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RESUMEN

En el presente trabajo se muestran los resultados de la elaboracion y
caracterizacion farmacocinética de un nanosistema liposomal pegilado de
cisptatino en ratas. La formulacion desarrollada presenté eficiencias de
encapsulacién de cisplatino de alrededor del 30%, con lo que s€ logré obtener una
concentracion de encapsulacion del farmaco simitar a la de la formulacién
convencional. Las caracteristicas fisicoquimicas, como el tamano de particula,
potencial zeta y concentracién de fosfolipidos le confieren a la formulacidon una
estabilidad quimica aceptable y la hacen segura para su administracion en

animales de experimentacion.

Con esta formulacion se logré mejorar la farmacocinética del cisplatino, el
cual se distingue por una distribucidn alta en tejidos, una biodisponibilidad baja y
una rapida eliminacion. Al ser encapsulado el cisplatino en liposomas, su volumen
de distribucién disminuyé a la mitad y la depuracion se hizo 75 veces mas lenta;
esto se refleja en un aumento de casi 70 veces en el area bajo |a curva que indica
un aumento de la biodisponibilidad del farmaco y una disminucion de su

eliminacion.

A pesar de una mayor permanencia del cisplatino en circulacion, no se
observd ninguna modificacion significativa en los principales marcadores
bioquimicos utilizados para evaluar toxicidad renal. Esto indica que la formulacion
liposomal logré prevenir la nefrotoxicidad producida por el cisplatino cuando se

administra de manera convencional.

.. |
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ABREVIATURAS

ABC = Area Bajo la Curva.

ADN = Acido desoxirribonucléico
ARN = Acido ribonucléico

BUN = Nitrogeno uréico en plasma

C! = Depuracién

Cmax = Concentracién maxima
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FDA = Food and Drug Administration of the United States of America
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LUV = Liposomas unilaminares grandes
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MPEG2000-DSPE = Diestearoil-fosfatiditetanolamina conjugado con polietilenglicol
MVV
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SRE

SUV = Liposomas unilaminares pequenos

Liposomas multivesiculares

Polietilenglicol

Sistema Reticuloendotelial

Lty = tiempo de vida media.
fmax = tiempo maximo
WHO = World Health Organization.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad caracterizada por la pérdida de los
mecanismos de control que gobiernan la proliferacion y diferenciacion celular.
Tales células proliferan excesivamente y forman tumores localizados que
comprimen o invaden las estructuras normales adyacentes. Sotamente una tercera
parte de los pacientes son tratados con cirugia cuando el tumor no ha tenido
metastasis. No obstante, 1a micrometéstasis temprana es una caracteristica de las
neoplasias malignas, lo que indica que se requerira de un méetodo sistémico como

la guimioterapia para el control efectivo del cancer.

Los farmacos antineoplasicos idoneos podrian erradicar y causar la muerte
de las ceélulas cancerosas sin poner en riesgo los tejidos normales,;
desafortunadamente, hoy en dia no se dispone de agentes que reunan estos
criterios y el uso clinico requiere una evaluacion de los bheneficios frente a su
toxicidad para establecer un indice terapéutico favorable. Las dificultades para
desarrollar farmacos con las caracteristicas 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 disefo y efaboracidén
de vectores de farmacos ofrece la posibilidad de mejorar el transporte y la
liberacién de los principios activos, depositandolos preferencialmente en el sitio de
accién, reduciendo su toxicidad en tejidos y maximizando el efecto terapéutico en

el sitio deseado.

Los liposomas han sido investigados como vectores de farmacos desde su
descubrimiento en 1965 por Bangham et al. Son estructuras sintéticas de tipo
celular formadas por fosfolipidos, que son los blogues de construccidn molecular
basica de las membranas celulares. En los ultimos quince afios, numerosas
formulaciones liposomales de farmacos han sido desarrolladas y aprobadas para
su uso clinico por la Food and Drug Administration (FDA) en los Estados Unidos y

por otros organismos de regulacién en paises europeos. El gjemplo mas claro es

Q.F.B. Alfonso Toro Cérdova 1
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el caso de Caelyx®, una formulacién lippsomal de doxorrubicina utilizada en el
tratamiento del cancer de mama y de ovario metastasicos. En la Tabla 1 se

resumen algunos de los farmacos liposomales comerciales o bajo investigacion
ctinica.

Tabla 1.- Formulaciones liposomales aprobadas o bajo investigacion clinica hasta el 2006,

Molécula terapéutica Nombre comercial Indicaciones

Daunorrubicina DaunoXome Sarcoma de Kaposi
Doxorrubicina Myocet Cancer da mama recurrente
Doxorrubicina/Liposomas Doxil/Caelyx Sarcoma de Kaposi, cancer de ovario y
pegilados cancer de mama recurrente
Anfotencina B AmBisome Infecciones por hongos
Citarabina DepoCyt Meningitis linfomatosa
Camptotecina S-CKDg02 * Diversos tipos de cancer
Vinciristina Margibo *** Linfoma no-MHodgkin
Lurtctecan osl-211 ™ Cancer de ovario, cancer de cabeza y
cuello
Irinotecan LE-SN38 * Cancer avanzado
Nistatina Nyotran *** Antifangico topico
Acido trans-retindico Atragen ** Leucemia promielocitica aguda, linfoma no-
Hedgkin, carcinoma de células renales,
sarcoma de Kaposi
Cisplatine Lipoplatin™ *** Diversos tipo de cancer
SPIQ7T = Cancer de cabeza y cuelle, cancer de
pulmén
Annamicina Annamycin ** Tumaores resistentes a doxorrubicing
Paclitaxel MBT-0206 * Cancer de mama, antiangiogénico
Paclitaxel LEP-ETU * Cancer de mama, puimén y ovario
Mitoxantrona LEM-ETU * Leucemia, cancer de mama, estdomago,

higado y ovario

* Formulaciones en estudios de fase clinica 1, ** Formulaciones en estudios de fase clinica 2, ***
Formulaciones en estudios de fase clinica 3 (Immordino, 2006).

e e T - 1
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2, ANTECEDENTES

La utilizacién de liposomas como sistemas de transporte de farmacos ha
cobrado gran interés por la versatilidad de estos sistemas. La posibilidad de
encapsular tanto moléculas hidrosolubles como liposolubles los han hecho ideales
para fransportar simultaneamente dos o mas farmacos, proteinas, inhibidores

selectivos y radionuclidos entre otros.

Se ha demostrado gue la farmacocinética del farmaco encapsulado en
formulaciones liposomales es totalmente distinta a la del farmaco convencional. En
el caso particular de un tumor, los liposomas son capaces de acumularse en el
tejido tumoral por las caracteristicas fisioldgicas que éste presenta, lo cual se
refleja en una mayor eficacia de los antineoplésicos encapsulados. Un ejemplo de
lo anterior es el caso de la encapsulacion de doxorrubicina, un agente citotdxico
utilizado en ef tratamiento de diversos tipos de cancer incluido el cancer de mama
metastasico; desafortunadamente, la doxorrubicina convencional presenta con
frecuencia cardiotoxicidad. Cuando se administra la doxorrubicina encapsulada en
liposomas la concentracion del farmaco en el tejido tumoral aumenta de manera
significativa mientras que !a concentracion en el tejido cardiaco disminuye,

reduciendo asi los efectos toxicos (Yokoe, 2008).

La mayoria de los agentes antineoplasicos administrados por via
intravenosa presentan un volumen de distribucidn amplio, el resultado es un indice
terapéutico pequeno por la gran posibilidad de causar toxicidad en tejido sano
(Uhumwangho, 2005).

Mediante la encapsulacion de los farmacos en lipopsemas el volumen de
distribucion se reduce significativamente y su concentracién plasmatica se
incrementa, ya que los liposomas no se unen a proteinas plasmaticas. Lo anterior
da como resultado una mayor permanencia del farmaco en circulacion y por lo

tanto una mejor biodisponibilidad del mismo.

Q.F.B. Alfonso Toro Cérdova 3
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El mejor ejemplo de formulaciones liposomales en oncologia es Caelyx®,
una formulacién comercial de doxorrubicina liposomal pegilada, la cual ha
dgemostrado tener una tiempo de vida media (t») 4 a 5 veces mayor que ia
doxorrubicina convencional o no encapsulada; asimismo la depuracion (Cf)
disminuye hasta 560 veces y el area bajo la curva (ABC) aumenta entre 250 y 600
veces con respecto a la doxorrubicina convencional a la misma dosis (Drummond,

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

esquema 1.
100
= | iposomas estabilizados
80 estencamente
’ ® Liposomas convenaonales
3 a Farmaco hbre
=
T 60 -
g
2 %
o 401
“i Yo \
20 sgf~amee SN
L I T
0 +— g : , : —

Tiempo (horas)
Esquema 1. Farmacocinética comparativa de doxorrubicina libre (morado), doxorrubicina
encapsulada en liposomas convenionales (azul) y doxorrubicina encapsulada en liposomas
pegilados (Specialty Care, CAELYX® Namero 4; 2009)

Por otra parte, el cisplatino es uno de los farmacos mas eficaces para el
tratamiento de diversos tipos de cancer (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

clinica.

Diversos estudios se han enfocado en disminuir la toxicidad de este
compuesto. El desarrolio de nuevos analogos de platino, modificando los grupos
salientes (CI) por otros menos labiles ha buscado disminuir la toxicidad. El

carboplatino es un analogo de platino de segunda generacion 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 generacidén, ha sido
aprobado para el tratamiento del cancer colorrectal; aunque presenta un espectro
de actividad, mecanismo de accion y resistencia que son diferentes al del
cisplatino y carboplatino {(Wang, 2007). En el Esquema 2 se muestran las

estructuras quimicas de estos compuestos.

/\lllu
> <m. | d \m Oj:qpl Nl

Cisplatine Carboplatin Unalipla oo

Esquema 2. Estructuras quimicas del cisplatino, carboplatino y oxaliplatino. El carboplatino
presenta un grupo ciclobutanodicarboxilato que reemplaza los grupos cloruro. El oxaliplatino
presenta un grupo diaminociclohexane como sustituyente de les dos grupos amine (Wang, 2007).

Ademas del desarrollo de estos analogos, ofra estrategia para disminuir la
toxicidad sistémica del cisplatino es la encapsulacion en un sistema liposomal.
No existe actualmente ninguna formulacién liposomal de cisplatino en el mercado
aunque hay diversos grupos de investigacion trabajando en ello. Por lo tanto, la
finalidad de este trabajo fue elaborar una formulacion liposomal de cisplatino
propia capaz de modificar la farmacocingtica del principio activo y reducir la

toxicidad presentada por {a formulacién convencional.

Los resultados aqui presentados son el logro del trabajo conjunto realizado
por el Laboratorio de Farmacologia del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan)
y del Laboratorio de Fisica Médica de la Unidad de Investigacién Biomédica en
Cancer INCan-UNAM.

