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“Oda a la farmacia”

“Todo en tu ambito claro, en tu universidad de frascos y
cajones espera la hora de la batalla de nuestro cuerpo.
Farmacia, iglesia de los desamparados con un pequefio dios
en cada pildora. Que sean victorias de la vida, de toda la vida
humana contra la poderosa muerte tus victorias y asi seran
mejores tus laureles, seran mas olorosos los sulfatos, mas

azul, el azul de metileno y mas dulce la paz de la quinina”

Pablo Neruda
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INTRODUCCION

El descubrimiento de un nuevo medicamento y el desarrollo posterior del
mismo, son las dos fases, que condicionan lograr un nuevo producto util en
la terapéutica, la creacion de una nueva entidad terapéutica es un proceso
largo y costoso que pone a prueba a la creatividad de un equipo de trabajo y
que requiere una importante acumulacién de recursos tecnoldgicos y

humanos.

Los principios activos son en general inadecuados para su administracion al
organismo, sin que estos sean inducidos en un vector, por lo que la farmacia
ha desarrollado las llamadas formas farmacéuticas, adaptadas a las
diferentes vias de administracion. Toda la galénica tradicional ha constituido
un arte asombroso a lo largo de muchos siglos pero la moderna revolucién
farmacéutica ha permitido desarrollar nuevas formas farmacéuticas en donde
ha incursionado con mucho éxito la nanotecnologia y esto hace que la
“Tecnologia Farmacéutica”, sea considerada actualmente como una
verdadera ciencia. La ultima transformacion profunda que ha sufrido la
Tecnologia Farmacéutica es una consecuencia de la necesidad de disponer
de nuevas formas de dosificacion adecuadas para el creciente nimero de
moléculas terapéuticas provenientes del desarrollo de la Biotecnologia®.

El cancer cérvico uterino es una enfermedad con una incidencia muy
elevada, actualmente se calcula que a nivel mundial cada afio se
diagnostican 466 000 nuevos casos de estos, 231 000 mueren por esta
enfermedad. El 80% de los decesos proceden de paises en vias de
desarrollo. Se sabe que el tratamiento de una mujer con esta patologia en
Estados Unidos tiene un costo de 2 600 dolares, esto limita aun mas su

rapida atencion®.



La falta de acceso a los servicios de andlisis y tratamiento adecuados de uno

de los tipos de cancer mas prevenible, detectable y tratable, se ha convertido
en una causa importante de mortalidad entre las mujeres, particularmente en
mujeres de bajos recursos econdmicos de los paises en desarrollo. Si bien la
tasa de mortalidad por céancer cérvico uterino en Norte América ha
disminuido en los ultimos 10 afios, en los paises en desarrollo de Ameérica,
permanece constante. Esa realidad refleja la necesidad de un nuevo
planteamiento del cancer cérvico uterino, que enfatice la prevencion y los

aspectos positivos de los anélisis y la deteccién temprana®.

En otro orden de ideas existen diversos farmacos que podrian ser Utiles en el
tratamiento de este tipo de cancer; sin embargo, poseen desventajas
asociadas a su empleo, como la distribucién en el organismo segun sus
propiedades fisicas, tales como la solubilidad, coeficiente de particion y
carga. En consecuencia, los farmacos pueden alcanzar gran variedad de
organos en los cuales puede que se encuentren fuera de su intervalo
terapéutico, que sean inactivos, 0 que su accion sea indeseada o nociva, y

por tanto, con efectos secundarios negativos®.

La biotecnologia abre la posibilidad de suministrar dosis de medicamentos
mas bajas al paciente para conseguir los mismos efectos, al mejorarse la
estabilidad fisica y quimica, el tiempo de vida y la proteccion de estos
medicamentos frente a los tradicionales. La formulacion de farmacos en
forma nanoestructurada aumenta su solubilidad y eficacia, por lo que ya
existen en el mercado varios farmacos de este tipo y muchos otros estan en

desarrollo.



Entre ellos, cabe destacar la utilizacion de nanoparticulas de material

ceramico, nanocapsulas, dendrimeros, liposomas o0 micelas. Estos
transportadores estan jugando un papel crucial en el desarrollo de
tecnologias de liberacion de farmacos especificamente en el lugar dafiado o
enfermo, permitiendo transportar farmacos, vacunas y ADN a las células y
tejidos afectados, pero sin interferir negativamente en otras zonas del
cuerpo. Por ejemplo, en el caso de los farmacos anti cancerigenos, el uso de
nanoestructuras conduce a dosis administradas menores que las tipicamente
aplicadas en quimioterapia y, si la sustancia se dirige de modo directo al
tumor, las cantidades efectivas alli aplicadas pueden ser entre diez y mil
veces mayores que las que llegan a destino por las vias habituales. Se evitan
de este modo los efectos secundarios no deseados tipicos de la

quimioterapia®.

En el presente trabajo se utiliza como farmaco la Interleucina 2 (IL.2)
encapsulada en un sistema nanoacareador (liposomas), puesto a que ha
demostrado tener una fuerte actividad inmunorreguladora y antitumoral; sin
embargo, debido a que sus efectos adversos pueden resultar muy graves,
proponemos el uso de un sistema nanoacarreador que consiste en
nanoliposomas de 50 nm de diametro promedio que encapsulan y exponen
IL-2 como una alternativa segura y eficaz para el tratamiento del cancer
cérvico uterino. Particularmente se pretende evaluar la estabilidad fisica
(complejidad y tamafio) y la quimica (cantidad retenida) del sistema
nanoacarreador con IL-2 durante un periodo de seis meses con la finalidad
de evidenciar que el producto farmacéutico conserva sus caracteristicas

basales respecto al tiempo bajo la influencia de factores ambientales.
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Liposomas

Los liposomas fueron descubiertos en el afio de 1965 por Bangham vy
colaboradores, quienes constataron que ciertos lipidos pueden formar
estructuras membranosas artificiales cuando estan en presencia de un
exceso de agua. Estas estructuras vesiculares, altamente organizadas, estan
constituidas por una pared formada por lamelas o bicapas lipidicas
concéntricas que estan separadas por un numero igual de espacios de
contenido acuoso. Para su elaboracion habitualmente se utilizan fosfolipidos,
con o sin la incorporacion de colesterol o de otros materiales, introducidos en
la pared del liposoma con el fin de dotar a las particulas de alguna propiedad

particular, ejemplo carga superficial.

Inicialmente estas vesiculas se utilizaron como modelo de membranas
biolégicas dada la similitud que presenta con ellas, pero teniendo en cuenta
su versatilidad estructural, asi como su caracter biodegradable vy
biocompatible se plante6 su utilizacion en Drug Delivery siendo espectacular
el nimero de trabajos publicados sobre la utilizacion de liposomas en este
campo desde que, al principio de los afios 70°s Gregoriadis inici6 el estudio
sobre el potencial que presentan como sistemas de liberacién de farmacos y

otras moléculas bioactivas?.

La versatilidad de los liposomas se refleja en primer lugar, en el hecho de
que son capaces de incorporar a su estructura moléculas hidrofilicas,
hidrofébicas y también de caracter anfifilico. Ademas, sus propiedades
fisicas como la carga superficial, el tamafio, la permeabilidad/rigidez de la

pared o su capacidad de carga; pueden ser facilmente modulables.



Por ultimo utilizando lipidos funcionalizados, se pueden unir anticuerpos u

otros ligandos a la superficie de estas vesiculas, que se convierten en

sistemas de transporte con capacidad para acceder a un tejido especifico.

A pesar de todas estas ventajas, es indudable que también tienen
limitaciones en cuanto a su utilizaciéon como sistemas de liberacién, lo que
sin duda explica que todavia no sea muy importante el numero de
formulaciones aprobadas y comercializadas para su uso en humanos. Entre
las limitaciones destaca su comportamiento desfavorable en el medio
gastrointestinal, lo que limita las posibilidades que puedan ser administrados
por via oral, excepto que se introduzcan con algun recubrimiento. Como
consecuencia la mayor parte de trabajos publicados se refiere a su utilizacion
por vias de administracion parenterales, ademas de un grupo importante
dedicado a explorar el interés que pueden tener como vehiculos para la
administracion topica cutanea y la administracion transdérmica. Mas
recientemente, la posibilidad de administrar liposomas en forma de aerosol
por via pulmonar ha sido objeto de estudio, no solo para en tratamiento de
enfermedades que cursan a nivel pulmonar, sino también para la

administracion de farmacos que acttien a nivel sistémico”®.
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e Definicién

Los liposomas son vesiculas compuestas por una o varias bicapas de lipidos
anfipaticos, los cuales delimitan uno o varios compartimentos acuosos,
tienen la propiedad de adoptar espontaneamente la configuracién en bicapa
cuando se encuentran en un medio acuoso. Tienen basicamente la misma
estructura de las membranas celulares. Los liposomas se pueden formar con
lipidos anfipaticos naturales y/o sintéticos, su principal constituyente es la
fosfatidilcolina, pero se pueden utilizar otros lipidos o mezcla de ellos, que
pueden conferir carga positiva 0 negativa. La inclusién de cargar aumenta
notablemente el volumen acuoso en el interior de la vesicula, debido a la
repulsion electrostéatica entre bicapas adyacentes. La carga también afecta la

interaccion de los liposomas con las células®.

Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas que poseen una region hidrofilica
(cabeza polar), compuesta por un grupo fosfato y una molécula que le da
nombre al grupo de cabeza,; el sustituyente mas sencillo es un hidrégeno
formando acido fosfatidico y en el caso de la fosfatidilcolina es una molécula
de colina. El grupo de cabeza se encuentra esterificado al carbono 3 de una
molécula de glicerol y en los carbones 1 y 2 se encuentran largas cadenas

de acidos grasos (extremo apolar)®.

Debido a las interacciones de las dos cadenas de acidos grasos, una
estructura que adoptan los fosfolipidos al contacto con el agua es la de
bicapa y en su forma mas estable, se repliegan formando estructuras
cerradas llamadas liposomas que encierran parte de la suspension acuosa.

Ademas de fosfolipidos, otros compuestos pueden formar parte de la
estructura de los liposomas, como es el caso del colesterol, que también esta

presente en la mayoria de las membranas naturales.



El colesterol es una estructura que contiene 4 anillos ciclicos que reducen la

capacidad de movimiento de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos
confiriendo rigidez a las vesiculas o a las membranas lo que influye
principalmente en su estabilidad y permeabilidad. Por otro lado, también se
pueden incluir en la composicion lipidica de los liposomas, moléculas que
aporten cargas a la estructura como son el fosfatidilglicerol y la
fosfatidilserina que confieren carga negativa; o la estearilamina, que confiere
carga positiva a las vesiculas®.

En general los componentes de los liposomas se pueden resumir en los
siguientes:

1. Fosfolipidos

2. Colesterol

3. Lipoides i6nicos
i.  Anidnicos: acido fosfatidico, fosfatidilglicerol, diacetilfosfato.
ii. Catidnicos: estearilamina, esfingomielina.

4. Otros: esteroles, glucolipidos, polimeros sintéticos o proteinas.

Los fosfolipidos son practicamente insolubles en aceites frios tanto animales
como vegetales, disolventes polares y agua. Son solubles en hidrocarburos
alifdticos y aromaticos, hidrocarburos halogenados (cloroformo), aceites
minerales, acidos grasos, éter de petrdleo; en agua adquieren una forma de
agregacion diferente en funcién del pH, temperatura, fuerza idnica, presencia
de sustancias cargadas y colesterol. La estructura en bicapa se da de
manera rapida y espontanea en el agua y se debe a su caracter anfipatico”.

Por ultimo, el grado de fluidez de los liposomas es conferido por su
composicién, por la presencia de colesterol y por las caracteristicas de sus
fosfolipidos pues depende del largo de las cadenas hidrocarbonadas, las
instauraciones y las fuerzas de Van der Walls entre ellas lo que determina la
temperatura de transicion sdlido-liquido y por tanto la estabilidad de las

vesiculas a diferentes temperaturas’.



e Nomenclatura utilizada en liposomas

Para referirse a los distintos tipos de liposomas se puede recurrir al criterio

que tiene en cuenta su tamafio y el nimero de bicapas o de lamelas que

conforman la pared de su estructura vesicular (Tabla 1). Otra alternativa

podria referirse al procedimiento por el que han sido obtenidos (Tabla 2).

Tabla 1. Abreviaturas de los nombres de liposomas de acuerdo a su

tamafo y estructura vesicular

Abreviatura Nombre completo/lamelaridad Tamafio
MLV ] o
Vesiculas multilaminares > 0.5 um
oLV ] .
Vesiculas oligolamelares 0.1—1pum
uv ] ) Todos los rangos
Vesiculas unilamelares .
de tamafios
Suv , . )
Vesiculas unilamelares pequeiias 40-100 nm
LUV ) .
Vesiculas unilamelares grandes > 400nm
GUV Vesiculas unilamelares gigantes >1um
MVV ] o
Vesiculas multivesiculares >1 um




Tabla 2. Abreviaturas de los nombres de liposomas de acuerdo a su

método de preparacion.

Abreviatura Nombre completo/método de preparacion
REV Vesiculas uni u oligolamelares obtenidas por evaporacion
en fase reversa
MLV-REV Vesiculas multilamelares obtenidas por evaporacion en
fase reversa
SPLV
Vesiculas estables plurilamelares
FATMLV Vesiculas multilamelares obtenidas por ciclos repetidos de
congelacién/descongelacion
VET
Vesiculas obtenidas por extrusion
LUVET
Vesiculas unilamelares grandes obtenidas por extrusion
DRV

Vesiculas obtenidas por deshidratacién/rehidratacion
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e Meétodos de preparacion de liposomas

Los liposomas se pueden obtener aplicando distintas metodologias que
conducen a la formacion de vesiculas con caracteristicas diferentes en
funcion del procedimiento aplicado (tamafio y distribucion de tamafos,
lameralidad, eficacia de asociacién), lo que sugiere que diversos

mecanismos estan implicitos en el proceso de formacion.

El componente mayoritario de estas estructuras son lipidos, en particular
fosfolipidos que, cuando se encuentran en un medio acuoso a una
temperatura proxima a su temperatura de transicion de fase, tiene la
capacidad de formar estas estructuras vesiculares cerradas incluso de
manara espontanea. Si la situacién de partida es un film lipidico que se
hidrata con una solucién acuosa mediante la agitacion mecanica, entonces lo
gue se obtiene son vesiculas multilaminares de tamafio relativamente grande
y heterogéneo, siendo éste ademas de el primer procedimiento de

fabricacion propuesto, también es el mas sencillo y popular®.

