular ni la
transduccion de sefal por tirosina cinasa, por lo que la internalizacién celular mediada
por dichos fragmentos es independiente. Se realiz6 tanto la conjugacién de los
fragmentos scFv y Fab’ directa a liposomas SUVs PEGilados, a través de PE-MAL, asi
como unidos al extremo terminal de cadenas PEG. Los fragmentos fueron conjugados a
SUV a través del derivado PE-PEG-MAL para los liposomas tipo C alcanzando altas
eficiencias de conjugacion en ambos casos, mientras que el DOX fue encapsulado de
forma activa. [Park J.W., et al., 2001., Neve R.M., et al., 2001].

Los estudios in vitro demostraron mayor internalizacién en la linea celular HER2
positivo en contraste con la linea celular sin expresion del receptor, ademas, el
impedimento estérico de los liposomas tipo B formulados fue evidente al demostrar menor
porcentaje de internalizacion comparado con los inmunoliposomas tipo C. Por otra parte,
se determind la relacion de la union a antigeno y de la endocitosis con la densidad de

fragmentos del anticuerpo, demostrando una relacién directamente proporcional inicial
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entre ellas hasta que el sistema alcanza estado plateau. En cuanto a la farmacocinética,
se evalud y comparé la cinética de DOX en inmunoliposomas tipo A, tipo C, liposomas
convencionales y DOX libre. Los inmunoliposomas y liposomas convencionales
presentaron tiempos prolongados de circulacion, con una vida media promedio de ti2=
12-14 h y tiempo promedio de residencia de 24 h, mientras que los niveles de DOX libres
fueron imperceptibles cinco minutos después de la administracion intravenosa. Estos
resultados demostraron la ventaja farmacocinética de los inmunoliposomas sobre el
farmaco libre, aunado eso, se observé que aquellos inmunoliposomas sin cadenas PEG
también presentaron mayor tiempo de circulacion, por lo que la funcionalizacion con

anticuerpos tiene un efecto sobre este parametro. [Park J.W., et al., 2001]

Por dltimo, los estudios in vivo demostraron inhibicion del crecimiento tumoral,
regresion del tumor y la remision de algunos de los sujetos bajo estudio, siendo los
inmunoliposomas tipo C, los que demostraron resultados superiores al resto de las
formulaciones. Ademas, a un grupo de estudio se administraron inmunoliposomas tipo C
vacios, observando efectos minimos sobre inhibicion del crecimiento tumoral. Los
resultados obtenidos demostraron que la funcionalizacion con los fragmentos del
anticuerpo unicamente provoca la liberacion selectiva y la endocitosis mediada por
anticuerpo, y que no se presentan los efectos antiproliferativos del Trastuzumab, esto
indica que la cardiotoxicidad asociada a dicho anticuerpo puede disminuirse a través de
esta estrategia. En el caso de los Fab’, se logra debido a que la cardiotoxicidad de
Trastuzumab se observa a concentraciones elevadas y constantes del anticuerpo,
mientras que la cantidad de fragmentos Fab’ asociados a los inmunoliposomas era
menor. En el caso de los fragmentos variables monocatenarios se debe al reconocimiento
de distintos epitopos del antigeno, evitando el efecto cardiotéxico. [Park J.W., et al.,
2001].

Merrmack desarrollé una formulacion de doxorrubicina encapsulado en liposomas
PEGilados funcionalizados con fragmentos del anticuerpo Trastuzumab el cual demostro
resultados prometedores durante los estudios clinicos Fase |, sin embargo, el desarrollo
del sistema fue detenido durante la Fase Il debido a que la Junta de Control de Datos y

Seguridad consideré y demostro que dichos inmunoliposomas no brindarian un beneficio
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significativo sobre los tratamientos ya existentes. [Eloy J.O., Petrilli R., et al., 2017;
clinicaltrials.gov: NCT02213744; clinicaltrials.gov: NCT01304797].

