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1. INTRODUCCION

Los estudios preclinicos tienen como objetivo demostrar que el producto innovador
retne los requisitos de eficacia, seguridad y calidad exigidos para su comercializacion y
administracion al ser humano, en ellos se incluyen estudios de toxicologia,

farmacodinamia y farmacocinética.

Trabajos realizados previamente en el Laboratorio de Oncologia Celular de la Facultad
de Estudios Superiores Zaragoza demostraron que el uso de la potente citocina
inmunorreguladora Interleucina 2 (IL-2) tiene un efecto farmacodinamico en la
disminucion de tumores de cancer cérvico uterino inducidos en ratones y que el uso de
un sistema nanoacarreador que la contiene (patente MX/a/2008/008681), tiene el mismo
efecto con la ventaja de no ser toxico y reducir afectos adversos asociados a la IL-2
libre. Por lo anterior, en el presente trabajo se realizé la evaluacién farmacocinética del
sistema innovador consistente en un nanoacarreador que contiene IL-2 comparado con
la IL-2 libre, con el fin de contribuir en los estudios preclinicos mostrando la posible
modificacion de la farmacocinética y finalmente realizar los estudios toxicoldgicos para
demostrar que su uso cumple con eficacia, seguridad y calidad exigidos para su

comercializacion y administracién al ser humano.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Medicamentos Biotecnoldgicos. A toda sustancia que haya sido producida por
biotecnologia molecular, que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilita torio que
se presenta en forma farmacéutica, que se identifigue como tal por su actividad
farmacoldgica y propiedades fisicas, quimicas y biologicas. Los medicamentos
biotecnoldgicos innovadores podran ser referencia para los medicamentos
biotecnoldgicos no innovadores, a los cuales se les denominard biocomparables. La
forma de identificacion de estos productos sera determinada en las disposiciones
reglamentarias. Estos productos comprenden proteinas terapéuticas, anticuerpos
monoclonales, vacunas, productos de inmunoterapia contra las alergias, componentes de
la sangre, tejidos y células para trasplantes. La norma vigente que rigen estos

medicamentos es el PROY-NOM-257-SSA1-2013V.

2.2. Farmacocinética. Es la rama de la farmacologia que trata de la relacion entre la
evolucion temporal de las concentraciones farmacologicas alcanzadas en diferentes
regiones del organismo durante y después de su administracion @que implica el proceso

de absorcién, distribucién, metabolismo y eliminacion® * % (verFigural)

CURSO TEMPORAL DEL MEDICAMENTO EN EL COMPARTIMENTO CENTRAL

Tz

PN =1 e L]

Trm&Asc Tiempo

Figura 1. Pardmetros farmacocinéticos que se pueden determinar después de una administracion oral
(modificacién de buxton,2007)Cp: concentracion plasmatica, t .,: tiempo de vida media, CL: depuracion.
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2.2.1. Proceso de Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Eliminacion o Excrecion
(ADME). El factor crucial para determinar los efectos adversos en la salud que resulta
de la exposicion a una sustancia quimica toxica es la cantidad de esta que llega hasta un

tejido diana (efecto)* > 9. (ver Tabla 1)

Tablal. PROCESO ADME

Proceso de movimiento de una farmaco desde el sitio de
administracion pasa a través de los recubrimientos del
cuerpo para entrar en este hacia el compartimento
extracelular del cuerpo®.

ABSORCION Estudia el paso de los farmacos a través de las membra-
nas bioldgicas hasta llegar a la circulacién en general
para su distribucion .

Reparticion de un farmaco en los diferentes
compartimentos de un organismo que puede contenerlo,
entre ellos el intracelular o intersticial. En estos sitios
puede almacenarse transitoria 0 permanentemente un
farmaco (6rganos blandos) .

DISTRIBUCION

Alteraciones de la estructura quimica de un farmaco
impuesta por los procesos vitales. La biotransformacion
busca que las sustancias lipofilicas sean mas hidrofilicas
0 solubles en agua. El 6rgano encargado de metabolizar
(biotransformacién). es fundamentalmente el higado™®.

METABOLISMO

La fase final del proceso toxicoldgico es la excrecion de
los compuestos originales y los metabolitos productos de

EXCRECION la biotransformacion. De los tejidos a la sangre y de esta
al exterior. Las rutas mas importantes de excrecion son:
Via renal, biliar, pulmonar, salival, gastrica, intestinal,
lagrimal y mamaria >,

Caracteristicas principales del proceso de absorcion, distribucion, biotransformacion y
excrecion en el organismo, después de la administracion del farmaco.
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2.2.2. Modelo monocompartimental. Este modelo nos indica que cualquier cambio de
concentracion en el plasma refleja cuantitativamente los cambios experimentados en las
concentraciones tisulares. En este modelo la eliminacién se realiza mediante la
eliminacién de cinética de primer orden es decir que la velocidad de eliminacion es en

todo momento proporcional a la cantidad de producto presente en el organismo ©. (ver

Figura 2)
REPRESENTACION DE MODELO DE UN COMPARTIMENTO
D
1
v
—— V‘I c‘l
= B, -
— : A(:ia?ammehto
E. I

L LU

Trempo (miblrnuto)

Figura 2. Farmacos que se comportan de acuerdo a este modelo pasan de compartimento
central asi los tejidos mas vascularlizados (corazén, higado, bazo, rifion y pulmén) ©.

2.2.3. Modelo multicompartimental. En este hay una fase distributiva, de difusion de
farmaco en la sangre y de esta a los otros compartimentos después de retorno y
finalmente la eliminacion. Cada una de estas fases se realiza a diferentes velocidades

regidas por diferentes constantes © ®. (ver Figura 3)
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REPRESENTACION GRAFICA DE UN MODELO DE DOS COMPARTIMENTOS

D
l < 1.z
B
o B = Vo<
: < =

Aclaramiiento (C)

l
[

0y (Cpm.'ml)

LU

-
L 1~ | 3

Tiempo (Mminuto)

Figura 3.Farmacos que se comportan como este modelo, pasan del compartimento central,

a un segundo compartimento que es el periférico, como (musculo, tejido graso y cerebro)
®)

2.3. Cancer Cérvico Uterino. ElI Cancer Cérvico Uterino (CaCU) es una alteracion
celular que se origina en el epitelio del cuello del utero y que se manifiesta inicialmente
a través de lesiones precursoras de lenta y progresiva evolucién, éstas se pueden suceder
en etapas de displasia leve, moderada o severa y puede evolucionar en cancer in situ
(circunscrito a la superficie epitelial) y /o cancer invasor cuando la lesion traspasa la

membrana basal”.

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)"ha declarado que el CaCU es una
enfermedad en la que se presentan cambios en las células que cubren las paredes del
cuello uterino (extremo inferior de la matriz que comunica con la vagina). Estas células
inicialmente normales, a la postre se convierten en precancerosas. Con frecuencia en
etapas iniciales del cancer cérvico uterino no se presentan sintomas, por lo que a
menudo éste no es detectado hasta que se halla en fases avanzadas. Asimismo, la OPS,
hace mencion de que el factor de riesgo mas comun del CaCU es la exposicion a ciertas

variedades del Virus Papiloma Humano (VPH). Siendo ésta una Infeccién de
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Transmisién Sexual (ITS), en muchos casos asintomatica, por lo que puede transcurrir
mucho tiempo antes de que se detecte ®. A menudo las mujeres que se infectan con el
VPH en edades entre los 20 y 30 afios, pueden padecer el desarrollo del cancer, proceso

que puede tomar hasta 20 afios ©.