Partiendo de estas vesiculas multilaminares y aplicando ultrasonidos, se
pueden obtener liposomas unilaminares de tamafio pequefio tal como
propusieron por primera vez en 1962 Saunders y colaboradores. Para
controlar el diametro de la vesicula, la lameralidad y también Ila
homogeneidad del tamafio de los MLV obtenidos por hidratacién de una
pelicula de fosfolipidos, es posible aplicar un procedimiento de extrusion a la
suspension heterogénea de vesiculas MLV, que consiste en pasarlas a
través de filtros de membrana de policarbonato con un tamafio de poro

determinado.

10
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El nUmero de veces que se repita esta operacion, asi como el didmetro del
poro que se utiliza para llevar a cabo la operacion, determina la lameralidad y

la dispersion de tamafios de la suspension final de liposomas.

La formacion de peliculas de lipidos que representa la primera etapa de la
formacion de liposomas MLV en todos los casos anteriormente citados,
requiere el uso importante de grandes cantidades de disolventes organicos
que plantean importantes problemas de toxicidad ya que puede
comprometerse la seguridad del producto final obtenido, ademéas de suponer
un inconveniente serio para la obtencion de liposomas a nivel industrial dado
el impacto ambiental que supone el empleo de disolventes. Como
consecuencia se han propuesto procedimientos alternativos que requieren el
uso de disolventes menos tdxicos como el etanol, en los que la formacién de
liposomas se produce por inyeccion de una solucion etandlica de lipidos en
un volumen acuoso de volumen considerablemente mayor. De esta manera
los liposomas se forman espontaneamente, pudiendo controlarse
minimamente sus caracteristicas a través de la relaciéon de volimenes de
etanol/agua, la velocidad de inyeccion o la concentracién inicial de lipidos
utilizada. El etanol utilizado se puede eliminar facilmente, si bien lo que limita
en la practica el uso de esta técnica es la posible inactivacién de muchas

biomoleculas en presencia de etanol®.

Al final de la década de los 70°s, Szoka y Papahadjopoulos desarrollaron un
procedimiento de preparacion de liposomas al que denominaron de
evaporacion de fase reversa, mediante el cual se pueden obtener vesiculas
con un espacio central acuoso mucho mas voluminoso. En este método se
parte de una disolucion de fosfolipidos en éter etilico que se mezcla con una
fase acuosa en una relacién de volimenes 1:3 (fase organica/fase acuosa).

Esta mezcla se emulsifica por sonicacion obteniéndose una suspension de
11



micelas invertidas. Posteriormente se elimina el éter por presion reducida,

produciéndose al mismo tiempo una agregacion de dichas micelas que
conduce a la formacion de una estructura tipo gel, la cual finalmente acaba
por romper cuando se sigue incrementando el grado de vacio aplicado para
lograr la completa eliminacion del disolvente organico. En todo este proceso
las monocapas lipidicas que constituyen las micelas se sitian lo
suficientemente cerca unas de otras, para dar lugar a las bicapas lipidicas
gue constituyen la pared de los liposomas. Las vesiculas formadas de esta
manera son de tipo uni u oligolaminar con un tamafio medio a 500nm aunque
bastante heterogéneo. La fuerza ionica de la solucidon acuosa determina la
capacidad de encapsulacién que van a tener las vesiculas, la cual puede
oscilar entre 20 y 65% (a menor fuerza idnica mayor capacidad de
encapsulacion). Posteriormente el mismo Szoka, propuso la extrusion
secuencial de los liposomas obtenidos en fase reversa, como alternativa para
reducir el tamafio y la polidispersion, si bien la eficacia de encapsulaciéon

disminuye en la relacién a las vesiculas sin extruir?.

Vesiculas de tipo unilaminar pequefio se pueden obtener a partir de MLV por
una técnica de microfluidificacién, la cual consiste en producir colisiones
entre liposomas a hacerlos pasar rapidamente por presion a través de filtros
de membrana de 5 um de didmetro. Este proceso se repite una serie de
veces, de manera que se estima que después de 10 ciclos se pueden
obtener SUV de tamafio inferior a 100nm. La liofilizacion de vesiculas SUV
seguida de una fase de rehidratacibn se ha propuesto como un
procedimiento sencillo para obtener liposomas con elevada capacidad de
encapsulacion. Este método ha sido recientemente modificado de manera
gue es posible obtener liposomas de tamafio submicrométrico y con una

dispersiébn muy estrecha, estériles y libres de pirdgenos.
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Finalmente es posible obtener liposomas por un procedimiento llamado

“eliminacion de detergente”, a partir de micelas mixtas formadas por una
combinacion de fosfolipidos y un detergente que preferiblemente debe
presentar una concentracion critica micelar elevada y un bajo indice de
agregacion. Para la eliminacién del detergente que conduce a la formacion
de las vesiculas, se puede acudir a una técnica de dialisis, aunque también
es posible hacerlo mediante cromatografia de exclusion en gel por
procedimiento de adsorcion de detergente sobre partillas de resina

hidrofébicas®.

e Tipos de liposomas

Ademas de la clasificacién habitual de los liposomas atendiendo a sus
caracteristicas fisicoquimicas o al proceso por los que han sido fabricados es
posible realizar otra clasificacién teniendo en cuenta el comportamiento que
previsiblemente tendran los liposomas como consecuencia de las
modificaciones que, con diferentes fines, se haya podido introducir en su
estructura'’. Desde ese punto de vista, se podran distinguir los siguientes

tipos de liposomas:

Liposomas convencionales

Son los liposomas clasicos de superficie hidrofébica, compuestos por
ejemplo de fosfatidilcolina y colesterol que, tras su administracion
intravenosa son rapidamente recubiertos por las proteinas plasmaticas y a
continuacion eliminados de la circulacion tras ser fagocitados por las células
del RES.

13



Liposomas de circulacién prolongada (stealth liposomes)

La presencia de PEG en la superficie de los liposomas incrementa su
hidrofilia, dando lugar a una reduccion en la interaccidn con proteinas
plasméticas y lipoproteinas. Esta modificacién de los liposomas a la cual,
teniendo en cuenta el material utilizado se ha dado en llamar pegilacion, sirve
para conseguir dos funciones importantes: la primera, un incremento en la
biodisponibilidad de los farmacos encapsulados y la segunda que el proceso
de liberacibn sea mas lento y que se minimicela toxicidad y los efectos
secundarios. Ademas del PEG, otros polimeros como la poliacrilamida, el
alcohol polivinilico o la polivinilpirrolidona, han sido utilizados para lograr los

mismos objetivos.

Es destacable el comportamiento de los liposomas pegilados en su
capacidad para experimentar un proceso de extravasacion en determinados
lugares en los que se produce un incremento de la permeabilidad de la pared
de los vasos sanguineos, como puede ocurrir por ejemplo en zonas en las

que hay un proceso infeccioso o una inflamacién.

Liposomas catidnicos

Su principal aplicacion es la vehicularizaciéon de material genético. Los lipidos
cationicos constitutivos de estos liposomas neutralizan la carga negativa del
ADN formando asi una estructura compacta aunque diferente de la
estructura vesicular tipica de los liposomas. Estos complejos resultantes de
la infeccion del ADN vy los lipidos catidénicos proporcionan una proteccion al
material genético y promueven la internalizacion y la expresién del plasmido

en el interior celular®.
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Inmunoliposomas

Estos liposomas tienen la capacidad de dirigirse especificamente y reconocer
algunas células y organos del cuerpo, gracias a la presencia de
determinados elementos introducidos en el disefio de su estructura, como
pueden ser anticuerpos o fragmentos de anticuerpos unidos a la superficie
de los liposomas.

La eleccion del antigeno diana, la funcién del anticuerpo y el tipo de linker
utilizado para logar su unién a la superficie, son factores que requieren un

analisis exhaustivo en el disefio de este tipo de liposomas.

e Usos de los liposomas

Se pueden utilizar como vehiculos genéticos para transferir ADN al interior
de las células, para realizar terapia génica o desarrollar vacuna de ADN.
Ademas se puede utilizar como acarreadores de drogas no polares o
polares, por la caracteristica anfipatica de los lipidos. Otro de sus usos es
para acarrear proteinas por ejemplo, la hemoglobina, formando un tipo de
sangre artificial sin problemas de grupo sanguineo, para diagnostico cuando

portan un marcador®,

Ha sido notable la utilizacion de liposomas para encapsular medicamentos
antitumorales, por ejemplo se ha encapsulado muramil tripéptido, en otras
investigaciones se ha encapsulado farmacos anti-VIH dirigidos a monocitos
macrofagos humanos. Adicionalmente se ha avanzado en el estudio acerca
del efecto en los macréfagos de los medicamentos encapsulados en
liposomas y se ha demostrado que pueden estar involucrados en la

induccion de la secrecién de citocinas, clave para la regresion de tumores,
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este hallazgo sirve como base para la realizacion de nuevas estrategias de

combate contra el cancer, una de ellas ha sido para transportar genes que
codifican para diferentes citocinas, con la finalidad de que sean expresados

por las células tumorales.

Otro uso de los liposomas surge en la practica clinica, donde son aplicados
en el rastro linfatico por destello donde se utilizan macroparticulas marcadas
gue se distribuyen en la corriente linfatica o en la creacion de vacunas donde

se encapsula el antigeno para generar respuesta de los linfocitos T°.

La importancia del uso de liposomas como acarreador radica en la
modificacion de la farmacocinética de los principios activos, es por ello que
ha sido notable su uso en la encapsulacion de medicamentos antitumorales y

algunas citocinas como la IL-1 y la IL-28,

Aplicaciones en medicina

Los liposomas han sido objeto de un considerable interés en el campo de la
medicina, bien con fines terapéuticos o como herramientas de diagnostico.
Sus propiedades fisicoquimicas, como composicion tamafio y estabilidad del
vehiculo pueden ser facilmente modificados dependiendo de la aplicacién
concreta. Los liposomas han sido utlizados para proteger moléculas
sensibles, para mejorar la captura intracelular y para cambiar el perfil
farmacocinético y la biodistribucién (tanto temporal como espacial) de la
molécula encapsulada’®. Tabla 3. Desde el punto de vista de administracion,
los liposomas pueden ser formulados como suspensiones liquidas
inyectables, aerosoles, cremas o geles, que pueden ser administrados por
diferentes vias, si bien lo mas frecuente es que sean por inyeccién

intravenosal?.
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Tabla 3. Medicamentos comercializados que contienen liposomas?.

Via de
administracion / Molécula activa Indicaciones
Producto /Estatus
Administracion Intravenosa
_ - Infecciones fangicas
Ambisome® Anfotericina B o
sistémicas
Daunosome® Daunorubicina citrato Sarcoma de Kaposi
_ o Infecciones
Mikasome® Amikacina _
bacterianas graves
Sarcoma de Kaposiy
Doxil/Caelix Doxorubicina sulfato cancer de ovario
refractario
Carcinoma de
SPI 077 Fase |l Cisplatino células escamosas
de cabeza
- _ Céancer de mama
Myocet ®/ Evacet Daunorubicina citrato _
metastasico
_ Sindrome de distress
Ventus® Fase llI Prostaglandina E1 _ _
respiratorio agudo
Leucemia mieloide
OSI 211 Fase |l Lurtotecan _
refractaria
Margibo® Vincristina Linfoma no Hodking
Annamicina liposomal o )
Annamicina Céancer de mama
Fase I/
Aroplatin/Plantar fase ) ) _
| Derivados del platino Mesotelinoma
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Citocinas

Las citocinas son un grupo diverso de proteinas y glicoproteinas reguladoras,
su clasificacién sigue siendo confusa. Estas moléculas son producidas
normalmente en pequefias cantidades por el cuerpo, actian como
comunicadores entre varias células, induciendo el efecto mediante la unién a
receptores especificos que se encuentran en la superficie celular. La mayoria
de las citocinas actian sobre o son producidas por leucocitos, que
constituyen el sistema inmune y el sistema inflamatorio, de este modo juegan
un papel central en la regulacion de ambos procesos y otros procesos
relacionados, tal como la hematopoyesis*®. El termino citocina fue usado por
primera vez a mediados de los 70s, para describir a los polipéptidos que
controlan los factores de crecimiento en la diferenciacion y regulacion de la

células del sistema inmune?®.

Los interferones (IFNs) y las interleucinas (ILs) representan las principales
familias de polipéptidos que se clasificaron como citocinas en ese momento,
posteriormente se introdujeron términos adicionales que incluyeron a las
linfocinas (citocinas tal como la interleucina 2 y el interferbn gama,
producidos por linfocitos) y las monocinas (citocinas tal como el factor de
necrosis tumoral alfa producido por monocitos), pero esta clasificacion es
inapropiada ya que la mayoria de citocinas son producidas por diversos tipos
de células. La clasificacién inicial de algunas citocinas se realizo en base a
su actividad bioldgica, pero resulto un mecanismo de clasificacion
insatisfactoria ya que la mayoria de citocinas muestra un amplio rango de

actividades biolégicas®.
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Las citocinas constituyen un grupo importante de sustancias

biofarmacéuticas. Como coordinadoras de las respuestas inmunes e
inflamatorias, la manipulacién de la actividad de las citocinas puede tener
una mayor influencia en la respuesta de las cuerpos a una variedad de

condiciones medicas®,

Interleucina-2 (IL-2)

La interleucina-2 (IL-2) es una citocina producida en forma natural, fue
identificada por primera vez en 1976. Es secretada por las células CD4 para
controlar la funcion y el crecimiento de distintos tipos de células. Sirve como
estimulante del crecimiento de los linfocitos T activados, siendo denominada
al inicio "factor de crecimiento de las células T"; al conocer mejor su accién
bioldgica se observd que no sélo estimulaba el crecimiento de los linfocitos T
activados, sino que también aumentaba la respuesta inmune mediante la
activacion de otras células de la formula blanca, linfocitos T citotdxicos,
linfocitos B y células naturales asesinas, por lo que se cambié su nombre a

interleucina-2.

Comercialmente la IL-2 es fabricada por tecnologia recombinante y esta
autorizada por la FDA para el tratamiento de metastasis del cancer renal, las
Gnicas sustancias aceptadas para el tratamiento de melanoma maligno

avanzado son el interferén alfa y la interleucina-2"°.
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Propiedades

Nombre del principio activo: Interleucina-2 (IL-2).