4.2.2 Inmunoliposoma Anti-CD4: Tratamiento de VIH

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) causado por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) aun representa uno de los grandes retos en el area de
la salud. A pesar del vasto conocimiento adquirido a través de los afios, la alta tasa de
mutacion del virus obstaculiza el desarrollo de terapias eficientes, generando resistencia
del virus a farmacos existentes. Actualmente, se utiliza con frecuencia terapia retroviral
altamente activa (HAART del inglés Highly active retroviral therapy), la cual consiste en
la administracion de una variedad de farmacos los cuales son activos en distintas etapas
del desarrollo de la enfermedad. No obstante, el uso de la terapia es limitada debido a
los severos efectos secundarios que ocasiona. Por otro lado, los farmacos utilizados
presentan baja biodisponibilidad debido al metabolismo o rapida eliminacion de estos, lo
que compromete la eficiencia terapéutica ya que una pequefa porcién de la dosis
administrada alcanza el blanco terapéutico. Hasta ahora, la estrategia empleada ha sido
administrar dosis mas altas y con mayor frecuencia, comprometiendo la calidad de vida
del paciente. [Ramana L.N., et al., 2015; Petazzi R.A., et al., 2015].

Con el fin de reducir la frecuencia de administracion y por tanto los efectos
secundarios, mejorar la biodisponibilidad de los farmacos y la eficiencia terapéutica, se
han desarrollado distintos sistemas basados en el uso de la nanomedicina para tratar el
padecimiento en cuestion, entre estos, un sistema liposomal funcionalizado con
anticuerpos anti CD4. Se conencapsularon los farmacos neviparine, inhibidor de la
transcriptasa reversa, y saquinavir, inhibidor de la proteasa, con el fin de liberar los
farmacos de forma selectiva en células T CD4 positivas y macrofagos, donde el virus

suele acumularse y asi disminuir la carga viral. [Ramana L.N., et al., 2015].

La funcionalizacion del sistema se realiz6 a través de la unién covalente entre el
anticuerpo tiolado y el grupo melamida en el extremo terminal de la cadena PEG, con una
eficiencia de conjugacion de 75%, mientras que la eficiencia de encapsulacién de los
farmacos fue de 45% y 30% para nevirapine y saquinavir respectivamente. Los liposomas

fueron formados por el método de hidratacion de pelicula fina utilizando DSPE-PEG-MAL
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para poder llevar a cabo la conjugacion. El neviparine fue afiadido a la fase lipidica para
la formacion de la pelicula, mientras que el saquinavir fue afadido en el medio de
hidratacion. Se realiz6 la reduccion del tamafio de particula por extrusion de la dispersion
a través de una membrana de 0.2 um obteniendo LUVs. El anticuerpo fue tiolado
utilizando el reactivo de Traut, una vez modificado fue afiadido a la dispersion de
liposomas y la mezcla se mantuvo en incubacién, obteniendo liposomas conjugados con

diametro promedio de 150 + 2 nm. [Ramana L.N., et al., 2015].

La internalizacion celular de los inmunoliposomas se evalué de manera
cuantitativa y cualitativa y se compar6 con la internalizacion de liposomas PEGilados no
conjugados en células T linfaticas de origen humano. Se observo que la distribucién de
los sistemas liposomales era distinta, los inmunoliposomas se encontraron localizados
en la superficie de la membrana celular, mientras que los liposomas no conjugados se
encontraban distribuidos a lo largo de todo el campo. De manera cuantitativa, se
alcanzaron porcentajes de internalizacién de 98% y 54% para los inmunoliposomas y los
liposomas no conjugados respectivamente, el alto porcentaje de internalizacién de los
liposomas funcionalizados es indicativo de la endocitosis mediada por el reconocimiento
del antigeno. Por ultimo, se evaluo tanto la citotoxicidad como la eficacia antiviral del
sistema in vitro, los resultados obtenidos demostraron mayor citotoxicidad a menor
concentracion de los farmacos encapsulados en los inmunoliposomas debido a la mejora
en la internalizacion celular. En cuanto a la eficiencia antiviral, se demostr6 que los
inmunoliposomas administran de manera mas eficiente los farmacos a la célula blanco,
reduciendo la carga viral a menores concentraciones en comparacion con los farmacos
libres. El sistema desarrollado representa una estrategia con alto potencial para
administrar de manera selectiva los farmacos y reducir la carga del VIH. [Ramana L.N.,
et al., 2015].

