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RESUMEN 

En el presente trabajo se muestran los resultados de la elaboración y 

caracterización farmacocinética de un nanosistema liposomal pegilado de 

cisplatino en ratas. La formulación desarrollada presentó eficiencias de 

encapsulación de cisplatino de alrededor del 30%, con lo que se logró obtener una 

concentración de encapsulación del fármaco similar a la de la formulación 

convencional. Las características fisicoquímicas, como el tamaño de partícula, 

potencial zeta y concentración de fosfolípidos le confieren a la formulación una 

estabilidad química aceptable y la hacen segura para su administración en 

animales de experimentación . 

Con esta formulación se logró mejorar la farmacocinética del cisplatino, el 

cual se distingue por una distribución alta en tejidos, una biodisponibilidad baja y 

una rápida eliminación. Al ser encapsulado el cisplatino en liposomas, su volumen 

de distribución disminuyó a la mitad y la depuración se hizo 75 veces más lenta; 

esto se refleja en un aumento de casi 70 veces en el área bajo la curva que indica 

un aumento de la biodisponibilidad del fármaco y una disminución de su 

eliminación. 

A pesar de una mayor permanencia del cisplatino en circulación, no se 

observó ninguna modificación significativa en los principales marcadores 

bioquímicos utilizados para evaluar toxicidad renal. Esto indica que la formulación 

liposomal logró prevenir la nefrotoxicidad producida por el cisplatino cuando se 

administra de manera convencional . 

Q.F.B. Alfonso Toro Córclovo IV 
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1. INTRODUCCiÓN 

El cáncer es una enfermedad caracterizada por la pérdida de los 

mecanismos de control que gobiernan la proliferación y diferenciación celular. 

Tales células proliferan excesivamente y forman tumores localizados que 

comprimen o invaden las estructuras normales adyacentes. Solamente una tercera 

parte de los pacientes son tratados con cirugía cuando el tumor no ha tenido 

metástasis . No obstante, la micromelástasis temprana es una característica de las 

neoplasias malignas, lo que indica que se requerirá de un método sistémico como 

la qUimioterapia para el control efectivo del cáncer. 

Los fármacos antineoplásicos idóneos podrfan erradicar y causar la muerte 

de las células cancerosas sin poner en riesgo los tejidos normales; 

desafortunadamente. hoy en día no se dispone de agentes que reunan estos 

criterios y el uso d fnico requiere una evaluación de los beneficios frente a su 

toxicidad para establecer un índice terapéutico favorable. Las dificultades para 

desarrollar fármacos con las características antes mencionadas han llevado a 

investigar otros métodos para lograr que los agentes antitumorales se dirijan 

preferencialmente hacia el tejido tumoral. En este contexto, el diseño y elaboración 

de vectores de fármacos ofrece la posibilidad de mejorar el transporte y la 

liberación de los principios activos. depositándolos preferencialmente en el sitio de 

acción, reduciendo su toxicidad en tejidos y maximizando el efecto terapéutico en 

el sitio deseado. 

Los liposomas han sido investigados como vectores de fármacos desde su 

descubrimiento en 1965 por Bangham et al. Son estructuras sintéticas de tipo 

celular formadas por fosfolipidos, que son los bloques de construcción molecular 

básica de las membranas celulares. En los últimos quince años, numerosas 

formulaciones liposomales de fármacos han sido desarrolladas y aprobadas para 

su uso clínico por la Food and Drug Administration (FOA) en los Estados Unidos y 

por otros organismos de regulación en países europeos. El ejemplo más claro es 

Q.F.8. Alfonso Toro Córdova 1 
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el caso de Caelyx\!l, una formulación liposomal de doxorrubicina utilizada en el 

tratamiento del cáncer de mama y de ovario metastásicos. En la Tabla 1 se 

resumen algunos de los fármacos liposomales comerciales o bajo investigación 

cllnica. 

Tabla 1.- Formulaciones liposomales aprobadas o bajo Investigación cHnlca hasta el 2006. 

Mo lécula terapéutica 

Daunorrubicina 

Doxorrubicina 

Doxorrubicina/Llposomas 

pegilados 

Anfotericina B 

Citarabina 

Camptotecina 

Vindrislina 

Lurtotecan 

lrinotecan 

Nistatina 

Ácido trans-retin6ico 

Cisplalino 

Annamlclna 

Paclitaxel 

Paclitaxel 

Mitoxantrona 

Nombre comercial 

DaunoXome 

Myocet 

DoxillCaelyx 

AmBisome 

DepoCyt 

S-CKD602 • 

MarQibo ... 

OSI-211 .. 

LE-SN38 • 

Nyotran ••• 

Atragen •• 

Upoplatin™ ... 

SPI-077 .. 

Annamydn .. 

MBT -0206· 

LEP-ETU' 

LEM-ETU' 

Indicac iones 

Sarcoma de Kaposi 

Cáncer de mama recurrente 

Sarcoma de Kaposl, cáncer de ovario y 

cáncer de mama recurrente 

Infecciones POf hongos 

Meningitis tintematosa 

Diversos tipos de cáncer 

Linterna no-Hodgkin 

Cáncer de OIIario, cáncer de cabeza y 

cuello 

Cáncer avanzado 

Antifúngico tópico 

Leucemia promielocltica aguda, linfoma no­

Hodgkin, carcinoma de células renales, 

sarcoma de Kaposi 

Diversos tipo de cáncer 

Cáncer de cabeza y cuello, cáncer de 

pulmón 

Tumores resistentes a doxorrubicina 

Cáncer de mama, antlangiogénico 

Cáncer de mama, pulmón y ovario 

Leucemia , cáncer de mama, estómago, 

hlgado y ovario 

• Formulaciones en estudios de fase clinica 1, ·· Fonnulaciones en estudios de fase dlnica 2, -

FOnTluladones en estudios de fase cllnica 3 (Immordino, 2006). 

Q.F.B. Alfonso Toro Córdova 2 
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2. ANTECEDENTES 

La utilización de liposomas como sistemas de transporte de fármacos ha 

cobrado gran interés por la versatilidad de estos sistemas. La posibilidad de 

encapsular tanto moléculas hidrosolubles como liposolubles los han hecho ideales 

para transportar simultáneamente dos o más fármacos, proteínas, inhibidores 

selectivos y radionúclidos entre otros. 

Se ha demostrado que la farmacocinética del fármaco encapsulado en 

formulaciones liposomales es totalmente distinta a la del fármaco convencional. En 

el caso particular de un tumor, los liposomas son capaces de acumularse en el 

tejido tumoral por las características fisiológicas que éste presenta, lo cual se 

refleja en una mayor eficacia de los antineoplásicos encapsulados. Un ejemplo de 

lo anterior es el caso de la encapsulación de doxorrubicina, un agente citotóxico 

utilizado en el tratamiento de diversos tipos de cáncer incluido el cáncer de mama 

metastásico: desafortunadamente, la doxorrubicina convencional presenta con 

frecuencia cardiotoxicidad. Cuando se administra la doxorrubicina encapsulada en 

liposomas la concentración del fármaco en el tejido tumoral aumenta de manera 

significativa mientras que la concentración en el tejido cardiaco disminuye, 

reduciendo así los efectos tóxicos (Yokoe, 2008). 

La mayoría de los agentes antineoplásicos administrados por via 

intravenosa presentan un volumen de distribución amplio, el resultado es un indice 

terapéutico pequeño por la gran posibilidad de causar toxicidad en tejido sano 

(Uhumwangho.2005). 

Mediante la encapsulación de los fármacos en liposomas el volumen de 

distribución se reduce significativamente y su concentración plasmática se 

incrementa, ya que los liposomas no se unen a proteínas plasmáticas. Lo anterior 

da como resultado una mayor permanencia del fármaco en circulación y por lo 

tanto una mejor biodisponibilidad del mismo. 

Q.F.B. Alfonso Toro Cdrdova 3 
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El mejor ejemplo de formulaciones liposomales en oncología es eaelyx®, 

una formulación comercial de doxorrubicina liposomal pegilada, la cual ha 

demostrado tener una tiempo de vida media (t,a) 4 a 5 veces mayor que la 

doxorrubicina convencional o no encapsulada; asimismo la depuración (el) 

disminuye hasta 560 veces y el área bajo la curva (ABe) aumenta entre 250 y 600 

veces con respecto a la doxorrubicina convencional a la misma dosis (Orummond, 

1999). La modificación en la farmacocinética de la doxorrubicina se muestra en el 

esquema 1. 

100.--------------------------------, 

10 

r ll'fTIPO (horas) 

• IJposofTklS estabIlizados 
estéricamenle 

• tlj)OSC)lTlaS (oovertClOl\dles 
• r~,"\CI«() ~bre 

Esquema 1. Farmacocinética comparativa de doxorrubicina libre (morado), doxorrubicina 

encapsulada en liposomas convenionales (azul) y doxorrubicina encapsulada en liposomas 

pegilados ($pecialty Care, CAEl v,x* Número 4; 2009) 

Por otra parte, el cisplatino es uno de los fármacos más eficaces para el 

tratamiento de diversos tipos de cáncer (Boulikas, 2007), siendo la quimioterapia 

de primera linea en algunos casos; sin embargo su alta toxicidad en tejido sano, 

particularmente su nefrotoxicidad, ha sido un problema de gran importancia en la 

cllnica . 

Diversos estudios se han enfocado en disminuir la toxicidad de este 

compuesto. El desarrollo de nuevos análogos de platino, modificando los grupos 

salientes (el") por otros menos lábiles ha buscado disminuir la toxicidad. El 

carboplatino es un análogo de platino de segunda generación con menor toxicidad 
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a nivel renal , sin embargo se ha demostrado que ocasiona una resistencia cruzada 

con el cisplatino. El oxaliplatino, un compuesto de tercera generación, ha sido 

aprobado para el tratamiento del cáncer colorrectal; aunque presenta un espectro 

de actividad, mecanismo de acción y resistencia que son diferentes al del 

cisplatino y carboplatino (Wang, 2007). En el Esquema 2 se muestran las 

estructuras químicas de estos compuestos. 

°'YV"'X)' 
/-cJ 'N", 

Ct.pl..,h. 

Esquema 2. Estructuras quimicas del cisplatino , carboplatino y oxaliplatino. El carboplatino 

presenta un grupo clclobutanodicarboxitato que reemplaza los grupos cloruro. El oxaliplatino 

presenta un grupo diaminocidohexano como sustituyente de los dos grupos amino (Wang, 2007). 

Además del desarrollo de estos análogos, otra estrategia para disminuir la 

toxicidad sistémica del cisplatino es la encapsulación en un sistema liposomal. 

No existe actualmente ninguna formulación liposomal de cisplatino en el mercado 

aunque hay diversos grupos de investigación trabajando en ello. Por lo tanto, la 

finalidad de este trabajo fue elaborar una formulación liposomal de cisplatino 

propia capaz de modificar la farmacocinética del principio activo y reducir la 

toxicidad presentada por la formulación convencional . 