Formula condensada: Ceo3 H1118 N178 O293 S7

Peso molecular: 15415.9 Da

Propiedades quimicas: Sensible a tripsinas, quimiotripsina. Estable en
2-mercaptoetanol, urea (2-4mol/L).

Propiedades fisicoquimicas: Estable a pH 3-10; a 56° C por 60 min.
Inestable después de 30 min a 70° C*°.

Accion farmacoldégica

Factor de crecimiento de células T citotoxicas.

Activacion de linfocitos y células NK (natural killers).

Potencializa la liberacion de interferon gama, IL-1 y granulocitos
(factores de necrosis tumoral).

Promueve secrecion de inmunoglobulinas.

Aumenta la actividad antitumoral de macréfagos*’.

Toxicidad

Dosis mayores a 100,000 Unidades/Kg cada 8 hrs estan asociados a
efectos adversos.

Hipotension, edema periférico y fallo renal.

Las dosis mayores a 600,000 Unidades/Kg c/8hrs requiere la
administracion de agonistas b-adrenérgicos. Provocan dafio hepatico,
fallo renal (insuficiencia renal) y cuando no se tratan estos efectos
adversos pueden provocar una congestiéon pulmonar e incluso la
insuficiencia cardiaca congestiva®’.
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Estudios de estabilidad

Hoy en dia, el estudio y la determinacion de la estabilidad de los
medicamentos se han convertido en una necesidad de la industria
farmacéutica moderna, a fin de poder asegurar la identidad, efectividad,
potencia, inocuidad y pureza de los productos hasta el momento de su uso.
El hecho de que un farmaco sea inofensivo, no significa que sus productos
de degradacién también lo sean, por ello es necesario conocer si durante el
proceso de envejecimiento aparecen o no productos toxicos de degradacion

gue pudiera afectar la salud del paciente.

El tema de la estabilidad ha cobrado importancia debido a que hace mas de
40 afios su evolucién implicaba un proceso complementario empirico, lo que
ocasionaba que el tiempo entre la preparacidon del medicamento y su
lanzamiento al mercado fuera muy extenso y privaba al publico de un
producto clinicamente util, ademas de que incrementaba los costos, tanto
para el fabricante como para el paciente. De esta manera, se fue haciendo
cada vez mas evidente la necesidad de encontrar métodos para evaluar
anticipadamente la estabilidad del medicamento y de tener un método
cientifico con el que se pudieran predecir las condiciones Gptimas para su
maxima estabilidad. Un medicamento en malas condiciones ya sea por que
no tiene la dosis rotulada y el medico no logra el efecto deseado o por que
sus caracteristicas organolépticas no son las optimas y el mismo paciente las
rechaza, no es una buena promocién para el producto. Es preciso que se
realicen controles de la estabilidad de la forma farmacéutica tal cual sale a la

venta'®,
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Hay una razon legal que exige que todos los medicamentos cumplan con las

condiciones de identidad, efectividad, potencia, pureza e inocuidad durante el
periodo en que se encuentran en el mercado y hasta el momento de ser
usados, esta razon esta establecida en la Norma Oficial Mexicana NOM-073-
SSA1-2005, ESTABILIDAD DE FARMACOS Y MEDICAMENTOS
(MODIFICA A LA NOM-073-SSA1-1993, ESTABILIDAD DE
MEDICAMENTOS, PUBLICADA EL 3 DE AGOSTO DE 1996). Actualmente,
cada pais posee una legislacion referente a la estabilidad de los
medicamentos, la cual generalmente se encuentra regulada por las agencias
gubernamentales asociadas a la industria farmacéutica y se encargan de
establecer los requerimientos minimos que deben considerarse en los
estudios de estabilidad. Sin embargo existen diferencias entre los estudios
de estabilidad que se realizan en uno u otro pais, lo que origina conflictos en
la importacion y exportacion de medicamentos. Para solucionar este
problema, en noviembre de 1992, en Bruselas Bélgica, se organizé la
primera Conferencia Internacional sobre Armonizacion (ICH) de los
requerimientos técnicos sobre estudios de estabilidad de farmacos y
medicamentos, en las que participaron la Unién Europea, la FDA de los
Estados unidos y la Koseisho japonesa. Ahi se mostré que la armonizacién

incrementa el control sobre las regulaciones farmacéuticas®®.

e Objetivo de los estudios de estabilidad

El objetivo de los estudios de estabilidad es proporcionar evidencia de como
la calidad de un farmaco o medicamento varia con el tiempo bajo la influencia
de factores ambientales. Los estudios de estabilidad permiten establecer las
condiciones de almacenamiento, periodos de re-analisis y periodo de

caducidad®®.
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e Factores que influyen en la estabilidad

Las causas que condicionan la estabilidad de un medicamento son de dos
tipos: por una parte esta la labilidad propia del principio activo y de los
excipientes y por otra parte estan todos los factores externos, como la
temperatura, humedad, y luz que inducen o aceleran las reacciones que

afectan la calidad del medicamento.

Como se menciond, dentro de los factores ambientales se encuentra la luz,
este factor es muy importante, ya que los medicamentos fotosensibles deben
tener un estudio a profundidad para elegir el material de empaque mas
adecuado y esto implica elevar el costo por producto. La temperatura es otro
factor de importancia ya que los medicamentos a menudo son expuestos a
variaciones de temperatura, ya sea por su transporte o por las condiciones
de almacenamiento, ademas este factor es base de la estabilidad debido a
gue muchas reacciones dependen de el. Es necesario fijar que la interaccién
del medicamento con el material de empaque también puede influir en la
estabilidad, esto se debe a la gran cantidad de sustancias libres que pudiera
tener el envase y por consecuencia pueden actuar como catalizadores o

reactivos®’.
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e Definiciones

Calidad de un farmaco o de un medicamento. Cumplimiento de las
especificaciones establecidas que garantizan la identidad, pureza, potencia y
cualquier otra propiedad quimica, fisica o biolégica que asegure su aptitud de

uso.

Condiciones de almacenamiento. Las que se indican en la etiqueta del

medicamento.

Envase primario. Elementos del sistema contenedor-cierre que estan en

contacto con el farmaco o el medicamento.

Especificacion de estabilidad. Requerimientos fisicos, quimicos, biolégicos o
microbiolégicos que un farmaco o medicamento debe cumplir a lo largo de su

vida util.

Estabilidad. Es la capacidad de un farmaco o un medicamento de
permanecer dentro de las especificaciones de calidad establecidas en el

envase que lo contiene durante su periodo de vida util.

Estudio de estudio de estabilidad. Los estudios de estabilidad comprenden
aguellas pruebas que se le realizan a un farmaco o un medicamento por un
tiempo determinado, bajo la influencia de temperatura, humedad o luz en el

envase gue lo contiene.
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Estudios de estabilidad acelerada. Estudios disefiados bajo condiciones

exageradas de almacenamiento para incrementar la velocidad de
degradacion quimica, biolégica o los cambios fisicos de un farmaco o

medicamento.

Farmaco. Toda sustancia natural, sintética o biotecnolégica que tenga alguna
actividad farmacoldgica y que se identifique por sus propiedades fisicas,
guimicas o acciones bioldgicas, que no se presente en forma farmacéutica y
que reuna condiciones para ser empleada como medicamento o ingrediente

de un medicamento.

Farmaco conocido. Al farmaco que ha sido utilizado previamente en el pais.
Fecha de caducidad. Fecha que indica el fin del periodo de vida atil de un

medicamento.

Forma farmacéutica. Es la mezcla de uno o mas farmacos con o sin aditivos,

que permita su administracion.

Lote. A la cantidad de un farmaco o medicamento que se produce en un

ciclo de fabricacién y cuya caracteristica esencial es su homogeneidad.

Lote piloto. Lote elaborado por un procedimiento representativo que simule al

de produccion.

Medicamento. Toda sustancia o mezcla de sustancias de origen natural o
sintético que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se
presente en forma farmacéutica y que se identifique como tal por su actividad

farmacoldgica, caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas.
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Método analitico indicativo de estabilidad. Método analitico cuantitativo para

un farmaco o medicamento capaz de distinguir cada ingrediente activo de

otras sustancias y de sus productos de degradacion.

Protocolo de estabilidad. Disefio del estudio relativo a pruebas y criterios de
aceptacion, caracteristicas del lote, manejo de las muestras, condiciones del

estudio, métodos analiticos y materiales de envase.

Sistema cierre-contenedor. Al conjunto de materiales de empaque que
contienen y protegen a la forma farmacéutica. Incluyen tanto el envase
primario como el secundario, si este ultimo cumple la funcién de proporcionar

proteccion adicional al producto.

Validacion. Evidencia documentada que demuestra que a través de un
proceso en especifico se obtiene un producto que cumple consistentemente

con las especificaciones y los atributos de calidad establecidos.

Vida util. Es el intervalo de tiempo en el que un medicamento o farmaco
permanece dentro de las especificaciones establecidas, bajo las condiciones
de almacenamiento indicadas en la etiqueta, en el envase de

comercializacion®®.
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e |CHQ5C Calidad para Productos Biotecnholdgicos

Normatividad en los estudios de estabilidad para productos
biotecnoldgicos/biolégicos. (ICHQ5C Calidad para Productos
Biotecnoldgicos: Estudios de Estabilidad para Productos
Biotecnoldgicos/Biolbgicos).

Generalidades.

De acuerdo con la ICHQ5C los analisis de la actividad biol6gica deben de
formar parte de los estudios de estabilidad de referencia. Los métodos
fisicoquimicos, bioquimicos e inmunoldgicos para el andlisis de la entidad
molecular y la cuantificacion de los productos de degradacion deben formar
parte de este estudio, siempre que la pureza y caracteristicas moleculares
del producto permitan el uso de estas metodologias.

Es necesario aplicar un estudio en las condiciones a las cuales se puedan
afectar la potencia, pureza y calidad del producto, ademas éste, debe estar
basado en un estudio a largo plazo, en tiempo real y en condiciones reales
de estabilidad.

Entre los productos que comprenden estos estudios tenemos a: las citocinas
(inteferones, interleucinas, factores de crecimiento y factores de necrosis
tumoral, eritropoyetinas, activador del plasminbgeno, hormona de
crecimiento), insulina, anticuerpos monoclonales y vacunas que consistan en
proteinas o polipéptidos bien caracterizados.

La selecciones de lotes para llevar a cabo el estudio, deberan ser aquellos
gue se manufacturen en una escala representativa al de produccion, se

sugiere utilizar al menos 3 lotes?.
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Los estudios deben llevarse a cabo en el mismo sistema contenedor cierre o
representativo al propuesto para su almacenamiento y distribucién, o en su
defecto se debera usar aquel envase utilizado en el proceso de manufactura.
Se recomienda llevar a cabo la produccion con diferentes lotes de diferentes

proveedores.

La calidad sistema contenedor-cierre en los estudios clinicos y preclinicos

debe ser representativos de los estudios de estudios de estabilidad.

Seleccién de la muestra.

Cuando un producto esta distribuido en lotes que difieren en su llenado (p.ej.
1 mL, 2 mL), unidades (p.ej. 10 unidades, 20 unidades), o masa (p.ej. 1 mg,
2 mg) las muestras deben de integrarse en un programa de estabilidad

basado un sistema factorial fraccionado o en disefio por categoria.

Perfil indicativo de estabilidad.

No existe un ensayo o parametro particular indicativo de estabilidad para
realizar un perfil de estabilidad que caracterice un producto
biotecnoldgico/bioldgico. Como consecuencia de esto, el fabricante debe
proponer un perfil indicativo de estabilidad que asegure que los cambios en

la identidad, pureza y potencia de un producto puedan ser detectados.

Para que lo anterior pueda ser aplicado, se debe de contar con métodos
validados que incluyan un perfil indicativo de estabilidad. Aunque no se tiene
una guia, en la incluyan todas pruebas que deban aplicarse a dichos

productos, que demuestren la estabilidad del mismo.

28



Protocolo.

El protocolo debe de incluir toda la informacion necesaria que demuestre que
la estabilidad de un producto biotecnolégico/biolégico no se modifica, a
travées de la proposicion de una fecha de caducidad, especificacion e

intervalos de analisis.

Potencia.

Cuando se intenta evaluar la estabilidad de un producto con actividad
bioldgica definida y cuantificable, el analisis de la potencia debe ser parte
fundamental del estudio.

Bajo este contexto, se entiende como potencia, a la habilidad especifica o la
habilidad de un producto de lograr su efecto. La determinacion de la potencia
se debe de determinar a través de un método cuantitativo confiable.

Los resultados obtenidos de la evaluacion de la potencia, deberan ser
reportados en unidades de actividad biologica estandarizadas, que sean
reconocidas nacional o internacionalmente. Cuando no existan tales
referencias, el resultado del analisis debe ser reportado en base a unidades

internas fundamentado en un material de referencia.

Pureza y caracterizacion molecular.

La pureza de un producto biotecnoldgico/bioldgico es dificil de determinar.
Para ello se debe calcular por mas de un método y el valor de esta es
dependiente del método.

El uso de metodologias analiticas fisicoquimicas, bioquimicas e

inmunologicas deben proveer una caracterizacion del farmaco o producto
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final (p. ej. Tamafio de la molécula, carga, hidrofobicidad) asi como una

deteccidon exacta de cambios en la degradacion que pueden resultar de una
desaminacion, oxidacion, sulfoxidacion, agregacion o fragmentacién durante

el almacenamiento.

Cuando ocurran cambios significativos en la calidad o cantidad, en la
formacion de productos de degradacion detectados durante un estudio a
largo plazo, o en un estudio acelerado, debe considerarse el potencial peligro
para la salud que esto representa. Por lo anterior se requiere caracterizar y
cuantificar el producto de degradacion, asi como establecer limites de

aceptacion que sean justificados.

Para las sustancias que no pueden caracterizarse satisfactoriamente o
productos para los cuales no se pueda determinar su pureza a través de
meétodos analiticos de rutina. Se deben proponer vy justificar procedimientos

alternos de andlisis.

Otras caracteristicas del producto.

Siguiendo las caracteristicas del producto, aunque no especificamente
relacionadas con los productos biotecnoldgicos/bioldgicos, deben ser
reportados y supervisados en el producto final en su contenedor.

Los aditivos (P. e]. Estabilizantes y conservadores) o excipientes pueden
degradarse durante el periodo de caducidad. Si hay cualquier indicacion
durante los estudios preliminares de la estabilidad, que la reaccion o la
degradacion de tales materiales al contrario afecta a la calidad del producto,
estos articulos pueden necesitar ser supervisados durante programa de
estabilidad.
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Condiciones de almacenamiento

Temperatura

Las condiciones de almacenamiento en un estudio de estabilidad a un
tiempo-real/ temperatura-real deben estar limitadas a las propuestas a la

temperatura de almacenamiento.