4.3 Liposomas asociados con polimeros

4.3.1 PEGilaciéon

Como se ha mencionado con anterioridad, una de las principales desventajas y limitacion
del uso de liposomas convencionales es el corto tiempo de circulacion dada la rapida

eliminacién por el sistema fagocitico mononuclear (SFM) debido a la opsonizacion de los
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liposomas y posterior internalizacion de estos por macréfagos. La pronta eliminacion del
sistema provoca que la acumulacion y concentracion del farmaco en tejido blanco sea
insuficiente para poder llevar a cabo el efecto farmacologico. Ademas, la interaccion de
los liposomas con lipoproteinas de alta densidad (HDL por sus siglas en inglés high
density lipoproteins) genera la transferencia de fosfolipidos a éstas, provocando una
modificacion estructural en los liposomas y consecuentemente la fuga prematura del
material encapsulado. Con el fin de solucionar esto, se han desarrollado diversos
enfoques para otorgar al sistema mayor estabilidad y mejor desempefio, entre estas, la
funcionalizacién del sistema por medio de la PEGilacién. [Kim J.S., 2016; Immordino M.L.,
et al., 2006; Guichard M.J., et al., 2017].

El proceso de PEGilacidon consiste en la conjugacion de cadenas de polietilenglicol
(PEG) en la superficie de los liposomas. Este polimero se produce por polimerizacion de
unidades repetitivas de 6xido de etileno, obteniendo una cadena lineal o ramificada, con
un grupo hidroxilo terminal que permite la derivatizacion con distintos grupos funcionales.
Dicho polimero se ha utilizado de manera preferente debido a su biodegradabilidad,
flexibilidad e hidrofilicidad. Ademas, el peso molecular y estructura de la cadena
polimérica puede ser modulada, lo que permite una variedad de aplicaciones. La
PEGilacion del liposoma puede llevarse a cabo por diversos métodos: adsorbiendo el
polimero de manera fisica a la superficie, incorporando un conjugado PEG-Lipido durante
la formacion del sistema liposomal o uniendo de manera covalente los derivados PEG a
liposomas previamente formados. EI método mas utilizado consiste en anclar la cadena
de PEG por medio de un enlace carbamato. entre el PEG y DSPE (Figura 27). [Harris
J.M., Chess R.B., 2003; Immordino M.L., et al., 2006; Guichard M.J., et al., 2017].
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Figura 27. Estructura quimica del polietilenglicol (PEG), PEG metoxilado y la conjugacion
de este con Disteroil fosfatidiletanolamina (DSPE). (Modificado de; Immordino M.L., et al.,
2006).

La PEGilacién de la superficie de los liposomas mejora de manera dramatica la
estabilidad del liposoma ademas de aumentar el tiempo de circulacion después de la
administracion intravenosa. Debido a su naturaleza hidrofilica y flexibilidad, el
polietilenglicol forma una capa hidratada que recubre al liposoma, generando una barrera
estérica entre el liposoma y el medio donde se encuentra. Dicha barrera (figura 28) evita
la agregacion de las vesiculas in vitro, protege al liposoma de la desestabilizacién por
interacciéon con proteinas plasmaticas al excluirlas del espacio adyacente a la superficie
del liposoma (espacio periliposomal) evitando la liberacion prematura del material
encapsulado. Ademas, reduce la adsorcion de opsoninas, por lo que el sistema es capaz
de esquivar la eliminacién de los liposomas por SFM, por lo que el tiempo de circulaciéon
aumenta permitiendo que los liposomas PEGilados se acumulen en tejido y 6rganos
blanco de forma pasiva. Este proceso es evidente en tumores solidos, donde debido al
proceso de angiogénesis, el revestimiento endotelial de la vasculatura tumoral es

discontinuo lo que facilita la extravasacion de los liposomas hacia el espacio intersticial,
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permitiendo la acumulacién del sistema y por tanto aumentando la concentracion del
farmaco en el sitio blanco. De esta manera se reducen los efectos toxicos sobre tejido
sano, ya que este no presenta el efecto EPR por lo que la extravasacion de los liposomas
es mucho menor. [Immordino M.L., et al., 2006; Milla P., et al., 2012].