2.3.1. Factores de riesgo en el desarrollo del Cancer Cérvico Uterino (CaCU). Los
factores de riesgo del CaCU son tanto de condicion bioldgica como de caracter
psicosocial. Entre los principales factores de riesgo pueden considerarse: 1) el que las
mujeres no se realicen la prueba de deteccion periddicamente, 2) el inicio de las
relaciones sexuales a una edad temprana, 3) el tener parejas sexuales multiples, 4)
contraer el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) que debilita el sistema
inmunoldgico de la mujer haciéndola més vulnerable a la infeccion por el virus
Papiloma Humano (HPV) ,5) presentar una historia familiar de cancer cervicouterino, 6)
encontrarse en edades de entre 30 y 60 afios y 7) pertenecer a un nivel socio-econémico
bajo?. La prevalencia del VPH en paises de tercer mundo es una gran incidencia de
cancer cervicouterino es de 10 a 20 %, mientras que la prevalencia en paises desarrolla
dos con baja incidencia es de 5-10%. Norma Oficial Mexicana para la Prevencion,
Deteccidén, Diagndstico, Tratamiento, Control y Vigilancia Epidemioldgica del Cancer

Cérvico Uterino (NOM-014-SSA2-1994), actualizada el 6 de marzo de 1998 2.

2.4. Citocinas. Las citocina son proteinas producidas por muchos tipos celulares que
intervienen de manera cualitativa y cuantitativa en la induccion y ejecucion de las
respuestas inmunitarias, estan implicadas también en los procesos inflamatorios donde

su principal funcién es mediar dichos procesos V.
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Las células con capacidad para producir citocinas son muy diversas, entre ellos destacan

los monocitos, los macréfagos y los linfocitos®V.
Las funciones de las citocinas se agrupan en tres grupos principales:

1. Regulacién de la funcion inmunitaria innata de los procesos inflamatorios
induciendo la actividad y la quimiotaxis de los macrofagos, polimorfonucleares y
las células asesinas naturales (NK) hacia las areas de infeccion®?.

2. Regulacion de la respuesta inmunitaria especifica. Controla los procesos de
diferenciacion, activacion y proliferacion de linfocitos B y TV,

3. Regulacion de la hematopoyesis. Induce el crecimiento y la diferenciacion de los

precursores de los diferentes linajes hematopoyéticos™.

Entre las citocinas se incluyen los llamados factores de crecimiento de las colonias de
los granulocitos(G-CSF), colonias de granulocitos, macréfagos( GM-CSF), los

interferones( (o, B y y) y las interleucinas (L),

2.4.1. Interleucina 2 (IL-2). Conocida como Aldesleukina, TCGF, Intomerleukin-2
Recombinant, Lymphocyte Mitogenic Factor, Thymocyte Stimulating Factor o

Interleucina 2 (1L-2)"2.

Es una glucoproteina de 133 aminoacidos, contiene 3 residuos cisteinicos en las
posiciones 58,105 y 125, que forman enlaces di sulfuro que son esenciales para la
actividad de la molécula. Algunas de caracteristicas fisicas y quimicas de IL-2, estan

definidas (ver Tabla2).

Las células que principalmente secretan IL-2 son los linfocitos T, CD4 +, CD 8+, y los
macrofagos. La IL-2 activa la proliferacion de linfocitos T, células asesinas naturales

(NK) y de los linfocitos B, promoviendo la progresion desde la fase G del ciclo celular,
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lo que permite un incremento en el nimero de estas células®®. Ademés que IL-2
también influye en la sintesis de otras moléculas como el interferon vy, factor de necrosis

tumoral(TNF) y el GM-CSF®?,

Estas propiedades inmuno moduladoras han hecho que su primer uso clinico fuera como
una alternativa terapéutica en los pacientes con canceres diseminados resistentes a otros
tratamientos, entre los que se encuentran el melanoma maligno, carcinomas renales, y el

Cacu“2 19,

2.4.2. Receptor de IL-2 (IL-2R). El receptor de IL-2 (IL-2R), esta4 conformado por 3
subunidades glucoproteicas llamadas o, B y vy; ésta Gltima es necesaria para la
internalizacion y transduccion de sefiales inducidas por el ligando. EI IL-2R presenta
la méxima afinidad por la IL-2 cuando esta conformado por las tres subunidades (o, B
y v) que promueve la proliferacion de linfocitos T. Se ha comprobado que el
heterodimero IL-2 By es necesario para llevar a cabo la sefializacion intracelular.
Ejemplos de esta sefializacion es la fosforilacion de proteinas tales como la cinasa Raf-1
especifica de serina/treonina, la fosforilacion de STAT3 y STATS, por via JAKS, el
rapido incremento pH intracelular, el cual activa los canales de Na +/H +, la activacion

de la tirosina cinasa SYC que es responsable de la proliferacion celular®.
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Tabla 2. PROPIEDADES DE INTERLEUCINA 2 ( IL-2)

Propiedades Analgésico,analgésiconarcético,agente  antineoplasico,
_ agente del sistema nervioso central, agente del sistema

Farmacologicas nervioso periférico y agente del sistema sensorial .

Formula condensada Coeo3 Hi118 N178. Peso Molecular 15415.9 Da

Propiedades quimicas Sensible a tripsinas, quimiotripsina, estable con 2-
mercaptoetanol,Urea (2-4 mol /L).

Propiedades Estable a pH 3-10 a 56°C por 60 min, Inestable después

de 30 mina 70 °C.
fisicoquimicas

Algunas de las propiedades quimicas, farmacolégicas y fisicoquimicas ™ >4

2.4.3. Farmacocinética de 1L-2. Las curvas de vida media sérica en humanos de la
IL-2 en una de sus presentaciones comerciales llamada aldesleukina, después de la
administracion en bolo intravenoso (i.v) se pueden describir como bi-exponenciales;
con un t% o de 13 minutos y un t% Bde 85 minutos. La fase  es responsable del

aclaramiento del 87% de la inyeccién en bolo®* %617,

Los niveles séricos observados son proporcionales a la dosis de aldesleukina. Las
cinéticas de IL-2 via subcutanea (s.c) pueden describirse como un modelo de un
compartimento. La vida-media de absorcion de la IL-2 es de 45 minutos, mientras que
la vida-media de eliminacion es de 5.3 horas. La biodisponibilidad absoluta varia entre

el 35-47% 419,
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El rifidn es la principal via de aclaramiento de IL-2 en animales y la mayor parte de la
dosis inyectada se metaboliza en el higado, sin que aparezca en la orina ninguna
aldesleukina activa. Después de un periodo sin medicamento entre ciclos de dosis el
aclaramiento de IL-2 retorna a sus valores originales. Los niveles de aclaramiento
observados en humanos después de una infusion corta i.v (15 minutos) y después de 24

horas de infusion i.v continua varia entre 140-300 ml/min®% 1®,

Algunos estudios realizados en humanos muestran como es su comportamiento
farmacocinético en diferentes vias de administracion y niveles de dosis por arriba de
10° Ul/ml de IL-2. Algunos de los parametros farmacocinéticas se pueden describir en

(ver Tabla 3y 4).

Tabla3. PARAMETROS FARMACOCNIETICOS DE IL-2 VIA INTRAVENOSA

Parameter Units Median Mean £ SD
Dose MU/m? 6.00
A+B/dose  (units/ml)/dose 400 540 + 490
Bid+B) % 13.4 18.1 +14.2
V. ml 4,300
V. mi 7,900
T, min 12.9 13877
T, min 85 86+ 34
AUC (units/ml)min/dose 14,500 18,200 + 15,900
a ml/min 117
K Liters/min 0.017
Ky Liters/min 0.014
Ky Liters/min 0.031

Datos obtenidos de 52 pacientes bolo via intravenosa, en dosis de 0,5-14 MU/m®. Modelo de
dos compartimentos *®.
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Tablad. PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE IL-2 VIA SUBCUTANEA.