Los resultados aquí presentados son el logro del trabajo conjunto realizado 

por el Laboratorio de Farmacología del Instituto Nacional de Cancerología (I NCan) 

y del Laboratorio de Física Médica de la Unidad de Investigación Biomédica en 

Cáncer INCan-UNAM. 
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3. MARCO TEÓRICO 

3.1 . CÁNCER 

El cáncer constituye un grupo de enfermedades crónico degenerativas que 

se define como la proliferación anormal y descontrolada de las células de un tejido 

u 6rgano; también se le conoce como neoplasia (del griego -nuevo crecimiento ~ ). 

Estas células pueden proliferar hasta formar masas denominadas tumores. La 

mayoría de las neoplasias malignas muestran capacidad para invadi r estructuras 

vecinas y la capacidad para diseminarse a través del sistema linfático y la sangre 

hacia otros órganos. El cáncer en la actualidad es una de las primeras causas de 

mortalidad y representa un serio problema de salud pública . A nivel mundial se 

estimaron 12.4 millones de casos de cáncer en 2008 y 7.6 millones de muertes a 

causa de esta enfermedad en el mismo año (WHO, 2008). En el ámbito nacional, 

para el 2008 el cáncer representó la tercera causa de muerte en las mujeres con 

34,204 defunciones, y la tercera también en los hombres con 32,842 muertes. Los 

principales tipos de cáncer en ambos sexos se resumen en el Esquema 3. 

,,. 

-
Hi",da 

Esquema 3. Distribución porcentual de las defunciones por los principales tipos de tumores 

malignos para cada sexo durante 2008 en México (INEGI, 2010). 
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El problema con más prevalencia en el tratamiento del cáncer es la recidiva 

y la metástasis de las células cancerosas tras el tratamiento estándar con cirugía, 

radioterapia y/o quimioterapia. Este problema se agrava por la presencia de 

quimiorresistencia de los tumores, la toxicidad de los regímenes de quimioterapia 

actuales y la ineficiencia de los tratamientos especialmente en los estadios 

avanzados de la enfermedad . 

3.2. TRATAMIENTO DEL CÁNCER 

El tratamiento del cáncer depende principalmente del tipo de tumor del que 

se trate. En la clínica, el grado y el estadio del tumor son factores importantes que 

influyen en la elección de un tratamiento. El sistema más utilizado para determinar 

el grado de la enfermedad es el TNM, establecido por la Unión Intemacional 

contra el Cáncer (U ICC), el cual está basado en la extensión del tumor primario 

(T), la ausencia o presencia de metástasis en nódulos linfáticos (N) y la ausencia o 

presencia de metástasis distantes (M). 

3.2.1. CIRUGíA 

La cirugía es el tratamiento de elección en estadios tempranos del cáncer. 

Tiene como objetivo principal el remover el tumor primario y todas sus extensiones 

en una sola operación. Antes de optar por la cirugía es necesario hacer una 

evaluación pre-operativa del paciente y analizar los riesgos y beneficios de la 

ci rugra . 

3.2.2. RADIOTERAPIA 

Este tipo de tratamiento se basa en la interacción del tumor con la radiación 

ionizan te, la cual causa el daño y la muerte de las células tumorales. La 

radioterapia es ampliamente uti lizada en estadios intermedios y avanzados de la 

enfermedad (lB o IIA hasta IVB) y a menudo se util iza en combinación con la 
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cirugía y la quimioterapia, por ejemplo en el tratamiento del cáncer de mama en 

estadios tempranos . 

3.2.3. QUIMIOTERAPIA 

Los procesos de metástasis muchas veces colocan a la enfermedad fuera 

del alcance de la extirpación quirúrgica o de la ablación local por medio de 

radioterapia, siendo necesaria la quimioterapia, la cual se define como la 

aplicación de fármacos citotóxicos que tienen como función el impedir la 

reproducción de las células cancerosas. La quimioterapia se puede emplear de 

diversas maneras en el tratamiento del cáncer. 

Quimioterapia adyuvante: Se utiliza en pacientes que siguen teniendo un 

gran riesgo de recidiva después de la extirpación del tumor primario y en los que 

se han eliminado todos los signos de cáncer mediante la cirugía o se han tratado 

de manera concluyente con las radiaciones. 

Quimioterapia neoadyuvante: El tratamiento está dirigido a la posibi lidad de 

que exista una enfermedad sistémica en pacientes con un proceso aparentemente 

localizado. En este caso su administración tiene lugar antes de realizar la 

intervención quirúrgica. 

Tratamiento de la enfermedad avanzada y metastásica: Se utiliza cuando 

han fracasado los métodos locales o para el tratamiento de pacientes que 

presentan reincidencias y metástasis de los tumores. 

Poliquimioterapia: La administración simultánea de varios fármacos 

antineoplásicos. Es comúnmente utilizada para evitar la aparición de tumores 

resistentes de algún fármaco en particular. 

Actualmente existen más de 100 agentes que se utilizan como fármacos 

antineoplásicos y muchos más que aún se están investigando. La Organización 

Mundial de la Salud (WHO), en el World Caneer Report del 2008, reportó los 

principales agentes quimioterapéuticos utilizados en la dínica para el tratamiento 

de esta enfermedad , los cuales se muestran en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Fi nnacos antineoplásicos más comunes en el uso clinico. (WHO. 2008). 

Agentes Antibióticos Antimetabolitos Alcaloides de la Otros 

A1qullantes citotóxic05 y terapia vinca y 

relacionada etopósido 

Cidofosfamida Bleomicina Citarabina Vinblaslina Asparaginasa 

Clorambucilo Doxorrubicina Flu()(ouracil0 Vincristina Cisplatino y 

otros análogos 

de platino 

Dactinomicina Mercaptopurina Elop6sido Dacarbazina 

Daunorrubicina Metotrexato Procarbazina 

Fo1inato de calcio 

3.2.3.1 . TOXICIDAD QUIMIOTERAPÉUTICA 

Uno de los principales problemas que presentan la mayoría de los fármacos 

antineoplásicos es su poca o nula especifiddad hada las células tumorales. 

Debido a ésto, el efecto citotóxico no solo afecta a las células cancerosas sino 

también a las células normales, espedalmente a las que tienen una tasa de 

proliferadón rápida, afectando tejidos corno la médula ósea, tracto gastrointestinal 

y foil culos pilosos (WHO, 2008). 

Además, los fármacos suelen causar toxicidad en órganos relacionados con 

su metabolismo y eliminación. Por ejemplo. las antraciclinas se acumulan en el 

tejido cardiaco causando toxicidad en este órgano; el metotrexato y la 

ciclofosfamida pueden causar fibrosis pulmonar y varios fármacos. como los 

análogos de platino y los alcaloides de la vinca, causan toxicidad en los riñones 

debido a que su eliminadón es prindpalmente por esta via. 

Por esta razón, la búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas capaces 

de disminuir los efectos adversos y potenciar el efecto farmacológico ha sido 

motivo de muchas investigaciones en los últimos años. 
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3.3. CONCEPTOS GENERALES DE FARMACOCINÉTICA 

La farmacocinética se define como el estudio del curso temporal de los 

procesos de absorción, distribución , metabolismo y eliminación de un fármaco. Un 

principio fundamental de la farmacocinética es que existe una relación entre la 

respuesta farmacológica o tóxica a un fármaco, y la concentración de éste en su 

sitio de acción. Generalmente no es posible hacer la cuantificación directa en los 

sitios de acción , sin embargo, es posible realizarla en sangre o plasma ya que es 

un si tio de fáci l acceso. En casi todos los casos la concen tración de fármaco en la 

circulación sanguínea tiene una relación directa con la concentración en su sitio de 

acción (Goodman & Gilman. 2005). 

Los datos proporcionados por esta ciencia permiten modelar, analizar y 

controlar las concentraciones plasmáticas de los fármacos y, por lo tanto, poder 

predecir la respuesta farmacológica que éste tendrá (Rowland. (995). En años 

recientes se ha utilizado extensamente esta información durante las diferentes 

fases del desarrollo de fármacos como se muestra en el Esquema 4. 

"""Ilol ........... 
Yarit~I .. . . ,.d,., .... 

Esquema 4. Aplicación de la farmacodnética (PK) en las distintas fases del desarrollo de fármacos. 

Otras aplicaciones importantes de la farmacocinética son el diseño y 

desarrollo de nuevas formas farmacéuticas, los estudios de biodisponibilidad y 

bioequivalencia de medicamentos y la selección de dosis y vías de administración 

correctas en poblaciones especiales o patologías específicas (DiPiro, 2005). 
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3.3.1. PARÁMETROS FARMACOCINÉTICOS 

La fa rmacocinética se vale de diversos parámetros para explicar los 

procesos que presenta el fármaco en el organismo. Entre los principales se 

pueden mencionar el volumen de distribución (Vd), área bajo la curva (ABe), la 

concentración y tiempo máximos (Cm8X y tm8X ), el tiempo de vida media (t 112), y la 

depuración (en. Algunos de estos parámetros pueden observarse en el siguiente 

esquema. 

8 Cm.,. 
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Esquema 5. Curva de concentración plasmática vs tiempo tras la administración oral de un 

fármaco. Se muestran la concentración máxima (Cmax), el tiempo máximo U_ x) y el área bajo la 

curva (ABC). (Bauer. 2008). 

Volumen de distribución (Vd) 

El Vd es el volumen aparente en el cual se distribuye la dosis total del 

fármaco administrado. Es un marcador del grado de distribución del fármaco en el 

organismo. Un valor grande en el volumen de distribución indica que el fármaco se 

distribuye ampliamente en los tejidos . Inversamente, un volumen de distribución 

pequeño indica una distribución delimitada al volumen plasmático. El volumen de 

distribución es útil para estimar las concentraciones plasmáticas cuando se 

administra una cantidad conocida de algún fármaco, o inversamente, estimar la 

dosis requerida para alcanzar una concentración deseada en plasma (Rowland, 

1995) según la siguiente fórmula: 
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Vd ; Dosis l epO Donde: 

epo ; Concentración plasmática máxima a tiempo cero. 

Biodisponibilidad y Área bajo la curva (ABe) 

La biodisponibilidad se define corno la fracción de fármaco inalterado que 

llega a la circulación sistémica. Para los compuestos que siguen una 

farmacocinética lineal, la biodisponibilidad generalmente se mide con el parámetro 

de ABC, la cual se determina matemáticamente cuando se grafican las 

concentraciones plasmáticas con respecto al tiempo. El ABC es un parámetro muy 

importante en los estudios de bioequivalencia, los cuales son un requisito para la 

elaboración de medicamentos genéricos, el desarrollo de nuevos fármacos, 

cambios o desarrollo de las formulaciones o cuando se modifica el sitio o el 

mélodo de elaboración (DiPiro, 2005). 

Concentración máxima (Cm,¡u) y t iempo máximo (tma) 

Son valores que indican la concentración máxima alcanzada en circulación 

sangulnea y el tiempo necesario para llegar a esta concentración. Para las 

diferentes vías de administración extravascular, son especialmente útiles ya que 

representan una aproximación de la velocidad con la que el fármaco es absorbido. 