. ]
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3. MARCO TEORICO
3.1. CANCER

El cancer constituye un grupo de enfermedades crénico degenerativas que
se define como la proliferacion anormal y descontrolada de las células de un tejido
u o6rgano; también se le conoce como neoplasia (del griego “nuevo crecimienta™).
Estas células pueden proliferar hasta formar masas denominadas tumores. La
mayoria de las neoplasias malignas muestran capacidad para invadir estructuras
vecinas y la capacidad para diseminarse a través del sistema linfatico y la sangre
hacia otros arganos. E! cancer en la actualidad es una de las primeras causas de
mortalidad y representa un serio problema de salud publica. A nivel mundial se
estimaron 12.4 miliones de casos de cancer en 2008 y 7.6 millones de muertes a
causa de esta enfermedad en el mismo afio (WHO, 2008). En el ambitc nacional,
para el 2008 ef cancer representd 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 cancer en ambos sexos se resumen en ef Esquema 3.

TUMORES MALIGNOS
. 128 Tr3quea, bronqulosy pulmé

Mama
Higado
BS Estdmago
59 Leucemias
14.8 Prdstata Cuello del iiteio
6.0 Colon, redtoy ano

Esquema 3. Distribucién porcentual de las defunciones por los principales tipos de tumores
malignos para cada sexo durante 2008 en México (INEGI, 2010},

e —
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El problema con més prevalencia en el tratamiento del cancer es la recidiva
y la metéastasis de las células cancerosas tras el tratamiento estandar con cirugia,
radioterapia y/o quimioterapia. Este problema se agrava por la presencia de
quimiorresistencia de los tumores, la toxicidad de los regimenes de quimioterapia
actuales y la ineficiencia de los tratamientos especialmente en los estadios

avanzados de la enfermedad.

3.2. TRATAMIENTO DEL CANCER

El tratamiento del cancer depende principaimente del tipo de tumor del que
se trate. En la clinica, el grado y el estadio del tumor son factores importantes que
influyen en la eleccion de un tratamiento. El sistema mas utilizado para determinar
el grado de la enfermedad es el TNM, establecido por la Union Internacional
contra el Cancer (UICC), el cual esta basado en la extensién del tumor primario
(T), la ausencia o presencia de metastasis en noédulos linfaticos (N) y la ausencia o

presencia de metastasis distantes (M).

3.2.1. CIRUGIA

La cirugia es el tratamiento de eleccién en estadios tempranos del cancer.
Tiene como objetivo principal el remover el tumor primario y todas sus extensiones
en una sola operaciéon. Antes de optar por la cirugia es necesario hacer una
evaluacién pre-operativa del paciente y analizar los riesgos y beneficios de la

cirugia.

3.2.2. RADIOTERAPIA

Este tipo de tratamiento se basa en la interaccion del tumor con la radiacién
ionizante, la cual causa el dafio y la muerte de las células tumorales. La
radioterapia es ampliamente utilizada en estadios intermedios y avanzados de la

enfermedad (IB o IlA hasta IVB) y a menudo se utiliza en combinacién con la
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cirugia y la quimioterapia, por ejemplo en el tratamiento del cancer de mama en

estadios tempranos.

3.2.3. QUIMIOTERAPIA

Los procesos de metastasis muchas veces cofocan a la enfermedad fuera
del alcance de la extirpacidon quirdrgica o de la ablacion local por medio de
radioterapia, siendo necesaria la quimioterapia, fa cual se define como la
aplicacion de farmacos citotoxicos que tienen como funcién el impedir (a
reproduccion de las células cancerosas. La quimioterapia se puede emplear de
diversas maneras en el tratamiento deif cancer.

Quimioterapia adyuvante: Se utifiza en pacientes que siguen teniendo un
gran riesgo de recidiva después de la extirpacion del tumor primario y en los que
se han eliminado todos los signos de cancer mediante la cirugia o se han tratado
de manera concluyente con las radiaciones.

Quimioterapia neocadyuvante: El tratamiento esta dirigido a la posibilidad de
que exista una enfermedad sistémica en pacientes con un proceso aparentemente
localizado. En este caso su administracion tiene lugar antes de realizar la
intervencion quirargica.

Tratamiento de la enfermedad avanzada y metastasica: Se utiliza cuando
han fracasado los métodos locales o para el tratamiento de pacientes que
presentan reincidencias y metastasis de los tumores.

Poliquimioterapia: La administracion simultanea de varios farmacos
antineoplasicos. Es comunmente utilizada para evitar la aparicion de tumores

resistentes de algun fArmaco en particular,

Actuaimente existen mas de 100 agentes que se utilizan como farmacos
antineoplasicos y muchos mas que aun se estan investigando. La Organizacién
Mundial de la Salud {(WHQO), en el World Cancer Report del 2008, reportd los
principales agentes quimioterapéuticos utilizados en la clinica para el tratamiento

de esta enfermedad, los cuales se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Farmacos antineoplasicos mas comunaes en el uso clinico. (WHO, 2008).

Agentes Antibidticos | Antimetabolitos | Alcaloides de la Otros
Alguilantes citotéxicos y terapia vincay
relacionada etopédsido
Ciclofosfamida | Bleomicina Citarakina Vinblastina Asparaginasa
Clorambucito Doxorrubicina Flucrouracilo Vincristina Cisplatino y

otros analogos

de platino
Dactinomicina Mercaplopurina Etopdsido Dacarbazina
Daunorrubicina Metotrexate Procarbazina

Folinato de calcio

3.2.3.1. TOXICIDAD QUIMIOTERAPEUTICA

Uno de los principales problemas que presentan la mayoria de los farmacos
antineoplasicos es su poca o nula especificidad hacia las células tumorales.
Debido a ésto, el efecto citotéxico no solo afecta a las células cancerosas sino
también a las células normales, especialmente a las que tienen una tasa de
proliferacién rapida, afectando tejidos como la médula dsea, tracto gastrointestinal
y foliculos pilosos (WHO, 2008).

Ademas, los farmacos suelen causar toxicidad en 6rganos relacionados con
su metabolismo y eliminacion. Por ejemplo, las antraciclinas se acumulan en el
iejido cardiaco causando toxicidad en este drgano; el metotrexato y la
ciclofosfamida pueden causar fibrosis pulmonar y varios farmacos, como los
analogos de platino y los alcaloides de la vinca, causan toxicidad en los rifones

debido a que su eliminacion es principalmente por esta via.

Por esta razon, la blusqueda de nuevas alternativas terapéuticas capaces
de disminuir los efectos adversos y potenciar e efecto farmacologico ha sido

motivo de muchas investigaciones en los dltimos afos.

- —— —
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3.3. CONCEPTOS GENERALES DE FARMACOCINETICA

La farmacocingtica se define como el estudio del curso temporal de los
procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacidén de un farmaco. Un
principic fundamental de la farmacocinética es que existe una relacion entre la
respuesta farmacoldgica o téxica a un farmaco, y la concentracion de éste en su
sitio de accién. Generalmente no es posible hacer la cuantificacién directa en los
sitios de accian, sin embargo, es posible realizarla en sangre o plasma ya que es
un sitio de facil acceso. En casi todos los casos la concentracion de farmaco en la
circutacion sanguinea tiene una relacion directa con la concentracion en su sitio de
accion (Goodman & Gilman, 2005).

Los datos proporcionados por esta ciencia permiten modelar, analizar y
controlar las concentraciones plasmaticas de los farmacos vy, por lo tanto, poder
predecir la respuesta farmacoloégica que éste tendra (Rowland, 1995). En afios
recientes se ha utilizado extensamente esta informacién durante las diferentes

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

{Estudics PRUEBAS CLIKICAS HUBAHOS

|preciinlcos . . - ) -

- . Ensayey de Canacteristieay PR

Dyris-Respuests  Poblaclamales en
— 5
. 25D Escomeibn e C”? ﬂﬂ Estudlos néis qrandes Estudios da
P in viro dovis basadaen PN Eficatm Q ?b vigilangia
K inwive " -
o Sequildad [~ N P PK en Poblacionct peskcomercialimelbn
= -

Toxkidad b Especiales

Varfables tn

I
Pruehas en anmtu/‘] " Faszl > pacientss

Esquema 4. Aplicacidn de la farmacocinética (PK) en las distintas fases del desarrollo de farmacos.

Otras aplicaciones importantes de la farmacocinética son el disefio y
desarrollo de nuevas formas farmacéuticas, ios estudios de biodisponibilidad y
bioequivalencia de medicamentos y la seleccidn de dosis y vias de administracion

correctas en poblaciones especiales o patologias especificas (DiPiro, 2005).
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3.3.1. PARAMETROS FARMACOCINETICOS

La farmacocinética se vale de diversos parametros para explicar los
procesos que presenta el farmaco en el organismo. Entre los principales se
pueden mencionar el volumen de distribucioén (Vy), area bajo la curva (ABC), la
concentracion y tiempo maximos (Cmax Y fmax), €l tiempo de vida media {t;2)., v la

depuracion {(Cl). Algunos de estos parametros pueden observarse en el siguiente

esquema.
)
ks I
E |
C @ I
+Q
g¢ I
G .8 i
e Q |
3 |
o
\L 1 i A A U |
T I 1
o max 20 40 60 80
Tiempo (h}

Esquema 5. Curva de concentracién plasmatica vs tiempo tras ta administracion oral de un
farmaco. Se muestran la concentracidn maxima (Co.,), el tiempo maximo (¢} ¥ el area bajo la
curva {ABC). (Bauer, 2008).

Volumen de distribucion (V)

Et Vus es el volumen aparente en el cual se distribuye la dosis total del
farmaco administrado. Es un marcador del grado de distribucién del farmaco en el
organismo. Un valor grande en el volumen de distribucion indica que el farmaco se
distribuye ampliamente en los tejidos. Inversamente, un volumen de distribucion
pequeno indica una distribucién delimitada al volumen plasmatico. El volumen de
distribucién es util para estimar las concentraciones plasmaticas cuando se
administra una cantidad conocida de algun farmaco, o inversamente, estimar la
dosis requerida para alcanzar una concentracion deseada en plasma {Rowland,

1998) segun la siguiente formula:
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Vy=Dosis/ Cp®  Donde:

C;o0 = Concentracion plasmatica maxima a tiempo cero,

Biodisponibilidad y Area bajo la curva (ABC)

La biodisponibilidad se define como la fraccion de farmaco inalterado que
llega a la circulacién sistémica. Para los compuestos que siguen una
farmacocinética lineal, la biodisponibilidad generalmente se mide con el parametro
de ABC, la cual se determina matematicamente cuando se grafican ias
concentraciones plasmaticas con respecto al tiempo. El ABC es un parametra muy
importante en los estudios de bioequivalencia, los cuales son un requisito para la
elaboracion de medicamentos genéricos, el desarrollo de nuevos farmacos,
cambios o desarrollo de las formulaciones ¢ cuando se modifica el sitio o el
metodo de etaboraciéon (DiPiro, 2005).

