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ABREVIATURAS

ALN: alendronato

AUNPs: nanoparticulas de oro

AUNPs-DOX: nanoparticulas de oro con doxorrubicina
BHE: barrera hematoencefélica

CS: quitosano

DLNP: doxorrubicina liposomal no pegilada
DLP: doxorrubicina liposomal pegilada

DNR: daunorrubicina

DOX: doxorrubicina

EPP: eritrodistesia palmo-plantar

ERO: especies reactivas de oxigeno

FEVI: fraccion de eyeccion ventricular izquierda
FOL.: folato

GST: glutation S-transferasa

Hyd: hidrazona

IRM: imagen de resonancia magnética

IV: via intravenosa

mAD: anticuerpo monoclonal

MDOX: doxorrubicina micelar

MNPs: nanoparticulas magnéticas

MNPs-DOX: nanoparticulas magnéticas con doxorrubicina

NIR: regiones cercanas al infrarrojo



NPs: nanoparticulas

PE: fosfatidiletanolamina

PEG: polietilenglicol

PLA: poliacido lactico

PP: Peltophorum pterocarpum

SMF: sistema mononuclear fagocitico

SPIONSs: nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético
topo I1: topoisomerasa Il

Vd: volumen de distribucion
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1. RESUMEN
La doxorrubicina es una antraciclina que se utiliza para el tratamiento del céncer.
Plantea desventajas potenciales tales como la toxicidad debido a la baja permanencia
plasmatica y distribucion indiscriminada en el organismo, que hace que las células sanas
resulten también afectadas. También provoca incapacidad de alcanzar concentraciones
lo suficientemente elevadas en el sitio de accién y fendmenos de resistencia. En base a
esto, surge la doxorrubicina liposomal no pegilada que a pesar de tener ventajas con
respecto a doxorrubicina convencional, presenta el inconveniente de la captacion de
liposomas por el sistema fagocitico mononuclear que impide su distribucién en los
tumores sélidos por su eliminacion rapida de la circulacion. Entonces, se desarrolla la
doxorrubicina liposomal pegilada que resuelve el problema de la rapida eliminacién

aumentando su vida media en la sangre.

Ambas formulaciones aumentan el aporte en la localizacion de la enfermedad en
comparacion con la dosis equivalente a doxorrubicina convencional. Pero el reto sigue
siendo lograr la acumulacion de doxorrubicina liposomal en el tejido tumoral, por ello

la doxorrubicina se conjuga con inmunoliposoma.

Para alcanzar estos objetivos de forma especifica se disefian nanoparticulas recubiertas
con polimeros, gracias a los cuales permanecen en el torrente circulatorio sin ser
eliminadas y aumentan la acumulacion de doxorrubicina en el tejido tumoral. Este tipo
de nanoparticulas presentan mayores ventajas que las formas liposomales ya que
superan y aumentan la selectividad de doxorrubicina hacia las células tumorales,
mientras que reducen la toxicidad en los tejidos sanos. Producen gran apoptosis del
tejido tumoral y también mejoran la resistencia del farmaco convencional. Por otro lado,
se han desarrollado también micelas conjugadas con doxorrubicina que al igual que las
nanoparticulas anteriores destaca entre ellas su gran captacién intracelular,
permeabilidad, resistencia, menor citotoxicidad y mayor capacidad de inhibicion del

ciclo celular que la doxorrubicina convencional.

Palabras claves: Doxorrubicina, liposomas, nanoparticulas metalicas y micelas



2. INTRODUCCION

2.1. Doxorrubicina
A principio de la década de los sesenta se obtuvo el primer antibiotico de la serie de las
antraciclinas con actividad citotoxica, la daunorrubicina (DNR), obtenida del
Streptomyces peucetius. Su derivado, la doxorrubicina (DOX), fue obtenida de una
mutante (var peucetius) que mostrd6 mayor y mas extensa actividad bioldgica (Florez y
cols., 2014).

Estructura quimica

La DOX es un glicésido con caracter anfotero ya que por un lado posee grupos
fendlicos del anillo que le aportan caracter acido y por otro lado presenta una funcién
béasica en el anillo de amino-azlcar. Finalmente el anillo de antraciclina le aporta a la

molécula caracter lipofilico.