Tiempo de vida media (t1l2) y constante de eliminación (ke) 

Son parámetros que se relacionan con la velocidad de eliminación del 

fármaco. La vida media de eliminación se define como el tiempo en que tarda la 

concentración sérica del fármaco en decaer a la mitad . El inverso de este valor se 

conoce como constante de eliminación . La vida media y la constante de 

eliminación son consideradas como parámetros dependientes ya que sus valores 

dependen de la depuración y del volumen de distribución del fármaco. Un cambio 

en estos dos parámetros modificará los valores del tiempo de vida media y la 

constante de eliminación (Bauer, 2008). 
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Depuración (Cn 

La depuración se define como el volumen de plasma o sangre que queda 

completamente libre de fármaco por unidad de tiempo. Para la mayor parte de los 

fármacos, la depuración es constante en el intervalo de concentraciones 

plasmáticas encontradas en situaciones dinicas, es decir, la eliminación no es 

saturable y la velocidad de eliminación del fármaco es directamente proporcional a 

la concentración. Esto se conoce como eliminación de primer orden . Cuando la 

depuración es de primer orden, puede determinarse calculando el ABC usando la 

siguiente fórmula : 

ABe = Dosis I el 

Los fármacos pueden ser eliminados del organismo por mecanismos, vías y 

órganos diferentes induyendo metabolismo hepático y excreción biliar y renal. La 

depuración total es la suma de todos estos mecanismos de eliminación (Di Piro, 

2005). 

GI¡ = GI, + Glm + GloInJ 

Donde: 

el, = Depuración total 

Glr = Depuración renal 

G/m = Depuración metabólica 

G/otra = Otros tipos de depuración 

3.3.2. FACTORES QUE MODIFICAN LA FARMACOCINÉTICA 

Absorción 

La absorción se define como el paso del fármaco desde el sitio de 

administración hasta la ci rculación general y está condicionada por la vía de 

administración, la naturaleza química del fármaco y factores fisiológicos como el 

pH, vaciado gástrioo y motilidad gastrointestinal y la vascularización del sitio de 

absorción. Cualquier alteración de estas condiciones fisiológicas puede modificar 

el grado de absorción. 
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Distribución 

Una vez que el fá rmaco alcanza la circulación, se distribuye continuamente 

en los tejidos y órganos hasta alcanzar un equilibrio entre las velocidades de 

entrada y salida de fármaco. El Vd es el parámetro que describe el grado de 

distribución de un fármaco. 

Los factores que pueden modificar esta distribución son: 

Naturaleza qufmica del fármaco: La liposolubilidad condiciona el paso de 

fármaco a través de las membranas biológicas. 

Características del tejido u órgano: Para la mayoría de los fármacos la 

distribución en los órganos depende en gran medida del riego sangulneo y 

del volumen de éstos. Además de lo anterior, existen en el organismo 

ciertas barreras fisiológicas que condicionan la llegada del fármaco a 

algunos sitios. Por ejemplo, la barrera hematoencefálica limita la entrada de 

los fármacos al sistema nervioso central, especialmente de fármacos 

altamente ionizados o de gran peso molecular. 

Patologías: En ciertas enfermedades el riego sanguíneo el pH y/o la 

fisiología de ciertos órganos se ve alterado, condicionando la entrada de 

fármaco. 

Grado de unión del fármaco a protelnas: Uno de los principales factores que 

alteran la distribución es la unión a los tejidos o proteínas. Solamente la 

fracción del fármaco que no está unida a protelnas es la que puede ejercer 

un efecto farmacológico y la que puede difundirse fuera del plasma; sin 

embargo, la unión a proteínas plasmáticas casi siempre es rápidamente 

reversible por lo que la fracción unida se considera una reserva móvil del 

fármaco (Bauer, 2008). 

Los fármacos ácidos se unen predominantemente con la albúmina, y los 

alcalinos con la a-glucoproteína ácida. Las concentraciones de estas proteínas 

pueden verse modificadas en ciertas enfermedades o patologías (DiPiro, 2005). 

Entre los factores que modifican la unión a proteínas están la presencia de otros 
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fármacos que compitan por esa unión y la modificación en la concentración de 

estas protelnas. 

Eliminación 

Los fármacos son eliminados del organismo por dos mecanismos 

principales: el metabolismo y la excreción. El metabolismo se define como la 

biotransformaci6n química de los fármacos en moléculas (metabolitos) 

generalmente inacti vas y con mayor hidrosolubilidad, facilitando así su excreción 

del organismo. El hlgado es el principal 6rgano responsable de la actividad 

metabólica. Las reacciones de biotransformación pueden dasificarse en dos tipos: 

Reacciones de Fase 1: Consisten en la introducción o exposición de un 

grupo funcional en la molécula del fármaco para inactivarlo y hacerlo más 

hidrosoluble. Las reacciones más comunes son las de oxidación, reducción 

e hidrólisis. 

Reacciones de Fase 11 : Estas reacciones culminan en la formación de un 

enlace covalente entre un grupo funcional de la molécula de fármaco y una 

molécula endógena como ácido glucurónico, sulfato, glutatión, acetato o 

aminoácidos. Los compuestos formados suelen ser rápidamente excretados 

en orina y heces. 

Los procesos de metabolismo pueden ser afectados por factores genéticos, 

ambientales y fi siológicos como: 

Edad : El funcionamiento de los sistemas enzimáticos es muy diferente en 

los extremos de la edad. Las poblaciones más afectadas generalmente son 

los neonatos y los ancianos, los cuales presentan una actividad metabólica 

menor. 

Hábi tos sociales: El consumo de alcohol y tabaco pueden incrementar el 

metabolismo hepático de algunos fármacos por la inducción de algunas 

enzimas. 

Patologías: Las enfermedades que afectan al hígado y/o modifican el riego 

sangulneo afectan directamente la actividad enzimática. 
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Genética: Los polimorfismos genéticos existentes en la población se ven 

reflejados en una variabilidad de cada persona para meta balizar los 

fármacos. 

Interacciones medicamentosas: Existen compuestos que pueden inhibir o 

incrementar la actividad de enzimas especificas, necesarias para el 

metabolismo de otros fármacos, modificando la velocidad con la que éstos 

se eliminan. 

La excreción es el proceso por el cual los fármacos son eliminados de los 

tejidos y de la circulación ya sea en su forma inalterada o como metabolitos. Los 

órganos más importantes para la excreción son los riñones, aunque la excreción 

también puede llevarse a cabo por heces, bilis, sudor, aire expirado, leche 

materna y líquido seminal entre otros (Di Piro, 2005). La eliminación por vía renal 

comprende tres procesos: filtración glomerular, secreción tubular activa y 

reabsorción tubular pasiva. 

Solamente las moléculas de bajo peso molecular pueden ser eliminadas por 

filtración, por lo que la fracción de fármaco unido a proteínas, de pesos 

moleculares altos, no se eliminan por este mecanismo. La secreción activa se 

lleva predominantemente en el tú bulo proximal y es la encargada de facilitar la 

excreción del resto del fármaco. Aunque este transporte es activo carece de 

especificidad y, por lo tanto, moléculas que sean transportadas por el mismo 

sistema pueden presentar competitividad . Por último, las formas no ionizadas de 

los fármacos pueden experimentar reabsorción pasiva a lo largo de toda la nefrona 

asociada a la reabsorción del agua fillrada en el glomérulo (Rowland, 1995). La 

fracción no ionizada puede variar si el pH urinario cambia. 
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3.3.3. MODIFICACiÓN DE LA FARMACOCINÉTICA EN CÁNCER 

Los tumores sólidos son estructuras parecidas a órganos pero más 

heterogéneas y complejas. La matriz extracelular de tumor difiere notablemente en 

cantidad y en composición con respecto a un tejido sano. Esta estructura y 

composición contribuyen a una presión intersticial elevada, lo que dificulta la 

penetración de los fármacos hacia el tejido. 

La respuesta farmacológica del tumor es también influenciada directa e 

indirectamente por la vasculatura ya que los fármacos alcanzan el sitio de acción 

por vla sistémica. Los vasos sanguíneos de los tumores se caracterizan por una 

mayor dilatación, mayor cantidad de ramificaciones y por carecer de una 

organización. Además, el endotelio vascular presenta fenestraciones, una 

membrana basal discontinua, un flujo sanguineo desorganizado y variable y la 

compresión de los vasos sanguineos por las mismas células tumorales. Todo esto 

incrementa la resistencia al flujo sanguineo y provoca una distribución de sangre 

anormal. Como resultado de la disminución de nutrientes, es común encontrar 

regiones en el tejido tumoral que presenten hipoxia y acidez y una actividad 

metabólica diferente. La llegada de fármaco a estos sitios se reduce debido a este 

microambienle lumoral (Trédan, 2007). 

Los fármacos convencionales utilizados en oncología están lejos de ser 

ideales, particularmente por su dificultad para acumularse de manera selectiva en 

el tejido tumoral. La mayoria de sus efectos adversos, asociados a la alta 

distribución en tejidos sanos, limitan las dosis que pueden ser administradas a los 

pacientes. 

Es por lo anterior, que muchas investigaciones actuales están enfocadas en 

lograr que la distribución de los fármacos antineoplásicos sea más selectiva por el 

tejido tumoral y menor en los tejidos normales para lograr así aumentar la eficacia 

y disminuir los severos efectos adversos que éstos presentan . 
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En este contexto, mediante la nanotecnología se han podido desarrollar 

nanosistemas capaces de funcionar como transportadores de moléculas 

terapéuticas. Estos sistemas generalmente resultan de la incorporación física del 

fármaco dentro de partículas tales como micro y nanoesferas, micelas poliméricas, 

mi celas inversas, eritrocitos, niosomas y liposomas. De la amplia gama que existe, 

las nanopartlculas y los liposomas han sido los más estudiados (Sinha. 2006). 

3.4. LlPOSOMAS 

Los liposomas se desarrollaron en los años sesenta por Bangham et al. 

Fueron definidas como ves/culas esféricas de tamaño nanométrico que se fo rman 

cuando los fosfolípidos u otros lípidos antipáticos similares son hidratados o 

expuestos a un ambiente acuoso (Uhumwangho, 2005). Se componen de un 

núcleo acuoso contenido dentro de una o más bicapas de fosfolfpidos naturales o 

sintéticos como se muestra en el siguiente esquema: 

BiCilpil 

IIpldlcil 

• 
Esquema 6. Composid6n básica de un liposoma convencional. Las cabezas polares de fosfato de 

los fosfolipidos interactúan con el medio acuoso dentro y fuera del liposoma mientras que las 

cadenas hidrofóbicas interactúan entre ellas (imagen lomada de 'NWW.encicJopediasalud.com). 

Una de las principales ventajas de estos sistemas con respecto a otros 

vectores es que pueden transportar tanto fármacos lipofílicos como hidrofilicos 

debido a la naturaleza anfipática de su membrana (Castro, 1999). Los fármacos 

muy liposolubles son transportados casi completamente en la bicapa lipidica, 

mientras que los fármacos hidrosolubles se encapsulan dentro del núcleo acuoso. 
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Otra ventaja muy importante es que al estar compuestos de fosfolipidos 

asemejan la composición de la membrana celular, lo que los hace biocompatibles 

y presentan una muy baja inmunogenicidad (Immordino, 2006). 