Figura 28. Representacion de un liposoma PEGilado, y la barrera fisica que genera
evitando la interaccion de opsoninas con la superficie del liposoma. (Modificado de
Barenholz Y., 2012).

En 1995, la FDA aprobo el primer sistema nonométrico para el tratamiento del
cancer desarrollado por Liposome Technology Inc., el cual hoy en dia adn existe en el
mercado y se comercializa bajo el nombre comercial Doxil®, un sistema que encapsula

doxorubicina en liposomas PEGilados. [Barenholz Y., 2012].

La formulacion inicial desarrollada se basé en la utilizacion de liposomas
convencionales lo que resultdé en cuestionamiento severo sobre el uso y potencial de
dicho sistema por parte de la sociedad cientifica ya que el sistema no mostraba ventajas
significativas comparadas con el farmaco libre. Esto debido a la liberacion prematura del
farmaco de manera que los efectos secundarios del farmaco no se veian reducidos,

ademas de la rapida eliminacion del sistema por SFM por lo que la biodisponibilidad del
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farmaco y acumulacion en tumores tampoco fue observada. Dichos resultados fueron
considerados un fracaso en la utilizacion de liposomas como sistemas acarreadores, sin
embargo, el desarrollo de Doxil se enfoc6 en resolver, entre otros, los problemas
mencionados por lo que se buscd aumentar el tiempo de circulacién de los liposomas-
DOX favoreciendo la acumulacién del sistema en tumores sdlidos de forma pasiva, asi

como evitar el reconocimiento y eliminacién por SFM. [Barenholz Y., 2012].

Con el fin de incrementar el tiempo de circulacion de los liposomas se desarrollaron
y evaluaron diversas estrategias, entre estas, la utilizacion del ganglésido GMs, el cual
demostré reducir la eliminacion del sistema por SFM in vivo, fosfatidilinositol hidrogenado
el cual genera una barrera estérica, y un lipido PEGilado recién sintetizado, DSPE-PEG,
el cual estabiliza de forma estérica al sistema, reduciendo la interaccion con proteinas y
prolongado el tiempo de circulacion. El estudio farmacocinético in vivo en perros Beagle
demostro que los liposomas PEGilados circulaban por mayor tiempo, eran eliminados en
un 40% menos que los liposomas no PEGilados permitiendo la acumulacion del sistema
de forma pasiva. La aprobacién de Doxil® marco el inicio del uso de liposomas PEGilados

como nanoacarreadores en el tratamiento del cancer. [Barenholz Y., 2012].

A pesar de que la PEGilacion de liposomas ofrece ventajas importantes al sistema,
se ha observado que la barrera estérica reduce la internalizacion celular de los liposomas
debido a la disminucion de la interaccion célula-liposoma. Con el fin de optimizar la
internalizacion celular de las nanoacarreadores y de mantener las ventajas otorgadas por
la PEGilacion, se han desarrollado sistemas donde las cadenas de polietilenglicol son
escindidas bajo ciertas condiciones ambientales o exdégenas, lo que permite la
acumulacion del sistema de forma pasiva en el tumor y posteriormente, el aumento de la
internalizacion celular por la pérdida de la barrera estérica. Esta estrategia consiste en
generar un enlace entre el PEG y el liposoma que responda a un estimulo quimico, como

aguellos sensibles a pH, esterasas o cambios redox. [Mei L., 2014].

La funcionalizacion del liposoma con cadenas escindibles de polietilenglicol se ha
utilizado para ocultar péptidos no especificos que optimizan la internalizacion celular
(CPP, del inglés Cell Penetraiting Peptide), asi como de ligandos especificos. Aplicando

esta estrategia se desarroll6 un sistema multietapa, el cual consiste en la conjugacion de
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TAT, un CPP capaz de transportar moléculas y nanoacarreadores con diametros
aproximados de 200 nm, ademas de un ligando especifico de células tumorales a los
liposomas, aunado a eso, el sistema fue PEGilado a través de un enlace disulfuro -SS-
el cual puede ser reducido de manera exégena por la administracion de cisteina con el
objetivo de aumentar el tiempo de circulacién del sistema, lograr la acumulacion pasiva
del sistema PEGilado en el tumor, y posteriormente exponer TAT y el ligando potenciando
la selectividad e internalizacion celular del sistema. Los liposomas evaluados fueron
fabricados a través del método de hidratacion de pelicula fina, utilizando DSPE-SS-PEG
como cadena escindible. Después de la hidratacion el tamafio de particula fue reducido

por sonicacion obtenido SUVs con diametro promedio de 89 nm. [Mei L., 2014].