DOX y DNR (Figura 1) comparten restos agliconico y azUcar. La aglicona consiste en
un anillo tetraciclico (responsable del color rojo tipico de las antraciclinas) con grupos
quinona-hidroquinona adyacentes en los anillos C-B, un sustituyente metoxi en C-4 en
el anillo D, y una cadena lateral corta en C-9 con un carbonilo en C-13. El azucar,
Ilamado daunosamina, se une mediante un enlace glucosidico al C-7 del anillo A y se
compone de un resto de 3-amino-2, 3, 6- tridesoxi-L-fucosiltransferasa. La Unica
diferencia entre DOX y DNR es que la cadena lateral de DOX termina con un alcohol
primario, mientras que la DNR termina con un metilo. Esta pequefia diferencia tiene
consecuencias importantes en el espectro de actividad de DOX y DNR (Minotti y cols.,
2004).
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Figura 1: Estructura de DOX y DNR. Adaptado de ref (Minotti y cols., 2004)



La aglicona policiclica es esencial para la intercalacion de DOX entre las hebras del
ADN, mientras que el amino-azucar, estabiliza la intercalacion por interacciones
electrostaticas con los grupos fosfatos cargados negativamente en la cadena de ADN
(Kubecek y cols., 2015).

Mecanismo de accion

La DOX bloquea la sintesis de ARN y ADN. Las células en fase S son més sensibles a
éste agente debido a que en esta fase se sintetiza el ADN de la célula hija y cuando la

DOX se une, la célula no puede continuar el ciclo celular ni dividirse.

Destaca su capacidad para intercalarse entre los pares de bases adyacentes de ADN y
fijarse con intensidad diversa. Esta accion modifica las propiedades del ADN, pero por
si misma no es suficiente para ejercer su accion letal. Una de las acciones que
actualmente se considera critica es la inhibicién de la topoisomerasa Il (topo Il). La
actividad funcional de esta enzima es necesaria para la replicacion de ADN,

transcripcion, recombinacion y remodelacion de la cromatina (Florez y cols., 2014).

DOX se fija al complejo binario ADN-topo Il formando un complejo ternario, de gran
estabilidad que facilita la rotura irreversible tanto de cadenas sencillas como de cadenas
dobles de ADN. De hecho, células en las que una mutacion provoca una alteracion de la
topo-1l (at-mdr) se hace resistente a la DOX (y a otros antineoplasicos, originando asi
una de las formas de resistencia multiple); por el contrario, células con aumento de los

niveles de topo Il se vuelven hipersensibles a DOX (Flérez y cols., 2014).

El metabolismo de ésta molécula también genera radicales libres de oxigeno que causan
dafio al ADN que puede dar lugar a mutaciones si no se repara adecuadamente
(Gajewski y cols., 2007).

e Ciclo de oxidoreduccion de DOX: la DOX reacciona con la NADPH-
citocromo P450 reductasa, para formar radicales intermediarios de semiquinona
(Figura 2). Ademas, la DOX posee una tendencia marcada para formar un
complejo estable con el hierro (Il1), favoreciendo la reduccion de éste hasta
hierro (1) y originando en el proceso el radical libre de semiquinona. Estos
radicales libres, pueden reaccionar rapidamente con el oxigeno para producir el
radical superoxido, el peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo. Estas

especies reactivas de oxigeno (ERO) causan la peroxidacion de los lipidos de
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membrana y otros componentes celulares e inhiben la respiracion celular, por
dafio a los componentes de la cadena de fosforilacion oxidativa y a la membrana
de la mitocondria (Muraoka y Miura, 2003; Minotti y cols., 2004).

También puede inhibir diversas enzimas relacionadas con el ADN y el ARN:

polimerasas, helicasas y enzimas reparadoras.

OH o WNHZ

Forma semigquinona
Flavoproteina

MNAD(P)H oxidada
MADPH Cyt. P450
reductasa
NAD(P) Flavoproteina
reducida

OH OAI/\)\NHz
o (=121

Forma quinona
DOX

Figura 2: Ciclo de oxidoreduccion de DOX.Adaptado de ref (Muraoka y Miura, 2003)

El resultado final de las interacciones y dafios que producen las ERO con el entorno,
sera la apoptosis de la célula, aunque por varios mecanismos posibles.

Aplicaciones terapéuticas

Las antraciclinas se caracterizan por su amplio espectro. La DOX es la mas empleada.
Su actividad es maxima en leucemias aguda linfocitica y no linfocitica, cancer de
mama, pulmoén (células pequefias), linfoma, mieloma, neuroblastoma, sarcomas de
hueso y tejido blando, timoma y tumor de Wilms. Es de segunda linea en el cancer de
ovario y de testiculo, y tiene una actividad marginal en cancer de vejiga, estomago,
cabeza y cuello, tiroides, préstata y pulmén (cuando las células no son pequefias). En

cambio la DNR se reserva para casos de leucemia aguda (Flérez y cols., 2014).