3.4.1 . CLASIFICACiÓN 

Los liposomas pueden ser clasificados por el número de bicapas lipidicas 

que presenten y por su tamaño final como se muestra en el Esquema 7-a. Los 

liposomas unilaminares (LUV y SUV) presentan una sola bicapa y su tamaño varia 

entre 50 y 250nm, contienen un núcleo acuoso grande y son preferentemente 

usados para transportar fármacos hidrosolubles. Los liposomas multilaminares 

(MLV y MW) presentan varias bicapas y tienen diámetros de 1 a 5 micras. El alto 

contenido de lípidos favorece el transporte de fármacos liposolubles. Otro sistema 

de clasificación es en función del grado de modificación realizada teniendo como 

base los liposomas tradicionales como se muestra en el Esquema 7-b. Teniendo 

en cuenta este criterio se pueden clasificar en: 

a) Liposomas convencionales 

b) Liposomas de circulación prolongada: También llamados liposomas stealth. 

Presentan compuestos unidos en la membrana , generalmente polímeros 

hidrofflicos como polietilenglicol (PEG), que permiten retrasar su eliminación 

del torrente sangurneo. 

e) Inmunoliposomas: Contienen anticuerpos unidos en la superficie, 

adquiriendo mayor especificidad y favoreciendo su acumulación en tejidos u 

órganos específicos. 

d) Liposomas catiónicos: Su membrana está compuesta por fosfolipidos con 

cargas positivas. Son especialmente favorables para el transporte de 

material genético (AON y ARN). 
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Esquema 7. Sistemas de clasificación de 1iposomas. a) Por el número de bicapas lipfdicas se 

clasifican en vesrculas unilaminares pequeñas (SUV), veslculas unilaminares grandes (LUV) y 

vesículas mullílaminares (MLV y MW). b) Por su funcionalidad pueden clasificarse en liposomas 

convencionales. liposomas de circulación prolongada, inmunoliposomas y liposomas catiÓnicos. 

3.4.2. MÉTODOS DE PREPARACiÓN 

a) Método convencional (hidratación de lipidos) 

Fue descrito por primera vez por Bangham et al en 1965 para obtener MLV's. En 

el procedimiento los fosfol ípidos son disueltos en un medio orgánico y depositados 

como una película delgada en el fondo de un recipiente mediante evaporación del 

solvente a presión reducida. Posteriormente los ¡¡pidos son hidratados con una 

solución acuosa del fármaco, formándose la estructura liposomal (Palma, 2004). 

b) Método por solubilización y remoción de detergente 

Este método es utilizado para producir liposomas del tipo LUV. El procedimiento 

involucra la solubilización de los lípidos en una solución acuosa de un detergente y 

el fármaco a encapsular. Posteriormente el detergente se retira por diálisis o por 

cromatografía en columna formándose liposomas unilaminares de entre 80 y 

200nm. Este método ha sido conveniente para la encapsulación de proteínas de 

importancia biomédica. 
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e) Método de evaporación de fase reversa 

Consiste en la adición rápida de una solución acuosa del fármaco a una solución 

orgánica de los fosfolipidos, con sonicación simultánea. La emulsión formada es 

transformada en un gel por evaporación del solvente orgánico. El gel formado se 

somete a agitación vigorosa para transformarlo en un fluido. Con este método se 

logran obtener vesículas unilaminares de tamaños entre 0.1 y 1.0 micras (Szoka, 

1978). 

Técnicas de homogenización de tamaño: 

a) Método por sonicación 

Consiste en la sonicación de los liposomas obtenidos con el método convencional. 

El propósito de la sonicación es la obtención de liposomas unilaminares y de 

menor tamaño. 

b) Método por extrusión 

La extrusión es otro método para transformar liposomas multilaminares a 

unilaminares. Consiste en pasar las vesículas de manera repetida por filtros de 

policarbonato de tamaño de poro muy pequeño (0 .05 - 0.5 micras) con presiones 

altas (hasta 600-800psi). Además de disminuir el tamaño, la extrusión garantiza 

una distribución de tamaño homogénea . 

3.4.3. BIODISTRIBUCIÓN 

Administrados de manera intravenosa, los liposomas convencionales son 

reconocidos rápidamente por el sistema reticu lo-endotelial (SRE) y removidos de 

la circulación, acumulándose principalmente en órganos como hlgado y bazo 

(Uhumwangho, 2005). Esto suele ser un problema para la administración de los 

liposomas cuando los fármacos no van dirigidos contra este sistema. El primer 

paso para el reconocimiento por el SRE es la opsonización, es decir, la unión de 

proteínas séricas a la superficie dell iposoma (inmunoglobulinas, fibronectina , b-2-
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glicoproteína, proterna e reactiva y b-2-macroglobulina entre otras). Una vez 

unidas, las células fagocfticas (neutrófilos, monocitos y macrófagos) son capaces 

de reconocer alliposoma retirándolo de la circulación sanguínea. 

Además de lo anterior, los liposomas pueden interactuar con las 

lipoproteínas HDL y LDL del plasma. Esto ocasiona una desestabilización de la 

membrana y la rápida liberación del principio activo encapsulado en el plasma. 

Las propiedades fisicoquimicas de los liposomas tales como la carga neta 

superficial , tamaño, fluidez y compactación de la bicapa lipidica influyen 

notablemente en su estabilidad y en el tipo de proteínas que se unan a ellos. 

Damen el al (2005) demostraron que la introducción de colesterol en la membrana 

del liposoma causaba una compactación y una mayor rigidez en ella, reduciendo 

la transferencia de los fosfollpidos a las HDL. Senior (1982) encontró que los 

liposomas elaborados con fosfolípidos con cadenas saturadas son más estables 

que los que contienen fosfolipidos insaturados. 

En general, los liposomas de mayor tamaño son eliminados de la 

circulación más rápidamente que los liposomas pequeños. Asimismo los 

liposomas que presentan carga superficial ya sea positiva o negativa, son 

eliminados más rápido que los liposomas con carga neutra (Alexis, 2008). 

3.4.3.1. LlPOSOMAS DE CIRCULACiÓN PROLONGADA (STEAL TH) 

Una de las estrategias más exitosas para retardar la eliminación de los 

liposomas de la circulación consiste en modificar la membrana para hacerla más 

hidrofílica mediante la unión de polímeros como el polietilenglicol (PEG). Estos 

últimos también son llamados liposomas stealth o estabi lizados estéricamente 

(Moghimi. 2003). El PEG ha sido incorporado en la membrana liposomal de 

diferentes maneras pero la más uti lizada es mediante su unión a alguno de los 

fosfolipidos que compone la bicapa como se ilustra en el Esquema 8. 
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Esquema 8. PoIietilenglicol (PEG) conjugado con diestearoil·fosfatldi letanolamina. 

El PEG es biocompatible, soluble en medios acuosos y orgánicos, carece 

de toxicidad, presenta una muy baja inmunogenicidad y tiene una cinética de 

eliminación muy buena. Además, su peso molecular puede ser controlado para 

propósitos especifi cos y es más barato y más fáci l de conjugar con los lipidos 

(Immordino, 2006). 

El mecanismo por el cual el tiempo de ci rculación de los liposomas se 

alarga cuando se une PEG a la membrana ha sido muy discutido. El concepto 

básico es que un polímero hidrofil ico como el PEG causa un impedimento 

estérico, ocupando el espacio adyacente a la superficie del liposoma. Por 

consecuencia, el acceso y la unión de las opsoninas plasmáticas se ve dificultado 

y por lo tanto las interacciones con los macrófagos se ve inhibida (Lasic, 1996). 

3.4 .4. LIBERACiÓN DEL FÁRMACO 

Los liposomas protegen a los fármacos de su degradación en el organismo 

ya que los fosfolípidos no son susceptibles a la degradación enzimática. Al 

permanecer en ci rculación por un tiempo considerablemente largo, los liposomas 

son capaces de acumularse de manera pasiva en tejidos y órganos especfficos. 

La rápida vascularización necesaria para la sobrevivencia de un tejido 

tumoral ocasiona que los vasos sanguíneos formados tengan una estructura 

defectuosa y permeable. La presencia de un endotelio vascular discontinuo faci lita 

la extravasasión de los liposomas hacia el espacio intersticial, fenómeno que en 

tejidos sanos, donde las células del endotelio vascular están compactadas, no se 
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presenta. Aunado a lo anterior, la falta de drenaje linfático en el tejido tumoral 

favorece la acumulación en este sitio (Esquema 9). 

Ar-----------------~ 
i)_ 

Br7----~------i)_~ 

Esquema 9. Acumulación preferencial de liposomas en un tumor. A, La compactación de las 

células endoteliales en un tejido normal previene la extravasación de las partículas. S, La 

vasculatura del tejido tumoral presenta una permeabilidad aumentada lo que facilita el paso de los 

liposomas y su acumulación en el espacio intersticial. 

Una vez en el espacio intersticial, el fánnaco entra a las células por 

diferentes mecanismos entre los cuales se han propuesto difusión simple, fusión 

de la membrana liposomal con la membrana celular o por endocitosis de los 

liposornas (Torchilin, 2005). 

3.4.5. TOXICIDAD 

Los liposomas no son considerados tóxicos a menos que se administren en 

dosis extremadamente altas y de manera repetida, en las cuales se han visto 

efectos adversos principalmente en el sistema retículo endotelial (SRE) como 

hepatomegalia, esplenomegalia y granulomas. Algunos estudios han demostrado 

que aumentando las dosis de fosfolipidos puede llegar a depletar la concentración 

plasmática de diversas proteínas. Aunque no se han identificado estas proteínas ni 

su significancia biológica, puede esperarse que este cambio ocasione alteraciones 

en la horneoslasis (Drurnmond, 1999). 
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En el presente trabajo se planteó la encapsulación de cisplatino en 

liposomas pegilados, a continuación se describe brevemente este fármaco. 

3.5. MONOGRAFíA DEL CISPLATINO 

El cisplatino o cis-diaminodidoro-platino( lI) fue sintetizado por primera vez 

por M. Peyrone en 1847 y formó parte de la teoría de coordinación de A1fred 

Werner en 1893. Fue hasta 1965 que Barnett Rosenberg et al. descubrieron la 

actividad ci totóxica al estar trabajando con electrodos de plati no en cultivos de E. 

eoli. Tres años más tarde y después de real izar extensos estudios en cepas 

bacterianas el compuesto fue probado en animales obteniéndose resultados 

exitosos; en 1971 se realizaron los primeros estudios en pacientes y finalmente es 

aprobado en 1978 por la FDA para su uso cllnico (Kelland, 2007). Actualmente el 

cisplatino es uno de los agentes anUtumorales más usado y más efectivo en el 

tratamiento de neoplasias epiteliales tales como pulmón, cabeza y cuello, ovario, 

vejiga, testículo y cérvico-uterino. 