Cpnas Coae t%‘z(4,24 h) AUC(0,12h) AUC(0,24 1)
Number (h) (IUml™ l) (h) (H.-"mr'_l h) (IU ml ™" h)
1 2.0 105 31 647 748
2 4.0 a0 4.8 649 829
3 6.0 45 6.5 375 501
2] 4.0 52 53 366 450
5 4.0 66 6.2 483 657
6 4.0 75 5.0 583 732
7 4.0 80 49 401 450
Memtsd 40412 72420 51411 501+125 6274153

Datos obtenidos de 7 pacientes en dosis de 20 X 10° Ul/ml de IL-2 en inyeccién subcutanea
(s.c) en pacientes con carcinoma de células renales metastasico ™.

2.4.4. Efectos adversos del uso de IL-2. Los principales efectos adversos reportados

en dosis mayores de 10%UI/ml estan indicados *3*%%® (ver Tabla 5)

Tablab. EFECTOS ADVERSOS DE IL-2 LIBRE

e Sindrome de extravacion capilar

e Edema generalizado(Descamacion)
e Deterioro en la funcion renal

e Sistema de shock toxico

e Anemia

e Infarto al miocardio

e Erupciones cutaneas

e Nauseas, vomito, fiebre, escalofrios, dolor de cabeza, muscular.

Principales efectos adversos de IL-2 reportados cuando es administrada en su forma
Iibre(13,15,17, 17)

2.5. Liposomas. Los liposomas fueron descubiertos en el afio 1965 por Bangham y

colaboradores ™.
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Los definié como estructuras formadas por lamelas o bicapas lipidicas concéntricas que
estan separadas por un nimero igual de espacios de contenido acuoso, generalmente de
fosfolipidos “%. Habitualmente se utilizan fosfolipidos, con o sin la incorporacién de
colesterol u otros materiales, introducidos en la pared de los liposomas con el fin de

dotar las vesiculas de alguna propiedad particular (ej: carga superficial)@Y.

Son estructuras huecas que presentan dimensiones entre 0,005 y 100 pm formados por
lipidos anfipéticos, cuya estructura es similar a la membrana bioldgica. Esta estructura
en un medio acuoso forma una bicapa lipidica en la que los grupos fosfato hidrofilicos
forman la superficie de un sandwich y las colas hidrofobicas no polares de los &cidos

grasos se acomodan dentro de la estructura del sandwich, protegidos del agua ©?.

La estructura se estabiliza al envolverse en una esfera V. Este comportamiento permite
que los liposomas puedan transportar farmacos solubles en agua en su compartimento

interno o farmacos insolubles en agua en la membrana V. (ver Figura 4).

LIPOSOMAS CONVENCIONALES DE FOSFOLIPIDOS.

Convencional

Figura4. a) Farmaco soluble en agua( atrapado en el interior de los liposomas)

b) Farmaco insoluble en agua (incorporado en la membrana liposomal)®2.
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2.5.1. Tipos de liposomas. Ademas de la clasificacion habitual de los liposomas y sus
caracteristicas fisicoquimicas o al proceso de fabricacion es posible realizar otra
clasificacion teniendo en cuenta el comportamiento que tendran los liposomas de
acuerdo a su estructura. Desde este punto de vista, se podrian distinguir los siguientes

tipos de liposomas:

*Liposomas convencionales.

*Liposomas de circulacion prolongada o stealth liposomas.
*Liposomas cationicos.

sInmunoliposomas.

Por su tamafo has sido clasificados como unilamelares pequefios (SUV), grandes

(LUV), multilamelares (MLV) o multivesiculares (MVV)@?)_ (ver Tabla 6)

Tabla 6. CLASIFICACION DE LIPOSOMAS DE ACUERDO A SU TAMANO

Abreviatura Nombre completo/lamelaridad Tamano
MLV Vesiculas multilamelares = 0.5 um
OLwv Vesiculas oligolamelares 0.1-1 pm
uwv Vesiculas unilamelares Todos los rangos de tamafios
SUwv WVesiculas unilamelares peguefias 40-100 nm
LUw Vesiculas unilamelares grandes > 400 nm
GuUwW Vesiculas unilamelares gigantes = 1 pum
MWWV Vesiculas multivesiculares > 1 pum

Nomenclatura de liposomas en funcién del tamafio y la lamelaridad®.

2.5.2. Ventajas de liposomas. Inicialmente estas vesiculas se utilizaron como modelo
de membranas biologicas dada la similitud que presentan con ellas, pero muy pronto
teniendo en cuenta su versatilidad estructural, asi como su caracter biodegradable y

biocompatible®?.
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Se planted su utilizacion en liberacion y direccionamiento de farmacos, siendo
espectacular el nimero de trabajos y patentes publicadas sobre la utilizacion de
liposomas (ver Tabla 7)se encuentran los principales medicamentos encapsulados.
Dentro de los beneficios que proporcionan los liposomas como sistemas acarreadores
que encapsulan diferentes fA&rmacos o principios activos, estan la proteccion del farmaco
de enzimas del organismo, reduccion de efectos secundarios, reduccion del efecto del
primer paso, capacidad para mantenerse en circulacion, especificidad de accion en
células o tejidos blanco y la velocidad de liberacion del farmaco pude ser optimizada en

funcion de los requerimientos farmacolégicos y farmacocinéticas ¥,

Adicionalmente los componentes de los liposomas no son tdxicos ni inmunogénicos son
biodegradables y tienen la capacidad para contener, transportar, mejorar la estabilidad y

ceder principios activos terapéuticos®?.
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Tabla 7.

PRINCIPALES FARMACOS ENCAPSULADOS EN LIPOSOMAS

Via administracion/ ) . -
Producto/Estatus Molécula activa Indicaciones
Administracion i.m.y ofras
Vacuna Novasome® Virus muertos enfermedad
Enfermedad de Newcastle de Newcastle Enfermedad de Newcastle

Vacuna Novasome®
Rheovirus Avian

Rheovirus Avian muertos

Enfermedades producidas por Rheovirus Avian

Hepaxal® HAV Hepatitis A

Inflexal® Hemaglutinina y neuramidasa Influenza
de HINIH3N2 y B

Pevi PRO y PEV3A Fase II Epitopos sintéticos de P. falciparum | Malaria

DepoCyt (intratecal)

Citosina arabinosido

Meningitis linfomatosa y Neoplésica

Allovecvtin-7 (intralesional)

Fase III

Plismido HLA-B7

Terapia génica de cinceres mefastasicos

Administracion oral

Vacuna Novasome E. coli 015T:H7

E. coli 0157 muertos

Infecciones por E. coli

Vacuna S. Flexnen 2A

S. Flexneri 2A muertos

Infecciones por . flexneri

Administracion topica

ELA- Max®

Lidocaina

Anestesia local, alivio temporal del dolor/ picor intenso

Dimericine®

Endonucleasa bacteriana T4N3

Trasplante renal Xeroderma pigmentosum

Administracion topica

Pevary crema® Econazol Infecciones fingicas tdpicas

Dolant® Diclofenaco Antiinflamatorio tdpico

Administracion pulmonar

Abelcet® Anfotericina B Infecciones fiingicas sistémicas; Trasplante de pulmén

9-N-Camptotecina Camptotecina Sarcoma de Erwing; Céncer de Pulmén primario y metas-
tésico; Céncer de ttero y endometrio

Cisplatino liposomado Cisplatino Céncer de pulmén

Arikace Amikacina Fibrosis quistica

Interleukina 2 liposomada Interleukina 2 Metdstasis pulmonares

Ciprofloxacino liposomado Ciprofloxacino Fibrosis quistica

AeroLEF Fentanilo Dolores agudos cancerosos

Pentamidina liposomada Pentamidina Infecciones por VIH

Formulaciones que contienen liposomas comercializadas o en fases de ensayo clinico, para su
utilizacién por diferentes vias y con distintos fines terapéuticos ©°.
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2.5.3. Accion de liposomas en el organismo. Los liposomas pueden interactuar con la
célula de distintas maneras. La absorcidn puede ser inespecifica 0 mediada por ligandos
especificos tales como anticuerpos, hormonas, lectinas y pueden o no dar lugar
secundariamente a la incorporacién endocitica de los liposomas y su contenido al
interior celular. El intercambio de lipidos es un proceso en el cual se transfiere lipido
entre la membrana celular y la monocapa exterior del liposoma sin existir asociacion
intima entre ambos. La endocitosis es una de las formas mas importantes de interaccion,
los fagocitos incorporan liposomas de manera muy significativa, mientras que otras

células no fagociticas, también endocitan liposomas, aunque en menor proporcion @4,