2.2. Técnicas clasicas de administracion y liberacién de DOX

Administracion

DOX se administra por via intravenosa (I1V) e intravesicalmente, pues se inactiva en el
aparato digestivo, y no debe administrarse por via oral, subcutanea, intramuscular o
intratecal.



e Administracion por via intravenosa: se puede administrar en forma de

inyeccion durante unos minutos, por perfusion corta de hasta una hora o
continua de hasta 96 horas. La solucion se administra mediante un sistema de
tubo de flujo uniforme para perfusion intravenosa con una solucién inyectable
de cloruro de sodio a 9 mg/ml (0.9%) o con una solucién inyectable de dextrosa
a 50 mg/ml (5%) durante 2-15 minutos. Esta técnica minimiza el riesgo de
tromboflebitis 0 extravasacion perivenosa, que puede producir celulitis local,
formacion de vesiculas y necrosis tisular grave (AEMPS, 2016).
La pauta posoldgica de la administracion de DOX puede variar de acuerdo con
la indicacion (tumores sélidos o leucemia aguda) y de acuerdo con su uso en el
régimen de tratamiento especifico. Si es como agente unico se suele calcular en
base a la superficie corporal (mg/m?). Sobre esta base, se recomienda una dosis
de 60-75 mg/m? de superficie corporal cada tres semanas. Si es en combinacion
con otros agentes citotoxicos, tales como ciclofosfamida por via 1V a dosis altas
0 compuestos de antraciclina relacionados, como daunorubicina, idarubicina y/o
epirubicina, la dosis de DOX debe reducirse a 30-60 mg/m? cada 3-4 semanas.
En los pacientes que no pueden recibir la dosis completa por ejemplo, en caso de
inmunosupresién, edad avanzada, una posologia alternativa es de 15-20 mg/m?2
de superficie corporal por semana (AEMPS, 2016).

e Administracion intravesical: se realiza mediante instilacion intravesical en el
tratamiento del carcinoma superficial de vejiga urinaria o en la profilaxis de la
recidiva del tumor posterior a reseccion transuretral en pacientes con alto riesgo
de recidiva. La dosis recomendada de DOX para el tratamiento intravesical local
de los tumores superficiales de la vejiga urinaria es la instilacién de 30-50 mg en
25-50 ml de solucién de cloruro de sodio 9 mg/ml (0.9%) para inyeccion. La
concentracion optima es de aproximadamente 1 mg/ml (0.1%). En general, la
solucion debe mantenerse intravesicalmente entre 1 y 2 horas. La instilacion
puede repetirse con un intervalo de entre 1 semana y 1 mes, dependiendo de si el

tratamiento es terapéutico o profilactico (AEMPS, 2016).
Liberacion

La DOX se une a las proteinas plasmaticas y a otros componentes de los tejidos, donde

se distribuye ampliamente. Su via de eliminacion principal es el sistema hepatobiliar.



2.3. Problemas de las técnicas clasicas de administracion y liberacion de DOX
Existen problemas de administracion tanto intravenosa como intravesical y también en
la liberacion de DOX, produciendo como consecuencia numerosos efectos adversos y

resistencia al farmaco:

e Administracion intravenosa
No se recomienda una inyeccidn intravenosa directa, debido al riesgo de
extravasacion (puede producir necrosis histica), que puede ocurrir incluso en
presencia de retorno sanguineo adecuado mediante aspiracion con aguja. Una
inyeccion perivenosa incorrecta se traduce en necrosis local y tromboflebitis
(AEMPS, 2016).

e Administracion intravesical puede causar sintomas de la cistitis quimica (es
decir, disuria, polaquiuria, nicturia, estranguria, hematuria, necrosis de la pared
de la vejiga) (AEMPS, 2016).

La DOX se absorbe mal por via oral y atraviesa mal la barrera hematoencefalica (BHE):
el 70% se une a proteinas plasmaticas y se metaboliza extensamente, uno de cuyos
metabolitos, el doxorrubinol es més cardiotoxico y menos antitumoral que la DOX.
Ambos se eliminan por bilis en el 40-50% y por la orina en el 5%. La vida media es de
18-30 horas (Flérez y cols., 2014).