Concentracion maxima (Cnay) y tiempo maximo (fmax)

Son valores que indican [a concentracion maxima alcanzada en circulacion
sanguinea y el tiempo necesario para llegar a esta concentracion, Para las
diferentes vias de administraciéon extravascular, son especialmente Utiles ya que

representan una aproximacion de la velocidad con la que el farmaco es absorbido.

Tiempo de vida media {t:;) y constante de eliminacién (k)

Son parametros que se relacionan con la velocidad de eliminacién del
farmaco. La vida media de eliminacion se define como el tiempo en que tarda la
concentracion serica del farmaco en decaer a la mitad. El inverso de este valor se
conoce como constante de eliminacion. La vida media y la constante de
eliminacion son consideradas como parametros dependientes ya que sus valores
dependen de la depuracion y del volumen de distribuciéon del farmaco. Un cambio
en estos dos parametros modificara los valores del tiempo de vida media vy ia

constante de eliminacion (Bauer, 2008).
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Depuracion (C/)

La depuracion se define como el volumen de plasma o sangre gue queda
completamente libre de farmaco por unidad de tiempo. Para la mayor parte de los
farmacos, la depuracidn es constante en el intervalo de concentraciones
piasmaticas encontradas en situaciones ctinicas, es decir, la eliminaciéon no es
saturable y la velocidad de eliminacidn del farmaco es directamente proporcional a
la concentracion. Esto se conoce como eliminacion de primer orden, Cuando la
depuracién es de primer orden, puede determinarse calculando el ABC usando la

siguiente formula:

ABC = Dosis / C!

Los farmacos pueden ser eliminados del organismo por mecanismos, vias y
organos diferentes incluyendo metabolismo hepatico y excrecion biliar y renal. La
depuracion fotal es [a suma de todos estos mecanismos de eliminacion (DiPiro,
2005).

Donde:
Cl{{ = Cl"lr + C-’m + C’Q.‘{g Cn"]" = DepUFaCién tOta|
Cl, = Depuracion renal

Cln

Clyra = Otros tipos de depuracion

Depuracion metabdlica

3.3.2. FACTORES QUE MODIFICAN LA FARMACOCINETICA

Absorcion

La absorcion se define como el paso del farmaco desde el sitio de
administracion hasta la circulacion general y esta condicionada por la via de
administracion, la naturaleza quimica del farmaco y factores fisiolégicos como el
pH. vaciado gastrico y motilidad gastrointestinal y la vascularizacion del sitio de
absorcion, Cualquier afteracion de estas condiciones fisioldgicas puede modificar
el grado de absorcion.
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Distribucién

Una vez que el farmaco alcanza la circulacién, se distribuye continuamente
en los tejidos y érganos hasta alcanzar un equilibrio entre las velocidades de
entrada y salida de farmaco. El Vy es el parametro que describe el grado de

distribucién de un farmaco.

Los factores que pueden modificar esta distribucién son:

- Naturaleza quimica del farmaco: La liposolubilidad condiciona el paso de
farmaco a través de las membranas bioldgicas.

- Caracteristicas del tejido u érgano: Para la mayoria de los farmacos la
distribucion en los drganos depende en gran medida del riego sanguineo vy
del volumen de éstos. Ademas de lo anterior, existen en el organismo
ciertas barreras fisiologicas que condicionan la llegada del farmaco a
algunos sitios. Por ejemplo, la barrera hematoencefalica limita la entrada de
los farmacos al sistema nervioso cenfral, especialmente de farmacos
altamente ionizados o de gran peso molecular.

- Patologias: En ciertas enfermedades el riego sanguineo el pH y/o la
fisiologia de ciertos organos se ve alterado, condicionando la entrada de
farmaco.

- Grado de union del farmaco a proteinas: Uno de los principales factores que
alteran la distribucién es (@ union a los tejidos o proteinas. Solamente la
fraccion del farmaco que no esta unida a proteinas es la que puede ejercer
un efecto farmacoldgico y la que puede difundirse fuera del plasma; sin
embargo, la unién a proteinas plasmaticas casi siempre es rapidamente
reversible por fo que la fraccion unida se considera una reserva movil del
farmace (Bauer, 2008}

Los farmacos acidos se unen predominantemente con la albumina, y los
alcalinos con la a-glucoproteina acida. lLLas concentraciones de estas proteinas
pueden verse modificadas en ciertas enfermedades o patologias (DiPiro, 2005).

Entre los factores que modifican la unién a proteinas estan la presencia de otros
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farmacos que compitan por esa unién y la modificacion en la concentracion de

estas proteinas.

Eliminacién

Los farmacos son eliminados del organismo por dos mecanismos
principales: el metabolismo y la excrecion. El metabolismo se define como la
biotransformacion quimica de los farmacos en moléculas (metabolitos)
generalmente inactivas y con mayor hidrosolubilidad, facilitando asi su excrecién
del organismo. El higado es el principal organo responsable de la actividad
metabdlica. Las reacciones de biotransformacién pueden clasificarse en dos tipos:

- Reacciones de Fase I Consisten en la introduccion o exposicion de un
grupo funcional en la molécula del farmaco para inactivarlo y hacerlo mas
hidrosoluble. Las reacciones mas comunes son las de oxidacién, reduccién
e hidrdlisis.

- Reacciones de Fase Il: Estas reacciones culminan en la formacién de un
enlace covalente entre un grupo funcional de la molécula de farmaco y una
molécuia enddogena como acido glucurénico, sulfato, glutation, acetato o
aminoacidos. Los compuestos formados suelen ser rapidamente excretados

en orina y heces.

LLos procesos de metabolismo pueden ser afectados por factores genéticos,
ambientales vy fisioldgicos como:

- Edad: El funcionamiento de los sistemas enzimaticos es muy diferente en
los extremos de la edad. Las poblaciones mas afectadas generaimente son
los neonatos v los ancianos, los cuales presentan una actividad metabolica
menor.

- Habitos sociales: El consumo de alcohol y tabaco pueden incrementar el
metabolismo hepatico de algunos farmacos por ta induccién de algunas
enzimas.

- Patologias: Las enfermedades que afectan al higado y/o modifican el riego

sanguineo afectan directamente la actividad enzimatica.
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- Genética: Los polimorfismos genéticos existentes en la poblacidn se ven
reflejados en una variabilidad de cada persona para metabolizar ios
farmacos.
- Interacciones medicamentosas: Existen compuestos que pueden inhibir o
incrementar la actividad de enzimas especificas, necesarias para el
metabolismo de otros farmacos, modificando la velocidad con la que éstos

se eliminan.

La excrecion es el proceso por el cual los farmacos son eliminados de los
tejidos y de la circulacion ya sea en su forma inalterada o como metabolitos. Los
organos mas importantes para la excrecion son los rifiones, aunque la excrecién
también puede llevarse a cabo por heces, bilis, sudor, aire expirado, leche
materna y liquido seminal entre otros (DiPiro, 2005). La eliminacion por via renal
comprende tres procesos: filtracion giomerular, secrecion tubular activa y

reabsorcion tubular pasiva.

Solamente las moléculas de bajo peso molecular pueden ser eliminadas por
filtracién, por lo que la fraccion de farmaco unido a proteinas, de pesos
moleculares altos, no se eliminan por este mecanismo. La secrecién activa se
lleva predominantemente en el tobulo proximal y es la encargada de fagilitar ia
excrecion del resto del farmaco. Aungque este transporte es activo carece de
especificidad y, por lo tanto, moléculas que sean transportadas por el mismo
sistema pueden presentar competitividad. Por Gltimo, las formas no ionizadas de
los farmacos pueden experimentar reabsorciéon pasiva a lo largo de toda la nefrona
asociada a la reabsorcion del agua filtrada en el glomérulo (Rowland, 1995). La

fraccién no ionizada puede variar si el pH urinario cambia.
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3.3.3. MODIFICACION DE LA FARMACOCINETICA EN CANCER

Los tumores sodlidos son estructuras parecidas a organos pero mas
heterogéneas y complejas. La matriz extracelular de fumor difiere notablemente en
cantidad y en composicidon con respecto a un tejido sano. Esta estructura y
composicién contribuyen a una presién intersticial elevada, lo que dificulta la

penetracion de los farmacos hacia el tejido.

La respuesta farmacolégica de! tumor es también influenciada directa e
indirectamente por fa vasculatura ya que los farmacos alcanzan el sitic de accion
por via sistémica. Los vasos sanguineos de los tumores se caracterizan por una
mayor dilataciéon, mayor cantidad de ramificaciones y por carecer de una
organizacion. Ademas, el endotelic vascular presenia fenestraciones, una
membprana basal discontinua, un flujo sanguineo desorganizadeo y variable y la
compresidon de los vasos sanguineos por las mismas ¢élulas tumorales. Todo esto
incrementa la resistencia al flujo sanguingo y provoca una distribucion de sangre
anormal. Como resultado de la disminucién de nutrientes, es comun encontrar
regiones en el tejido tumoral que presenten hipoxia y acidez y una actividad
metabdiica diferente. La llegada de farmaco a estos sitios se reduce debido a este

microambiente tumoral (Trédan, 2007).

Los farmacos convencionales ulilizados en oncologia estan 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
distribucion en tejidos sanos, limitan las dosis que pueden ser administradas a los

pacientes.

Es por lo anterior, que muchas investigaciones actuales estan enfocadas en
lograr que fa distribucién de los farmacos antineoplasicos sea mas selectiva por el
tejido tumora! y menor en los tejidos normales para lograr asi aumentar la eficacia

y disminuir los severos efectos adversos que éstos presentan.

... — —  — _____ __________________ ___  __ _  ___________________________ __._.]
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En este contexto, mediante la nanotecnologia se han podido desarrollar
nanosistemas capaces de funcionar como transportadores de moléculas
terapéuticas. Estos sistemas generalmente resultan de la incorporacidn fisica del
farmaco dentro de particulas tales como micro y nanoesferas, micelas poliméricas,
micelas inversas, eritrocitos, niosomas y liposomas. De la amplia gama que existe,

las nanoparticulas y los liposomas han sido los mas estudiados (Sinha, 2006).

3.4. LIPOSOMAS

Los liposomas se desarrollaron en los afos sesenta por Bangham et al.
Fueron definidas como vesiculas esféricas de tamafio nanometrico que se forman
cuando los fosfolipidos u ofros lipidos anfipaticos similares son hidratados o
expuestos a un ambiente acuoso (Uhumwangho, 2005). Se componen de un
nucleo acuoso contenido dentro de una o mas bicapas de fosfolipidos naturales o

sintéticos como se muestra en el siguiente esquema:

Bicapa
lipfdica

Esguema 8. Composicion basica de un liposoma convencional. Las cabezas polares de fosfato de
los fosfolipidos interactian con el medio acucso dentre y fuera de! liposoma mientras que las

cadenas hidrofdbicas interacttian entre ellas (imagen tomada de www.enciclopediasalud.com),

Una de las principales ventajas de estos sistemas con respecio a ofros
vectores es que pueden transportar tanto farmacos lipofilicos como hidrofilicos
debido a la naturaleza anfipatica de su membrana (Castro, 1999). Los farmacos
muy liposolubles son transportados casi completamente en la bicapa lipidica,
mientras que tos farmacos hidrosolubles se encapsulan dentro del nicleo acuoso.