Humedad.
Cuando pueda demostrarse que el sistema contenedor (y las condiciones de
almacenamiento) asegura una suficiente proteccion en contra de una alta y
baja humedad, el estudio de estabilidad a diferentes humedades relativas

puede ser omitido.

Condiciones aceleradas vy de estrés.

Se sugiere realizar estudios sobre el farmaco y producto terminado en
condiciones aceleradas y de estrés. Los estudios en condiciones aceleradas
pueden proporcionar datos Utiles de soporte para establecer la fecha de
caducidad, proporcionar informacion sobre los productos de estabilidad para
el desarrollo de productos futuros (por ejemplo cambios en la formulacién,
ampliacion), ayudar en la validacion de métodos analiticos para el programa
de estabilidad, o generar informacién que pueda ayudar a aclarar el perfil de

la degradacion de la sustancia medicamentosa o medicamento.

Los estudios bajo condiciones de estrés, pueden ser usados para determinar
si una exposicion accidental a otras condiciones distintas a las propuestas

esta deteriorando el producto ademas de determinar aquellos parametros
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especificos que pueden ser los mejores indicativos de estabilidad del

producto. Los estudios de exposicion de farmacos o producto terminado a

condiciones extremas pueden ayudar a revelar patrones de degradacion.

Sistema contenedor/cierre

Pueden ocurrir cambios en la calidad del producto por la interaccion entre la
formulacién biotecnoldgica/biolégica y el sistema contenedor/cierre. Los
estudios de estabilidad deben incluir muestras, colocadas en posicion
invertida u horizontal (P. ej. En contacto con la tapa) asi como en la posicion
con la tapa orientada hacia arriba, para determinar los efectos del contacto

con la tapa en la calidad el producto.

Debe demostrarse que el sistema de cierre de un vial, con multiples dosis es
capaz de resistir la insercion repetida para retirar producto del contenedor,
asi como conservar toda su potencia, pureza, y calidad por un periodo
maéaximo especificado en el instructivo para su uso en el contenedor.

Estabilidad después de la reconstitucion o después del almacenamiento en

congelacion.
La estabilidad de un producto después de su reconstitucién, debe

demostrarse después de un periodo maximo de almacenamiento en su

contenedor.
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Frecuencia de Andlisis.

El periodo de vida de anaquel de un producto biotecnolégico/biolégico puede
variar de unos dias hasta algunos afos.

Es dificil elaborar una guia que sea uniforme para el estudio de estabilidad y
la frecuencia de analisis que aplique a todos los tipos de productos
biotecnoldgico/biolégico.

Cuando el periodo de vida de anaquel propuesto sea de un afio o menos, el
estudio de estabilidad en tiempo-real debe conducirse mensualmente los

primeros 3 meses, y después en intervalos de 3 meses.

Cada producto debe tener sus especificaciones dentro de limites
establecidos para la seguridad, pureza, y potencia propuestos a través del
periodo de vida de anaquel.

Etiquetado.

Debe especificar con precision la temperatura de almacenamiento
recomendada. Asi como aquellos productos que no deben ser congelados y
las condiciones apropiadas de luz/humedad deberan aparecer en el

contenedor de acuerdo a los requerimientos de etiquetado nacional/regional
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Citometria de flujo

e Generalidades

La citometria de flujo es, basicamente, un método analitico que permite la
medida de emision de fluorescencia y dispersion de luz, inducidas por la
iluminacion apropiada de células o particulas microscopicas, a medida que
desfilan, de una en una y arrastradas por un flujo portador, frente a un sistema
de deteccion. En algunos sistemas, ademas, las células o particulas pueden

ser separadas fisicamente, de acuerdo a las propiedades exhibidas.

La citometria de flujo aprovecha el desarrollo de un amplio nimero de
moléculas fluorescentes, que se unen especificamente a moléculas celulares,
se acumulan selectivamente en compartimentos celulares o que modifican sus
propiedades a través de reacciones bioquimicas especificas. De esta forma, la
citometria de flujo permite detectar y cuantificar estructuras y funciones de
células individuales o particulas biolégicas aisladas, a elevada velocidad y
siguiendo una aproximacién multiparamétrica. Estas caracteristicas la
convierten en una técnica especialmente valiosa para caracterizar poblaciones

celulares heterogéneas a través de un amplio rango de propiedades biolégicas.

Debido al creciente ndmero de parametros biologicos analizables y al
desarrollo de citbmetros de costo accesible, dotados de sistemas informaticos,
a la vez de uso relativamente sencillo y de alta capacidad operativa, la
citometria de flujo tiene en la actualidad un amplio abanico de aplicaciones en
muchos campos basicos y clinicos, donde se requiera identificar células o
particulas biologicas, caracterizar sus propiedades y respuestas funcionales vy,

en algunos casos, separarlas fisicamente®.
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Componentes de un citbmetro de flujo

Los componentes basicos de un citdmetro de flujo, que con mayor o menor
complejidad técnica, se encuentran en la mayoria de los instrumentos actuales

son:

a) Sistema hidraulico: Rodea la suspension celular en flujo, con una vaina
externa, formada por un fluido libre de particulas, que mueve la muestra, a
velocidad constante y controlada, a través de la zona de deteccién ("camara de
flujo"), donde las células o particulas son expuestas, una a una, al haz

iluminador.

b) Sistema de iluminacion: Produce un haz de luz que ilumina la muestra. La
mayor parte de los citobmetros utilizan luz l4ser, por ser coherente,
monocromatica, polarizada, estrecha, estable y de intensidad conocida, aunque

hay sistemas que disponen de ldAmparas de mercurio.

c) Sistema Optico: Enfoca la iluminacion de las particulas de muestra, detecta la
luz dispersada por ellas y selecciona la fluorescencia emitida, a medida que las

particulas atraviesan el haz luminoso.

d) Sistema electronico: Proporciona una iluminacion de intensidad constante,
detecta y amplifica la respuesta de las particulas en forma de pulso analégico,
transforma las sefiales en forma digital y controla el proceso de separacion

celular ("Cell Sorting").

e) Sistema de adquisicion y analisis de datos: En la mayor parte de los
citbmetros modernos, es compatible con ordenadores personales y sistemas

operativos comunes (plataformas MS-DOS, Windows y Macintosh). Permite la
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adquisicion multiparamétrica de datos y el andlisis en tiempo real y en modo de
lista (matrices de datos no correlacionados), asi como el analisis restringido a
subpoblaciones seleccionadas ("acotamiento”). Los datos se presentan en
forma de histogramas monoparamétricos o representaciones biparamétricas de
la distribucion, junto con informacién estadistica de las distribuciones. Existen
diferentes programas comerciales de apoyo, utilizables en ordenadores
independientes y, recientemente, se dispone de interesantes programas de

dominio publico recuperables en Internet®.

Esquema de un citbmetro de flujo con dos laseres y capacidad de
separacion, FACStar PLUS (Becton-Dickinson)
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e Caracteristicas del analisis por citometria de flujo

En sentido estricto, cualquier citometro de flujo mide exclusivamente
propiedades Opticas, es decir, luz emitida por fluorocromos o dispersada por las
particulas en flujo. La conexion entre las propiedades bioldgicas de interés y los
pardmetros Opticos detectables se establece (Tabla 5) con el uso de
marcadores fluorescentes adecuados, como los que aparecen clasificados, de
forma amplia, en la Tabla 5. Se puede obtener informacion extensiva acerca de
las propiedades opticas y biolégicas de un elevado niumero de fluorocromos en

los catalogos y publicaciones de las compafiias que los fabrican.

Tabla 5. Tipos de marcadores fluorescentes usados

en citometria de flujo

1.Moléculas con reactividad quimica
2.Méleculas con especificidad estructural
3.Indicadores y quelantes fluorescentes
4.Substratos de enzimas

5.Macroméleculas y polimeros fluorescentes

La correcta aplicacion de los marcadores fluorescentes permite detectar y
cuantificar sitios estructurales o seguir funciones dinamicas en las células. Sin
embargo, algunas funciones o estructuras de interés biol6gico pueden ser

estudiadas sin necesidad de incorporar marcadores fluorescentes exdgenos,
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puesto que se pueden relacionar con la presencia de moléculas fluorescentes

enddgenas o con interacciones fisicas especificas entre las células y la luz.

De acuerdo con las aplicaciones especificas de los fluorocromos y las
propiedades de autofluorescencia, se pueden clasificar los parametros
bioldgicos analizables por la mayor parte de los citbmetros de flujo como se

muestra en la Tabla 6.

Los parametros indicados en la Tabla 6 pueden ser estudiados a traves de
otros meétodos analiticos, incluso utilizando los mismos marcadores
fluorescentes (p.ej., espectrofluorimetria, microscopia confocal, etc.). Sin
embargo, las caracteristicas técnicas especiales de la citometria permiten
obtener un grado de informacibn sobre estos parametros que es,
probablemente, Unico entre las técnicas actuales de analisis biolégico, como se

muestra en la Tabla 7%*.

Tabla 6. Parametros bioldgicos analizables en citometria

Estructuras que no requieren

marcadores ex6genos

e Volumen celular
e Textura celular
e Pigmentos fluorescentes

Funciones que no requieren

marcadores exdgenos

e Estado redox
e Viabilidad celular

Estructuras que requieren

marcadores exégenos

e Macromoléculas

e Metabolitos de bajo peso

e Regiones especificas en
macromoléculas

e Organulos subcelulares

Funciones que requieren

marcadores exdgenos

e Viabilidad
e Integridad de la membrana
plasmética

e Transporte
e Potenciales de membrana
e Movimientos i6bnicos
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Tabla 7. Informacion generada en el andlisis por citometria
de flujo

1. Intensidad de expresidon de parametros en una poblacion
celular.

2. Heterogeneidad de expresion de parametros dentro de una
poblacién celular.

3. Relacién entre parametros en una poblacién celular.

4. Relacion de pardmetros en células individuales.

5. Evolucién de parametros dinamicos.

6. Correlacion con parametros determinados con otras técnicas

tras separacion celular.

e Areas de aplicacion de la citometria de flujo

El desarrollo tecnoldgico (Optica, electronica, anticuerpos, fluorocromos) que ha
acompafiado a la citometria de flujo desde su aparicion como técnica accesible
en los afos setenta, ha supuesto una reduccion en la complejidad de los
instrumentos y una gran expansidon en su numero y en el rango de
aplicaciones, tanto basicas como clinicas. Asi, en disciplinas como la
inmunologia, hematologia y oncologia, en las que la citometria de flujo se
aplica fundamentalmente a la rutina clinica, han aumentado notablemente los
aspectos de investigacion basica. Por otra parte, las aplicaciones desarrolladas
en el laboratorio bésico, especialmente en biologia molecular y fisiologia

celular, se han adaptado a estudios clinicos y biotecnoldgicos.
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También hay que destacar el interesante desarrollo de la citometria de flujo en

el estudio de microorganismos, en aplicaciones biotecnoldgicas, ecoldgicas y
clinicas. El desarrollo tecnolégico ha permitido aumentar la resolucion y la
sensibilidad de los citémetros de flujo haciendo posible su utilizacion para el

estudio de particulas de pequefio tamafio y microorganismos.

Dentro de la Microbiologia, la aplicacion que ha tenido mayor aceptacion es la
de la deteccién de microorganismos en distintos medios, ya sean provenientes
de alimentos o de pacientes. En estudios especificos a determinados
microorganismos, sin embargo, el desarrollo de aplicaciones ha llegado a ser
tan amplio como en mamiferos. Se puede estudiar el ciclo celular en levaduras
y en bacterias, el estado metabdlico, la presencia o ausencia de determinados
enzimas, la viabilidad de los cultivos, la cantidad total de proteinas, la cantidad
total de acidos nucleicos, la expresion de determinados genes, la respuesta

antes determinados agentes antimicrobianos, etc.

Dentro del campo de la alimentacion la CDF ha sido utilizada, principalmente,
en el estudio del efecto de los alimentos en el ser humano, ya sea, por su
efecto inmunomodulador, anticancerigeno o, por el contrario, por la posible
toxicidad que producen. Ademas, la CDF se utliza en el campo de la
biotecnologia alimentaria y en los estudios de calidad de los alimentos. En este
ultimo aspecto donde la CDF puede tener un gran desarrollo, detectando la
presencia de microorganismos en los alimentos. La utilizacién de anticuerpos
monoclonales y de tinciones especificas de microorganismos puede ayudar a

la rapida deteccién del contaminante®.
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Ensayos de inmunoabsorbancia

En estas técnicas se utilizan las enzimas como marcadores inmunoquimicos
de los complejos antigeno-anticuerpo (Ag-Ac). El hecho de que una pequefa
cantidad de enzima pueda catalizar una gran cantidad de sustrato permite
amplificar la reaccion Ag-Ac de tal manera que es posible detectar
cantidades infimas de Ag o Ac en las muestras estudiadas. Por ello rivalizan
con los métodos RIA (radioinmunoanalisis), ya que ademas de su gran
sensibilidad tiene menores riesgos en el manejo de los reactivos y un tiempo

de conservacion de los mismos mas prolongado.

Fundamentalmente existen dos tipos de enzimoinmunoanalisis (EIA) como
también se les conoce, el homogéneo, que consiste en un analisis sencilloy
rapido que permite la automatizacion, donde el complejo Ag-Ac modula la
actividad enzimética y se pueden medir sin la necesidad de separar los
componentes marcados enzimaticamente de los no marcados. El
heterogéneo presenta mayor sensibilidad, para medir la actividad enzimatica
es necesario un paso previo de separacion de los componentes marcados,
que puede ser por precipitacion o por la utilizacion de de un Ag o Ac fijado a
una fase solida. Este ultimo método de analisis es uno de los mas usados y
recibe el nombre genérico de ELISA (Enzyme Liked Inmuno Sorbent Assay).
Es una técnica que permite detectar tanto Ag como Ac y consiste en una
enzima conjugada a un Ac que reacciona con el sustrato adecuado

produciendo color®.
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En ambos casos, la enzima utlizada debe cumplir con los requisitos

minimos: Debe estar altamente purificada y obtenerse de una forma
econdémica. Debe poseer una actividad especifica asociada, no debe estar
presente en los liquidos biologicos en cantidades suficientes como para

interferir en la reaccion.

e Ensayos de inmunoabsorbancialigada a enzimas (ELISA)

Las caracteristicas de mayor importancia del comportamiento de los
anticuerpos son la especificidad, cantidad, isotipo o clase y afinidad. La
especificidad determina la capacidad del anticuerpo para distinguir entre el
inmundgeno y otros antigenos, la cantidad de anticuerpo se puede medir de
formas muy variadas. La composicion isotipica de una respuesta de
anticuerpo también determina las funciones biologicas que estos anticuerpos
pueden efectuar y los sitios en los cuales se encontrara anticuerpo. Por
altimo la fuerza de union del anticuerpo a su antigeno en términos de union a
sitio de unién a antigeno unico, a un antigeno monovalente, se llama afinidad
(la fuerza de unidn total de una molécula con mas de un sitio de union se
conoce como avidez). La fuerza de unién es importante, puesto que mientas
mas alta es la afinidad del anticuerpo por su antigeno menos anticuerpo se
requiere para eliminar el antigeno, dado que los anticuerpos con afinidad

maés alta se uniran a concentraciones mas bajas de antigeno?®.