Efectos adversos

Inicialmente si hay extravasion aparecen nauseas/vomitos, diarrea, signos de irritacion
local, estomatitis, y alopecia. Durante la segunda semana la mielodepresién alcanza su
mayor grado, afectando en mayor proporcion la serie blanca que la roja o las plaquetas.
Existe una sinergia o sensibilidad entre antraciclinas y radiaciones, incrementando la
toxicidad en érganos aunque no hayan sido irradiados directamente (Flérez y cols.,
2014).

Las antraciclinas producen una miocardiopatia toxica que es dependiente de la dosis,
por lo que nunca debe sobrepasarse un umbral de dosis acumulada, que se ha

establecido en 450-550 mg/m? para DOX. La toxicidad presenta varias formas:

-La cardiotoxicidad de DOX puede ser aguda, que ocurre durante los 2-3 dias de su

administracion. La incidencia es aproximadamente del 11% y las manifestaciones

10



suelen ser dolor de pecho debido a la pericarditis, arritmias y disfuncion ventricular
(Chatterjee y cols., 2010).

-La cardiotoxicidad de DOX crénica es mucho mas baja, con una incidencia estimada
de aproximadamente 1.7%. Es evidente por lo general dentro de los 30 dias de la
administracion de su ultima dosis, pero puede ocurrir incluso despues de los 6-10 afios
de su administracion. Los efectos cronicos de DOX son irreversibles y devastadores
para el paciente e incluyen el desarrollo de cardiomiopatia y la insuficiencia cardiaca
congestiva en ultima instancia (Chatterjee y cols., 2010).

El riesgo cardiotoxico puede disminuir si se administran las dosis de DOX con un ritmo
semanal, en infusion continua o en asociacién con desrazoxano. Se trata de un producto
quelante intracelular que impide que el hierro intervenga en la transferencia de un
electron desde la DOX hasta el oxigeno molecular para generar radical libre de oxigeno;
con ello disminuye la toxicidad cardiaca sin alterar la actividad antitumoral. Sin
embargo, esta posible reduccion del riesgo cardioldgico origina otros problemas como
leucopenia ligera, hipotension, vida media de 2-4h y eliminacién por orina sin modificar
del 35-50% (Florez y cols., 2014).

e Otros efectos:

Funcion hepética: los pacientes con concentraciones elevadas de bilirrubina pueden

experimentar un aclaramiento mas lento del farmaco, lo que conlleva un aumento
general de la toxicidad (AEMPS, 2016).

Toxicidad hematoldgica: puede producir mielosupresion.

Leucemia secundaria: se han documentado casos de leucemia secundaria, con o sin fase

preleucémica, en pacientes tratados con antraciclinas (DOX incluida). La leucemia
secundaria es mas comun cuando estos medicamentos se administran en combinacion
con otros agentes antineoplasicos susceptibles de dafiar al ADN, cuando los pacientes
hayan recibido un intenso tratamiento previo con medicamentos citotoxicos o cuando se
haya intensificado la dosis de antraciclinas. Estas leucemias pueden tener un periodo de
latencia de 1 a 3 aflos (AEMPS, 2016).

Efectos gastrointestinales: puede producir nduseas, vomitos y mucositis. Se recomienda

una profilaxis antiemética y no utilizar DOX en presencia de inflamaciones,
ulceraciones o diarrea (AEMPS, 2016).
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Infertilidad: puede tener efectos genotoxicos y puede causar infertilidad durante la
administracion del farmaco. En las mujeres, DOX puede causar amenorrea. DOX es

mutagénica y puede provocar lesiones cromosomicas en los espermatozoides humanos.

Interaccion con antineoplésicos: DOX puede potenciar la toxicidad de otros

tratamientos antineoplésicos. Se han registrado casos de exacerbacion de la cistitis
hemorragica inducida por ciclofosfamida y una mayor hepatotoxicidad de 6-
mercaptopurina (AEMPS, 2016).

Sindrome de lisis tumoral: DOX puede inducir hiperuricemia como consecuencia del

intenso catabolismo de la purina que acompafia a la rapida lisis de las células

neoplasicas inducida por el farmaco (sindrome de lisis tumoral) (AEMPS, 2016).
Resistencia

Una causa importante del fracaso del tratamiento con DOX vy otras antraciclinas es el
desarrollo de resistencia por el organismo receptor, que puede ser causada por las

administraciones repetidas.