La fusion de los liposomas con la membrana celular origina cualquier lipido o proteina
de éste sea insertada en la membrana, cuando las vesiculas unilamelares se fusionan, su
contenido es inyectado directamente en el citoplasma, mientras que cuando se fusionan
las vesiculas multilamelares, inyectan su contenido en el citoplasma, secuestrado en
unas pocas bicapas concéntricas de la vesicula original. Cuando los liposomas son
inyectados intravenosamente, interactdan inmediatamente con las lipopropteinas de alta
densidad, las cuales remueven las moléculas de fosfolipidos de las bicapas asociando el
rompimiento de los liposomas y la libracion de su contenido en la circulacion en
general. Sin embargo cuando los liposomas contienen colesterol o fosfolipidos
saturados, presentan un comportamiento mas estable in vivo, debido a que estos
compuestos previenen la desestabilizacion en la membrana y por ende la libracion del
contenido de los liposomas®?. El tiempo en que los liposomas se mantienen en
circulacion depende del tamafo, la carga la composicion y la cantidad de lipidos
administrada, por ejemplo, las vesiculas pequefias tienen una vida media mas larga que
las vesiculas grandes y los liposomas con carga positiva circulan por mas tiempo que

los liposomas con carga negativa.
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En circulacion son incorporados por monocitos, polimorfonucleares y células
endoteliales, o interactian con otros componentes de la sangre, asimismo, pueden ser
removidos Yy retenidos por células fagociticas del higado, bazo, pulmén, bazo y medula
6sea en la misma forma en que las otras particulas son removidas en la circulacion. La
cantidad de liposoma incorporada por estos 6rganos, es de alguna manera dependiente
de la dosis del lipido administrada, con dosis pequefias muchos liposomas son retenidos
por el higado, pero con dosis grandes la capacidad del higado para remover particulas
de la circulacion es superada y la cantidad que se mantiene en circulacion incorporada
en mayor proporcion por el bazo, pulmon y médula ésea; este fendbmeno llamado
“Bloqueo del sistema reticuloendotelial”. EI cual prolonga el tiempo de circulacion de
los liposomas, aunque no incrementa la acumulacion a otros tejidos, ya que el patron de
similitud es muy similar®. Los liposomas inyectados en la cavidad peritoneal tienen
una conducta semejante en la manera en que otras particulas son removidas de este sitio,
una proporcion de liposomas intactos alcanzan los linfaticos y eventualmente llegan a la
circulacién con la subsecuente distribucién a los 6rganos del sistema reticulo

endotelial®®,

Los liposomas inyectados subcutdneamente o intramuscularmente, son lentamente
distribuidos del sitio de la inyeccién incorporada al sistema linfatico y solo una pequefia
cantidad alcanza la circulacién, y eventualmente se distribuye en higado y bazo. Los
liposomas también son administrados topicamente, demostrandose que a través de esta
ruta constituye un sistema de liberacion continua; asimismo los liposomas han tenido
que ser administrados por otras vias, en las cuales se incluye la via oral, interarticular y

endolinfatica entre otras ?® 27,
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2.5.4. Farmacocinética de Liposomas. La asociacién de farmacos con liposomas como
acarreadores, puede conducir a resultados draméticos en la farmacocinética y en la
distribucion del farmaco. Los pardmetros farmacocinéticos del farmaco con liposomas

es muy similar a lo de un farmaco libre®®.

No todos los farmacos son facilmente estabilizados cuando se asocian con liposomas y
se puede ver como la solubilidad de los farmacos tiene efectos en estas asociaciones “2.
Esto es si el principio activo es hiodrofilico, hidrofobico o de solubilidad intermedia asi

como el coeficiente de particion (LogPoct ).

La farmacocinética de farmacos encapsulados con liposomas se puede describir
matematicamente como un modelo de dos compartimentos, que puede iniciar con una
rapida fase de aclaramiento que refleja la distribucion y una fase corta de eliminacion,
estos parametros farmacocinéticas se ven afectado por la dosis, composicién del sistema

de liposomas, del didmetro de estos, y la via de administracion@®2.

La distribucion del depuracion o aclaramiento (CL) es primero en el higado a dosis
bajas a los pocos minutos de la inyeccién al incrementarse la dosis hay un incremento
en la vida media, se encuentra en el bazo, higado, entre otros. Estas observaciones han
sido aprobadas clinicamente, en formulaciones con farmacos antineoplasicas, como;
Doxorubicin® y Vincristine® en el tratamiento contra cancer de mama y préstata

respectivamente 2.

2.5.5. Sistema nanoacarreador de IL-2 basado en liposomas. La invencién se refiere
a una novedosa composicién de un producto antineoplasico e inmuno regulador y su uso

en el tratamiento del cancer cérvico uterino.
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Este novedoso producto se fabrica en base de liposomas lipidicos de tipo cationico
utilizados como nanoacarreadores de interleucina 2 (IL-2), el lipido utilizado en su
produccion es una mezcla de fosfatidilcolina de yema de huevo (PC) y espermidin
colesterol (Esp-Ch). La morfologia de estos nanoacareadores es esférica y el tamafio
varia entre 25 y 125 nm de didmetro(ver Figura 5), teniendo un predominio por los

nanoacareadores pequefios, entre 25 y 50nm ©9,

Los nanoacareadores lipidicos catidnicos se preparan mezclando fosfatidilcolina (PC),
(extracto cloroférmico de yema de huevo) y el espermidil-colesterol (Esp-Ch) (lipido
cationico sintético), este Gltimo le proporciona la carga positiva a la bicapa lipidica de

los nanoacareadores ©9.

REPRESENTACION DE LIPOSOMAS

Neu

Figura 5. Microcopia de trasmision electronica de liposomas cationicos (75,00 x). a)
Liposomas vacios b) liposomas con 1L-29,
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2.5.6. Efectos del sistema nanoacarreador que contiene IL-2 en tratamientos contra
el cancer cérvico uterino. De acuerdo a la PAT MX/a/2008/008681 el sistema
nanoacarreador que contiene IL-2 es Util para el tratamiento del cancer cervicouterino
en la administracion de hasta 200Ul/ml de 1L-2, favoreciendo la respuesta inmunoldgica
en contra de este padecimiento, inhibiendo la proliferacién de las células tumorales y
activando el sistema inmunolégico. El nanoacarreador se une a las células de carcinoma
de cérvix tomando en cuenta que las células tumorales presentan receptores para la I1L-2

y por tanto son afines al nanoacarreador que la transporta®?.

La novedosa invencion describe el desarrollo de una composicién y su uso para la
eliminacion de células de cancer cérvico uterino, en especial en el caso de los estadios
avanzados, reduciendo de manera importante los efectos colaterales por el efecto
citotoxico que confiere la IL-2 en altas dosis; por lo que se trata de un vector directo

para que la IL-2 este en el sitio de accion sin que se presenten efectos secundarios®?.