Los resultados in vitro demostraron que la PEGilacién ocultaba de manera efectiva
tanto el TAT y el ligando, provocando una disminucién en la internalizacién celular,
mientras que conforme se adicionaba cisteina al medio, la internalizacion aumentaba
debido a la reduccion del enlace disulfuro, la separacion de la cadena y la exposicion de
TAT y el ligando. In vivo, se observo la acumulacién de los liposomas funcionalizados en
tumores demostrando la capacidad del sistema para evitar la eliminacion por SFM e
indicando tiempos de circulacion prolongados. Posteriormente, se administro cisteina por
via intravenosa, lo que potencié la penetracion celular por la reduccion del enlace
disulfuro, exposicion del péptido y ligando. Los estudios preliminares de dicho sistema

demostraron factibilidad del uso de cadenas escindibles de polietilenglicol. [Mei L., 2014]

A pesar de las ventajas proporcionadas por la PEGilacion de los liposomas,
distintos grupos de investigacion han reportado que la administracion repetitiva de
liposomas PEGilados produce que estos sean eliminados rapidamente del sistema. Este
fendmeno, el cual se ha denominado fendmeno de eliminacion acelerada en sangre o
ABC por sus siglas en inglés Accelerated Blood Clearance, se debe a la produccion de
anticuerpos anti-PEG los cuales reconocen un epitopo en el polimero, provocando mayor
opsonizacion, activacion de complemento y eliminacion por SFM. Se ha descrito que la
administracion de liposomas PEGilados desencadena la produccion de anticuerpos IgM
en bazo, y que éste reconoce alrededor de 16 unidades de etilenglicol. Se ha observado

gue, tras la administracion de la segunda dosis de una formulacién de liposomas
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PEGilados, el tiempo de circulacion de los liposomas se reduce, mientras que la
acumulacion de ellos en higado y bazo aumenta. Dicho fenOmeno representa un
obstaculo en el area clinica al considerar aquellos padecimientos que necesitan un
tratamiento multidosis. Ademas de los efectos antes descritos, la generacion de
anticuerpos anti-PEG pueden provocar hipersensibilidad moderada o severa al paciente,
comprometiendo el balance beneficio-riesgo del sistema. [Abu A.S., et al., 2013; Zhang
P., etal., 2016]

De acuerdo con la literatura, existen varios factores que modulan la generacion
de este tipo de anticuerpos, entre ellos se ha reportado que el intervalo de tiempo entre
la primera dosis y la segunda tiene alto impacto sobre la potencia del fenbmeno ABC. Se
ha descrito que el efecto es mas pronunciado cuando la segunda dosis se administra
dentro de 4-7 dias después de la primera dosis, mientras que después de 14 o 28 dias el
efecto ABC es casi imperceptible. Esto se debe a que la produccion de anticuerpos anti-
PEG en bazo se ve aumentada dentro de los 4-7 dias después de la primera
administracion. La dosis también presenta un efecto sobre la severidad del efecto, se ha
observado que a dosis mas altas de liposomas PEGilados el efecto se ve reducido,
probablemente por anergia de las células o por tolerabilidad. También se ha sugerido que
la densidad de PEG superficial, la ruta de administracion, y el tamafio de los
nanoacarreadores provoque modificaciones sobre el fendmeno. Considerando esto, se
han estudiado polimeros alternativos que confieran al sistema las caracteristicas que
ofrece la PEGilacion evitando la respuesta inmunoldgica, dentro de estos se ha evaluado
poli(N-vinil-2-pirrolidona) el cual ha demostrado buenos resultados al ser administrado
por via intravenosa. [Abu A.S., et al., 2013]

4.3.2 Bioadherencia

La bioadherencia se define como la adhesién de macromoléculas naturales o
sintéticas a la mucosa o a la superficie del tejido epitelial a través de fuerzas interfaciales
por tiempo prolongado, el término mucoadherencia se utiliza con frecuencia cuando se

refiere especificamente a la adhesion a la mucosa. [Mansuri S., et al., 2016].