3.5.1. ESTRUCTURA QUIMICA 

La molécula se compone de un átomo central de platino unido a dos grupos 

amino y dos grupos cloruro dispuestos en configuración cis. Se ha demostrado 

que el trans-diaminodicloro-platino (11) carece de acti vidad cilotÓxica. 

3.5.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS 

El cisplaUno es un polvo cristalino fino de un color amarillo anaranjado. Su 

peso molecular es de 300.97g/mol. Es poco soluble en agua, moderadamente 

soluble en dimetilformamida y prácticamente insoluble en alcohol . Se descompone 

con ennegrecimiento a 270°C y se conserva en envases cerrados herméticamente 

y prolegidos de la luz. 
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3.5.3. MECANISMO DE ACCiÓN 

El mecanismo de acción de cisplatino aún no está completamente elucidado 

pero se cree que principalmente se lleva a cabo mediante reacciones de hidrólisis 

en donde los grupos cloruro son reemplazados por moléculas de agua, dando a la 

molécula una carga positiva. Las moléculas hidratadas son las especies activas 

que interactúan con la molécula de AON en el núdeo, inhibiendo la replicación, 

transcripción y otras funciones nucleares deteniendo la proliferación celular y por 

ende el creamiento del tumor (Boulikas, 2003). 

El cisplatino reacciona con los sitios nucleofilicos del AON formando 

aductos y entrecruzamientos en su estructura . Los productos principales son los 

entrecruzamientos entre las dos cadenas del AON o bien en puntos adyacentes 

dentro de una misma cadena; además puede formar monoaductos conservando 

un grupo reactivo libre para interaccionar con otra molécula y también puede 

formar monoaductos al estar unido a otra proteína o molécula pequeña, tal como 

el glutatión . En el Esquema 10 se resumen las posibles formas de interacción del 

cisplatino con el ADN . 

3.5.4. APLICACIONES Y POSOLOGíA 

Se emplea en casi todas las dases de tumores sólidos y linfomas. La FDA 

lo ha aprobado contra los cánceres de testfculo y ovario y para el carcinoma de 

células de transición. 

Se puede administrar de una sola vez en infusión Lv. o diariamente en 

infusión Lv. durante varios días cada ciclo. Las dosis repartidas en días se toleran 

mejor. La dosis total por ciclo oscila entre 80 y 160mg/m2. También se puede 

emplear la infusión continua (Abelorr, 2005). 
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Para el tratamiento de cáncer de ovario se uti lizan dosis de 100-200mgJm2 

de cisplatino por via intraperitoneal . 

Esquema 10. Mecanismo de acción de cisplatino. Se muestran los principales tipos de 

interacciones entre el clsplatino y el ADN (Boulikas, 2007). 

3.5.5. FARMACOCINÉTICA 

El cisplatino tiene una mala biodisponibil idad por via oral por lo que casi 

siempre se administra por vía intravenosa . Después de la administración i.v. el 

cisplatino se distribuye rápidamente en los tejidos (f ,n inferior a 1 h); después de 

este lapso disminuyen las concentraciones del fármaco lentamente (t1/2 de 60-90h) 

por su retención en los tejidos. 

Más del 90% del cisplatino en la sangre está ligado en forma covalente a 

proteínas plasmáticas. En riñones, hígado, intestino y testículos, se detectan 

concentraciones altas de cisplatino, pero es poca su penetración en sistema 
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nervioso central. Su principal vía de eliminación es por los riñones y es mínima su 

excreción por bilis e intestinos. 

3.5.6. TOXICIDAD 

El uso dínico continuo del cisplatino se ha visto impedido por la severa 

toxicidad que presenta, principalmente a nivel renal , gastrointestinal, neurológico y 

61ico (Zamboni, 2004). El cisplatino también ha presentado mielosupresión leve o 

moderada y son frecuentes las perturbaciones electrolíticas. 

La nefrotoxicidad se ha disminuido en los últimos años mediante la hidratación ~ 

y diuresis de los pacientes. La ototoxicidad, sin embargo no se disminuye con 

estas técnicas. Se presenta generalmente con tinnitus y pérdida de la audición en 

la gama de altas frecuencias, tiende a ser más frecuente y grave con dosis 

repetidas y puede ser más intensa en niños. 

3.5.7. RESISTENCIA 

Además del AON, moléculas pequeñas como aminoácidos, péptidos y 

proteínas como las metalotioneínas y el glutatión están muy involucradas en el 
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metabolismo del cisplatino. Todos los complejos de platino tienen una gran , 

afinidad hacia el residuo de cisteína del glutatión (Boulikas. 2003). 

Las células cancerosas poseen diferentes niveles de glutatión y de 

metalotioneína los cuales disminuyen la concentración de las especies de platino a 

nivel intra e intercelular, previniendo así que se unan al ADN. En algunas líneas 

celulares se han encontrado elevados niveles de glutatión desarrollados como 

mecanismo de resistencia a este tipo de compuestos. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El cáncer es un grave problema de salud pública a nivel mundial , 

especialmente para los países en desarrollo, debido a la gran incidencia de casos 

y las pocas opciones terapéuticas disponibles para la mayor parte de los 

pacientes. Por lo tanto, el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que 

permitan mejorar el tratamiento y la calidad de vida de las personas que padecen 

esta enfermedad es muy importante. 

El cisplatino es un fármaco muy eficaz en el tratamiento de diversos tipos 

de neoplasias. Sin embargo, su falta de especificidad ocasiona severos efectos 

tóxicos en tejido sano, principalmente a nivel renal. Esta toxicidad se ha intentado 

reducir mediante distintos métodos, uno de los más prometedores es la 

encapsulación del cisplatino en vectores como nanocápsulas y liposomas. 

Hasta ahora no se cuenta con ninguna formulación liposomal de cisplatino 

disponible comercialmente, pero los estudios en fases preclinica y dínica de 

algunas formulaciones han mostrado resultados prometedores. En este contexto, 

en el presente trabajo se planteó desarrollar una formulación liposomal de 

cisplatino que pueda utilizarse en un futuro como alternativa terapéutica en el 

Instituto Nacional de Cancerología de la Ciudad de México. 

5. HIPOTESIS 

La administración de una formulación liposomal de cisplatino en ratas Wistar 

mejorará la biodisponibilidad del fármaco y disminuirá la toxicidad renal, en 

comparación con la administración de la formulación convencional de cisplatino. 
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6. OBJETIVOS 

6.1 . GENERAL: 

Elaborar una formulación liposomal de ds-diaminodidoroplatino (II) y evaluar la 

farmacocinética plasmática así como el daño renal producido tras la 

administración en ratas Wistar sanas; comparándola con la formulación 

convencional . 

6.2. ESPECiFICOS: 

1. Elaborar y caracterizar fisicoquímicamente la formulación liposomal. 

2. Estandarizar y validar un método de cuantificación de cisplatino a partir 

de muestras liposomales ylo muestras plasmáticas. 

3. Evaluar los prindpales parámetros farmacocinéticos de la formulación 

tras la administradón intravenosa en animales de experimentación y 

comparar éstos con los de la formulación convencional. 

4. Determinar la nefrotoxicidad de la formulación liposomal y convencional 

de cisplalino. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1. REACTIVOS 

El cisplatino, doruro de niquel, cloruro de sodio, doruro de potasio, doruro 

férrico, tiocianato de amonio, heparina y dietilditiocarbamato sódico fueron 

obtenidos de Sigma-A l drich ~. El isofturano utilizado como anestésico se obtuvo de 

Bake ~. Los IIpidos HSPC y coleslerol se obtuvieron de Northern Lipids Inc. y el 

mPEG2000-DSPE se obtuvo de Avanti"' Polar Lipids Inc. 

Los solventes acetonitrilo y metanol de grado cromatográfico fueron 

obtenidos de J.T. Baker® y Fermont® respectivamente. El doroformo utilizado fue 

de grado reactivo y se obtuvo de HYCEL de México S.A. El agua de alta calidad 

empleada para la cromatografía y la preparación de soluciones se obtuvo a partir 

de un sistema Milli-Q Reagent Water (Millipore"¡. 

7.2. ANIMALES 

Se utilizaron ratas Wistar machos de un peso entre 200-300 g 

proporcionadas por el Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y 

Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ) de la Ciudad de México. 

El protocolo para el manejo y cuidado de los animales se realizó de acuerdo 

a los lineamientos establecidos por el National Institute of Health (NIH) y fue 

aprobado por el Comité de Ética del Instituto Nacional de Cancerología . 

7.3. ELABORACiÓN DE LlPOSOMAS CARGADOS CON CtSPLATINO 

Se probaron dos métodos diferentes para la encapsulación de cisplatino en 

liposornas, los cuales fueron el método de hidratación de lípides y el método 

de evaporación de fase reversa. 
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7.3.1. Método de rehidratación de lipidos 

Los Iiposomas se componen de HSPC, Colesterol, mPEG-DSPE y 0-

tocoferoL La proporción fármaco-fosfolípidos util izada fue de 1 :8 . 

Se pesan los lípidos y se disuelven en cloroformo. La solución se coloca en 

un rotavapor (Heidolph"l a 140 rpm y el solvente orgánico se evapora a 40 ' C por 

30 mino Posteriormente el matraz se coloca dentro de un desecador con llave de 

vacío durante 5 h. Para formar los liposomas, los lípidos se hidratan durante 30 

mi n con una solución de 3 mg/mL de cisplatino con 500 mM de NH4S04 en PBS 

manteniendo en agitación a 140rpm. Postriormente se agrega una solución de 

cisplatino de 3.5 mg/mL en PBS y se mantiene en agitación otros 30 min o 

El fármaco no encapsulado se elimina por medio de diálisis durante 72 h 

utilizando una membrana con un tamaño de poro de 3,500 Da (Spectra/Por" 3). 

Se usa PBS con 300 mM de sacarosa como medio de diálisis en proporción 20:1 

(vlv) con respecto al volumen de liposomas y cambiando el medio cada 24 h. 

Los liposomas se diluyen al doble, se colocan en un baño sonicador (MRC 

International) por 5 min a 40 ' C y se extruyen por fil tros de policarbonato de 400 

nm (2 veces), 200 nm (2 veces) y 100 nm (4 veces) a 65' C. Al terminar la 

extru sión se realiza una diáli sis más durante 72 h para eliminar el fármaco liberado 

durante el proceso. 

De esta metodología se probó una variante, la cual consistió en cambiar el 

PBS por solución salina inyectable como disolvente del cisplatino. 
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7 .3.2. Método de evaporación de fase reversa 

Los liposomas se componen de HSPC, Colesterol y mPEG2000DSPE. La 

proporción fármaco-fosfollpidos utilizada para éste método fue de 1 :12. 

Los lípidos se pesan y se disuelven en una mezcla de cloroformo-metano!. 

Por otra parte, se prepara una solución sobresaturada de dsplatino en agua 

destilada estéril y se mantiene a 65 "C con agitación magnética. Se mezclan las 

dos soluciones y se agitan para formar una emulsión , se transfiere la mezcla a un 

rotavapor y los solventes orgánicos se evaporan a 65°C y 140rpm durante 1 h. 