2.5.7. Importancia de los liposomas en la industria farmacéutica. EI uso de sistemas
acarreadores ha tenido un gran incremento; muchos de los farmacos usados de forma
libre ahora son encapsulados en lipidos, para asi llevarlos al sitio de accion, tener mejor
eficacia y menor toxicidad en el organismo. Ejemplos de estos productos son los
antineoplasicos, vacunas, acarreadores genéticos para transferir ADN y proteinas como
la hemoglobina. Ha sido notable la utilizacion de liposomas para encapsular
medicamentos antitumorales, por ejemplo; en adenocarcinomas se han administrado

liposomas con muramiltripéptido e ifosfamida®?.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El Cancer Cérvico Uterino (CaCU) es una de las causas principales de muerte por
neoplasia maligna entre las mujeres mexicanas, asociado significativamente a una
etiologia viral por lo que es candidato para el uso de inmunoterapia utilizando citocinas
como la Interleucina 2 (IL-2). Segun datos oficiales del Gobierno Federal en México,
cada dos horas muere una mujer a causa de este tipo de cancer, lo que implica alrededor
de 4000 muertes de mujeres al afio, lo que convierte al CaCU en un problema nacional
en materia de salud. A partir de este aumento en la mortalidad a causa del CaCU la
industria farmacéutica se ve obligada a desarrollar nuevas alternativas biotecnoldgicas
en terapias farmacologicas contra el cancer. Precisamente, en la actualidad la industria
farmacéutica tiene como uno de sus principales objetivos el descubrimiento de nuevos
medicamentos a través de la biotecnologia asi como la caracterizacion de nuevas

moléculas por técnicas modernas.

Los liposomas son particulas generadas mediante biotecnologia ampliamente utilizadas
en diversas disciplinas, debido a sus caracteristicas de biocompatibilidad, proteccion,
tamano, carga, propiedades superficiales y principalmente por poseer un alto potencial
como transportadores de farmacos; siendo esta Ultima caracteristica la que influye
directamente en la farmacocinética y biodisponibilidad de farmaco que conlleva a

disminuir la toxicidad y prolongar el efecto terapéutico.

La IL-2 es utilizada en terapias contra diferentes tipos de canceres, en los cuales se
encuentra CaCU debido a su poder inmunorregulador; sin embargo, su uso produce
serios efectos adversos, por lo que nuestro grupo de investigacion la ha encapsulado en
liposomas formando un nanosistema farmacéutico innovador y para cumplir el marco

regulatorio vigente es importante realizar los estudios preclinicos pertinentes.

Estudios previos realizados han demostrado que el sistema nanoacarreador tiene eficacia
farmacodinamica en la reduccion de tumores de CaCU y que el sistema no es toxico en
dosis terapéuticas. Sin embargo para completar los estudios preclinicos, es importante
demostrar su comportamiento farmacocinético cuando la IL-2 es encapsulada, para asi,
en un futuro poder ofrecer una composicion farmacéutica estable, segura y eficaz para el
tratamiento del Cancer Cérvico Uterino que pueda ser utilizada en terapias clinicas en

humanos.
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4. HIPOTESIS

Considerando que la IL-2 es una molécula inmunorreguladora eficaz en el tratamiento
de diferentes tipos de cancer y que su inclusién en un sistema nanoacarreador permite
conservar sus cualidades farmacodindmicas, eliminando los efectos toxicos visibles
ofreciendo una composicion farmacéutica estable, segura y eficaz, se espera que su
evaluacion farmacocinética contribuya a los estudios preclinicos para demostrar que
puede ser usada en tratamientos contra el cancer cérvico uterino. Ademas, tomando en
cuenta que la IL-2 libre se comporta como un modelo de un compartimento por via
subcutanea u otra via, excepto por via intravenosa, se espera que IL-2 contenida en un
sistema nanoacarreador se comporte farmacocinéticamente como un modelo de dos
compartimentos, debido al caracter lipofilico del liposoma, sin que haya modificacion

en los parametros farmacocinéticos de la IL-2.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general.

Realizar la comparacion farmacocinética de IL-2 contenida en un sistema
nanoacarreador (liposomas) y la citocina libre en ratones de la cepa CBA via

intraperitoneal.

Objetivos particulares.

1) Fabricar el sistema nanoacarreador de IL-2 y utilizarlo para comparar los parametros

farmacocinéticos de la IL-2 libre.

2) Realizar la cuantificacion de IL-2 en suero y en diferentes 6rganos.

3) Calcular los parametros farmacocinéticos.
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6. DISENO EXPERIMENTAL.

6.1. Tipo de estudio: Experimental, Prospectivo, Longitudinal y Comparativo.
6.1.1.Variables dependientes: Tiempo.

6.1.2. Variable independiente: Dosis del sistema nanoacarreador de IL-2.
6.1.3. Poblacién objetivo: Sistema nanoacarreador que contiene IL-2

6.1.4. Poblacion de estudio: Ratones hembra CBA inmuno suprimidas de un afio de
edad.

6.2.Criterios
6.2.1. Criterios de inclusion.
Ratones hembra inmunodeprimidas de un afio de edad.

Sistema nanoacarreador de IL-2 en su periodo de vida util.

6.2.2.Criterios de exclusion.

Ratones hembra que presenten alguna reaccion alérgica.
Ratones hembra que se encuentren enfermas.
Sistema nanoacarreador de IL-2 que presente precipitacion, aglomeracion, presencia

de particulas extrafias, cambios en su presentacién como forma farmacéutica.

6.2.3. Criterios de eliminacion.

Mouerte del animal.

Lisis 0 hemolisis de las muestras de sangre.
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7. MATERIALES

7.1. Material bioldgico:

Animales: El experimento se llevo a cabo con ratones hembra inmunodeprimidas de la
cepa CBA con un afio de vida, mantenidas en el bioterio de Roedores de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza Campus Il, de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999.

7.2. Equipos e Instrumentos.

Campana de flujo laminar.

Ultracentrifuga Modelo BeackMan INV 1272811

Tubos para Ultracentrifuga

Rotor SW40-1, Camisas Numero de Serie L92L.831

Tubos Conicos de 1,5 ml marca Eppendorf

Pipetas dosificadora Eppendorf

Lector de placa ELISA ELX800

Filtros de 0,22 micas marca Millipore

Balanza analitica Denver Instrument

Placas de ELISA SarsteadCatalogo 82.1581

Equipo de refrigeracion 2-8°C Nieto ByMetalfrio

Tubos estériles de ensayo 13X100 Pyrex

Inyecciones de insulina 1, 0.1 ml marca

Guantes, cofia, cubre bocas, bata blanca.
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8. METODOLOGIA.

8.1. Sustancia a ensayar. Sistema nanoacarreador que contiene IL-2 en PBS lote

LOCE120913 e IL-2 stock en PBS.

8.2. Produccidn de liposomas. Produccion del sistema nanoacarreador que contiene IL-
2 (liposomas) de acuerdo al PNO- LOCE 120913 se compone de IL-2 en concentracion
de 100UI/ml, espermidilcolesterol, fosfatidilcolina, cloroformo (se elimind el disolvente
con corriente de nitrogeno), PBS(solucién salina amortiguadora de fosfatos pH 7,2-
7,4). Se realiz6 un proceso de sonicacion de ciclos de 5 segundos con descanso de 10
segundos entre cada ciclo y una ultracentrifugacion con la ultracentrifuga Modelo
Beckman IVN 1272811 Serie L92L831 a 40000 durante 40 min, se decantd el
sobrenadante y el botdn obtenido en la parte inferior de los tubos estériles representd a
los liposomas que fueron resuspendidos con 13 ml PBS y acondicionados en eppendorf

de 2ml.