Las moléculas de anticuerpo son muy especificas para su antigeno
correspondiente; tienen la capacidad para detectar una molécula de un
antigeno proteinico entre mas de 10® moléculas similares. Esto hace a los
anticuerpos tan faciles de aislar y estudiar, como inestimables como sondas

de procesos biolbgicos.
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Con procedimientos quimicos estandar habria una gran dificultad para

distinguir entre dos proteinas estrechamente relacionadas. El valor de los
anticuerpos como sondas moleculares ha estimulado el desarrollo de
muchas técnicas sensibles y muy especificas para medir su presencia, medir
su especificidad y afinidad para diversos antigenos y averiguar sus
capacidades funcionales. En muchas técnicas estandar usadas en biologia

se aprovecha la especificidad y estabilidad de la unién antigeno-anticuerpo.

ELISA es un andlisis de unién directa a anticuerpo (o antigeno), para este
método se necesita una preparacion pura de un anticuerpo o antigeno
conocido o de ambos, con el fin de estandarizar la valoracion. En ELISA una
enzima se enlaza quimicamente al anticuerpo. EI componente no marcado,
que en este caso seria el antigeno, se fija en un soporte sélido, por ejemplo,
pozos en una placa de plastico, que absorberan cierta cantidad de cualquier
proteina. Se permite que el anticuerpo marcado se una al antigeno no
marcado, en condiciones en las cuales se bloguea la absorcion inespecifica y
cualquier anticuerpo y otras proteinas no unidas se eliminan por medio de
lavados, la unién se detecta mediante una reaccion que convierte un sustrato
incoloro en un producto de reaccién tefiido. EI cambio de color puede
interpretarse directamente en la charola de reaccién, lo que hace facil la
recoleccion de datos y también evita los peligros que plantea la
radioactividad que se presenta en RIA. Esto hace de ELISA el método
preferido para casi todos los analisis de unién directa®’.

Existen multiples variantes de la técnica ELISA, que permiten la deteccion
cualitativa o cuantitativa de antigeno o anticuerpo, de manera alternativa se
realiza una curva estandar con base en concentraciones conocidas de
anticuerpo o antigeno a partir de la cual es posible determinar la

concentracion desconocida de una muestra.
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e ELISA indirecta

En esta variante puede detectarse o determinarse anticuerpos de un suero o
alguna otra muestra que contenga el anticuerpo primario (AC,), se afiade a
un pozo de microtitulo recubierto con antigeno. Después de eliminar por
lavado cualquier AC; libre, la presencia de anticuerpo unido a antigeno se
detecta mediante la adicion de un anticuerpo antiespecie AC, secundario
conjugado con una enzima, que se une al anticuerpo primario. A
continuacion se elimina por lavado cualquier AC; libre y se afiade un sustrato
para la enzima. La cantidad de producto de la reaccién de color que se forma
se mide con lectores espectrofotométricos de placa especializados, que
pueden medir la absorcion de la totalidad de los pozos de una placa de 96,

en segundos?®®.

e ELISA competitiva

En esta variante es posible cuantificar antigenos. En esta técnica se incuba
primero el anticuerpo en solucion con una muestra que contiene el antigeno.
Después la mezcla se afiade a un pozo de microtitulo recubierto con
antigeno. Cuanto mas antigeno se encuentra en la muestra menos
anticuerpo libre esta disponible para unirse al pozo recubierto con antigeno.
La adicion de un anticuerpo secundario Ab, especifico para cada isotipo del
anticuerpo primario conjugado con una enzima puede utilizarse para
determinar la cantidad de anticuerpo primario unido al pozo como un ELISA
indirecto. Sin embargo, la prueba competitiva cuanto mas alta es la
concentracion de antigeno en la muestra original tanto mas baja es la

absorcion?°.
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e ELISA de sandwich

En esta variante es posible detectar o cuantificar un antigeno, es ideal para
detectar productos secretados como citocinas. En esta técnica el anticuerpo
se inmoviliza en un pozo de microtitulo, contenido en una placa de
microtitulacién (placas de plastico pequefas, taradas para maximizar la union
a proteinas, que contienen 96 pozos con un volumen de 200uL), se afiade
una muestra que contiene antigeno y se deja reaccionar con el anticuerpo
inmovilizado. Después se lava el pozo y se agrega un segundo anticuerpo
especifico para un epitopo distinto del antigeno se incuba para permitir la
unién al otro sitio del antigeno. Se procede a otro lavado para eliminar
anticuerpo libre y se afiade un sustrato cromogénico y se mide el color
producido por la reaccion. La intensidad es directamente proporcional a la

concentracion del antigeno presente en la muestra problema®.

Las enzimas comunes empleadas en la etapa de la deteccion son la
peroxidasa de rabano picante Yy la fosfatasa alcalina; esta enzimas se
pueden unir de manera covalente al anticuerpo sin afectarla capacidad de
unién a antigeno del anticuerpo o bien, sin inhibir la actividad de la enzima.
Una gran variedad de cromdéforos se pueden incubar con los sustratos de
estas enzimas para generar productos de color susceptibles de cuantificacion

mediante espectrofotdmetros para placas de microtitulacion.

Debido a que el ultimo paso del ensayo es enzimatico, estas pruebas tienen
la ventaja de ser muy sensibles. Aunado a lo anterior, para mejorar aun mas
la sensibilidad, se pueden usar, algunos pasos adicionales, como puede ser
la adicion de anticuerpos secundarios marcados con la vitamina biotina. En

este caso los pozos se incuban con avidina marcada enzimaticamente, la
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cual se une a biotina con una afinidad y especificidad sumamente altas. Los
ensayos inmunologicos mejorados con biotina/avidina permiten la deteccion

de antigenos en cantidades extremadamente pequefias®.

Figura 2. Diagrama del ELISA de sandwich

a) Pozo de placa para ELISA, b) Fijacion del anticuerpo de captura, c)
Colocacion den antigeno, d) Unidn den antigeno con el anticuerpo, e)

Eliminacion del exceso de antigeno, f) Colocacién del anticuerpo de
lectura.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente el céncer cervicouterino es una de las principales causas de
muerte en mujeres mayores de 25 afos de edad a nivel mundial, por ello es
importante el desarrollo de nuevos medicamentos que ayuden al tratamiento y
cura de dicha enfermedad. El uso de citocinas, como la interleucina 2, ha
resultado ser de gran utilidad en el tratamiento de distintos carcinomas; sin

embargo, la citocina tiene un gran nimero de efectos adversos.

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que 100UI/mL de IL-2 encapsulada
en el sistema nanoacarreador (liposomas en una emulsion) tiene un efecto
inhibidor sobre la proliferacion de células provenientes de céncer cérvico
uterino, ademas ha realizado estudios de caracterizacion del sistema, los
cuales solo han contemplado parametros de compatibilidad. En base a lo
anterior, resulta importante realizar un estudio de estabilidad quimica y fisica
que demuestre que la calidad de nuestro sistema no varia con respecto al
tiempo bajo la influencia de factores ambientales como la humedad y la

temperatura.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la estabilidad del sistema IL-2/liposomas, contenidos en un frasco
vial de vidrio de boro silicato, cuando es sometido a una temperatura de
25°C y una humedad de 60%, durante un periodo de 6 meses, mediante
la aplicacion de la técnicas de inmunoensayo, citometria de flujo vy
microscopia electronica.

Objetivos particulares

Implementar un inmumoensayo para la cuantificacion de la IL-2 contenida

en el sistema nanoacarreador.

Evaluar la estabilidad fisica del sistema nanoacarreador utilizando un
analisis por citometria de flujo y microscopia electrénica.

Evaluar la estabilidad quimica del sistema nanoacarreador utilizando un
inmunoensayo

Realizar el andlisis de resultados de la estabilidad fisica por medio de un
estudio estadistico de comparacion mediante la implementacion del
programa Summit4.3
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HIPOTESIS

Estudios de preformulacion y formulacion han demostrado que el sistema
farmacéutico constituido por liposomas con IL-2 es estable en un rango de
temperatura en el que se encuentra los 25°C, por lo tanto esperamos que el
sistema sea estable en su envase bajo las condiciones establecidas en un
periodo de seis meses, evaluados mediante citometria de flujo, microscopia

electrénica de transmision e inmunoensayo.

49



PROTOCOLO DE ESTABILIDAD DE ACUERDO A LA NOM-073

Nombre del medicamento: Liposomas con IL-2

Forma farmacéutica: Emulsion

Presentacion: Frasco vial con 2mL

Concentracion: 100.99 Ul/mL

Fabricante: Laboratorio de Oncologia Celular, UMIEZ, FES Zaragoza, UNAM

Grado técnico de los aditivos

Principio activo: Interleucina 2 (IL-2), grado reactivo

Excipientes: Espermidin Colesterol, grado reactivo
Fosfatidil colina, grado reactivo

PBS (solucion buffer de fosfatos), grado reactivo

LOTES
Tipo: Piloto
Tamafo: 40 frascos viales de 2mL

Numero de lotes: 1
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Sistema Contenedor cierre

Frasco vial de vidrio tipo 1, con tapa de neopreno y casquillo de aluminio, con

capacidad para 2 mL

Casquillo de aluminio

Frasco vial de vidrio

Tapa de neopreno

Tabla 8. Condiciones de estudio para un medicamento nuevo en condiciones

de refrigeracién

_ _ Condiciones de Periodo Frecuencia de
Tipo de estudio _ o .
almacenamiento minimo analisis
Estabilidad 25°C+ 2°/ 60% +
6 Meses 0, 3, 6 meses
acelerada 5% HR
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Tabla 9. Pruebas para el sistema nanoacarreador Liposomas/IL-2

Prueba Observaciones
Citometria de Se realizara en
Fisica . todos los meses de
flujo .,
evaluacion
Microscopia Solo se utilizara
Estabilidad a . o
Fisica electronica de como prueba
evaluar . .
transmision confirmatoria
Inmunoensayo Se realizara en
Quimica todos los meses de
ELISA .
evaluacion
Tabla 10. Tiempos de muestreo
Muestreos
Basal 1 2 3 4 5 6
Condicién —
Fechas de muestreo y analisis
25°C+2/60
% HR+5% | 150011 | 1271011 | 9111 | 711211 | 40112 | 102112 | 29/02/12
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Pardmetros de prueba

e Por andlisis de citometria de flujo

Tamafio FSC (Forward Scatter)

Complejidad SSC (Side Scatter)

Relacion FSC (Forward Scatter) y SSC (Side Scatter)

e Por andlisis de inmunoensayo

Concentracion 100.99 Ul/mL

Tabla 11. Especificaciones de estabilidad

o Variacion

Prueba Valor inicial N
permitida
. Citometria de 10,000 No mayor

Fisica _

Estabilidad a flujo eventos al 5%

evaluar o Inmunoensayo 100.99 No mayor
Quimica
ELISA Ul/mL al 5%
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MATERIAL

Fabricacion del sistema nanoacarreador con IL-2

1. Balanza analitica marca Ohaus

2. Tubos de ensayo 13x100 mm.

3. Sonicador.

4. Tanque de nitrégeno filtrado.

5. Tubos conicos de 1,5 mL. Marca Ependorf.
6. Jeringa de vidrio de 100 pL. Marca Hamilton
7. Micropipetas de 10, 200 y 1000 pL. Marca Ependorf.
8. Pipeta dosificadora. Marca Ependorf.

9. Ultracentrifuga. Marca Solbat
10.Cronémetro.

11.Campana de flujo laminar. Marca Veco
12.Cloroformo.

13.Interleucina 2

14.Lipidos.

15.Solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.2 (Phosphate Buffered
Saline PBS).

16.Frasco vial de borosilicato de 2 mL de capacidad con tapon de
neopreno y casquillo de aluminio.

17.Engargoladora.
18.Inmunoplacas. Marca RD
19. Micropipetas de 2, 20, 200 y 1000 pL. Marca Ependorf.

20.Lector de ELISA. Marca Bio-Tek
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21.Tubos conicos de 15 mL y de 2 mL de polipropileno.

22.Micropipeta dosificadora. Marca Ependorf.

23.Puntas para micropipetas de 2, 20, 200 y 1000 pL. Marca Ependorf.

24.Reservorios.

25.Agitador de tubos.

26. Minicentrifuga para tubos cénicos de 2 mL.

27.Potenciébmetro. Marca Conductronic

28.Tubos para Citometro

29. Citometro de flujo. Marca BD

Soluciones requeridas para técnica de ELISA

1.

Soluciéon amortiguadora de fosfatos pH 7.2 (Phosphate Buffered
Saline PBS)

Buffer de lavado- 0,05% Tween 20 en PBS, pH 7,4.

Diluente- 0,1% de albumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin,
BSA), 0,05% de Tween 20 en solucion buffer tri-salina pH 7,3 (20 mM
de base Trizma, 150 mM de NacCl).

Solucién sustrato- Mezcal 1:1 de agente colorante A (H,0;) y agente
colorante B (tetrametilbenzidina) (R&D Systems, Catalog # DY999).

Solucion Stop- Acido Sulfarico 1 M.
Solucion triton al 5%.

Polivinil pirrilidona al 1% 0,05% Tween 20 en PBS, pH 7,4.
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METODO

Fabricaciéon de liposomas

1. Se pesaron con exactitud 30 mmoles de espermidin colesterol y se
colocaron en un tubo de ensayo de 13x100 mm, previamente
esterilizado.