Los liposomas se dejan enfriar a temperatura ambiente, se diluyen al doble 

y se realiza una dfalisis durante 4h con agitación a temperatura ambiente. El 

medio de diálisis utilizado es NaCI 0.9% en propordón 20: 1 (v/v) con respecto al 

volumen de liposomas. 

Finalmente, se realiza una extrusión por filtros de pol icarbonato de 400nm 

(2 veces), 200nm (2 veces) y 100nm (4 veces) y se realiza una diálisis más 

durante 4 h para eliminar el fármaco liberado durante la extrusiÓn. 

De esta técnica se probaron dos variantes durante la mezcla de las soluciones: 

a) Agregando lentamente, por goteo, la solución de Ifpidos a la solución de 

cisplatino 

b) Agregando por goteo la solución de cisplatino a la solución de lípidos. 

Además se probó una tercera variante sustituyendo el proceso de extrusión por 

una sonicación: 

e) Se gotea la soludón de lípidos a la soludón de dsplatino y se somete la 

mezcla a sonicad6n durante el proceso de evaporadón de los solventes 

orgánicos. No se realiza el proceso de exlrusión. 
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7.4. CARACTERIZACiÓN FISICOQUiMICA DE LOS L1POSOMAS 

7.4.1. Medición del tamaño de partícula 

Se lleva a cabo mediante la técnica de dispersión dinámica de la luz a 90 0 

con un Zeta Sizer (90Plus, Brookhaven Instruments Corporation®). 

Para la lectura del estándar se lavan dos veces las celdas con una solución 

de KCI 10mM previamente filtrada; se llenan con 2mL de la misma solución y se 

colocan 5 IJL de estándar de microesferas de 90nm (Duke Scientific ~ \ se 

homogeniza y se coloca en el equipo. El tamaño de partlcula del estándar deberá 

ser entre 92 ± 3.7nm. La lectura de las muestras se realiza de la misma manera, 

colocando 5IJL de la muestra en lugar del estándar. 

Los parámetros utilizados para las lecturas son: temperatura de 25 oC, 

viscosidad de 0.890cP, indice de refracción de 1.33, un ángulo de 90 0 y una 

longitud de onda de 657nm. 

7.4.2. Medición del potencial de membrana (potencial zeta) 

El estándar se disuelve en 5mL de una solución de KCI 1 mM previamente 

fil trada hasta observar una coloración ténue. La celda se lava dos veces con esta 

solución y se llena con 1.8mL de la misma. Se introduce el electrodo en la celda 

cuidando que no quede ninguna burbuja, se conecta el electrodo al equipo 

(90Plus, Brookhaven Instruments Corporation®) y se realiza la lectura. El estándar 

debe dar una lectura de -53 ± 4mV. 
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Para la lectura de las muestras las celdas se lavan 2 veces con KCI 1 mM, 

se llenan oon 1.8mL de la misma y se agregan 10J..lL de liposomas. Se coloca el 

electrodo y se realiza la medición de la misma manera que el estándar. 

Los parámetros para la medición son: temperatura de 25°C, pH de 7.4, 

concentración de 1 mg/mL, constante dieléctrica de 78.54 y el tamaño de partícula 

correspondiente a cada muestra. 

7.4.3. Cuantificación de fosfolípidos 

La determinación de fosfoHpidos se basa en el método calorimétri co de 

Stewart, el cual permite medir concentraciones en un rango de 0.01 a 0.1mg. 

Para la curva patrón de fosfolipidos se prepara una solución stock de 

2mg/mL de HSPC en cloroformo. A partir de esta solución se prepara un stock de 

0.2 mg/mL de HSPC (dilución 1:10). De esta última solución se toman volúmenes 

de O a 300 ~L para preparar una curva patrón de 0.02 - 0.08 mg/mL. 

Se agitan los tubos durante 1 min y se centrifugan a 3,OOOrpml3min a 4°C. 

Se remueve la fase acuosa y la fase clorofórmica se lee a una longitud de onda de 

488nm en un espectrofotómetro (DU®530, Beckman Coulter™). 

Para las muestras se prepara una dilución 1 :10 y se toman 20J..lL los cuales 

se agitan en vórtex por 1 min para favorecer la ruptura de los liposomas. Se lleva a 

sequedad total con nitrógeno gaseoso y se agregan otros 15J..lL de agua 

desionizada. Se repite el proceso de secado, se resuspenden los IIpidos en 750J..lL 

de cloroformo y se agita en vórtex por 2min . 

Se agregan 750J..lL de ferrotiocianato de amonio, se agita en vórtex por 1 min 

y se centrifuga a 3000rpml3min/4· C. La fase acuosa es retirada y de la fase 
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clorofórmica se toman aproximadamente 700IJL los cuales se depositan en la 

celda de cuarzo para realizar la lectura. 

7.4.4. Cuantificación de fármaco encapsulado 

7.4.4.1. Preparación de las muestras 

Las muestras de liposomas (100¡JL) se extraen con acetonitrilo y se 

centrifugan a 10,OOOrpm por 10min a 4°C. El sobrenadante se lleva a sequedad 

bajo corriente de N2• El residuo se resuspende con solución salina inyectable y se 

agrega el estándar interno (NiCI, ). Se adiciona dieti lditiocarbamato sódico (DDTC) 

al 10% y la mezcla se incuba a 3rC en un termomezclador ( Ep pendo ~ ) . 

Posteriormente el cisplatino se extrae con cloroformo y se centri fugan a 10,000rpm 

por 10min a 4°C. Finalmente, la fase clorofórmica se inyectan en el equipo 

cromatográfico. 

7.4.4.2. Condiciones cromatográficas 

El equipo cromatográfico consiste de una bomba Modelo 650E (Waters TM) 

con detector de luz UV 486 (Waters TM). Se uti liza una columna de fase reversa 

Symmetry® C18 (3.9x150mm) de 5~m de tamaño de partícula (Waters™). La fase 

móvil utilizada es Agua-Metanol-Acetonitrilo (31 :31 :38) a un flujo de 1.6mUmin. La 

detección se realiza a 254nm y el volumen de inyección es de 20~L. 

7.4.4.3. Validación 

El método de extracción fue val idado utilizando los criterios establecidos en 

la NOM-177 -SSA 1-1998. Los criterios evaluados fueron la selectividad , linealidad , 

precisión, exactitud, porcentaje de recobro, limite de cuantificación y estabilidad . 
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Las curvas de calibración de cisplatino utilizadas abarcan un rango de O a 

1 O~g/mL y se construyen graficando la relación de la altura del pico de cisplatino 

entre la altura del pico del estandar interno (NiCb) en función de la concentración 

de cisplatino. 

7.5. FARMACOCINÉTlCA DE CISPLATINO LlPOSOMAL 

Doce horas antes del estudio se retira el alimento y se mantiene el agua ad 

libitum. El día del estudio los animales son anestesiados mediante un equipo de 

anestesia para roedores VAPOMATlC™. La arteria caudal y la vena yugular son 

canuladas utilizando tubo de poliestireno PE10 y PE50 (Stoelting Co.). 

Los animales se dividen en dos grupos con una n=6 en cada uno; al primer 

grupo se le administra una dosis de 6mg/kg de cisplatino en solución salina 

inyectable, mientras que el segundo grupo recibe una dosis equivalente de 

cisplatino liposomal. La administración se realiza por vla Lv. a través de la vena 

yugular. Los animales son inmovilizados en cilindros de acrílico y se procede a 

tomar muestras sanguineas (300~L) a los O. 5.15 y 30 minutos y 1, 2, 4, 6, 8, 24 Y 

48h a través de la arteria caudal. 

Las muestras de sangre se colectan en microtubos de 1.5mL (COSTAR®) 

heparinizados y se centri fugan a 10,OOOrpm por 10min a 4°C para separar el 

plasma . Los plasmas obtenidos se almacenan a _70°C hasta su análisis. 

Para el grupo de cisplatino convendonal se obtienen muestras de plasma 

ultrafiltrado mediante la centrifugadón del plasma a 10,OOOrpm durante 40min a 

4"C utilizando filtros de 30kDa (VIVASPIN"). 

7.5.1. Determinación de cisplatino en muestras plasmáticas 

Se realiza por cromatografía de líquidos de alta resoludón, siguiendo la 

metodología descrita anteriormente. 
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7.5.2. Análisis farmacocinético 

Los parámetros farmacocinéticos fueron calculados usando el software 

WINONlIN Prolessional V.2. Se utilizó un modelo de dos compartimentos para 

ajustar los datos. Se determinaron los siguientes parámetros: área bajo la curva 

(ABC), Concenlración máxima al tiempo cero (Cpo), depuración tolal (CD, volumen 

de distribución (Vd) Y las vidas medias de distribución y eliminación (t1l2a y t112f$ ). 

7.6. EVALUACiÓN DE DAÑO RENAL 

Se obtienen muestras sanguíneas de los animales por el plexo retroorbital a 

las O y 24h después de la administración de los tratamientos, se centrifugan a 

10,OOOrpm por 10min a 4°C para separar el plasma y se almacenan a _70°C hasta 

su análisis. De estas muestras se cuantifican la creatinina, urea y nitrógeno uréico 

en plasma (BU N). 

Además de lo anterior se recolectan las orinas de los animales a las O y 24h 

después del tratamiento. Se mide el volumen total de orina recolectado, se 

centrifuga a 3,OOOrpm por 5min a 4°C y se toman alícuotas de 1mllas cuales se 

almacenan a -70°C hasta su análisis. De estas muestras se determina la 

creatinina excretada. Para el cálculo de la depuración de creatinina (Ciar) se utiliza 

la siguiente fórmula: 

C/a = (Crajo, · FU) I Cr"" 

Donde: 

CrCJ'joa = Conc. de creatinina en orina 

F.U. = Flujo urinario (mUh) 

Crser = Conc. de creatinina en plasma \ 
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7.7. ANÁLISIS ESTADíSTICO 

Se realizó una prueba de t de Student con el objeti vo de determinar las 

posibles diferencias en los parámetros farmacocinéticos entre los dos grupos de 

animales de experimentación . 

Para los datos de daño renal se utilizó una prueba de Mann-Whitney para 

determinar diferencias estadlsticas entre los dos grupos de experimentación a las 

O y 24h después del Iratamiento. 
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8. RESULTADOS y DISCUSiÓN 

8.1. ELABORACiÓN DE LlPOSOMAS CARGADOS CON CISPLATINO 

8.1.1. Método de hidratación de lípidos 

Se prepararon dos lotes de liposomas uti lizando la técnica de hidratación de 

lípidos. El primer lote se preparó utilizando PBS con sacarosa como disolvente del 

cisplatino, mientras que para el segundo lote se utilizó solución salina como 

disolvente. Las concentraciones de cisplatino obtenidas en los lotes 1 y 2 fueron 

de 5.4 y 16.8 IJg/mL respectivamente. La diferencia de concentración entre estos 

dos lotes se pudiera explicar por el cambio de solvente ya que éste pudiera estar 

influyendo en la cantidad de fármaco que puede encapsularse en el 

compartimento acuoso delliposoma. 