8.3. Farmacocinética.

8.3.1. Ratones. Se realizo el estudio de farmacocinética con ratones hembra de la cepa
CBA inmunosuprimidos de lafio de edad como modelo de sujeto sano, criados y
mantenidos del bioterio de la FEZ Zaragoza Campus Il en condiciones de acabado
sanitario, filtro de aire, con cama de Aspein Chip del laboratorio Heattreated 100%
Virgin Wood fiberfuller, el tipo de alimento fue proteina para dieta de roedor
(esterilizable) libre de aditivos de laboratorio Harlan 20185, agua esterilizada con filtro,
cajas metalicas con 5 ratones cada una, control de temperatura y porcentaje de
Humedad Relativa durante el estudio de aproximadamente 2 semanas con un promedio

de 21.54°C+1.75°C y 21.36%HR+6.134 5%HR y ciclos de luz oscuridad de 12 horas.
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Se formaron 2 grupos de 26 ratones, el primer grupo para IL-2 libre a 100UI/ml vy el
segundo grupo para el sistema nanoacarreador que contiene 1L-2 a 100Ul/ml de acuerdo
al PNO- LOCE INM190913; se administrd por via intraperitoneal, en dosis tinica 300 ul
tanto del sistema nanoacarreador que contiene IL-2 como a los ratones con el
tratamiento de IL-2 libre, se utilizaron dos ratones por tiempo. Se sacrificaron dos
ratones por tiempo por medio de método de exsanguinacion en los tiempos 0, 5, 10, 15,
20, 30, 45, 60, 78, 120, 180, 300 y 480 min., se obtuvieron las muestras de sangre en
tubos microtainer® de 2 ml con gel aumentador de suero entre 1-1.5 ml de sangre, se
centrifugaron las muestras de sangre a 3000 rpm durante 15 min, se separé el suero
entre 200-600 pl, se colocd en tubos eppendorf de 2 ml y se guardd en congelacion , se

eliminaron las muestras de sangre que presentaron lisis 0 hemolisis.

Se obtuvo corazon, rifion, higado, grasa del peritoneo y pulmén de cada uno de los
ratones, en los mismos tiempos de muestreo por duplicado. Se pesaron, se colocaron en

papel aluminio y se congelaron en un equipo Nieto ByMetalfrio a -20°C .

8.3.2. Extraccion de IL-2 por medio de Buffer de lisis en dérganos. Se peso el
organo después de la extraccion, se procedi6 a conservarlos a -80°C. Para las
determinaciones se descongelo se cort6 un trozo de aproximadamente 0,5 g y se peso,
se colocd en un eppendorf de 2ml se agrego6 entre 200-400 pl de buffer de lisis y se
trituro con un mortero, Se centrifugo a 3000rpm durante 15 minutos, Se separd la
solucién del botdn. Esto se realizd en los 26 ratones de cada uno de los tratamientos
para cada drgano en cada uno de los tiempos por duplicado, tanto de los ratones
tratados con IL-2 libre asi como de las los ratones tratados con el sistema
nanoacarreador que contiene IL-2. Se separ6 la solucion y coloco en tubo eppendorf de

1,6 ml. De esta solucion se tomaron 50ul por duplicado en cada pozo en una
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inmunoplaca de 96 pozospara la determinacion de la cantidad de IL-2 mediante la

técnica de ELISA.

8.3.3. Determinacion de IL-2, en suero y en Organos de ratones de cepa CBA

tratados con liposomas e IL-2 libre.
8.3.3.1. Soluciones requeridas.

Anticuerpo monoclonal contra IL-2 humana (anticuerpo de captura, obtenido de células
de mieloma de ratén). Reconstituir 500pg de 1.0 ml de PBS estéril y homogenizar.

Almacenar esta solucion de 2-8°C.

Anticuerpo biotinilado contra IL-2 humana (Anticuerpo de deteccidn, obtenido de
IgGpoliclonal de cabra). Reconstituir 50ul en 250ul de Buffer trisalino estéril, pH 7,3
que contiene 0,1% de albumina de suero bovino y homogenizar. Agregar 750ul de PBS
estéril y homogenizar. Almacenar esta solucion de 2-8°C.

Buffer de lavado 0.05% Tween 20 en PBS, pH 7,4.

Polivinilpirrolidona al 1% en buffer de lavado (PVP).

Estreptavidina HRP (estreptavidina con peroxidasa de rabano Ultrasensible Catalogo
Number S2438 Sigma-Aldrich).

Solucién salina Amortiguadora de Fosfatos pH 7.2-7.4 (Phosphate Buffer Saline PBS).

Solucién Amortiguadora de citratos pH 5.

Solucién sustrato-Mezcla 1:1 de agente colorante A(H,O,;) y agente colorante
B(tetrametilbenzidina)(R6D Systems, Catalog #DY999).

Solucién paro-Acido Sulfarico 1M.Buffer de Lisis: Agua, Triton x-100, PMSF 0,1 M,
orto vanadato de sodio 0,1 M, EDTA 0,25M, NaCl 5 M, NaF 0,5 M, Pirofosfato de
sodio 0,1 M, Tris IM, Inhibidores de proteasas ( Aprotinina, Leupeptina).
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8.3.3.2. Preparacion de la inmunoplaca de ELISA de acuerdo al PNO
(LOCE121012)

1. Se trasfirieron entre 50-100ul/ del anticuerpo de captura MAB 602 por duplicado en
una inmuno placa de 96 pozos de ELISA sarstead se diluyo la concentracion con PBS.

Se sell6 la placa con papel parafilm y se incubd a temperatura ambiente por 24h.

2. Se aspir6 cada pozoy se lavd con buffer de lavado, se repitio el proceso dos veces
para un total de 3 lavados se us6 un dispersor maltiple Eppendorf®, se completd la
eliminacion del liquido en cada paso lo cual es esencial para un buen funcionamiento.
Después del ultimo lavado, se removié cualquier remanente de buffer de lavado por

aspiracion o por inversién de la placa y secar con una toalla de papel limpia.

3. Se bloqued la inmunoplaca se adicionando entre 50-200 pl de PVP se incubar por 1

hora a temperatura ambiente.

4. Se repitio la aspiracion/ lavado como en el paso 2. Las placas ahora estan listas para

la adicion de las muestras.

8.3.4 Preparacion de la curva estandar, muestras de suero y 6rganos.

8.3.4.1. Preparar una curva estandar de IL-2 LOTE 270513.

1- Se prepar6 una solucion de IL-2 a una concentracién de 500ng/ml en PBS.

2- De esta solucion se tomd con una micropipeta 16l se agreg6 en un vial limpio de
2ml que contenga 968 pl de PBS se obtuvo una concentracion de 12 ng/ml hasta
obtener una concentracion de 10,8,6,4,0.5,0.25,0.125ng/ml.

3- Se coloco 50ul de las concentraciones de 12, 10, 8, 4, 0.5, 0.25, 0.125 ng/ml al

menos por duplicado en una inmunoplaca de 96 pozos de ELISA sarstead.
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8.3.5. Muestras de suero y 6rganos.

5. Se coloco 50pl de suero de los tiempos0, 0.5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 78, 120, 180, 300

y 480 min por duplicado un micro pipeta de 200uL.

6. Se colocd 50 pL la soluciédn de lisis, de cada organo, grasa, higado, rifion, pulmon al

menos por duplicado de los tiempos de muestreo, con un micro pipeta de 200pL.

7. Se incubo entre durante 1-2 h.

8. Se aspird se lavo cada pocillo como lo indica el paso 2.

9. Se afiadié 50-150pl del anticuerpo de deteccion a cada pozo, se cubrié la placa con

papel parafilm, se encub6 durante 1-2 h.

10. Se aspird se lavo cada pocillo como lo indica el paso 2.

11. Se afiadi6 50-150ul a cada pocillo de estreptovidina, se dejo encubar durante 30-45

min. Se aspird se lavo cada pocillo como lo indica el paso 2.

13. Se afiadid 50-100 pl de solucion TMB sustrato se afiadié a cada pocillo se encubd

durante 30 min en la oscuridad, se agité para mezclar completamente.

14. Se agregd 25-100pL de solucion de paro (H2SO,) por pozo.

15. Se determiné la densidad Optica de cada pozo dentro de los primeros 30 minutos
usando el lector de Elisa ELX800 a 450 / 570 (correccion de longitud de onda).Se
interpolo cada absorbancia para encontrar la concentracion correspondiente a través de

la cuerva estandar (ver grafico 1).