. _ . . .
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Otra ventaja muy importante es que al estar compuestos de fosfolipidos
asemejan la composicion de la membrana celular, lo que los hace biocompatibles

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

3.4.1. CLASIFICACION

Los liposomas pueden ser clasificados por el nimero de bicapas lipidicas
que presenten y por su tamario final como se muestra en el Esquema 7-a. Los
liposomas unilaminares (LUV y SUV) presentan una sola bicapa y su tamano varia
entre 50 y 250nm, contienen un nacleo acuoso grande y son preferentemente
usados para transportar farmacos hidrosolubles. Los liposomas multilaminares
(MLV y MVWV) presentan varias bicapas y tienen diametros de 1 a 5 micras. El alto
contenido de lipidos favorece el transporte de farmacos liposolubles. Otro sistema
de clasificacién es en funcion del grado de modificacion 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 circulacion prolongada: También llamados liposomas stealth.
Presentan compuestos unidos en la membrana, generalmente polimeros
hidrofilicos como polietilenglicol (PEG), que permiten retrasar su eliminacion
del torrente sanguineo.

c) Inmunoliposomas: Contienen anticuerpos unidos en la supefficie,
adquiriendo mayor especificidad y favoreciendo su acumulacion en tejidos u
organos especificos.

d) Liposomas cationicos: Su membrana esta compuesta por fosfolipidos con
cargas positivas. Son especialmente favorables para el transporte de
material genético (ADN y ARN).

L __
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Convencionales

Catiénicos .
Clrculacidn

prolongada

imrmunoliposomas

(a) (b}

Esquema 7. Sistemas de clasificacién de liposomas. a) Por el nimero de bicapas lipidicas se
clasifican en vesiculas unilaminares pequefias (SUV), vesiculas unilaminares grandes {LUV) y
vesiculas multilaminares (MLV y MVV). b) Por su funcionalidad pueden clasificarse en liposomas

convencionales, liposomas de circulacion prolongada, imunoliposomas y liposomas catiénicos.

3.4.2. METODOS DE PREPARACION

a) Método convencional {hidratacién de lipidos)
Fue descrito por primera vez por Bangham et al en 1965 para obtener MLV's. En
el procedimiento los fosfolipidos son disueltos en un medio organico y depositados
como una pelicula delgada en el fondo de un recipiente mediante evaporacion del
solvente a presidn reducida. Posteriormente los lipidos son hidratados con una

solucién acuosa del fdrmaco, formandose |la estructura liposomal (Palma, 2004).

b} Método par solubilizacion y remocion de detergente
Este método es utilizado para producir liposomas del tipo LUV. El procedimiento
involucra la solubilizacion de los lipidos en una solucién acuosa de un detergente y
el farmaco a encapsular. Posteriormente el detergente se retira por dialisis o por
cromatografia en columna forméndose liposomas unilaminares de entre 80 y
200nm. Este método ha sido conveniente para la encapsulacién de proteinas de
importancia biomédica.
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]
¢) Método de evaporacion de fase reversa
Consiste en la adicion rapida de una solucién acuosa del farmaco a una solucién
organica de los fosfolipidos, con sonicacion simultanea. La emulsion formada es
transformada en un gel por evaporacion del solvente organico. El gel formado se
somete a agitacion vigorosa para transformarlo en un fluido. Con este método se
logran obtener vesiculas unilaminares de tamafios entre 0.1 y 1.0 micras {Szoka,
1978).

Técnicas de homogenizacion de tamano:;

a) Meétodo por sonicacion
Consiste en |la sonicacidn de los liposomas obtenidos con el método convencional.
El propdsito de la sonicacion es la obtencidn de liposomas unilaminares y de

menor tamafo.

by Metodo por extrusion
La extrusidn es otro método para transformar liposomas multilaminares a
unilaminares. Consiste en pasar las vesiculas de manera repetida por filtros de
policarbonato de tamafo de poro muy pequeno (0.05 - 0.5 micras) con presiones
altas (hasta 600-800psi). Ademas de disminuir el tamafo, la extrusion garantiza

una distribucion de tamafio homogénea.

3.4.3. BIODISTRIBUCION

Administrados de manera intravenosa, los liposomas convencionales son
reconocidos rapidamente por el sistema reticulo-endotelial {(SRE) y removidos de
la circulacion, acumulandose principalmente en érganos como higado y bazo
(Uhumwangho, 2005). Esto suele ser un problema para la administracién de los
fiposomas cuando los farmacos no van dirigidos contra este sistema. El primer
paso para el reconocimiento por el SRE es la opsonizacidn, es decir, la unidn de

proteinas séricas a la superficie del lipasoma (inmunoglobulinas, fibronectina, b-2-
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glicoproteina, proteina C reactiva y b-2-macroglobulina entre otras). Una vez
unidas, las células fagociticas (neutrofilos, monocitos y macréfagos) son capaces

de reconocer al liposoma retirandolo de fa circulacion sanguinea.

Ademas de lo anterior, los liposomas pueden interactuar con las
lipoproteinas HDL y LDL del plasma. Esto ocasiona una desestabilizacion de la

membrana y la rapida liberacion del principio activo encapsulado en el plasma.

Las propiedades fisicoquimicas de los liposomas tales como la carga neta
superficial, tamafio, fluidez y compactacidbn de la bicapa lipidica influyen
notablemente en su estabilidad y en ef tipo de protelnas que se unan a ellos.
Damen et al (2005) demostraron que la introduccién de colesterol en la membrana
del liposoma causaba una compactacién y una mayor rigidez en ella, reduciendo
la transferencia de los fosfolipidos a las HDL. Senior (1982) encontré que los
liposomas elabarados con fosfolipidos con cadenas saturadas son mas estables

que los que contienen fosfolipidos insaturados.

En general, los liposomas de mayor tamafio son eliminados de la
circutacion mas rapidamente que los liposomas pequefios. Asimismo los
liposomas que presentan carga superficial ya sea positiva o negativa, son

eliminades mas rapido que los liposomas con carga neutra (Alexis, 2008).
3.4.3.1. LIPOSOMAS DE CIRCULACION PROLONGADA (STEALTH)

Una de las estrategias mas exitosas para retardar la eliminacién de los
liposomas de la circulacién consiste en modificar [a membrana para hacerla mas
hidrofilica mediante la unidn de polimeros como el polietilenglicol (PEG). Estos
ultimos también son llamados liposomas steafth o estabilizados estéricamente
(Moghimi, 2003). EIl PEG ha sido incorporado en la membrana liposomal de
diferentes maneras pero la mas utilizada es mediante su unién a alguno de los

fosfolipidos que compone la bicapa come se ilustra en el Esquema 8.

- _ __ ___________ !
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Esquema 8. Polietiienglicol {PEG) conjugado con diestearoil-fosfatidiletanolamina.

El PEG es biocompatible, soluble en medios acuosos y organicos, carece
de toxicidad, presenta una muy baja inmunogenicidad y tiene una cinética de
eliminacion muy buena. Ademas, su peso molecular puede ser controlado para
propositos especificos y es mas barato y mas facil de conjugar con los lipidos
(Immordino, 2006).

El mecanismo por el cual el tiempo de circulacion de los liposomas se
alarga cuando se une PEG a la membrana ha sido muy discutido. El concepto
basico es que un polimero hidrofilico como el PEG causa un impedimento
estérico, ocupando el espacio adyacente a la superficie del liposoma. Por
consecuencia, el acceso y la unidn de las opsoninas plasmaticas se ve dificultado

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

3.4.4. LIBERACION DEL FARMACO

Los liposomas protegen a los farmacos de su degradacién en el organismo
ya que los fosfolipidos no son susceptibles a la degradacion enzimatica. Al
permanecer en circulacién por un tiempo considerablemente largo, 10s liposomas

son capaces de acumularse de manera pasiva en tejidos y érganos especificos.

La rapida vascularizacion necesaria para la sobrevivencia de un tejido
tumoral ocasiona que los vasos sanguineos formados tengan una estructura
defectucsa y permeable. La presencia de un endotelio vascular discontinuo facilita
la extravasasion de los liposomas hacia el espacio intersticial, fenbmeno que en

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

favorece {a acumulacion en este sitio (Esquema 9).

A

Esquema 9. Acumulacion preferencial de liposomas en un tumor. A, La compactacion de las
células endoteliales en un tejido normal previene la extravasacién de las particulas. B, La
vasculatura del tejido tumoral presenta una permeabilidad aumentada lo gue facilita el paso de los

liposomas y su acumulacién en el espacio intersticial.

Una vez en el espacio intersticial, el farmaco entra a las células por
diferentes mecanismos entre los cuales se han propuesto difusion simple, fusidn
de la membrana liposomal con la membrana celular o por endocitosis de los
liposomas (Torchilin, 2005).

3.4.5. TOXICIDAD

Los liposomas no son considerados toxicos 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 retficulo endotelial {SRE) como
hepatomegalia, esplenomegalia y granulomas. Algunos estudios han demostrado
que aumentando las dosis de fosfolipidos puede llegar a depletar la concentracion
plasmatica de diversas proteinas. Aungue no se han identificado estas proteinas ni
su significancia bioldgica, puede esperarse que este cambio ocasione alteraciones

en la homeostasis (Drummond, 1899).
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En el presente trabajo se planted la encapsulacién de cispiatino en

liposomas pegilados, a continuacion se describe brevemente este farmaco.

3.5. MONOGRAFIA DEL CISPLATINO

El cisplatino o cis-diaminodicloro-platino(ll) fue sintetizado por primera vez
por M. Peyrone en 1847 y formd parte de la teoria de coordinacion de Alfred
Werner en 1893. Fue hasta 1965 que Barnett Rosenberg et al. descubrieron la
actividad citotéxica al estar trabajando con electrodos de platino en cultivos de E.
coli. Tres afios mas tarde y después de realizar 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 clinico (Kelland, 2007). Actualmente el
cisplatino es uno de los agentes antitumorales mas usado y mas efectivo en el
tratamiento de neoplasias epiteliales tales como pulmdn, cabeza y cuello, ovario,

vejiga, testiculo y cérvica-uterino.

3.5.1. ESTRUCTURA QUIMICA

La molecula se compone de un atomo central de platino unido a dos grupos
amino y dos grupos cloruro dispuestos en configuracién cis. Se ha demostrado

que ¢l trans-diaminodicloro-platino (I1) carece de actividad citotoxica.