Las bajas concentraciones de cisplatino obtenidas con este método pueden 

deberse al tipo de liposomas formados. La técnica de hidratación de lípidos 

favorece la producción de vesículas multilaminares (MLV) las cuales contienen un 

volumen relativamente pequeño de compartimento acuoso en comparación con 

los liposomas unilaminares (Torchilin. 2003). 

Además de lo anterior, es posible que durante el proceso de extrusión se 

esté liberando cierta cantidad de cisplatino encapsulado ya que se reduce aun 

más el espacio del compartimento acuoso. 

Con las concentraciones obtenidas por este método no fue posible realizar 

los estudios de farmacocinética plasmática, ya que la cantidad encapsulada no fue 

suficiente para administrar las dosis correspondientes, por lo que se decidió 

realizar la técnica de evaporación de fase reversa para lograr una mayor 

concentración del fármaco encapsulado. 
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8.1 .2. Método de evaporación de fase reversa 

Los lotes 3, 4 Y 5 fueron preparados mediante la técnica de evaporación de 

fase reversa, basándose en la técnica reportada por Mai et al. (2009), Con esta 

técnica se mejoró la encapsulación de cisplatino, lográndose concentraciones 

inidales de entre 200 y 600 ~ g / mL . Sin embargo se observó que después de 

realizar el proceso de extrusión la concentración disminuye entre un 70-90% en 

todos los casos. Estos resultados son distintos a lo reportado por Carvalho et al. 

(2007) en donde la extrusión no modifica la eficiencia de encapsulación inicial del 

cisplatino. Sin embargo, en diversos estudios se han reportado pérdidas de IIpidos 

durante este proceso de hasta un 15%, lo que podria significar una disminución en 

el número de liposomas formados y por lo tanto una pérdida del fármaco 

encapsulado (Torchilin, 2003). 

Una posible explicación para la pérdida de cisplatino pudiera ser la ruptura 

mecánica de los liposomas durante su paso por el equipo de extrusión . En este 

caso la presión y la temperatura utilizadas son factores muy importantes que 

deben ser controlados durante el proceso. 

La temperatura utilizada generalmente es de 5 a 10°C por arriba de la 

temperatura de transición de los fosfolípidos. En el caso particular del cisplatino es 

igualmente importante mantener la temperatura controlada ya que por su baja 

solubilidad generalmente se trabaja con soluciones sobresaturadas y cualquier 

cambio en la temperatura puede ocasionar la precipitación del fármaco. 

La presión es igualmente importante ya que si se aplican presiones muy 

altas se puede ocasionar precisamente la ruptura de los liposomas y la pérdida de 

IIpidos en el proceso. 

Para evitar la pérdida del cisplatino en el proceso de extrusión se 

prepararon tres lotes más (lotes 6, 7 Y 8) modificando la técnica de elaboración. 
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Esta modificación consistió en sonicar los liposomas durante la evaporación 

de los solventes orgánicos y omitir el proceso de extrusión. 

En estos tres últimos lotes de liposomas se logró una mejor encapsulación 

del cisplatino, obteniendo concentraciones finales de 0.9 a 1.4 mg/mL. A pesar de 

que no se realizó la extrusión, el tamaño de partícula de estos lotes no aumentó 

de manera significativa, manteniéndose entre los 100 y 150nm. 

Las concentraciones de estos últimos liposomas fueron adecuadas para 

poder realizar tos estudios de farmacocinética en animales de experimentación. En 

la Tabta 3 se resumen las concentraciones y las eficiencias de encapsuladón de 

tos lotes preparados. 

8.2. CARACTERIZACiÓN FISICOauíMICA DE LOS LlPOSOMAS 

Para tos lotes 1,2 Y 3, tos cuates presentaron concentraciones iniciales 

bajas de cisplatino, no se realizó la caracterización fisicoquímica de los mismos, 

debido a que con dichas concentraciones no era posible realizar el estudio 

farmacocinético. Para los lotes 4 y 5 se midió el tamaño de partícula antes y 

después del proceso de extrusión con la finalidad de establecer la influencia del 

tamaño del liposoma sobre el porcentaje encapsulado; sin embargo, como las 

concentraciones finales de cisplatino también resultaron bajas no se completó la 

caracterización de estos lotes. En los lotes 6, 7 Y 8, en los cuales la concentración 

encapsulada fue adecuada para llevar a cabo los estudios de farmacocinética, se 

realizó la caracterización fisicoquímica completa; los resultados se resumen en la 

Tabla 3. 

8.2.1. Tamaño de partícula 

Los lotes sometidos al proceso de extrusión presentaron tamanos de 

partícula finales entre 110 y 120nm con una distribución homogénea. Por otro 
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lado, los liposomas que se homogenizaron por sonicación en lugar de la extrusión 

presentaron tamaños de partícula muy simi lares de entre 130 y 150nm. 

Extensas investigaciones han demostrado que un tamaño entre 100-200nm 

favorece la acumulación de los liposomas en el tejido tumoral y la internalización 

en las células tumorales (Ramachandran, 2006). De igual manera se prolonga el 

tiempo de permanencia en circulación ya que el reconocimiento por las células 

fagociticas disminuye (Li, 2008). 

Tabla 3. Caracterización fisicoquímiCII de liposoma. de clsplatlno. S. muestran los valor .. de 
concentración de elsplatino, eficiencia de enCllp.ulacl6n (%EE), tamaño d. partícula, indice de 
polidlspersión (IP), potencial zeta y concentración de fosfollpldos. 

Cane. Tamaño de 
Potencial 

Conc. 
Lote Cisplatino %EE partícula IP 

Zeta Fosfolipidos 
("g/ml) (nm) (mg/ml) 

1 16.8 0.51 - - - -
2 5.4 0.16 - - - -
3 76.75 1.87 - - - -
4 88.35 2.15 117.5 0.045 

l unimodal ) - -
5 29.7 0.72 115.3 0.028 

Ibimodal\ - -
6 
7 1,1 92 .5 ± 185.5 29.08 ± 3.69 144.3 ± 6.9 0.122 ± 0.03 -39.86 ± 5.85 25.39 ± 4.06 

• • . . • • 
8 

• Valores promedio ± E.E. de las determinaciones de los lotes 6. 7 Y 8. 

8.2.2. Potencial de membrana (potencial zeta) 

El potencial zeta se determina como una medida de estabilidad de las 

suspensiones coloidales. Las partículas microscópicas como los liposomas 

presentan una carga eléctrica superficial. Estas cargas producen fuerzas de 

repulsión electrostáticas entre las partículas vecinas. Si la carga es lo 

suficientemente elevada, las partículas permanecen dispersas y en suspensión. 

Por el contrario, si estas cargas disminuyen las partículas tienen más posibilidades 

de colisionar, fusionarse y/o aglomerarse. 
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En el caso de los liposomas preparados, se lograron obtener valores de 

potencial zeta entre -30 y -50mV lo que indica que las suspensiones obtenidas 

presentan una estabilidad aceptable para este tipo de formulaciones (Zetasizer 

Nano Series User Manual, Malvern Instruments ~. 

8.2.3. Cuantificación de fosfolípidos 

Si bien la composición de los liposomas les confiere la propiedad de ser 

biocompatibles y biodegradables, la concentración de fosfolípidos en estas 

formulaciones es una de las determinaciones fundamentales y uno de los 

parámetros más importantes en su caracterización qulmica. 

Working et al. (1998) encontraron que los niveles séricos de colesterol se 

elevan consideradamente en simios. tras la administración de altas dosis de 

lípidos ya sea en liposomas con principio activo como en liposomas placebo. 

Además del aumento de colesterol sérico. en este mismo estudio se encontraron 

ligeros efectos tóxicos a nivel hematológico y gastrointestinal . 

Las dosis altas de lipidos pueden influenciar el tiempo de permanencia en 

circulación de los liposomas. Los mecanismos y sistemas por los cuales los 

liposomas son eliminados son saturables. La disminución en la capacidad 

fagocítica de los macr6fagos del sistema retículo-endotelial o la saturación de las 

opsoninas plasmáticas son los dos posibles mecanismos principales por los cuales 

la eliminación se ve retrasada (Drummond. 1999). 

Las concentraciones de fosfolipidos obtenidas en los lotes de liposomas 

preparados son del rango de los 20 a 30 mglmL. Considerando que el volumen 

sanguíneo de una rata Wistar sana es alrededor del 7-8% de su peso corporal 

(Lee. 1985), podemos esperar que con las dosis administradas se genere un 

aumento de 1 a 2 mg/dL en la concentración de fosfollpidos en plasma y un 

aumento similar en las concentraciones plasmáticas de colesterol. Consideramos 
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que este aumento no es significativo como para provocar alguna toxicidad ya que 

el organismo es capaz de revertir este aumento para regresar a los valores 

basales tras la administración de la formulación. Lo anterior se reflejó en la 

ausencia aparente de toxicidad en los animales tratados. 

8.2.4. Cuantificación de cisplatino 

Las concentraciones de dsplatino en los liposomas elaborados se han 

resumido en la Tabla 3. 

8.2.4.1. Validación del método cromatográfico para la cuantificación de cisplatino 

a partir de muestras liposomales y/o plasmáticas. 

El cisplatino presentó un tiempo de retención de 5.2min y el estándar 

interno (NiCI2) de 6.7min . El método cromatográfico demuestra una buena 

selectividad para la determinación de cisplatino, ya que no se presentan picos de 

interferencia a ninguno de estos tiempos como puede observarse en la Figura 1. 
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(a) (b) (e) 

Figura 1. Cromatogramas tfpicos obtenidos después de la inyección al sistema cromatográfico de 

(a) muestra de plasma blanco. (b) estándar de cisplatino de 5 ~glm L y (e) Cisplalino obtenido de 

una muestra plasmática de rata a las 24 h después de la administradón de 6mglkg de dsplatino 

liposomal. 
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Además, el método resultó ser lineal, predso y exacto en el rango de 

concentración de O a 10 ~ g / mL. Los parámetros prindpales de la validadón se 

resumen en las Tabla 4 y 5. 

Tabla 4. Parámetros de validación del método analítico. 

PARAMETRO VALOR 

? - 0.9962 

linealidad (?) m = 0.4365 

b = 0.0192 

Precisión intra-dla (C.V.) 

2 IJg/mL 12.9% 

41J9/mL 7% 

8 IJg/mL 2.1% 

Precisión Inter-dla (C.V.) 

2 IJg/mL 6.2% 

4IJg/mL 3.6% 

8 IJg/mL 5.6% 

Exactitud (Concentración) 

2 IJg/mL 2.09 "glmL 

4 1J9JmL 4.04 "glmL 

8 IJg/mL 7.79 "glmL 

Porcentaje de recobro 94.6:t 11 .39% 

Limite de cuantifi cación (C.V.) 