La mucosa es la superficie himeda que recubre varias cavidades del cuerpo, entre

estas el tracto gastrointestinal, respiratorio y reproductivo. Dicha superficie consiste en
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tejido epitelial recubierto de moco el cual puede encontrarse adherido a la superficie como
es en el caso de la vagina, cornea, esofago, estbmago, etc., o de forma suspendida como
en el caso de la saliva. EIl moco se compone principalmente de la familia de glicoproteinas
denominadas mucinas, agua, sales inorganicas y lipidos. El moco se encarga de lubricar
y proteger las células endoteliales de dafios fisicos y quimicos, modula el contenido de
agua del tejido subyacente, ademas de ser un agente humectante. [Sogias L.A., et al.,
2008].

El proceso de mucoadhesién involucra distintos mecanismos de unién entre las
partes involucradas, se manifiestan interacciones electrostaticas, interacciones
hidrofilicas, fuerzas de van der Waals y difusiéon. La mucoadhesién tiene el potencial de
optimizar la liberacion controlada de moléculas activas tanto de manera localizada como
de manera sistémica, ya prolonga el tiempo de residencia lo que mejora la absorcion del
principio activo resultando en un aumento de la eficacia terapéutica, evita la degradacion
del componente activo debido al pH del estbmago y brinda la oportunidad de administrar
el sistema por diversas vias como son nasal, vaginal, bucal, ocular, pulmonar y
transdérmica, lo que mejora el cumplimiento del tratamiento por parte del paciente. [Alavi
S., et al, 2016; Mansuri S., et al., 2016].

Se ha reportado el recubrimiento de liposomas con chitosan (CS) con el fin de
generar un sistema mucoadhesivo. EI CS (Figura 29) es un polisacarido catiénico natural
formado por la copolimerizacién de unidades de glucosamina y N-acetil glucosamina, el
cual ha demostrado ser biocompatible. Hoy en dia existen distintos tipos de chitosan los
cuales difieren en peso molecular y grado de acetilacion. Dicho polimero se caracteriza
por ser insoluble en pH neutro y alcalino, sin embargo, es soluble en condiciones acidas
debido a la protonacion de las aminas primarias presentes en la cadena. La capacidad
mucoadhesiva del CS se adjudica a la posibilidad de generar interacciones electrostaticas
con los residuos de carga negativa de la mucina, ademas, otra caracteristica
documentada del CS es la mejora de la absorcién de componentes activos debido a su
habilidad para interactuar con las uniones celulares potenciando el transporte paracelular.
Aunado a esto, el recubrimiento con CS mejora la estabilidad del sistema al conferirle al

liposoma mayor rigidez estructural evitando la liberacién prematura del principio activo,
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disminuyendo la tendencia de agregacion por impedimento estérico; mejorando la
biodisponibilidad de los componentes encapsulados. [Alavi S., et al., 2016; Mansuri S., et
al., 2016].

CHs
OH o:<
NH, NH
HO 0 Q HO o .
.--0 o) HO O o Chitosan
NH,
OH OH

Figura 29. Estructura quimica del chitosan.