3.5.2. PROPIEDADES FiSICOQUIMICAS

El cisplatino 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 practicamente insoluble en alcohol. Se descompone
con ennegrecimiento a 270°C y se conserva en envases cerrados herméticamente
y protegidos de la luz.

_—eeeee—————e—e—e—e—e—e—e—~—~e ———-
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3.5.3. MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de accion de cisplatino aun no esta completamente elucidado
pero se cree que principalmente se lleva a cabo mediante reacciones de hidrdlisis
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 interactuan con la molécula de ADN en el nucleo, inhibiendo |a replicacién,
transcripcién y otras funciones nucleares deteniendo la proliferacion celular y por

ende el crecimiento del tumor (Boulikas, 2003).

El cisplatino reacciona con los sitios nucleofilicos del ADN formando
aductos y entrecruzamientos en su estructura. Los productos principales son los
entrecruzamientos entre las dos cadenas del ADN o bien en puntos adyacentes
dentro de una misma cadena; ademas puede formar monoaductos conservando
un grupo reactivo libre para interaccionar con otra molécula y también puede
formar monoaductos al estar unido a otra proteina o motécula pequena, tal como
el glutation. En el Esquema 10 se resumen las posibles formas de interaccion del
cisptatino con el ADN.

3.5.4. APLICACIONES Y POSOLOGIA

Se emplea en casi todas las clases de tumores sdélidos y linfomas. La FDA
lo ha aprobado contra los canceres de testiculo y ovario y para el carcinoma de

células de transicion.

Se puede administrar de una sola vez en infusion i.v. o diariamente en
infusion i.v. durante varios dias cada ciclo. Las dosis repartidas en dias se toleran
mejor. La dosis total por ciclo oscila entre 80 y 160mg/m? También se puede

emplear la infusion continua (Abeloff, 2005).
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Para el tratamiento de cancer de ovario se utilizan dosis de 100-200mg/m®

de cisplatino por via intraperitoneal.

Aductos = 3 Aductos DNA-
Intracatenaries Proteina
1,3-d(GXG)

2-10%

Esquema 10. Mecanismo de accién de cisplatino. Se muestran los principales tipos de
interacciones entre &t cisplatino y el ADN (Boulikas, 2007).

3.5.5. FARMACOCGCINETICA

El cisplatino tiene una mala biodisponibilidad por via oral por lo que casi
siempre se administra por via intravenosa. Después de la administraciéon i.v. el
cisplatino se distribuye rapidamente en los tejidos {¢,» inferior a 1h); después de
este lapso disminuyen las concentraciones del farmaco lentamente (#;,» de 60-90h)

por su retencion en los tejidos.

Mas del 90% del cisplatino en la sangre esta ligado en forma covalente a
proteinas plasmaticas. En rifones, higado, intestino y testiculos, se detectan

concentraciones altas de cisplatino, pero es poca su penetracion en sistema
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nervioso central. Su principal via de eliminacién es por los rifiones y es minima su

excrecion por bilis e intestinos.

3.5.6. TOXICIDAD

El uso clinico continuo del cisplatino se ha visto impedido por la severa
toxicidad que presenta, principalmente a nivel renal, gastrointestinal, neurolégico y
otico {Zamboni, 2004). El cisplatino también ha presentade mielosupresion leve o

moderada y son frecuentes las perturbaciones electroliticas.

La nefrotoxicidad se ha disminuido en los ultimos afios mediante |la hidratacién
y diuresis de los pacientes. La ototoxicidad, sin embargo no se disminuye con
estas técnicas. Se presenta generalmente con tinnitus y pérdida de la audicidén en
la gama de altas frecuencias, tiende a ser mas frecuente y grave con dosis

repetidas y puede ser mas intensa en ninos.
3.5.7. RESISTENCIA

Ademas del ADN, moléculas pequefias como aminodcidos, péptidos y
proteinas como las metalotioneinas y el glutation estdn muy involucradas en el
metabolismo del cisplatino. Todos los complejos de platino tienen una gran

afinidad hacia el residuo de cisteina del glutation (Boulikas, 2003).

Las células cancerosas poseen diferentes niveles de glutation y de
metalotioneina los cuales disminuyen la concentracién de las especies de platino a
nivel intra e intercelular, previniendo asi que se unan al ADN. En algunas lineas
celulares se han encontrado elevados niveles de glutation desarrollados como

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

El cancer es un grave problema de salud publica a nivel mundial,
especialmente para los paises en desarrollo, debido a la gran incidencia de casos
y las pocas opciones terapeuticas 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 cisplatine es un farmaco muy eficaz en el tratamiento de diversos tipos
de neoplasias. Sin embargo, su falta de especificidad ocasiona severos efectos
toxicos en tejido sano, principaimente a nivel renai. Esta toxicidad se ha intentado
reducir mediante distintos métodos, uno de los mas prometedores es la

encapsulacidn del cisplatino en vectores como nanocapsulas y liposomas,

Hasta ahora no se cuenta con ninguna formulacion liposomal de cisplatino
disponible comercialmente, pero los estudios en fases preclinica y clinica de
algunas formulaciones han mostrado resultados prometedores. En este contexto,
en el presente frabajo se plante6é desarrollar una formulacion liposomal de
cisplatino que pueda utilizarse en un futuro como alternativa terapéutica en el

Instituto Nacional de Cancerologia de la Ciudad de México.

5. HIPOTESIS

La administracion de una formulacién liposomal de cisplatino en ratas Wistar
mejorara la biodisponibilidad del farmaco y disminuira fa toxicidad renal, en

comparacién con la administracion de la formulacion convencional de cisplatino.
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6. OBJETIVOS

6.1. GENERAL.:

Elaborar una formulacién liposomal de cis-diaminodictoroplatino () y evaluar la
farmacocinética plasmatica asi como el dafio renal producido tras la
administracion en ratas Wistar sanas, comparandola con la formulacién

convencional.

6.2. ESPECIFICOS:

1. Elaborar y caracterizar fisicoquimicamente la formulacién liposomal.

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

de muestras liposomales y/o muestras plasmaticas.

3. Evaluar los principales parametros farmacocinéticos de la formulacidn
tras la administracidén intravenosa en animales de experimentacion y

comparar éstos con los de la formulacién convencional.

4. Determinar la nefrotoxicidad de la formulacién liposomal y convencional

de cisplatino.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1. REACTIVOS

El cisplatino, cloruro de niquel, cloruro de sodio, cloruro de potasio, clorurc
ferrico, tiocianato de amonio, heparina y dietilditiocarbamato sddico fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich®. El isoflurano utilizado como anestésico se obtuvo de
Baker®. Los {ipidos HSPC y colesterol se obtuvieron de Northern Lipids Inc. y el
MPEG000-DSPE se obtuvo de Avanti® Polar Lipids Inc.

Los solventes acetonitriio y metanol de grado cromatografico fueron
obtenidos de J.T. Baker® y Fermont® respectivamente. El cloroformo utilizado fue
de grado reactivo y se obtuvo de HYCEL de Mexico S.A. El agua de alla calidad
empleada para la cromatografia y la preparacién de soluciones se obtuvo a partir

de un sistema Milli-Q Reagent Water (Millipore®).
7.2. ANIMALES

Se ulilizaron ratas Wistar machos de un peso entre 200-300 g
proporcionadas por el Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) de la Ciudad de México.

El protocolo para el manegjo y cuidado de los animales se realizé de acuerdo
a los lineamientos establecidos por el National Institute of Health (NIH) vy fue

aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Cancerologia.
7.3. ELABORACION DE LIPOSOMAS CARGADOS CON CISPLATINO
Se probaron dos métodos diferentes para la encapsulacién de cisplatino en

liposomas, los cuales fueron el método de hidratacién de lipidos y el método

de evaporacion de fase reversa,
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7.3.1. Método de rehidratacion de lipidos

Los liposomas se componen de HSPC, Colesterol, mPEG-DSPE y a-

tocoferol. La proporcion farmaco-fosfolipides utilizada fue de 1:8.

Se pesan los lipidos y se disuelven en cloroformo. La solucion se coloca en
un rotavapor (Heidolph®) a 140 rpm y el solvente organico se evapora a 40 °C por
30 min. Posteriormente el matraz se coloca dentro de un desecador con {lave de
vacio durante 5 h. Para formar los liposomas, los lipidos se hidratan durante 30
min con una solucion de 3 mg/mL de cisplatino con 500 mM de NH,S0, en PBS
manteniendo en agitacion a 140rpm. Postriormente se agrega una soluciéon de

cisplatino de 3.5 mg/mL en PBS y se mantiene en agitacion otros 30 min.

El farmaco no encapsulado se elimina por medio de didlisis durante 72 h
utilizando una membrana con un tamafio de poro de 3,500 Da (Spectra/Por® 3).
Se usa PBS con 300 mM de sacarosa como medio de dialisis en proporcion 20:1

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

Los liposomas se diluyen al doble, se colocan en un bafio sonicador (MRC
International} por 5 min a 40 °C y se extruyen por filtros de policarbonato de 400
nm (2 veces), 200 nm (2 veces) y 100 nm (4 veces) a 65°C. Al terminar la
extrusion se realiza una dialisis mas durante 72 h para eliminar el farmaco liberado

durante el proceso.

De esta metodologia se probd una variante, la cual consistié en cambiar el

PBS por solucion salina inyectable como disolvente del cisplatino.
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7.3.2. Método de evaporacion de fase reversa

Los liposomas se componen de HSPC, Colesterol y mPEGz0DSPE. La

proparcion farmaco-fosfolipidos utilizada para éste método fue de 1:12.

Los lipidos se pesan y se disuetven en una mezcla de cloroformo-metanol.
Por ofra parte, se prepara una solucidn sobresaturada de cisplatino en agua
destilada estéril y se mantiene a 65 °C con agitacion magnética. Se mezclan las
dos soluciones y se agitan para formar una emulsion, se transfiere la mezcla a un

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

Los liposomas se dejan enfriar a temperatura ambiente, se diluyen al doble
y se realiza una dlalisis durante 4h con agitacion a temperatura ambiente. El
medio de dialisis utilizado es NaCl 0.9% en praporcion 20:1 (v/v) con respecto al

volumen de liposomas.

Finalmente, se realiza una extrusion por filtros de policarbonato de 400nm
(2 veces), 200nm (2 veces) y 100nm (4 veces) y se realiza una didlisis mas

durante 4 h para eliminar el farmaco liberado durante la extrusién.

De esta técnica se probaron dos variantes durante la mezcla de las soluciones:
a) Agregando lentamente, por goteo, la solucién de lipidos a la solucién de
cisplatino

b) Agregando por goteo la solucion de cisplatino a la solucidn de lipidos.