2. Se agregaron 30 mmoles de fosfatidilcolina al tubo de ensayo.

3. Con ayudad de una micropipeta de 1000 pL, se agregé 3 mL de
cloroformo a la mezcla de fosfolipidos. Se continu6 agitando hasta que
se observo una solucion.

4. Se separo la solucién en tres tubos de ensayo 13x100 mm estériles.

5. Se seco el disolvente mediante una corriente de nitrégeno.

6. A cada tubo se le agregé interleucina-2 a 100 Ul/mL diluida en un
maximo de 700 microlitros de PBS (solucion buffer de fosfatos).

7. Se sobnico 3 ciclos de 5 segundos, con descanso de 10 segundos
entre cada ciclo.

8. En un tubo de ensayo de 13x100 mm, se afiadié la solucién de
fosfolipidos contenida en cada tubo.

9. Se sobnico nuevamente, 3 ciclos de 5 segundos, con descanso de 10
segundos entre cada ciclo.

10.Se dividio la solucion en dos tubos conicos de 1,5 mL, llendndolos a
su maxima capacidad con PBS (solucién buffer de fosfatos).

11.Se ultracentrifugo a 40 000 RPM durante 40 minutos.

12.Se quito el sobrenadante y se resuspendié en PBS (solucién buffer de
fosfatos).

13.Se agrego solucién de PBS (solucion buffer de fosfatos) cbp 40 mL y

se homogenizé.
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14.Posteriormente se acondiciond con ayuda de una pipeta dosificadora
en ampolletas de vidrio de borosilicato de 2,0 mL, previamente

esterilizadas. y se sellaron las ampolletas.

Acondicionamiento de estufa de estabilidad

1. Se acondicion¢ la camara de humedad saturando el medio con NacCl
hasta alcanzar 60% +5% de humedad relativa con ayuda de
termohigrémetro. Se dej6é que la humedad se estabilizara.

2. Se monitored la temperatura y la humedad relativa continuamente y en

cada tiempo de muestreo.

Muestreo y analisis por medio de citometria de flujo

1. Se colocé un termémetro y un higrémetro dentro de la camara de
humedad y se dej6 que se estabilizaran. Posteriormente se tomaron
las lecturas.

2. Se extrajeron tres muestras de liposomas (para realizar la prueba por
triplicado), y se analiz6 visualmente el material de empaque.

3. Se extrajo el contenido del material de empaque y se coloco en tubos
para citbmetro.

4. Se acondicion¢ el citometro como lo indica el manual de uso (Ver
instrucciones de acondicionamiento)

5. Se programo el citometro a 10 000 eventos

6. Se analizaron las muestras y se guardaron los poligonos con nombre
clave, condicion y fecha de trabajo

7. Se realiz6 el andlisis estadistico mediante el programa Summit 4.3.
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Acondicionamiento del citometro BD FACSDiVa

1.- Encender el instrumento principal, ver que los laseres estén apagados.
AVISO: No encender el laser hasta que haya activado la corriente. La
ejecucion del laser sin necesidad de activar la corriente puede degradar el

rendimiento de la celda de flujo.

2.- Iniciar el ordenador, poner en marcha BD software FACSDiVa. Para
iniciar el software, haga doble clic en el acceso de aplicaciones en el

escritorio.

3.- Revisar los niveles de fluidos en el marco del instrumento; reponer los
liquidos o el vacio de los residuos, si es necesario. Para mostrar el cuadro de
instrumentos, haga clic en el boton del instrumento en la barra de
herramientas del espacio de trabajo. Verificar los niveles de liquido en la

parte inferior del marco.

4.- En el menu de instrumentos BD FACSDiVa, elija Fluidics de inicio, haga
clic en aceptar en el mensaje. El procedimiento de inicio Fluidics elimina el
agua de los tanques de DI pleno y las lineas de liquido y lo reemplaza con

fluido del contenedor.

5.- Cuando el procedimiento “Fluidics” de inicio se haya completado, utilizar
los controles del software para iniciar la secuencia.
* Hacer clic en el boton de seleccion de area de la barra de herramientas
para mostrar la “Breakoff” y las ventanas laterales “Stream’.
* Hacer clic en el boton de corriente en la ventana de “Breakoff” a su vez en

la secuencia.
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6.- Comprobar la posicién de funcionamiento en el aspirador de residuos e
inspeccionar la imagen de la corriente en la ventana de “Breakoff’. La
corriente debe fluir suavemente de la boquilla en el centro del aspirador de
residuos. Deben aparecer gotas y espacios uniformes. Si la corriente fluye,
pero es inestable, abrir la celda de flujo por la puerta de acceso y comprobar
si hay burbujas en la celda de flujo. Si se observan burbujas, apague la

corriente, espere unos segundos, y encienda la corriente de nuevo.

7.- Encender el laser, esperar 30 minutos para calentar. Para activar el laser,
presione el boton de potencia del laser correspondiente en el panel de poder.

8.- Elegir un experimento nuevo o uno ya existente.

Determinacion de la morfologia de los liposomas por

microscopia electronica de trasmision.

Se tomaron muestras de los viales en las fechas establecidas,
posteriormente se tomaron alicuotas de 5 uL de liposomas y se colocaron en
rejillas de cobre con 200 mallas que estaban cubiertas con formvar, se
incubaron 20 minutos a temperatura ambiente y después se eliminé el liquido

por decantacion con papel filtro.

Posteriormente las muestras se tifieron con una solucion acuosa de acetato
de uranilo al 4% durante 5 minutos, se elimina el exceso de liquido y se deja
secar durante 24 hr. Las muestras se observaron en el microscopio

electrénico de transmisién y se tomaron fotografias a 80K.
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Interleucina expuesta vy total

Por la naturaleza del sistema farmacéutico, la interleucina se puede
encontrar en dos regiones del sistema, la primera es en la superficie del
liposoma, esta IL-2 le proporciona mas especificidad y una rugosidad que se
ve reflejada en la complejidad del sistema. La segunda es la encapsulada,
gue se encuentra en el interior del liposoma, el compartimiento Unico en este
caso. Por este motivo es necesario cuantificar la IL-2 expuesta y la IL-2 total

que incluye la IL-2 expuesta y la IL-2 encapsulada.

Muestreo y analisis por medio de inmunoensayo

Cuantificacion de IL-2 mediante técnica de ELISA.

Preparacion de la placa para ELISA.

1. Transferir 100 pL/pozo de el anticuerpo de captura (diluir la
concentracion apropiadamente con PBS, usando intermedios) a una
placa de ELISA. Sellar la placa e incubar a temperatura ambiente.

2. Aspirar cada pozo y lavar con Buffer de Lavado, repetir el proceso dos
veces para un total de 3 lavados. Lavar llenando cada pozo con Buffer
de Lavado (400uL) usando un bote atomizador, pipeta multi-canal,
dispensador mudltiple o autolavador. Completar la eliminacion del
liquido en cada paso es esencial para un buen funcionamiento.
Después del ultimo lavado, remover cualquier remanente del Buffer de
Lavado por aspiracion o por inversion de la placa y secar con una
toalla de papel limpia.

3. Bloguear la placa adicionando 300 puL de PBS que contenga 1% de
BSA, 5% de sacarosa y 0,05% de NaN3 en cada pozo. Incubar a
temperatura ambiente por 1 hora minimo.
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4. Repetir la aspiracion/lavado como en el paso 2. Las placas ahora
estan listas para la adicion de la muestra. Alternativamente, el
amortiguador de bloqueo se puede aspirar después del paso 3 y las
placas pueden ser secadas al vacio. Cuando se encuentren cerrados
con desecante, las placas pueden ser almacenadas a 4 ° - 8°C por lo
menos 2 meses.

Procedimiento de valoracién de IL-2 expuesta y encapsulada en el sistema

nanoacarreador.

1. Las diluciones problema y estandares deben ser preparados en tubos
de polipropileno. Adicionar 50 uL/pozo de la muestra o estandar en un
diluente apropiado. Mezclar golpeando suavemente el marco de la
placa por un minuto. Cubrir con una tira adhesiva e incubar por 2
horas a temperatura ambiente. Para la cuantificacion de la IL-2 total
agregar a los pozos de las muestras 50 pL de tritobn para deshacer los
liposomas.

2. Repetir la aspiracién/lavado como en el paso 2 para la Preparacion de
la Placa.

3. Adicionar 100 pL del anticuerpo-biotina de deteccion, diluir en un
diluente apropiado, en cada pozo. Cubrir con una tira adhesiva nueva
e incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

4. Repetir la aspiracién/lavado como en el paso 2 para la Preparacion de
la Placa.

5. Adicionar 100 pL de estreptavidina HRP (R&D System, Catalog #
DY998, diluir conforme las indicaciones en la etiqueta) en cada pozo.
Cubrir la placa e incubar por 20 min a temperatura ambiente.

6. Repetir la aspiracion/lavado como en el paso 2 para la Preparacion de
la Placa.

7. Adicionar 100 pL de Solucién Sustrato en cada pozo. Incubar por 20-
30 minutos a temperatura ambiente. Evitar colocar la placa a luz

directa.
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8. Adicionar 50 pL de Solucién Stop en cada pozo. Golpear la placa
suavemente para garantizar un mezclado completo.

9. Determinar la densidad Optica de cada pozo dentro de 30 minutos,
usando un lector de microplacas a 450 nm. Si la correccion de la
longitud de onda esta disponible, establecerla a 540 nm 0 570 nm. Si
la correccién de la longitud de onda no esta disponible, restar lecturas
a 540 nm 0 570 nm de la lectura a 450 nm. Esta resta sera correcta
para las imperfecciones oOpticas de la placa. Lecturas realizadas
directamente a 450 nm sin correccién pude ser muy exactas 0 menos
exactas.
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RESULTADOS

Los histogramas de la relacion directa entre complejidad y tamafio presentan
un poligono de referencia. El poligono uno (P1) contiene la mayoria de la
poblacién en pruebas basales. Este poligono ha sido utilizado para analizar
las particulas a lo largo del desarrollo del sistema farmacéutico, con el
objetivo de evaluar la produccion. Por este motivo el poligono es la base de
todos los andlisis, incluyendo los basales de cada lote. Se debe resaltar que
todas las poblaciones se analizaron bajo estos parametros, la poblacion de
nuestra prueba basal no se encuentra en un 100% dentro del poligono, pero
al realizar el andlisis se tomo como 100% a la poblaciéon que estuvo dentro
del poligono, ya que dicha poblacién tiene las caracteristicas ideales del lote
producido, a partir de esto, los analisis mensuales fueron evaluados
puntualmente en sus caracteristicas de tamafio y complejidad del lote
producido y no de las caracteristicas generales de producciéon con el fin de

evitar externalidades que afecten los resultados.
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RESULTADOS

Citometria. Estabilidad fisica
Histogramas, relacion directa entre complejidad y tamafio segun el poligono

de referencia. Muestra basal y andlisis mensual.

64



*» Figura 1. Prueba basal o tiempo cero

FACSDiva Version 6.1.2
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Experiment Name; LY 060910
Specimen Name: LOC 14-08-11
Tuhe MName: PB2
Record Date: Sep 14, 2011 2:56:32 PM
FOP: Administrator
GUID: c0e3chs7-56h1-4208-9f1 3-325d9e5f330¢
FSC-A SS8C-A
Population #Events %Farent Mean Mean
B ~i Events 10,000 Bigiai 4167 308
M i 09,4689 849 3,863 262
] 4,158 416 1,476 92
[ k] 7,842 AB.4 6,083 161
O ra 1,576 158 2,632 554

La figura 1 nos muestra dos histogramas. El histograma A muestra la relacién
directa entre el tamafio y la complejidad de las particulas, la regiéon P1 (color rojo),
representa la poblacion estandar del sistema, la region P4 (color verde) representa
la desviacion de la poblacion tipica de la produccion. Con este histograma podemos
observar que nuestra poblacion total no son los 10,000 eventos, si no la poblacion
gue esta dentro de la region P1. El histograma B, muestra una relacion directa entre
la complejidad y nimero de eventos ademas de sobreponer las 2 poblaciones antes

mencionadas con el fin de observar su tendencia.

65



» Figura 2. Pruebames 1

FACSDiva Version 6.1.2
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En el histograma A se observa una disminucién de la poblacion de la region
P4 (poblacién de la desviacién de produccién) y un aumento en la poblacion
de la regién P1. En el histograma B se observa la misma tendencia. Esto

hace notar perdida de complejidad del sistema.
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» Figura 3. Prueba mes 2

FACSDiva Version 6.1.2
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[E P3 4318 432 77 432
. P4 392 3.9 3,250 586

En el histograma A, la tendencia hacia la disminucion de la poblacion de la
region P4 continta y se sigue reflejando en el histograma B. Ademas de
observarse una concentracion de los eventos en el cuadrante inferior

izquierdo.
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» Figura 4. Prueba mes 3

FACSDiva Version 6.1.2
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FOP: ONCOCEL
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FSC-A SSC-A
Population #Events F%Parent Mean Mean
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En el histograma A, se observa una nueva poblacion que esta a fuera de la
region P1y P4, esta se ubica en le cuadrante superior derecho, lo que indica
un aumento de tamafio y complejidad. Ademas se continla con la

disminucién de la poblacién en la region P4.
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= Figura 5. Prueba mes 4
FACSDiva Version 6.1.2
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En el histograma A se observan dos poblaciones fuera de las regiones P1y
P4, la primera esta ubicada en el cuadrante inferior izquierdo, la cual refleja
una perdida total de complejidad, la segunda ubicada en el cuadrante

superior derecho refleja un aumento del tamafio y la complejidad.
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» Figura 6. Prueba mes 5.

FACSDiva Version 6.1.2
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En el histograma A, se observa una polarizacibn de las poblaciones, la
poblacion de la region P4 es minima, mientras que las nuevas dos
poblaciones (color negro) reflejan la aglutinacién del lipido cuadrante superior
derecho) y el desdoblamiento de los liposomas (cuadrante inferior izquierdo)

observado también en el histograma B.
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RESULTADOS

Los histogramas de la relacién directa de tamafio FSC VS cantidad de
liposomas (eventos) y complejidad (SSC) VS cantidad de liposomas
(eventos), fueron creados con el programa Summit 4.3 y no contienen datos
de produccion de lotes anteriores. Estos histogramas solo representan la
poblaciéon evaluada. El programa tiene la capacidad de establecer donde se
encuentra la mayoria de la poblacion que cumple una caracteristica
especifica, a esta area se le denomina R2, en nuestro caso tamafio (FSC) o
complejidad (SSC). A partir de esto, todas las poblaciones que se analicen
contaran con la misma cantidad de eventos evaluados dentro del histograma
(R2). Este programa nos proporciona el comportamiento por separado de las

caracteristicas de nuestro sistema farmacéutico.
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RESULTADOS

Histogramas. Relacion directa de tamafio FSC y cantidad de liposomas

(eventos)
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= Figura 7. Prueba basal, histograma de relacién directa entre

tamafio y nUmero de eventos.
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Tabla 12. Namero de eventos y % de distribucion de la prueba basal.

Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100
R2 9008 90.08 90.08
% Evaluado 9008 100% 100%

La figura 7, muestra la prueba basal con respecto al tamafio. La regiéon
analizada (R2) establece que de un total de 10,000 eventos 9,008 tienen

caracteristicas similares, por ello este valor es el 100% y la referencia para

los préximos analisis.
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Figura 8. Prueba mes 1, histograma de relacion directa entre

tamafio y nUmero de eventos.
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Tabla 13 NiUmero de eventos y % de distribucion de la prueba mes 1.
Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100
R2 8,747 87.47 87.47
% Evaluado 8,747 97.10 97.10

En el mes 1, el R2 proporciona el andlisis donde se observan 8,747 eventos,

los cuales representan el 97.10% de la poblacién con respecto al valor basal.

Existe una disminucién del 2.90%.
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tamafio y nUmero de eventos.

Figura 9. Prueba mes 2, histograma de relacion directa entre
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Tabla 14. NOomero de eventos y % de distribucion de la prueba mes 2.
Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100

R2 9,122 91.22 91.22
% Evaluado 9,122 101.26 101.26

En el mes 2, el R2 proporciona el andlisis donde se observan 9,122 eventos,

los cuales representan el 101.26% de la poblacion con respecto al valor

basal. Existe un aumento de 1.26%.
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Figura 10. Prueba mes 3, histograma de relacion directa entre
tamafio y nUmero de eventos.
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Tabla 15. Niomero de eventos y % de distribucion de la prueba mes 3.

Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100

R2 8,306 83.06 83.06

% Evaluado 8,306 92.20 92.20

En el mes 3, el R2 proporciona el andlisis donde se observan 8,306 eventos,
los cuales representan el 92.20% de la poblacién con respecto al valor basal.
Existe una disminucién del 7.80%.
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tamafio y nUmero de eventos.

Figura 11. Prueba mes 4, histograma de relacion directa entre
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Tabla 16. NUmero de eventos y % de distribucién de la prueba mes 4.
Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100

R2 8,886 88.86 88.86
% Evaluado 8,886 98.64 98.64

En el mes 4, el R2 proporciona el andlisis donde se observan 8,886 eventos,

los cuales representan el 98.64% de la poblacién con respecto al valor basal.

Existe una disminuciéon del 1.46%.
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tamafio y nUmero de eventos.

Figura 12. Prueba mes 5, histograma de relacion directa entre
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Tabla 17. NOmero de eventos y % de distribucién de la prueba mes 5.
Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100

R2 8,548 85.48 85.48
% Evaluado 8,548 94,89 94,89

En el mes 5, el R2 proporciona el andlisis donde se observan 8,548 eventos,

los cuales representan el 94.89% de la poblacién con respecto al valor basal.

Existe una disminucién del 5.11%.




RESULTADOS

Histogramas. Relacion directa de complejidad SSC y cantidad de

liposomas (eventos)
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Figura 13. Prueba basal, histograma de relaciéon directa entre

complejidad y numero de eventos.
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Tabla 18. NUmero de eventos y % de distribucion de la prueba basal.

Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100
R2 9,003 90.03 90.03
% Evaluado 9,003 100 100

La figura 13 muestra la prueba basal con respecto a la complejidad. La
region analizada (R2) establece que de un total de 10,000 eventos 9,003

tienen caracteristicas similares, por ello este valor es el 100% y la referencia

para los préximos analisis.
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Figura 14. Prueba mes 1, histograma de

complejidad y numero de eventos.
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Tabla 19. NOmero de eventos y % de distribucién de la prueba mes 1.

Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100

R2 8,947 89.47 89.47

% Evaluado 8,947 99.37 99.37

En el mes 1, el R2 proporciona el andlisis donde se observan 8,947 eventos,

los cuales representan el 99.37% de la poblacién con respecto al valor basal.

Existe una disminucion del 0.63%.
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Figura 15. Prueba mes 2, histograma de

complejidad y numero de eventos.
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Tabla 20. NOmero de eventos y % de distribucién de la prueba mes 2.
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Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100

R2 8,941 89.41 89.41

% Evaluado 8,941 99.31 99.31

En el mes 2, el R2 proporciona el andlisis donde se observan 8,941 eventos,

los cuales representan el 99.31% de la poblacién con respecto al valor basal.

Existe una disminucién del 0.69%.
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Figura 16. Prueba mes 3, histograma de relacion directa entre

complejidad y numero de eventos.
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Tabla 21. NUmero de eventos y % de distribucién de la prueba mes 3.

Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100

R2 8,941 89.41 89.41

% Evaluado 8,941 99.31 99.31

En el mes 3, el R2 proporciona el andlisis donde se observan 8,941 eventos,

los cuales representan el 99.31% de la poblacién con respecto al valor basal.

Existe una disminucién del 0.69%.




Figura 17. Prueba mes 4, histograma de relacion directa entre

complejidad y numero de eventos.
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Tabla 22. NUmero de eventos y % de distribucién de la prueba mes 4.

Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100

R2 8,222 82.22 82.22

% Evaluado 8,222 91.32 91.32

En el mes 4, el R2 proporciona el andlisis donde se observan 8,222 eventos,

los cuales representan el 91.32% de la poblacién con respecto al valor basal.

Existe una disminucion del 8.68%.




Figura 18. Prueba mes 5, histograma de relacién directa entre
complejidad y numero de eventos.
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Tabla 23. Numero de eventos y % de distribucién de la prueba mes 5.

10+

Region Eventos % Hist. % Total
Total 10,000 100 100

R2 7,385 73.85 73.85

% Evaluado 7,385 82.02 82.02

En el mes 5, el R2 proporciona el andlisis donde se observan 7,385 eventos,

los cuales representan el 82.02% de la poblacién con respecto al valor basal.

Existe una disminucion del 17.98%.
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RESULTADOS

Inmunoensayo, ELISA. Estabilidad quimica.

Curva estandar para la cuantificacién de interleucina
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Tabla 24. Lecturas de absorbancia

Concentracion ABS 450 nm ABS 570 nm
ng/mL
8 0695 | 0,71 | 0,747 | 0051 | 0,051 | 0,051
6 0472 | 0454 | 0,469 | 0,051 | 0,051 | 0,051
4 0,385 | 0,409 | 0,365 | 0,056 | 0,064 | 0,046
2 0205 | 021 | 0217 | 0,047 | 0,048 | 0,053
1 0129 | 0121 | 0,127 | 0051 | 0,048 | 005
0 0,093 | 0,093 | 0,093 | 005 | 0,049 | 0,049

Tabla 25. Resta de ABS 450-ABS 570

Concentracion

Correccion

ng/mL (ABS 450-ABS 570) X S Cv
8 0,644 | 0,659 | 0,696 | 0,666 | 0,027 | 4,017
6 0,421 | 0,403 | 0,418 | 0,414 | 0,010 | 2,329
4 0,329 | 0,345 | 0,319 ] 0,331 | 0,013 | 3,962
2 0,158 | 0,162 | 0,164 | 0,161 | 0,003 | 1,894
1 0,078 | 0,073 | 0,077 | 0,076 | 0,003 | 3,481
0 0.043 | 0.044 | 0.044 | 0,044 | 0,001 | 1,322

Tabla 26. Correccion de ABS — Blanco

Concentracion ABS-Blanco Ecuacién de la recta
ng/mL 0.044

8 0,600 0,615 0,652 _

6 0377 | 0359 | 0474 | ¥~ 0-0797X~0.0487

4 0285 | 0301 | 0275 Coeficiente de
determinacion

2 0,114 0,118 0,120

1 0,034 0,029 0,033 r2 =0.9764
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Figura 19. Grafica de la curva estandar para la cuantificacion

de interleucina

0.7 -
0.6 - %
0.5 -
0.4 -
[%2]
el
@
0.3 -
y =0.0797x - 0.0487
R2=0.9764
0.2 -
0.1 -
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10
conc ng/mL

De acuerdo con la Guidance for Industry Bioanalytical Methods Validation for
Human Studies, el coeficiente de determinacién r?, es aceptado ya que el
método empleado en esta cuantificacion es de tipo biolégico. Esta curva

estandar se utilizé en para la cuantificacion de IL-2 a lo largo del estudio.
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Determinacion de interleucina 2 en liposomas

e Prueba basal

Interleucina expuesta

Tabla 27. Lecturas de absorbancia.

Muestra | 450nm | 570 nm (AB(S:%g(i?ACEiC,SmWO) AB%—ELI&nco
1 0,204 0,050 0,154 0,110
2 0,191 0,051 0,140 0,096
3 0,203 0,051 0,152 0,108
Tabla 28. Concentraciones de IL-2
Muestra Concentracion Concentracion Concentracion
ng ng/mL Ul/mL
1 1,995 39,908 95,779
2 1,820 36,395 87,348
3 1,970 39,406 94,575

Tabla 29. Datos estadisticos

Promedio (X)

Desviaciéon estandar Coeficiente de variacion

92,567

4,560

4,926

En la tabla 27 se observan las absorbancias obtenidas de la lectura de la

placa de ELISA, ademas la correccién del blanco. Posteriormente la tabla 28

nos muestra la conversion de nanogramos a Ul/mL, que es la concentracién

de IL-2 que se encuentra expuesta (superficie del liposoma). El valor que se

toma como referencia es el promedio de los analisis realizados.
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e Prueba basal

Interleucina total

Tabla 30.Lecturas de absorbancia.

Correccion ABS-Blanco
Muestra | 450 nm 570 nm (ABS 450-ABS
0.044
570)
1 0,218 0,053 0,165 0,121
2 0,211 0,053 0,158 0,114
3 0,213 0,048 0,165 0,121
Tabla 31. Concentraciones de IL-2
Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra
ng ng/mL Ul/mL
1 2,133 42.668 102,404
2 2,046 40,912 98,188
3 2,133 42.668 102,404

Tabla 32. Datos estadisticos

Promedio (X)

Desviaci6on estandar

Coeficiente de variacion

100,999

2,434

2,410

En la tabla 30 se observan las absorbancias obtenidas de la lectura de la

placa de ELISA, ademas la correccién del blanco. Posteriormente la tabla 31

nos muestra la conversion de nanogramos a Ul/mL, que es la concentracién

de IL-2 total y que representa el tiempo cero del analisis quimico. El valor de

promedio de la tabla 32 es la base de comparacion para los analisis

mensuales posteriores.
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e Prueba mes uno

Interleucina expuesta

Tabla 33. Lecturas de absorbancia.

Correccion ABS-Blanco
Muestra | 450 nm 570 nm (ABS 450-ABS
0.072
570)
1 0,193 0,044 0,149 0,077
2 0,192 0,046 0,146 0,074
3 0,190 0,046 0,144 0,072
Tabla 34. Concentracion de IL-2
Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra
ng ng/mL Ul/mL
1 1,577 31,543 75,704
2 1,540 30,790 73,897
3 1,514 30,289 72,693
Tabla 35. Datos estadisticos
Promedio (X) Desviaci6on estandar Coeficiente de variacion
74,098 1,516 2,045

En la tabla 33 se observan las absorbancias obtenidas de la lectura de la
placa de ELISA, ademas la correccion del blanco. Posteriormente la tabla 34
nos muestra la conversion de nanogramos a Ul/mL, que es la concentraciéon
de IL-2 que se encuentra expuesta (superficie del liposoma). El valor
promedio de la tabla 35 de los analisis es de 74.098 Ul/mL, que representa

una disminucion del 19.96% del valor inicial.
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e Prueba mes uno

Interleucina total

Tabla 36. Lecturas de absorbancia.

Correccion ABS-Blanco
Muestra | 450 nm 570 nm (ABS 450-ABS
0.072
570)
1 0,212 0,049 0,163 0,091
2 0,208 0,045 0,163 0,091
3 0,202 0,048 0,154 0,082
Tabla 37. Concentracion de IL-2
Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra
ng ng/mL Ul/mL
1 1,753 35,056 84,136
2 1,753 35,056 84,136
3 1,640 32,798 78,715
Tabla 38. Datos estadisticos
Promedio (X) Desviaci6on estandar Coeficiente de variacion
82,329 3,129 3,801

En la tabla 36 se observan las absorbancias obtenidas de la lectura de la
placa de ELISA, ademas la correcciéon del blanco. Posteriormente la tabla 37
nos muestra la conversion de nanogramos a Ul/mL, que es la concentracién
de IL-2 total y que representa el tiempo cero del analisis quimico. El valor
promedio de la tabla 38 establece una disminucion del 18.48% de la IL-2

total.
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e Prueba mes dos

Interleucina expuesta

Tabla 39. Lecturas de absorbancia.

Correccion ABS-Blanco
Muestra | 450 nm 570 nm (ABS 450-ABS
0.070
570)
1 0,187 0,048 0,139 0,069
2 0,185 0,048 0,137 0,067
3 0,185 0,049 0,136 0.066
Tabla 40. Concentracion de IL-2
Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra
ng ng/mL Ul/mL
1 1,477 29,535 70,886
2 1,452 29,033 69,681
3 1,439 28,782 69,079

Tabla 41. Datos estadisticos

Promedio (X)

Desviacion estandar

Coeficiente de variacion

69,882

0,920

0,013

En la tabla 39 se observan las absorbancias obtenidas de la lectura de la

placa de ELISA, ademas la correcciéon del blanco. Posteriormente la tabla 40

nos muestra la conversion de nanogramos a Ul/mL, que es la concentracién

de IL-2 que se encuentra expuesta (superficie del liposoma). El valor
promedio de la tabla 41 de los analisis es de 69.88 Ul/mL, que representa

una disminucion del 27.60% del valor inicial.
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e Prueba mes dos

Interleucina total

Tabla 42. Lecturas de absorbancia.