8.4. Determinacion de parametros farmacocinéticas. Los parametros

farmacocinéticos se calcularon por medio del Software Microsoft Excel 2010, apartir de
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las concentraciones obtenidas de IL-2 libre administrada via intraperitoneal de 0-8hrs.

horas, los calculos realizados fueron los siguientes:

Los célculos realizados fuero: Area bajo la curva desde el tiempo cero hasta las 8 horas

(ABCO-t); se determind por el método de trapecios.

Area bajo la curva desde el tiempo cero hasta el infinito (ABCO-o0) obtenido de la

concentracion sanguinea versus tiempo.

Depuracion aparente (CL) del compuesto en la sangre después de la administracion
(i.p);se calculé por medio de la multiplicacion del volumen de distribucion(\Vd) y

constante de eliminacion Ke(distribucién).

Volumen de distribucién aparente (\Vd); se calculé del cociente de dosis (D) y la

ordenada al origen (Co).

Tiempo de vida media (ti2); se obtuvo del cociente de Ln2 sobre constante de

eliminacién o en su caso de absorcion (ke,ka).

Concentracion maxima del compuesto en sangre (Crax); €S la concentracion mayor que

se observa después de la administracion i.p.
Tiempo méaximo (tmsx); tiempo para alcanzar la concentracion mas alta.

Constante de eliminacion (Ke); se determind con la pendiente negativa de la curva de
regresion lineal.Constante de absorcion (ka); se determind con la pendiente de la curva

del método de residuales.

Apartir de los datos obtenidos de IL-2 en suero de 0-8 hrs con una dosis Unica via
intraperitoneal, para el tratamiento del sistema nanoacarreador que contiene IL-2. Los

parametros calculados fueron:
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Area bajo la curva desde el tiempo cero hasta las 8 horas (ABCO-t); se obtuvo por

medio del método de trapecios.

Area bajo la curva desde el tiempo cero hasta el infinito (ABCO-c0);se obtuvo por

medios de la suma de los cocientes de A/a + B/B.

B(ordenada al origen) y constate de transformacion B(pendiente); se obtuvieron por

medio de regresion lineal de la primer caida bioexponencial.

A(ordenada al origen)y constate de transformacién o(pendiente); se obtuvieron por

medio de método de residuales la segunda caida bioexponencial.

Volumen de distribucién aparente(\Vd ); obtenido de la division de dosis (D)/ B(ABCO-

).

Constante de distribucion (Kz1); se obtuvo de la siguiente formula Ap +Ba/(A+B).
Constante de distribucion (Ky);se obtuvo de la division de afp/Ks;

Constante de distribucion (Ki,); se obtuvo de la siguiente suma se 3 +B +Kz;+Kjg.

Concentracion maxima del compuesto en sangre (Cmax); €S la concentracion mayor que
se observa después de la administracién i.p.Tiempo maximo (tmax); tiempo para alcanzar

la concentracién mas alta.

Tiempos de vida media de disposicion (ti2); se obtuvo de la division de logaritmo

natura de dos (Ln2) sobre Ln2/ a y Ln2/ B (constante de transformacion).
Depuracion aparente (Cl);se obtuvo de la multiplicacion de (Vd * Kjy).
Volumen de distribucion aparente (Vd ); obtenido de la divisién de dosis (D)/ B(ABCO-

).( Ver ANEXO1)
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10. RESULTADOS.

11.1. Curva estandar de IL-2. Con la finalidad de determinar la curva estandar de 1L-2
por medio de ELISA, se usaron niveles de concentracion de 0.125-12 ng/ml. Los
resultados indicaron una r? de 0.9609, pendiente de 0.0715 y ordenada al origen de
0.0883 por medio de regresion lineal (ver Grafical).El método es lineal en un intervalo

de concentracion de 0,125 a 12,0 ng/ml. Con un limite de cuantificacion de 0.166ng/ml.

Curva estandar de IL-2

0.9 y="0.0
0.8 R2
0.7 <
0.6 *

5 0.5 L 2

T 0.4 4 curvaestandar de IL-2 Metodo
5023 Validado

g0
© (0.2
0.1 /

0] 5 10 15

concentrcién, ng/ml

Grafica 1. Curva de calibracion utilizada para la cuantificacion de: a) IL-2 libre b) sistema

nanoacarreador que contiene 1L-2.

11.2. Farmacocinética del sistema nanoacarreador que contiene IL-2 y IL-2 libre
en ratones CBA, del lote LOCE191013. Con los datos obtenidos después de la
administracion en dosis Unica via intraperitoneal en ratones de la cepa CBA en los
tiempos de muestreo de 0-8 h, el comportamiento farmacocinético del sistema
nanoacarreador que contiene IL-2 se puede describir como un modelo de dos

compartimento(ver Grafica 2,3y Tabla 8).
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Los resultados obtenidos de IL-2 libre en los tiempos de muestreo de 0-8 h, muestran
su comportamiento como un modelo de un compartimentos (ver Grafica 4,5 y tabla 8).
Los resultados demostraron que el area bajo la curva (ABC)obtenida en los grupos
tratados con el sistema a base de liposomas que contienen IL-2 es mayor que la de los
ratones tratados con IL-2 libre(ver Tabla 8).La concentracion sanguinea maxima
obtenida (Cnax) del 1L-2 contenida en sistema nanoacarreador y la de IL-2 libre no se
vio modificada (ver Tabla 8). También se demostré que necesito de un menor tiempo
en alcanzar la concentracion maxima (Tmax) en los ratones tratados con el sistema
nanoacarreador que los administrados con IL-2libre (ver Tabla 8). Otro pardmetro

farmacocinéticos que se vio modificado fue volumen de distribucion(ver Tabla 8).

9 Farmacocinetica de Sistema nanocarreador que contiene IL-2 via
8 IS i.ll
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8 ‘. ‘e
S 2 *
1
0 T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 30 45 60 78 120 180 300 480
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Grafica 2.Comportamiento de IL-2 encapsulada en liposomas, en tiempos de 0-8 hrs, se puede
observar la concentracion maxima (Cmax) , y el tiempo maximo( t max).
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Grafica 3. Comportamiento farmacocinético de sistema nanoacarreador que contiene II-2, se

observa como es tiempo de eliminacion es més larga.

9 Farmacocinetica de 1L-2 libre via infraperitoneal
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Grafica 4. Comportamiento farmacocinético de IL-2 libre de 0-8 hrs via intraperitoneal se

puede observar la concentracion maxima(Cay) y el tiempo maximo(tax)-
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2.5

Farmacocinefica de IL-2 libre via infraperitoneal
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Grafica 5. Comportamiento farmacocinético de IL-2 libre, se puede ver en la parte de

eliminacion de IL-2.

11.3 Comparacion de Graficas y parametros farmacocinéticas. Los resultados
indican que las curvas que describen el comportamiento farmacocinéticos de sistema
nanoacarreador que contiene IL-2 es muy similar en la parte de eliminacion que en la
del tratamiento con IL-2 libre. Asi como la parte de absorcion se puede ver casi el
mismo comportamiento en el sistema que en la de IL-2 libre, excepto en la aparte del
Cmax que es menor, que en el tratamiento con IL-2 libre(ver Grafico 6).

9 7 P 9
Comparacion farmacocinetica

8 5 8
57 Vi 7
‘g G / 8.. . b 6
: I el
o " .
5 N h = 4= = Liposomas + IL-2 100U1/m|
o4 ) Ay 4
g 3 ,’ !‘\ 3 -4 |L-2 libre 100U1/ml
c ] Y
3 2 R

1 1

0 T T T T T T T T T T T T 0

0 5 10 15 20 30 45 60 78 120180300480
Tiempo {minutos)

Grafica 6. Comparacion farmacocinética de sistema nanoacarreador que contiene I1L-2 y IL-2

libre. Se pude ver un comportamiento similar en la parte de absorcion.
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Tabla 8.