La via de administracion ocular de forma tépica (oftalmica) es una de las vias de
mejor aceptacion y apego al tratamiento por parte del paciente, sin embargo, la cérnea
representa una barrera mecanica que limita la entrada de sustancias exdgenas al ojo,
aunado a esto, los sistemas aplicados de forma topica, como las soluciones, son
eliminados rapidamente a través del recambio lagrimal, parpadeo y a través del drenaje
del conducto nasolagrimal, lo que compromete la eficacia de esta via de administracion
debido a su baja biodisponibilidad ocular. El uso de liposomas ha sido una estrategia que
se ha desarrollado para mejorar la administracion de farmacos por via oftalmica ya que
ha demostrado buena penetracion corneal, tiempos de eliminacién prolongados y
biocompatibilidad, ademas de tener la capacidad de ser administrados de forma local y
de mantener la actividad de la molécula activa en el sitio de accion, la desventaja de
utilizar liposomas convencionales radica en que son eliminados rapidamente a través de
las lagrimas. Con el objetivo de optimizar el sistema se report6 el desarrollo y evaluacion
de un sistema de liposomas recubiertos con chitosan, LP-CS, (Figura 30) en los cuales
se encapsulé maleato de timolol (MT) para el tratamiento del glaucoma con el fin de que
el sistema tuviera la capacidad de adherirse a la superficie de la cornea, de mejorar la
permeacién ocular, prolongar el tiempo de residencia precorneal y la biodisponibilidad del
farmaco. [Alavi S., et al., 2016; Tan G., et al., 2017].
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Figura 30. Representacion de un liposoma recubierto con chitosan. (Modificado de Alavi
S., 2016).

La fabricacion de los liposomas se realiz6 por el método de hidratacion de pelicula
fina, debido a su alta solubilidad en medio acuoso, el maleato de timolol fue encapsulado
dentro del nucleo acuoso. Una vez hidrata la pelicula, la dispersién fue sonicada con el
fin de reducir el tamafio de particula, obteniendo LUVs con diametro promedio de 108.8
+3.5 nm. La dispersién de liposomas fue afladida gota a gota a la solucién de chitosan.
El recubrimiento de los liposomas se confirmo al observar un aumento del tamafio de
particula, alrededor de 437 + 5.0 nm y potencial Z del sistema, ademas, las imagenes de
microscopia electronica corroboraron el recubrimiento al observar que la superficie era
rugosa por la presencia del polimero. También se evalué la mucoadhesion del sistema,
donde se observé que el potencial zeta de la mezcla mucina - LP-CS tendia a cero debido
a la interaccion electrostatica entre los liposomas recubiertos por el polimero catiénico y
la carga negativa de la mucina, ademas se observé un aumento del tamafio de particula

demostrando que el chitosan es capaz de generar la mucoadhesion del sistema a la
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superficie de la cérnea, y consecuentemente aumentar el tiempo de interaccion entre la
coérneay LP-CS. [Tan G, et al., 2017].

El estudio in vitro del sistema mucoadhesivo exhibio la liberacion sostenida del
farmaco, en el cual se observo la liberacion del 29% del farmaco tras la primera hora de
evaluacion y de 78.5% a las 12 horas. La capa de chitosan formada en la superficie del
liposoma restringe la difusion del farmaco controlando la liberacién lo que permitiria
reducir la frecuencia de administracion y por tanto mejorar el cumplimiento del tratamiento
por parte del paciente. El estudio de permeacion transcorneal demostré que los
liposomas recubiertos son mas permeables al compararlos con liposomas
convencionales (LP) y la solucién de MT, resultado que se adjudica a la capacidad del
chitosan de interponerse entre las uniones de las células epiteliales incrementando el

transporte del sistema. [Tan G., et al., 2017].

Por dltimo, la evaluacion del sistema in vivo demostré un efecto prolongado de la
disminucion de la presiéon ocular del MT encapsulado en LP-CS en comparacion con el
efecto producido por la solucibn de MT, ademas, se demostré un aumento de la
biodisponibilidad del farmaco al incrementar el area bajo la curva y la concentracion
maxima en comparacién con los LP y la solucion de MT. El sistema liposomal
mucoadhesivo es una estrategia prometedora para el tratamiento del glaucoma al
demostrar resultados superiores en comparacién con otras formulaciones. [Tan G., et al.,
2017].

Ademés del polimero mencionado anteriormente, se han utilizado derivados de
celulosa, poloxameros, alignatos, entre otros, para disefiar sistemas liposomales

mucoadhesivos. [Sogias L.A., et al., 2008; Mansuri S., et al., 2016].
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Perspectivas

A partir de la informacién expuesta en el presente trabajo, se ha demostrado que
los liposomas aplicados a la administracion de farmacos prometen ser un sistema versétil,
ya que ofrecen la oportunidad de ser modificados a través diversivas estrategias con el
fin de generar sistemas inteligentes. Ademas, como se ha mencionado, se han aprobado
medicamentos basados en sistemas liposomales (Doxil®, Myocet®, Margibo®,
Ambisome®, Inflexal® V, Experel®, etc.) lo que demuestra la factibilidad del sistema y da
pie a profundizar la investigacion relacionada con este tema buscando maneras de

optimizarlo al otorgandole mas y mejores ventajas.