Ademas se probd una tercera variante sustituyendo el proceso de extrusidon por
una sonicacion:

c) Se gotea la solucion de lipidos a la solucidon de cisplatino y se somete la

mezcla a sonicacién durante el proceso de evaporacion de los solventes

organicos. No se realiza el proceso de extrusion.
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7.4. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS LIPOSOMAS

7.4.1. Medicion del tamaiio de particula

Se lleva a cabo mediante |a técnica de dispersion dinamica de la luz a 90°

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

Para la lectura dei estandar se lavan dos veces las celdas con una solucién
de KCI 10mM previamente filtrada; se llenan con 2mL de la misma solucién y se
colocan 5 uL de estandar de microesferas de 90nm (Duke Scientific®), se
homogeniza y se coloca en el equipo. El tamafo de particula del estandar debera
ser entre 92 £ 3.7nm. La lectura de las muestras se realiza de la misma manera,

colocando 5pL de la muestra en lugar del estandar.

Los parametros utilizados para las lecturas son: temperatura de 25 °C,
viscosidad de 0.890cP, indice de refraccion de 1.33, un angulo de 90° y una
longitud de onda de 657nm.

7.4.2. Medicién del potencial de membrana (potencial zeta)

El estandar se disuelve en 5SmlL de una solucion de KCI 1mM previamente
filtrada hasta observar una coloracién ténue. La celda se lava dos veces con esta
solucion 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 estandar
debe dar una lectura de -53 £ 4mV,

- ]
e ——_______ i ————— ]
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Para la lectura de las muestras las celdas se lavan 2 veces con KCl 1mM,
se llenan con 1.8mL de la misma y se agregan 10uL de liposomas. Se coloca el

electrodo y se realiza la medicién de {a misma manera que el estandar.

Los parametros para la mediciéon son: temperatura de 25°C, pH de 7.4,
concentracion de 1mg/mL, constante dieléctrica de 78.54 y el tamano de particula

correspondiente a caga muestra.
7.4.3. Cuantificaciéon de fosfolipidos

La determinacidon de fosfolipidos se basa en el método colorimétrico de

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

Para la curva patrdn de fosfolipidos se prepara una solucién stock de
2mg/mL de HSPC en cloroformo. A partir de esta solucion se prepara un stock de
0.2 mg/mL de HSPC (dilucién 1:10). De esta Ultima salucién se toman volimenes

de 0 a 300 uL para preparar una curva patron de 0.02 — 0.08 mg/mL.

Se agitan los tubos durante 1min y se centrifugan a 3,000rpm/3min a 4°C.
Se remueve la fase acuosa y la fase cloroformica se lee a una longitud de onda de

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

Para las muestras se prepara una dilucion 1:10 y se toman 20uL los cuales
se agitan en vortex por 1 min para favorecer la ruptura de los liposomas. Se lleva a
sequedad total con nitrégeno gaseoso y se agregan otros 15uL de agua
desionizada. Se repite el proceso de secado, se resuspenden los lipidos en 750l

de cloroformo y se agita en vortex por 2min.

Se agregan 750puL de ferrotiocianato de amonio, se agita en vortex por 1min

y se centrifuga a 3000rpm/3min/4°C. La fase acuosa es retirada y de la fase
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cloroférmica se toman aproximadamente 700uL los cuales se depositan en la

celda de cuarzo para realizar la lectura.
7.4.4. Cuantificacién de fArmaco encapsulado
7.4.4.1. Preparacion de las muestras

Las muestras de liposomas (100uL) se extraen con acetonitrilo y se
centrifugan a 10,000rpm por 10min a 4°C. El sobrenadante se lleva a sequedad
bajo corriente de N,. El residuo se resuspende con solucion salina inyectable y se
agrega el estandar interno (NiCl,). Se adiciona dietilditiocarbamato sédico (DDTC)
al 10% y la mezcla se incuba a 37°C en un termomezclador (Eppendorf®).
Posteriormente el cisplatino se extrae con cloroformo y se centrifugan a 10,000rpm
por 10min a 4°C. Finalmente, la fase cloroférmica se inyectan en el equipo

cromatografico.
7.4.4.2. Condiciones cromatograficas

El equipo cromatografico consiste de una bormba Modelo 650E (Waters ™)
con detector de luz UV 486 (Waters™). Se utiliza una columna de fase reversa
Symmetry® C18 (3.9x150mm) de 5um de tamafio de particula (Waters™). La fase
movil utilizada es Agua-Metanol-Acetonitrilo (31:31:38) a un flujo de 1.6mL/min. La

deteccion se realiza a 254nm y el volumen de inyeccion es de 20uL.
7.4.4.3. Validacién
El método de extraccion fue validado utilizando los criterios establecidos en

la NOM-177-S5A1-1998. Los criterios evaluados fueren la selectividad, linealidad,

precision, exactitud, porcentaje de recobro, limite de cuantificacidn y estabilidad.
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Las curvas de calibracidon de cisplatino utilizadas abarcan un rango de 0 a
10ug/mL y se construyen graficando la relacion de la altura del pico de cisplatino
entre la altura del pico del estandar interno (NiCl,} en funcion de la concentracion

de cisplatino.
7.5. FARMACOCINETICA DE CISPLATINO LIPOSOMAL

Doce horas antes del estudio se retira el alimento y se mantiene el agua ad
fibitum. El dia del estudio los animales son anestesiados mediante un equipo de
anestesia para roedores VAPOMATIC™. 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 solucidon salina
inyectable, mientras que el segundo grupo recibe una dosis equivalente de
cisplatino liposomal. La administracion se realiza por via i.v. a través de la vena
yugular. Los animales son inmovilizados en cilindros de acrilico y se procede a
tomar muestras sanguineas (300uL) alos 0, 5,15 y 30 minutos y 1, 2, 4, 6, 8, 24 y

48h a través de la arteria caudat.

Las muestras de sangre se colectan en microtubos de 1.5mL (COSTAR®)
heparinizados y se centrifugan a 10,000rpm por 10min a 4°C para separar &l

plasma. Los plasmas obtenidos se almacenan a -70°C hasta su analisis.

Para el grupo de cisplatino convencional se obtienen muestras de plasma
uttrafiltrado mediante la centrifugacion del plasma a 10,000rpm durante 40min a
4°C utilizando filtros de 30kDa (VIVASPIN®).

7.5.1. Determinacién de cisplatino en muestras plasmaticas
Se realiza por cromatografia de liquidos de alta resolucidn, siguiendo la

metodologia descrita anteriormente.
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7.5.2. Analisis farmacocinético

Los parametros farmacocinéticos fueron calculados usando el software
WINONLIN Professional V.2. Se utilizd un modelo de dos compartimentos para
ajustar los datos. Se determinaron los siguientes parametros: area bajo la curva
(ABC), Concentracién méaxima al tiempo cero { Cpg), depuracién total (Cf), volumen

de distribucion (Vy) y |as vidas medias de distribucion y eliminacion (tzqe v f128).

7.6. EVALUACION DE DANO RENAL

Se obtienen muestras sanguineas de los animales por el plexo retroorbital a
las 0 vy 24h después de la administracidn de los tratamientos, se centrifugan a
10,000rpm por 10min a 4°C para separar el plasma y se almacenan a -70°C hasta
su andlisis. De estas muestras se cuantifican (a creatinina, urea y nitrogeno uréico

en plasma (BUN).

Ademas de lo anterior se recclectan las orinas de los animales a las 0 y 24h
después del tratamiento. Se mide el volumen total de orina recolectado, se
centrifuga a 3,000rpm por 5min a 4°C y se toman alicuotas de 1ml las cuales se
almacenan a -70°C hasta su analisis. De estas muestras se determina la
creatinina excretada. Para el célculo de ta depuracion de creatinina (Clyr) se utiliza
la siguiente férmula:

Donde:
Cle = (Croina * FU)/ Creer Croma = Conc. de creatinina en orina
F.U. = Flujo urinario (mL/h})

Crsee = Conc. de creatinina en plasma \
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7.7. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé una prueba de t de Student con el objetivo de determinar las
posibles diferencias en los parametros farmacocinéticos entre los dos grupos de
animales de experimentacion.

Para los datos de dafo renal se ulilizé una prueba de Mann-Whitney para
determinar diferencias estadisticas entre los dos grupos de experimentacién a las
0 y 24h después del tratamiento.

R —
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. ELABORACION DE LIPOSOMAS CARGADOS CON CISPLATINO

8.1.1. Método de hidratacion de lipidos

Se prepararon dos lotes de liposomas utilizando |a teécnica de hidratacién de
lipidos. El primer lote se preparé utilizando PBS con sacarosa como disolvente del
cisplatino, mientras que para e segundo fote se utilizé solucién salina como
disolvente. Las concentraciones de cisplatino obtenidas en los lotes 1 y 2 fueron
de 5.4 y 16.8 yg/mL respectivamente. La diferencia de concentracion entre estos
dos lotes se pudiera explicar por el cambio de solvente ya que éste pudiera estar
influyendo en la cantidad de farmaco que puede encapsularse en el

compartimento acuoso del liposoma.

Las bajas concentraciones de cisplatino obtenidas con este método pueden
deberse al tipo de liposomas formados. La técnica de hidratacion de lipidos
favorece la produccién de vesiculas multilaminares (MLV) las cuales contienen un
volumen relativamente pequefno de compartimento acuoso en comparacién con
los liposomas unilaminares (Torchilin, 2003).

Ademas de lo anterior, es posible que durante el proceso de extrusién se
esté liberando cierta cantidad de cisplatino encapsulado ya que se reduce aun

mas el espacio del compartimento acuoso.

Con las concentraciones obtenidas por este metodo no fue posible realizar
tos estudios de farmacocinética plasmatica, ya que la cantidad encapsulada no fue
suficiente para administrar las dosis correspondientes, por lo que se decidio
realizar la tecnica de evaporacion de fase reversa para lograr una mayor

concentracion del farmaco encapsulado.

_ . ]
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8.1.2. Método de evaporacion de fase reversa

Los lotes 3, 4 y 5 fueron preparados mediante la técnica de evaporacion de
fase reversa, basandose en la técnica reportada por Mai et al. (2009). Con esta
técnica se mejord la encapsulacidn de cisplatino, lograndose concentraciones
iniciales de entre 200 y 600 pg/mL. Sin embargo se observd que después de
realizar el proceso de extrusion la concentracion disminuye entre un 70-80% en
todos los casos. Estos resultados son distintos a lo reportado por Carvalho et al.
{2007) en donde la extrusion no modifica la eficiencia de encapsulacién inicial del
cisplatino. Sin embargo, en diversos estudios se han reportado pérdidas de lipidos
durante este proceso de hasta un 15%, lo que podria significar una disminucién en
el numero de liposomas formados y por lo tanto una pérdida del farmaco
encapsulado (Torchilin, 2003).

Una posible explicacion para la pérdida de cisplatino pudiera ser la ruptura
mecanica de los lippsomas durante su paso por el equipo de extrusion. En este
caso la presion 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 transicion de los fosfolipidas. En el caso particular del cisplatinc es
iguaimente 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 precipitacion del farmaco.