0.5 "g/mL 17.29 % 

Especificaciones segun la NOM-177 -SSA 1-2008 

, 
i os 
§ , 
l 

H 

i ~ 
" -. 2. -¡ - ,., .. • 

" • ! " < , , • , • " 

ESPECIFICACIONES 

< 15% 

< 15% 

< 15% 

< 15% 

< 15% 

< 15% 

1.7 - 2.3 "glmL 

3.4 - 4.6 "glmL 

6.6 - 9.2 "glmL 

< 20% 

" 
Figura 2. Curva de calibración de cisplatino. Los valores representan el promedio de cinco 

repeticiones:t E.E. 
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Tabla 5. Prueba de estabilidad de muestras plasmáticas. Los valores representan la altura 

del pico de clsplatlno entre la altura del estándar interno. 

CONCENTRACION RELACION DE ALTURAS 

FRESCO loiA 1 SEMANA lMES 

1 ~ g/m L 0.4569 0 .4980 0.4598 0.4535 

5 ~g /m L 2.3496 2.2790 2.0848 2.1787 

10 ~ g/ mL 4.2921 4.1943 4.7255 4.5240 

8.3. FARMACOCINÉTICA DE CISPLATINO LlPOSOMAL 

Las curvas de concentración plasmática de cisplatino vs tiempo obtenidas 

tras la administración de los tratamientos se muestran en la Figura 3. Las 

concentraciones plasmáticas de cisplatino convencional caen rápidamente durante 

las primeras dos horas después de las cuales es apenas detectable; estos 

resultados concuerdan con lo reportado en la literatura (Abeloff, 2005; Wang S, 

2003; Wang X, 2007). Por el contrario, en el grupo de osplatino liposomal las 

concentraciones plasmáticas caen lentamente y de manera sostenida, 

encontrándose valores altos induso 48h después de la administración. 

o. 
v 

100 

10 

1 

0.1 

O 10 20 30 40 SO 

TIempo Ih) 

Figura 3. Curvas de concentración plasmática de cisplatino vs tiempo obtenidas tras la 

administración i.v. de 6mglkg de cisplatino convencional (rojo) y cisplalino Uposomal (verde). Cada 

punto representa el promedio ± EE de seis animales. 

Q.F.S. Alfonso Toro C6rdova 47 



"Elaboración y caracterización farmacocinética de una formulación liposomal de clsplatlno" 

Los parámetros farmacocinéticos se ven modificados de manera 

significativa (Tabla 6). El Vd disminuye prácticamente a la mitad con la formulación 

liposomal lo cual nos indica que la distribución del cisplatino en los tejidos es 

menor que con el cisplatino libre y que mayor cantidad de fármaco está siendo 

retenida en el plasma. Con estos resultados podríamos esperar que la formulación 

presentara una menor toxicidad en tejidos sanos y una mayor acumulación en 

tejido tumeral. 

La el disminuyó casi 80 veces y el tIa aumenta entre 3 y 4 veces. Estos 

resultados nos permiten proponer que el recubrimiento de los liposomas con PEG 

confiere una protección adecuada contra el reconocimiento del sistema 

reticuloendotel ial y por lo tanto, retrasa en gran medida la remoción de los 

liposomas de la ci rculación sanguinea. 

A pesar de que la eliminación del cisplatino se vuelva más lenta, podríamos 

esperar que el fármaco que permanece en circulación no cause toxicidad ya que 

teóricamente la mayor parte del dsplatino se mantiene encapsulada dentro de los 

liposomas. 

Tabla 6. Parámetros fannacocinéticos de las dos fonnulaciones analizadas. los datos 

corresponden al promedio de 6 experimentos ± EE .• P<O .05 vs el grupo de cisplatino 

convencional. 

Parámetro Clsplatino convencional Clsplatlno Ilposomal 

Vd (mL/ kg) 311.26 ± 39.29 154.73 ± 21.7 * 
ABe (~g·h / mL·kg) 10.46 ± 2.57 749.42 ± 136.89' 

t lf2« (h) 0.16 ± 0.036 1.88 ± 0.16* 

t l/2 ~ (h) 9.41 ± 5.46 31.54 ± 5.97 * 

el" (~g/mL) 21.40 ± 3.59 44.26 ± 8.38 * 

el (mL/ h) 741.01 ± 151.25 9.29 ± 1.47 · 

Los resultados anteriores se ven reflejados en un aumento de casi 70 veces 

en el valor de ABC para la formulación liposomal por lo que la biodisponibilidad del 

cisplatino se está mejorando en gran medida. 
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Como se mencionó anteriormente, una de las limitantes del cisplatino es su 

baja biodisponibilidad, ya que se distribuye rápidamente en los tejidos y su alta 

unión a proteínas plasmáticas hace que la fracción disponible de fármaco para 

ejercer un efecto farmacológico en el tumor sea muy baja. En consecuencia, los 

tratamientos con cisplatino suelen generar gran toxicidad así como la aparición de 

resistencia farmacológica en algunos tumores. 

El aumento en la biodisponibilidad permite sugerir que la acumulación del 

cisplatino en el tumor será mayor con la administración de la formulación 

desarrollada en comparación con el cisplatino no encapsulado ya que los 

liposomas aprovechan las condiciones fisiológicas de un tumor, mencionadas con 

anterioridad , para acumularse preferencialmente en ese sitio. Por lo tanto se 

podría esperar una mayor eficacia as[ como la disminución en los efectos 

adversos. Un factor importante a considerar es el hecho de que la mayor parte del 

cisplatino permanezca dentro del liposoma; si bien los estudios de liberación del 

fármaco son importantes para predeci r con mayor certeza la toxicidad y el efecto 

fa rmacológico, la evaluación de estos parámetros nos indica de manera indirecta 

la permanencia del cisplatino dentro del liposoma. En el presente proyecto se 

evaluó la disminución de daño renal (ocasionado por la administración de 

cisplatino convencional, no-liposomal) con la aplicación del cisplatino liposomal . 

8.4. DAÑO RENAL 

Los valores plasmáticos de creatinina así como la depuración de creatinina 

son marcadores muy sensibles de daño renal. Al producirse una insuficiencia renal 

aguda los valores de creatinina en plasma pueden verse aumentados y la 

depuración de creatinina disminuye. En el caso de la urea y aUN plasmáticos, los 

valores plasmáticos también se muestran elevados en casos de daño renal . 

La administración de cisplatino convencional provocó un aumento 

significativo de todos los indicadores bioqu[micos de daño renal a las 24h después 
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de su administración. Por el contrario, la administración de cisplatino liposomal no 

mostró diferencias significativas en ninguno de estos valores (Figuras 4 y 5). 

Los resultados obtenidos son similares a lo reportado en la literatura 

(Working, 1998; Devarajan, 2004) en donde se ha encontrado una elevación de 

los niveles de creatinina plasmática y BUN con la administración de cisplatino 

libre. 
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Figura 4. Valores basales (verde) y 24h después de los tratamientos (azul) encontrados para 

creatinina plasmática y depuración de crealinina, en cada grupo de estudio. los resullados 

representan el promedio de 6 experimentos t EE • P < 0.05 vs valores basales del mismo grupo. 
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Fig. 5. Valores basales (verde) y a fas 24h posteriores al tratamiento (azul ) obtenidos para urea y 

nitrógeno urélco (BUN) en plasma. l os datos representan el promedio de 6 animales ± EE . 

• P < 0.05 vs valores basales del mismo grupo. 
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Estos resultados demuestran que a pesar de que el cisplalino permanece 

mucho más tiempo en circulación, se lograron prevenir los severos efectos tóxicos 

a nivel renal que causa el cisplatino libre. Esto posiblemente se deba que el 

fármaco permanece encapsulado dentro de los liposomas y se evita su interacción 

con los tejidos sanos. Sin embargo, es necesario comprobar dicha hipótesis en 

experimentos posteriores. 
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9. CONCLUSIONES 

Se desarrolló y estandarizó una metodología para la elaboración de una 

formulación de cisplatino liposomal por evaporación de fase reversa. Con esta 

metodologia se logró encapsular concentraciones de cisplatino similares a la 

concentración de la formulación convencional. 

La distribución del tamaño de partícula de los liposomas fue homogénea y 

se obtuvieron tamaños de partícula óptimos, por lo que se espera que los 

liposomas puedan ser extravasados a través de la fenestraciones que presenta el 

endotelio vascular de los tumores. Además, el potencial zeta obtenido le confiere a 

la formulación una estabilidad qulmica aceptable ya que se previene la 

precipitación y aglomeración de los liposomas. La concentración de fosfollpidos 

obtenida fue considerada como segura para la administración en animales ya que 

no se observó ningún efecto tóxico aparente por la administración de esta 

concentración de fosfolipidos. 

Se logró estandarizar y validar un método de cuantificación de cisplatino por 

Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución a partir de muestras liposomales y 

muestras plasmáticas. Esta metodologla permitió realizar la cuantificación de 

cisplatino en los estudios farmacocinéticos. 

Con la formulación liposomal se modificaron los parámetros 

farmacocinéticos del cisplatino de manera que su biodisponibilidad, dada por el 

área bajo la curva de concentración pasmática vs tiempo, aumentó casi 70 veces. 

Además se logró reducir su volumen de distribución y su velocidad de eliminación 

por lo que se espera que el dsplatino presente un mayor tiempo de contacto y una 

mayor acumulación en el sitio tumoral. 

A pesar de que el cisplatino permanece mucho más tiempo en circulación, 

se logró prevenir la nefrotoxiddad que causa el cisplatino libre (convencional). 
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10. PERSPECTIVAS 

Los resultados obtenidos permiten continuar con el desarrollo de ésta 

formu lación, realizando pruebas como el perfil de liberación del cisplatino, as! 

como de eficacia in vitro e in vrvo, pruebas de biodistribución en órganos y en 

tejido tumoral, entre otras. Además, permiten plantear nuevos proyectos como la 

elaboración de inmunoliposomas para lograr una terapia de cisplatino aun más 

selectiva, así como también encapsular radionúdidos que permitan la 

administración conjunta de quimio-radioterapia entre otros. 
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12. ANEXOS 

Anexo 1. Prueba de endotoxinas bacterianas realizada a los liposomas antes 

de su administración en ratas. 
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Anexo 2. Poster, constancia y reconocimientos de la presentación del 

trabajo en el XLII Congreso Nacional de Ciencias Farmacéuticas. 
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Resulbdos 
El método affillitlCo fue lineal lr ~ s 0.9989) en el 
rango de coocentraclOfleS de 0.s-10¡.t¡/ml. los 
coeficientes de variabilidad intra-dia e inter ·día 
fueron de 4.5 V 9.7 respectivamente V el porcentaje 
de recobro fue del 94.6 ± 11.39%. las muestras 
plasmátICas almacenadas a -7r1'C permanecieron 
estables hasta por lo menos "" mes. 
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Conclusiones 
El metodo analítico descrito resultó adecuado par. 
la cuantificación de cisplatino liposomal en muest ras 
plasmáticas. 
la 60 del cisplatino aumenta al administrar el 
fármaco encapsulado en IlposomillS compaooa coo 
la obtenidil administrando el f;irmacocoovenciol'lal. 
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