A pesar del gran avance que se ha observado en los ultimos afios en cuanto al
uso de liposomas como nanoacarreadores, el numero de formulaciones que han sido
aprobadas representa un porcentaje muy bajo al compararlo con la cantidad de
formulaciones que se han desarrollado. A pesar de los buenos resultados y las ventajas
proporcionadas por el sistema que han sido evidenciadas en diversas investigaciones,
existen situaciones que comprometen la llegada del sistema a nivel comercial

relacionados con problemas de fabricacion, regulacion, propiedad intelectual y costo.

El problema se centra en el escalamiento de los procesos de fabricacion a nivel
industrial ya que no todas las técnicas de preparacion realizadas a nivel laboratorio son
sencillas de escalar. Esto debido a que con frecuencia se utilizan disolventes orgénicos
gue representan un riesgo para la salud, el escalamiento puede generar productos de
baja reproducibilidad, la manufactura del sistema compromete la estabilidad de las
vesiculas, asi como la falta de equipo adecuado para la fabricacion de liposomas a gran
escala. Se han desarrollado métodos exitosos que permiten la produccion de liposomas
convencionales, sin embargo, surgen nuevos retos cuando se habla de liposomas
funcionalizados, pues requieren de una mayor cantidad de pasos de fabricacion, sintesis
guimica, en el caso de la conjugacion con otras moléculas, asi como la adicion de
materias primas como polimeros. Estas modificaciones generan procesos mas costosos,
gue pueden comprometer el cumplimiento de las buenas practicas de fabricacién y hacen
necesario incrementar las evaluaciones fisicoquimicas del producto final para garantizar

la calidad y seguridad de los sistemas liposomales. A pesar de ello, se han desarrollo
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nuevos métodos para la produccién de liposomas con el objetivo de innovar, disefar y
desarrollar sistemas de produccion factibles y escalables, o que dara pie a que nuevas

formulaciones sean aprobadas. [Sercombe L., et al., 2015]

Es importante mencionar el interés durante los Ultimos afios en la formulacion de
sistemas multi-funcionalizados, aquellos sistemas que utilizan la combinacién de varias
estrategias con el propdsito de generar sistemas mas eficientes y selectivos. Asi mismo,
se han desarrollado con entusiasmo los sistemas liposomales terandsticos, los cuales se
desempefian como agentes de diagnostico y terapéuticos, lo que da oportunidad de tratar
enfermedades y monitorearlas al mismo tiempo. [Sercombe L., et al., 2015]

Por ultimo, es importante mencionar que el desarrollo de sistemas liposomales
factibles requiere de la colaboracion de otras areas de investigacion, ademas del area
farmacéutica, como la biologia molecular, toxicologia y medicina con el fin de caracterizar
la patologia que se busca tratar, generando sistemas capaces de diferenciar ambientes
celulares y estructuras moleculares, utilizando materiales que eviten la activacion del
sistema inmunolégico permitiendo la administracion frecuente del medicamento, asi
como la implementacion de diversas vias de administracion, ademas de areas
relacionadas con tecnologia de procesos y transferencia de tecnologia con el fin de

generar sistemas factibles y de facil escalamiento.
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Conclusiones

e Se identificaron y describieron los principales componentes de los liposomas, asi
como su funcion.

e Se identificaron los métodos de fabricacion mas utilizados, describiendo el
fundamento de cada uno de ellos, asi como sus ventajas y desventajas.

e Se identificaron los métodos mas utilizados para la caracterizacion del sistema, se
describi6 el fundamento de cada uno de ellos, asi como su importancia.

e Se mencionaron las ventajas que brinda al sistema la funcionalizacion de los
liposomas, se describieron y ejemplificaron algunas de las técnicas de

funcionalizacién mas utilizadas.
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