La presion es igualmente importante ya que si se aplican presiones muy
altas se puede ocasionar precisamente la ruptura de los liposomas y la pérdida de

lipidos en el proceso.

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

prepararon tres lotes mas (lotes 6, 7 y 8) modificando (a técnica de elaboracion.
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Esta modificacion consistid en sonicar los liposomas durante [a evaporacion

de fos solventes organicos y omitir el proceso de extrusion.

En estos tres ditimos lotes de liposomas se logré una mejor encapsulacion
del cisplatino, obteniendo concentraciones finates de 0.9 a 1.4 mg/mL. A pesar de
que no se realizd la extrusién, el tamafo de particula de estos lotes no aumentd

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

Las concentraciones de estos Ultimos liposomas fueron adecuadas para
poder realizar los estudios de farmacocinética en animales de experimentacion. En
la Tabla 3 se resumen las concentraciones y las eficiencias de encapsulacion de

los lotes preparados.

8.2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS LIPOSOMAS

Para los lotes 1,2 y 3, los cuales presentaron concentraciones iniciales
bajas de cisplating, no se realizé |a caracterizacién fisicoguimica de los mismos,
debido a que con dichas concentraciones no era posible realizar el estudio
farmacocinético. Para los lotes 4 v 5 se midio el tamano de particula antes y
después del procesa de extrusién con la finalidad de establecer la influencia de!
tamafio del liposoma sobre el porcentaje encapsulado; sin embargo, como las
concentraciones finales de cisplatino también resultaron bajas no se completd la
caracterizacion de estos lotes. En los lotes 6, 7 y 8, en los cuales la concentracion
encapsulada fue adecuada para llevar a cabo los estudios de farmacocinética, se
realizé la caracterizacidén fisicoquimica completa; los resultados se resumen en la
Tabla 3.

8.2.1. Tamano de particula

Los lotes sometidos al proceso de extrusion presentaron tamafos de

particula finales entre 110 y 120nm con una distribucion homogénea. Por otro
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lado, los liposomas que se homaogenizaron por sonicacién en lugar de la extrusion

presentaron tamafnos de particula muy similares de entre 130 y 150nm.

Extensas investigaciones han demostrado que un tamano entre 100-200nm
favorece la acumulacion de los liposomas en el tejido tumoral y la internalizacion
en las células tumorales (Ramachandran, 2006). De igual manera se prolonga el
tiempo de permanencia en circulacion ya que el reconocimiento por las células

fagociticas disminuye (Li, 2008).

Tabla 3. Caracterizacion fisicoguimica de liposomas de cisplatino. Se muestran los valores de
concentracion de cisplatino, eficiencia de encapsulacion (%EE), tamaiio de particula, indice de
polidispersién {IP), potencial zeta y concentracion de fosfolipidos.

Conc. Tamafio de Potencial Conc.
Lote Cisplatino %EE particula P Zeta Fosfolipidos
(ngfmlL} {nm} (mg/mL)

1 16.8 0.51 - - - -

2 54 0.16 - - - -

3 76.75 1.87 - - - -

4 88.35 2.15 175 0.045 ; ]

{unimodal}
0.028

5 29.7 0.72 115.3 {bimodal) - -

6

7 11925+ 1855 | 29.08+3.69 | 144.3+69 | 0.122+0.03 | -39.86 + 585 | 2539 +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 particulas microscopicas como los liposomas
presentan una carga eléctrica superficial. Estas cargas producen fuerzas de
repulsion electrostaticas entre las particulas vecings. Si la carga es lo
suficientemente elevada, las particulas permanecen dispersas y en suspension.
Por el contrario, si estas cargas disminuyen las particulas tienen mas 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 lipo de formulaciones {(Zetasizer

Nano Series User Manual, Malvern Instruments®).

8.2.3. Cuantificacion de fosfolipidos

Si bien la composicion de los liposomas tes confiere ta propiedad de ser
biocompatibles y biodegradables, la concentracion de fosfolipidos en estas
formulaciones es una de las determinaciones fundamentales y uno de los

parametros mas importantes en su caracterizacion quimica.

Working et al. (1998) encontraron que los niveles séricos de colesterol se
elevan consideradamente en simios, fras la administracion de altas dosis de
lipidos ya sea en liposomas con principio activo como en liposomas placebo.
Ademads del aumento de colesterol sérico, en este mismo estudio se encontraron

ligeros efectos toxicos a nivel hematolégico y gastrointestinal.

Las dosis altas de lipidos pueden influenciar el tiempo de permanencia en
circulacion de los liposomas. Los mecanismos y sistemas por los cuales los
liposomas son eliminados son saturables. La disminucion en la capacidad
fagocitica de ios macréfagos del sistema reticulo-endotelial o la saturacion de las
opsoninas plasmaticas son los dos posibles mecanismos principales por los cuales

la eliminacion se ve retrasada (Drummond, 1999).

Las concentraciones de fosfolipidos obtenidas en los lotes de liposomas
preparados son del rango de los 20 a 30 mg/mL. Considerando que el volumen
sanguineo 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 concentracién de fosfolipidos en plasma y un

aumento similar en las concentraciones plasmaticas de colesterol. Consideramos
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gque este aumento no es significative como para provocar alguna toxicidad ya que
el organismo es capaz de revertir este aumento para regresar a los valores
basales tras la administracién de la formulacion. Lo anterior se reflejo en la

ausencia aparente de toxicidad en los animales tratados.

8.2.4. Cuantificacidon de cisplatino

Las conceniraciones de cisplatino en los liposomas elaborados se han

resumido en la Tabla 3.

8.2.4.1. Validacion del meétodo cromatografico para la cuantificacion de cisplatino

a partir de muestras liposomales y/o plasmaticas.

El cisplatino presentd un tiempo de retencion de 5.2min y el estandar
interno (NiClz) de 6.7min. Ei método cromatografico demuestra una buena
selectividad para la determinacién 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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Figura 1. Cromatogramas tipicos obtenidos después de la inyeccidn al sistema cromatografico de
{a) muestra de plasma blanco. (b) estandar de cisplatino de 5 ug/mL y (c) Cisplatino obienido de
una muastra plasmatica de rata a 1as 24 h después de la administracién de 6mg/kg de cisplatino

fiposomal.
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Ademas, el método resultd ser lineal, preciso y exacto en el rango de
concentracion de 0 a 10 pg/mL. Los parametros principales de la validacion se

resumen enlas Tablad y 5.

Tabla 4. Parametros de validacién del método analitico.

PARAMETRO VALOR ESPECIFICACIONES
r° = 0.9982 -
Linealidad (r’) m = 0.4365 -
b =0.0192 -
Precision Intra-dia (C.V.)
2 pg/mL 12.9% < 15%
4 ug/mL 7% < 15%
8 pgfmL 21% < 15%
Precision inter-dia (C.V.)
2 pg/mL 6.2% < 15%
4 pg/mL 3.8% < 15%
8 pg/mL 5.6% < 15%
Exactitud (Concentracién)
2 pg/mL 2.09 pg/mL 1.7 - 2.3 pgimL
4 pg/mL 4.04 pg/mL 3.4 — 4.6 pg/mL
8 pg/mL 7.79 pgfmL 6.8 - 9.2 yg/mlL
Porcentaje de recobro 94.6 £ 11.39% -

Limite de cuantificacién (C.V.)
0.5 yg/mL 17.29 % < 20%

Especificaciones segun la NOM-177-SSA1-2008
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Figura 2. Curva de calibracién de cisplalino. Los valores representan el promedio de cinco

repeticiones + E.E.
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Tabla 5. Prueba de estabilidad de muestras plasmaticas. Los valores representan la altura

del pico de clsplatino entre la altura del estandar interno.

CONCENTRACION RELACION DE ALTURAS
FRESCO 1 DIA 1 SEMANA 1MES
1 pg/mL 0.4569 0.4980 0.4598 0.4535
5 pug/mL 2.3496 2.2790 2.0848 2.1787
10 pgimL 4.2921 4.1943 4.7255 4.5240

8.3. FARMACOCINETICA DE CISPLATINO LIPOSOMAL

Las curvas de concentracion plasmatica de cisplatino vs tiempo obtenidas
tras la administracion de los tratamientos se muestran en [a Figura 3. Las
concentraciones plasmaticas de cisptatino convencional caen rapidamente durante
las primeras dos horas después de las cuales es apenas detectable; estos
resultados concuerdan ceon lo reportado en la literatura (Abeloff, 2005; Wang S,
2003; Wang X, 2007). Por el contrario, en el grupo de cisplatino liposomal ias
concentraciones plasmaticas caen lentamente y de manera sostenida,
enconfrandose valores altos incluso 48h después de la administracion.

100

t

Cp {ug/mL}

01
] 10 20 30 40 50

Tiempo (h}
Figura 3. Curvas de concentracién plasmatica de cisplatino vs tiempo obtenidas tras la
administracion i.v. de 6mg/kg de cisplatino convencional (rojo) y cisplatino liposomal (verde). Cada

punto representa el promedio + EE de seis animales.
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Los parametros farmacocinéticos se ven modificados de manera
significativa {Tabla 8). El Vy disminuye practicamente a la mitad con la formulacidn
liposomal lo cual nos indica que la distribucidn del cisplatino en los tejidos es
menor que con el cisplatine libre y que mayor cantidad de farmaco esta siendo
retenida en el plasma. Con estos resultados podriamos esperar que la formulacidn
presentara una menor toxicidad en tejfidos sanos y una mayor acumulacion en

tejido tumoral.

La C! disminuyd casi 80 veces y el i, aumenta entre 3 y 4 veces. Estos
resultados nos permiten proponer que el recubrimiento de los liposomas con PEG
confiere una proteccion adecuada contra el reconocimiento del sistema
reticuloendotelial y por lo tanto, retrasa en gran medida la remocién de los

liposomas de la circulacion sanguinea,

A pesar de que la eliminacidon del cisptatino se vuelva mas lenta, podriamos
esperar que el farmaco que permanece en circulacién no cause toxicidad ya que
tedricamente la mayor parte del cisplatino se mantiene encapsulada dentro de los
liposomas.

Tabla 6. Parametros farmacocinéticos de las dos formulaciones analizadas. Los datos
corresponden al promedio de 6 experimentos t EE. * P<0.05 vs el grupo de cisplatino

convencional.