Correccion ABS-Blanco
Muestra | 450 nm 570 nm (ABS 450-ABS
0.070
570)
1 0,188 0,046 0,142 0,072
2 0,191 0,047 0,144 0,074
3 0,191 0,046 0,145 0,075
Tabla 43. Concentracion de IL-2
Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra
ng ng/mL Ul/mL
1 1,514 30,288 72,693
2 1,540 30,790 73,897
3 1,552 31,041 74,499
Tabla 44. Datos estadisticos
Promedio (X) Desviaci6on estandar Coeficiente de variacion
73,696 0,920 0,012

En la tabla 42 se observan las absorbancias obtenidas de la lectura de la
placa de ELISA, ademas la correcciéon del blanco. Posteriormente la tabla 37
nos muestra la conversion de nanogramos a Ul/mL, que es la concentracién
de IL-2 total. El valor promedio de la tabla 44 establece una disminucion del

27.03% de la IL-2 total.
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e Prueba mes tres

Interleucina expuesta

Tabla 45. Lecturas de absorbancia.

Correccion ABS-Blanco
Muestra | 450 nm 570 nm (ABS 450-ABS
0.112
570)
1 0,174 0,047 0,127 0,015
2 0,174 0,047 0,127 0,015
3 0,174 0,047 0,127 0,015
Tabla 46. Concentracion de IL-2
Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra
ng ng/mL Ul/mL
1 0,799 15,985 38,363
2 0,799 15,985 38,363
3 0,799 15,985 38,363
Tabla 47. Datos estadisticos
Promedio (X) Desviaci6on estandar Coeficiente de variacion
38,3639 0,0 0,0

En la tabla 45 se observan las absorbancias obtenidas de la lectura de la
placa de ELISA, ademas la correccién del blanco. Posteriormente la tabla 46
nos muestra la conversion de nanogramos a Ul/mL, que es la concentraciéon
de IL-2 que se encuentra expuesta (superficie del liposoma). El valor
promedio de la tabla 47 de los analisis es de 38.36 Ul/mL, que representa

una disminucion del 60.25% del valor inicial.
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e Prueba mes tres

Interleucina total

Tabla 48. Lecturas de absorbancia.

Correccion ABS-Blanco
Muestra | 450 nm 570 nm (ABS 450-ABS
0.112
570)
1 0,235 0,048 0,187 0,075
2 0,239 0,049 0,190 0,078
3 0,237 0,049 0,188 0,076
Tabla 49. Concentracion de IL-2
Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra
ng ng/mL Ul/mL
1 1,552 31,041 74,499
2 1,590 31,794 76,306
3 1,565 31,292 75,101
Tabla 50. Datos estadisticos
Promedio (X) Desviaci6on estandar Coeficiente de variacion
75,302 0,920 1,222

En la tabla 48 se observan las absorbancias obtenidas de la lectura de la
placa de ELISA, ademas la correcciéon del blanco. Posteriormente la tabla 49
nos muestra la conversion de nanogramos a Ul/mL, que es la concentracién
de IL-2 total. El valor promedio de la tabla 50 establece una disminucion del

25.43% de la IL-2 total.
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e Prueba mes cuatro

Interleucina expuesta

Tabla 51. Lecturas de absorbancia.

Correccion ABS-Blanco
Muestra | 450 nm 570 nm (ABS 450-ABS
0.060
570)
1 0,147 0,046 0,101 0,041
2 0,136 0,045 0,091 0,031
3 0,145 0,046 0,099 0,039
Tabla 52. Concentracion de IL-2
Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra
ng ng/mL Ul/mL
1 1,129 22 572 54,173
2 1,003 20,063 48,151
3 1,104 22,070 52,969

Tabla 53. Datos estadisticos

Promedio (X)

Desviaci6on estandar

Coeficiente de variacion

51,764

3,187

6,156

En la tabla 51 se observan las absorbancias obtenidas de la lectura de la

placa de ELISA, ademas la correccidon del blanco. Posteriormente la tabla 52

nos muestra la conversion de nanogramos a Ul/mL, que es la concentracién

de IL-2 que se encuentra expuesta (superficie del liposoma). El valor

promedio de la tabla 53 de los analisis es de 51.76 Ul/mL, que representa

una disminucion del 44.07% del valor inicial.
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e Prueba mes cuatro

Interleucina total

Tabla 54. Lecturas de absorbancia.

Correccion ABS-Blanco
Muestra | 450 nm 570 nm (ABS 450-ABS
0.060
570)
1 0,153 0,049 0,104 0,044
2 0,134 0,045 0,089 0,029
3 0,139 0,045 0,094 0,034
Tabla 55. Concentracion de IL-2
Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra
ng ng/mL Ul/mL
1 1,166 23,325 55,980
2 0,978 19,561 46,946
3 1,041 20,816 49,957
Tabla 56. Datos estadisticos.
Promedio (X) Desviacion estandar Coeficiente de variacion
50,961 4,600 9,026

En la tabla 54 se observan las absorbancias obtenidas de la lectura de la
placa de ELISA, ademas la correccién del blanco. Posteriormente la tabla 55
nos muestra la conversion de nanogramos a Ul/mL, que es la concentracién
de IL-2 total. El valor promedio de la tabla 56 establece una disminucion del
49.53% de la IL-2 total.
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Fotografias de microscopia electrénica de transmision a 80K

de liposomas. Mes 1 de la prueba de estabilidad

Figura 20

Fotografia 21

Los recuadros de color verde en las figuras 20 y 21 corresponden a
imagenes de liposomas unilaminares que conservan su integridad después

de un mes de haber sido sometidos a una temperatura de 25°C y 60% HR.
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Fotografias de microscopia electrénica de transmision a 80K

de liposomas. Mes 5 de la prueba de estabilidad.

Figura 22

Figura 23

Los recuadros de color verde en las figuras 22 y 24 corresponden a
imagenes de lipidos dispersos que corresponden a los liposomas del sistema
en estudio, estas fotografias confirman la desintegracion del sistema

farmacéutico.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Durante el desarrollo del analisis mensual se observo un cambio progresivo
en la degradacion del sistema farmacéutico. En los primeros resultados
obtenidos en el analisis del tiempo cero o prueba basal, que se muestran en
la figura 1, se observan dos histogramas, el histograma A representa la
relacion directa entre el tamafio y la complejidad, donde la poblacion esta
distribuida en dos areas denotadas por los poligonos P1 y P4. La poblacién
gue se analizé es la que se encuentra en el poligono P1, ya que la poblaciéon
que se encuentra en el poligono P4, representa la desviacion de la poblacién
tipica de la produccién. Con este histograma podemos observar que nuestra
poblacidn total no son los 10,000 eventos, si no la poblacion que esta dentro
de la region P1. El histograma B, muestra una relacion directa entre la
complejidad y numero de eventos ademas de sobreponer las 2 poblaciones

antes mencionadas con el fin de observar su tendencia.

Posteriormente en el analisis del mes 1, el histograma A observado en la
figura 2, nos muestra una disminucion de la poblacion en la region del
poligono P4 y una concentracion de la poblacion en la parte inferior izquierda
del poligono P1, este fendmeno nos indica que el sistema esta perdiendo un
poco de tamafio, este fendmeno provoca que aumente la poblacién en el
area del poligono P1. Como se puede observar, este fenOmeno se sigue
manteniendo en el analisis del mes 2. En el andlisis del mes 3, se observa en
la figura 4 una nueva poblacién fuera de las areas de los poligonos P1 y P4,
esta poblacion se ubica en le cuadrante superior derecho lo que nos indica
un aumento de tamafio y complejidad, lo que representa una posible
aglutinacion de los liposomas. En el analisis del mes 4, este fendbmeno se

repite, ademas se observa otra poblacién ubicada en la parte inferior
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izquierda del histograma A de la figura 5. Esta nueva poblacion refleja una

perdida total de la complejidad. Esta tendencia es mas marcada en el
analisis del mes 5, como se observa en la figura 6. A partir de lo descrito
anteriormente es importante hacer el analisis por separado del tamafio (FSC)

y la complejidad (SSC).

En la fifura 7 el histograma, representa el andlisis del tiempo cero o prueba
basal del tamafio VS eventos, el programa Summit 4.3 establecioé que de los
10,000 eventos analizados 9,008 eventos presentan las mismas
caracteristicas, por ello representa el 100% del valor inicial. En el andlisis del
mes 1, en la figura 8 el histograma (FSC VS Eventos), muestra una
disminucién del 2.90% del valor inicial, este valor se encuentra en el rango
establecido de variacion con respecto al valor inicial (no mayor al 5%). En el
analisis del mes 2, en la figura 9, el histograma muestra un aumento del
1.26%, este fendbmeno se puede relacionar a la tendencia observada en las
figuras 2 y 3, esto debido a la posible aglutinacidon del sistema farmacéutico.
En el andlisis del mes 3, en la figura 10, el histograma muestra una
disminucién del 7.80% de la poblacion, este valor rebasa el limite permitido

de variacion.

A partir de este analisis se puede considerar que se ha perdido la estabilidad
del sistema. En el mes 4, la figura 11, muestra una disminucion de solo el
1.46%, este fenbmeno se asocia a la aglutinacion de los liposomas, ya que
en un analisis visual se observaron particulas blanquecinas, que no
contenian en un principio los frascos viales. Esta tendencia es similar en el

analisis del mes 5, como lo muestra la figura 6.
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La figura 13 muestra el histograma que representa el analisis del tiempo cero

0 prueba basal de la complejidad VS eventos, el programa Summit 4.3
establecio que de los 10,000 eventos analizados 9,003 eventos presentan las
mismas caracteristicas, por ello representa el 100% del valor inicial. En el
andlisis del mes 1, la figura 14 muestra el histograma (SSC VS Eventos),
donde se observa una disminucion del 0.63% del valor inicial, en este punto
se puede observar que la complejidad es mas estable que el tamafio del
sistema farmacéutico. Esta tendencia continua muy marcada en el andlisis
del mes 2 y 3, ya que como se puede observar en las figuras 15 y 16
respectivamente, la disminucién con respecto al valor inicial es de 0.69%. En
el andlisis del mes 4, la figura 17 muestra el histograma, donde se observa
una disminucion del 8.68% con respecto al valor inicial, a partir de este
andlisis se establece que se ha perdido la estabilidad de la complejidad del
sistema farmacéutico. EI cambio es mas drastico en el mes 5, ya que la
figura 18 muestra el histograma, donde se observa una disminucion del
17.98%.

Para confirmar lo observado en los analisis realizados, se tomaron
fotografias por microscopia electronica de transmision del sistema
farmacéutico al cumplirse un mes y 5 meses de someter al sistema a las
condiciones antes establecida. En las figuras 21 y 22 del mes 1, se observa
claramente los liposomas unilaminares. En las figuras 23 y 24
correspondientes al mes 5, se observa solo la presencia de lipido disperso,

esto confirma la destruccién del sistema farmacéutico.

Para la cuantificacion de la interleucina 2, se elaboro una curva estandar, con
5 concentraciones distintas, las valoraciones realizadas son aceptadas ya
gue como se observa en la tabla 25, los coeficientes de variacion estan por

debajo del 5%, valores que son aprobados por la Guia de Validacion de
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Métodos Analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos
Bidlogos. El valor obtenido de coeficiente de determinacion fue de 0.976,
este valor es aceptado y justificado por la Guidance for Industry Bioanalytical
Methods Validation for Human, quien nos indica que para métodos
bioanaliticos el valor aceptado para r* debe ser mayor o igual a 0.95. A partir

de esta curva se realizaron los analisis posteriores.

Es importante destacar que en la cuantificacion de IL-2, se tomaron dos
pardmetros importantes, la interleucina expuesta se refiere a la IL-2 que se
encuentra en la superficie del liposoma y la total que comprende la IL-2
expuesta y la IL-2 encapsulada en el liposoma. En la prueba basal o tiempo
cero, el valor inicial de la IL-2 expuesta es de 92.56 Ul/mL y el valor total es
de 100.99 Ul/mL. En el andlisis del mes 1, la el valor de la IL-2 expuesta
tiene un descenso del9.96% y el valor de la IL-2 total tiene un descenso de
18.48% con respecto al valor inicial, en este analisis se considera que se ha
perdido la estabilidad del sistema farmacéutico. Para el analisis del mes 2, el
descenso de la IL-2 expuesta es de 27.60% y el de la IL-2 total es de
27.03%.

Un valor importante de subrayar es el que corresponde al andlisis del mes 3,
la disminucion del valor del la IL-2 total es de 25.43%, este valor refleja un
aumento si se compara con el valor del analisis del mes 2. Este fendbmeno se
debe a la aglutinacién del sistema farmacéutico, esto fue causado durante el
muestreo, ya que cuando se obtuvieron las muestras, estas no contenian
uniformidad, para poder homogenizar las muestras era necesario sonicarlas,
pero al realizar este proceso es inevitable la formacion de liposomas, debido
a gue esta accién forma parte del proceso de fabricacion.

Para la estabilidad fisica, los analisis se realizaron hasta el mes 5 y para la

estabilidad quimica hasta el mes 4, esto debido a que se determino que la
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estabilidad se perdi6 antes de los 6 meses. Los andlisis se siguieron

desarrollando con fines de observar las tendencias de degradacion.

Tomando en cuenta lo anterior se sugiere realizar la estabilidad a largo
plazo, para evaluar el cambio en tiempo real en las condiciones 6ptimas de
almacenamiento. Con los datos que se llegaran a obtener, se podria dar una
alternativa de produccién y administracion, ya que si este sistema no puede
estabilizarse por un tiempo optimo, implicaria que la administracion la
tendria que realizar personal especializado y la produccion del medicamento

tendra que llevarse a cabo en el momento de su administracion.
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CONCLUSIONES

Se evalud la estabilidad del sistema farmacéutico constituido por IL-2 /
Liposomas en un material de empaque primario, mismo que se utilizaria para

su distribucion.

Dentro de la estabilidad fisica se encontré que el parametro mas afectado fue
el tamafio (FSC), ya que los liposomas se aglutinaron. La complejidad (SSC)
del sistema se mantuvo dentro de las especificaciones hasta el tercer mes,
posteriormente el descenso drastico de complejidad demuestra que solo

existe lipido inerte.

El programa Summit 4.3 permitio realizar un analisis por separado de cada

parametro, lo que permitio ver los problemas que presentan los liposomas.

La estabilidad quimica fue afectada desde el primer mes de estudio, ya que a

partir de la implantacién de la técnica ELISA se pudo cuantificar la IL-2.

Fue posible confirmar los resultados de la estabilidad fisica y quimica con

ayuda de fotografias obtenidas por Microscopia electrénica de transmision.

Este estudio fue una primera aproximacion al comportamiento del sistema

farmacéutico en condiciones de almacenamiento a condiciones ambientales.
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