PARAMETROS FARMACOCINETICOS

Parametro Liposomas IL-2 libre m+ SD UNIDADES
+1L2
tmax 45 60 52.4+10.61 min
Crnax 7,72573217 7.856347 7.792+0.924 | ng/ml
vd 3843.4519 3482.481264 | 3663+255.3 | ml
Cl 8,8303083 9.064737379 | 8.95+0.166 L/h
ABCo0” 2886.13143 2813.0985 2844.62+51.7 | ngh/ml
ABCo' 1962.19226 1948.61248 | 1955.41+9.603 | ngh/ml
Dosis 25500 25500 | ----- ng/ml
T 1120 12,0388 e [pe— min
T 12 302,2373 N p— min
T Y climinacion 266,331 | - min
T1/2 absorcién 21,2218494 | - min
Kio 0,0022922 | - | min’*
K1z 0,11961004 | - | - min™
K21 0,05745616 | - | ----- min™
Ko | — 0,035380837 | - min’'
Ke | - 0,00260258 | ----- min’'
Cp0 6,63379785 7.32131414 | - ng/ml

Datos obtenidos de 48 ratones despues de la administracion intraperitoneal de una
dosis Gnica en tiempo de 0-8 hrs del sistema nanoacarreador que contiene IL-2 y IL-2en

ratas hembra de la cepa CBA (n=26 +2).
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Los resultados indican la cantidad encontrada de IL-2 en los diferentes 6rganos (ver
Tabla 9).

Tabla9. CANTIDAD DE IL-2 ng/ml EN DIFERENTES ORGANOS

Sistema que contiene IL-2 IL-2 libre
Higado 32.2685319ng/ml 33.0050783ng/ml
Rifion 23.7704542ng/ml 13.2402341ng/ml

Pulmén 7.19121189ng/ml | -

Grasa 22,9032ng/ml | e

Cantidad de IL-2 ng/ml encontrada en érganos tratados con ambos tratamientos.
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11. ANALISIS DE RESULTADOS

Para la introduccion de nuevos medicamentos es necesario presentar los estudios
preclinicos pertinentes de acuerdo al PROY-NOM-257-SSA1-2013; en el presente
trabajo se utiliz6 un producto innovador consistente en un sistema nanoacarreador que
contiene IL-2 y para contribuir con los estudios preclinicos necesarios, se realizd la

comparacion de los parametros farmacocinéticos contra la IL-2libre.

Los estudios publicados para IL-2 libre en su forma comercial (aldesleuskina) indican
que se comporta como un modelo de un comportamiento cuando es administrada por
via subcuténea u otra via, en caso de via intravenosa esta se comporta como un modelo
de dos compartimentos. Otros estudios han demostrado que cuando un principio activo
es encapsulado en un conjunto de lipidos los parametros farmacocinéticos se ven
modificados, ademas de comportarse como un modelo de dos compartimentos debido al
caracter lipofilico de su composicion, tamafio y que estos principios activos
encapsulados tienen un tiempo mas largo en la circulacion que un farmaco en su forma
libre. En este trabajo los resultados indicaron que IL-2 administrada por via
intraperitoneal, encapsulada en el sistema nanoacarreador tiene un tiempo de vida media
de eliminacion mayor que la de IL-2 libre, lo cual demuestra que permanece méas tiempo
en el organismo. Ademé&s quedo evidenciado que la IL-2 administrada en el sistema
nanoacarreador se comporta como un modelo de dos compartimentos mientras que IL-2
libre se comporta como un modelo de un compartimento como se esperaba; sin
embargo, se demostré que los pardmetros farmacocinéticos para IL-2 ya sea contenida
en el sistema nanoacarreador o libre no se vieron modificados. Los resultados obtenidos
formaran parte de los estudios preclinicos para la propuesta de un nuevo medicamento
seguro y eficaz contra el cancer cérvico uterino, confiriendo la ventaja sobre la IL-2
libre de que no se presenten efectos adversos visibles y que la IL-2 contenida puede
aumentar el tiempo de circulacion sin modificar los pardmetros farmacocinéticos de la
IL-2 libre. Ademas al circular la IL-2 acarreada por el sistema de forma no
covalentemente unida al exterior de las particulas se posibilita su direccionamiento a
aquellas células que poseen el receptor como es el caso de los linfocitos y las células
tumorales posibilitando la regresion de los tumores. Finalmente, el presente trabajo es
un avance importante en los estudios preclinicos establecidos en el PROY-NOM-257-
SSA1-2013, para poder proponer al sistema como un medicamento seguro y eficaz para

el tratamiento del cancer cervicouterino en humanos.
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12. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos de la evaluacion farmacocinética de IL-2 contenida en un
sistema nanoacarreador se concluye que los valores de los parametros farmacocinéticos
de la IL-2 contenida en nanoacarreador no se vieron modificados en comparacion con
los de la citocina libre por lo que este sistema innovador a base de liposomas en su
forma farmacéutica puede ser utilizado en terapias farmacoldgicas de la misma forma

que la libre en pacientes contra el cancer.
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14. ANEXO 1

PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

Parametro Simbolo Definicion Unidad
Tiempo maximo tmax Tiempo requerido para alcanzar | min
la concentracion maxima
Concentracion Crax Tiempo en el cual la| ng/ml
maxima concentracion ~ plasmatica o
sanguinea fue la maxima.
Constante de | Ka Cantidad de farmaco absorbido | h™ 0 min™
absorcion en el organismo.
Constante de | Ke Cantidad del farmaco remante en | h™ o min™
o el organismo,
eliminacion.
Tiempo de vida |ty Tiempo en que una determinada | mino h
_ concentracion del farmaco se
media. reduce a la mitad de su valor.
Valor constante e independiente
de la dosis administrada y de la
concentracion inicial
considerada
Volumen de | vd TeoGricamente  representa el | 16 I/kg
S volumen acuoso del organismo
distribucion.

en el cual se distribuye una
cantidad determinada de
farmaco de acuerdo con sus
caracteristicas fisicoquimicas.

Area bajo la curva

de niveles

Curvas de niveles plasmaticos
contra tiempo. Calculo mediante
integracion numérica:
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plasméticos

ABC Se basa en calcular el &rea entre | ngh/ml
dos puntos  experimentales
ABCo- oo — | CONsecutivos de la curva de
niveles plasmaticos plasmaticos
D/ Vd*kel | (METODO DE LOS
TRAPEZOIDES): Area = At *
(C1+C2)/2, At = t2-t.

Aclaramiento

depuracion.

CL Es el volumen de sangre|l/h
totalmente depurado de farmaco
Clp = Vvd * por unidad de tiempo, por parte
del 6rgano (renal, hepatico, etc.)
kel, 0 por el organismo.

Aclaramiento

plasmatico

Clp El  aclaramiento  plasmatico | I/ min
representa la eliminacion del
Clp = vd * farmaco en funcion del volumen
de distribucion

0.693/t1/2,

MODELOS DE DOS COPARTIMENTOS

Modelo de dos compartimentos
Cp=Ae-at-Be-ft o>>>f
K21:Aﬁ+B(X/A + B

CpO=A +B

Vd=Dosis /B(ABC o)

Tiempos disposicion  Ln2/p=t,

In2/0=t; 2B

Tiempos eliminacion  Ln2/k10= Ty,

CL=Vdc* Ky

Kio= aB/K2;

Kio=at+B+kai+kio

ABCgyo0= A/ 0+B/p

ABC,t= (Cpl + Cp2)/2 * (t2-t1)

52| Pagina




MODELO DE UN COMPARTIMENTO

Modelo de un compartimento
Cpt=Cpo° e-kdt
Vd=Dosis /Cp°
Ln2/kd=T1/2
CL=Vvd* Kd
Cp°=e(ordenada al origen)

ABCyoo= dosis / CL ,Cp°/kd
ABC,t= (Cpl + Cp2)/2 * (t2-t1)

t 12 — LN(Z)/Ka tl/zLN(Z)/Ke
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