Parametro Cisplatino convencional Cisplatino liposomal
vd (mL/kg) 311.26 £ 39.29 15473 £ 21.7*
ABC (ug-h/mL-kg) 10.46 £ 2.57 74942 + 13689 *
bijza (h) .16 £ 0.036 1.88 + 0.16*
tiszg (h) 941 + 546 31.54 2 5.97*
Cpo (ng/mL) 21.40 + 3.59 44,26 + 8.3B*
4| (mL/h}) 741.01 + 151.25 929 + 147

Los resultados anteriores se ven reflejados en un aumento de casi 70 veces
en el valor de ABC para la formulacion liposomal por lo gue la biodisponibilidad del

cisplatino se esta mejorando en gran medida.
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Como se menciond anteriormente, una de las limitantes del cisplatino es su
baja biodisponibilidad, ya que se distribuye rédpidamente en los tgjidos y su alta
unién a proteinas plasmaticas hace que la fraccién disponible de farmaco para
gjercer un efecto farmacolégico en el tumor sea muy baja. En consecuencia, 10s
tratamientos con cisplatino suelen generar gran toxicidad asi como la aparicién de

resistencia farmacologica en algunos tumores,

El aumento en la biodisponibilidad permite sugerir que la acumulacién def
cisplatino en el tumor serd mayor con la administracion de la formulacién
desarrollada en comparacién con el cisplatino n¢ encapsulado ya que los
liposomas apravechan las condiciones fisiolégicas de un tumor, mencionadas con
anterioridad, para acumularse preferencialmente en ese sitio. Por lo tanto se
podria esperar una mayor eficacia asi como la disminucidn en los efectos
adversos. Un factor importante a considerar es el hecho de que 1a mayor parte del
cisplatino permanezca dentro del liposoma; si bien los estudios de liberacién del
farmaco son importantes para predecir con mayor certeza la toxicidad y el efecto
farmacolégico, la evaluacion de estos parametros nos indica de manera indirecta
la permanencia del cisplatino dentro del liposoma. En el presenie proyecto se
evalud la disminucion de dafno renal (ocasionado por la administracion de

cisplatino convencionat, no-liposomal) con la aplicacidn del cisplating liposomal.

8.4. DANO RENAL

Los valores plasmaticos de creatinina asi como la depuracidn de creatinina
son marcadores muy sensibles de dafo renal. Al producirse una insuficiencia renal
aguda los valores de creatinina en plasma pueden verse aumentados y la
depuracion de creatinina disminuye. En el caso de la urea y BUN plasmaticos, los

valores plasmaticos también se muestran elevados en casos de dano renal.

La administracion de cisplatino convencional provocdé un aumento

significativo de todos los indicadores bioquimicos de dario renal a las 24h después

_  —  _____ .
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de su administracion. Por el contrario, la administracion de cisplatino liposomal no

mostré 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 elevacion de

los nivetles de creatinina plasmatica y BUN con la administracion de cisplatino

libre.
2 *
18
16
0
S 1.4
=)
£ 1.2
g 1
= 0.8
g 0.6
8 0.4
0 - :
Convencional Liposomal
1.4
1.2
£
£
< o3
E
al *
5 0.6
o
0.4
0.2
Q . :

Convencional Liposomal

Figura 4. Valores basales (verde) y 24h después de los tratamientos (azul) encontrados para
creatinina plasmatica y depuracién de crealinina, en cada grupc de estudio. Los resuliados
representan ! promedio de 6 experimentos £ EE. * P < 0.05 vs valores basales del mismo grupo.
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Fig. 5. Valores basales (verde} y a las 24h posteriores al tratamiento (azul) obtenidos para urea y
nifrogeno uréico (BUN) en plasma. Los datos representan el promedio de & animales + EE.
* P < 0.05 vs valores basales del mismo grupo.
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Estos resultados demuestran que a pesar de que el cisplating permanece
mucho mas tiempo en circulacién, se lograron prevenir los severos efectos toxicos
a nivel renal que causa el cisplatino libre. Esto posiblemente se deba que el
farmaco permanece encapsulado dentro de 1os liposomas y se evita su interaccion
con los tejidos sanos. Sin embargo, es necesario comprobar dicha hipotesis en
experimentos posteriores.

e ——
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9. CONCLUSIONES

- Se desarrolld y estandarizd una metodologia para la elaboracidén de una
formulacidon de cisplatino liposomal por evaporacion de fase reversa. Con esta
metodologia se logro encapsular concentraciones de cisplatino similares a la

concentracion de la formulacion convencional.

- La distribucion del tamafio de particula de los liposomas fue homogénea y
se obtuvieron tamafos de particula optimos, por lo que se espera que 10s
liposomas puedan ser extravasados a través de la fenestraciones que presenta el
endotelio vascular de los tumores. Ademas, el potencial zeta obtenido le confiere a
la formulacidén una estabilidad quimica aceptable ya que se previene la
precipitaciéon y aglomeracién de los liposomas. La concentracién de fosfolipidos
obtenida fue considerada como segura para la administracién en animales ya que
no se observd ningun efecto téxico aparente por la administracion de esta

concentraciéon de fosfolipidos.

- Se logro estandarizar y validar un método de cuantificacién de cisplatino por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién a partir de muestras liposomales y
muestras plasmaticas. Esta metodologia permitié realizar la cuantificacion de

cisplatino en los estudios farmacocinéticos.

- Con la formulacion liposomal se modificaron los  parametros
farmacocinéticos del cisplatino de manera que su biodispaonibilidad, dada por el
area bajo la curva de concentracion pasmatica vs tiempo, aumenté casi 70 veces.
Ademas se logré reducir su volumen de distribucion y su velocidad de eliminacion
por lo gue se espera que el cisplatino presente un mayor tiempo de contacto y una

mayor acumulacién en el sitio tumoral.

- A pesar de que el cisplatino permanece mucho mas tiempeo en circulacion,

se logro prevenir la nefrotoxicidad que causa el cisplatino libre (convencionat).
L.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos permiten continuar con el desarrollo de ésta
formulacion, realizando pruebas como el perfil de liberacién del cisplatino, asi
como de eficacia in vitro e in vivo, prugbas de biodistribucion en érganos y en
tejido tumoral, entre otras. Ademas, permiten plantear nuevos proyectos como la
elaboracién de inmunoliposomas para lograr una terapia de cisplatino aun mas
selectiva, asi como también encapsular radiondclidos que permitan la

administracion conjunta de quimio-radicterapia entre otros.

T
I
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12. ANEXOS

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

de su administracién en ratas.

LABORATORIOS DE ESPECIALIDADES INMUNOLOGICAS, S.A. DE C.V.

INFORME Mo HM6-49

México DF 4 18 do Maye  de 2010

DR LIS ALRER TO MEDINA VELAZQUEL

INVESTTLGADOR ASOCIADOD GRUPO DE DOSIMETRIA ¥ FISICA MEDICA
INS FITUTO DE FISICA DE LA UNAM

Apartalo Postal 20-164 Col.

C.P, 01000 México, DUF.

PRESENTE.

INFORME DE RESULTADOS
Me permile hacer dic su conocimi los sigui ftados v la metodologla usada.
PRODUCTO: LIPOSOMAS CISPLATING (LIPOSOMAS CISPLATINOY

Materia Prima

No, LOTE. b
DESCRIPCION; Tubo Gaiteniende aproximadamente SU0 Gk de unag SOlETG0 de aspecto lechose
FECHA DE RECEPCION: 1t -Maye - 010
PRUEBA: Endotoxinas bacienianas (LAL)
FECHA ANALISIS - 17- Maye 2010
METODOLOG A D ucuerdo a FELIN 9a edicidn, 2008, Vol | MOA 0316, pag 3212313
RESULTADC: Menor a 125 UE/mL

Sin mis por <} momento, quedo a sus drdenes para cualquier aclaracion.

ATENTAMENTE
@ 18T TEHOTOUT FLORES Betto |
" X4 enC_Juan Padierna Oliybe
Responzable Santtario Z6-JUNIO-2008

L e e T L L e—. e
T o gt b b 14 v | g 8 S ¢ i ol 1

Avenida Gran Canal Sin Namera Locales 3 ¥ 4 Ampfiaciin Casas Aleman Delegacitn Gicstavo A, Madero (hstrito Federal 07580
Tei.: 5753 26-96 Faw: 57-53-29-04 el com. o
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Anexo 2. Poster, constancia y reconocimientos de la presentacion del

trabajo en el XLIl Congreso Nacional de Ciencias Farmacéuticas.

Tore Cordova Alfenso!, Medina Luis Alberto?, Noguez Méndez Norma Angélica'
Ldpez Rodriguez Victoria®, Garcia LOpez Patricia’
‘Universidad Autdénoma Metropolitana-Xochimilco; ‘Laboratario de Farmacologia, Unidad de

Investigacitn Biomedica an Cdncer INCan-UNAM; *instituto de Fisica, UNAM; *Laboratorio de
Fisica Médica, Unidad de Investigacidn Biomédica en Céncer INCan-UNAM

[ Introducclén \

El Cispiatina es un antineopldsico ampliamente utilizado en el tratamiento de varios tipos de cdncer y se considera
uno de los farmacos mas eficaces. Su principal inconveniente es su alto grade de toxicidad en tejidos sanos,
principalmente a nivel renal y neuroldgico. Potenciar el efecto farmacoldgico sin incrementar sus efectos
secundarios ha sido motivo de estudic de varias investigaciones en los ultimos afios,

La encapsulacion de formacos antineoplasicos en nanosistemas liposomales ha demastrado que es posible reducir
los efectossecundarlos en tefidos sanos mientras se maximiza el efecto terapéutico en el sitio deseado.

p

e
Objetivos

Estandarizar y validar un metodo por CLAR para la determinacion de cisplatine liposomal en muestras plasmaticas.

Determinar los principales pardametros farmacocinéticos de la formulacion liposomal de cisplatino desarroffada en

et INCan en ratas Sprague-Dawley.

N

J/

(Resultados \

El método analitico fue lineal {r* = 0.9989] en el
rangg e concentraciones de 05-10pg/mL. Los
coeficientes de variabilidad intra-dia e inter-dia

Metodologia
- Farmacocinética de cisplatino liposomal

Canulacion yugular y fueron de 4,5 y 9.7 respectivamente y el porcentaje
caudal ) de recobro fue del 946 t 11.39%. Las muestras
g JNmpET L Boe S plasmaticas almacenadas a -70°C permanecieron
Administracion Qstabﬂes hasta por lo mengs un mes. //
tratamientoviaiv. | - —_—
| Muestreosanguineo
durante 24 h, L i

- Determinacion de csplatino liposomal en
muestras plasmaticas

1.-Precipitacidn con Acetonitrilo
2.-Derivatizacion con DDTC ]
3.-Extraccién con cloroformo ! : . ] - -

Losc de avplafing e placma {ugfml)

Conclusiones

- Condkel 1% 5 e .

Tabla 1. cromatogr utilizadas £l método anafitico descrito resultd adecuado para
Columna Symmatry C-15 la cuantificacion de cisplatmo liposemal en muestras

Fase Mévll [Agua’ Metanol: Acetonilrilo) 31:31:38 plasmaticas, i i .
e T ¥ = La BD del cisplatino aumenta al adrunistrar el

Langitud de onda de deteccion 254nm .
— - = farmaco encapsulado en lipasomas comparada con
Termmperatura 23C . . .
- - la obtermda administrando el farmaco convencionat.
velocidad de flujo 1.6mLfmin
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