Existen muchos mecanismos que podrian actuar simultaneamente para proteger las
células cancerigenas de los agentes quimioterapéuticos tales como la DOX. Los
cambios moleculares mas frecuentemente identificados en la resistencia a la DOX son,
la reduccion en la concentracién intracelular del farmaco, el aumento de las enzimas
metabdlicas del farmaco, tales como glutatién S-transferasa (GST), disminucion de la
actividad de topo Il (se debe a modificaciones a anomalias en la topo Il) y la

insuficiencia de las vias de apoptosis (AbuHammad y Zihlif, 2013).

2.4. Técnicas modernas usadas para la administracion y liberacion de farmacos

y ventajas que presentan
La nanotecnologia es un campo multidisciplinar que tiene una gran importancia en la
administracion y liberacion de farmacos a nanoescala. Ha permitido el desarrollo de
vehiculos de administracion de farmacos a nanoescala, con la capacidad de encapsular

una gran variedad de agentes terapéuticos.

Dentro de este amplio campo de investigacion se incluyen las nanoparticulas

poliméricas, los dendrimeros, las nanocapsulas, los liposomas, las nanoparticulas
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inorganicas / metalicas, las nanoparticulas hibridas, las micelas y las nanoparticulas

magnéticas y bacterianas.

Esta tecnologia es una alternativa prometedora para superar la toxicidad dependiente de
la dosis (mielosupresion y cardiotoxicidad), la aparicion de resistencia a multiples
farmacos y su baja especificidad contra las células cancerosas en la terapia del cancer
(Prados y cols., 2012).

Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) son sistemas matriciales elaborados a partir de una gran
variedad de materiales de origen natural, semisintético o sintético, en su mayoria
polimeros. Estas particulas microscépicas tienen una dimension aproximada de decenas
de nanometros. Normalmente, el farmaco de interés es disuelto, encapsulado, adsorbido
o adherido dentro o sobre nanocapsulas (sistema vesicular, en el cual el farmaco es
confinado a una cavidad rodeada por una membrana polimérica) o nanoesferas (sistema
matricial en el que el fArmaco es fisica y uniformente dispersado (Oropesa y Jauregui,
2012).

Se ha demostrado que estas nuevas estrategias reducen los efectos secundarios
sistémicos y aumentan la eficacia terapéutica del farmaco. De hecho, han resultado ser
adecuadas para la administracién IV, liberacion sostenida del farmaco, orientacién

molecular y funciones terapéuticas (Prados y cols., 2012).

Otras ventajas de las NPs incluyen la facilidad en la modificacion de la superficie,
mayor encapsulacion, la eficiencia y proteccion de la carga Util, gran area superficial en
relacién con el volumen, y la erosion del polimero lento o rapido para el control

temporal sobre la liberacion de farmacos (Susa y cols., 2009).

3. OBJETIVOS
DOX sigue siendo una herramienta esencial para la investigacion, precisamente porque
la molécula, su quimica, sus mecanismos de actividad, su comportamiento y eficacia

son bien conocidos.

Es la antraciclina que mas se utiliza para el tratamiento del cancer, se administra por via
intavenosa e intravesicalemente y se elimina principalmente por la via hepatobiliar. Su
uso esta limitado ya que este agente quimioterapéutico plantea desventajas potenciales
tales como la toxicidad (cardiotoxicidad aguda y crénica, hepatotoxicidad, toxicidad
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hematoldgia, leucemia secundaria, efectos gastrointestinales, infertilidad y sindrome de
lisis tumoral). Esto es debido a la baja permanencia plasmatica (vida media 18-30 h) y
distribucion indiscriminada en el organismo, que hace que las células sanas resulten
también afectadas. También puede producir fendmenos de resistencia causada por las

administraciones repetidas.

El objetivo de esta revision bibliografica es conocer la situacion actual de las nuevas

estrategias de administracion de DOX, especialmente aquellas disefiadas para:
-Mejorar la direccidon especifica de DOX a la zona patol6gica

-Aumentar la capacidad de alcanzar concentraciones de DOX lo suficientemente

elevadas en el sitio de accién
-Minimizar los efectos secundarios de DOX

-Vencer la resistencia de DOX desarrollada por las células cancerosas

4. MATERIALES Y METODOS
En este trabajo se ha realizado una revision bibliografica de las principales fuentes y
bases de datos (FAMA, Pubmed, Medline, CSIC, ProQuest, Dialnet, SciFinder y
Scopus). También nos hemos basado en la informacion de la AEMPS y EMA. Hemos
incluido datos de revistas y editoriales cientificas como Pharmaceutical Journal, Royal
Society of Chemistry, Elsevier, Cancer Biology & Therapy entre otras. Se han
seleccionado articulos y documentos relevantes publicados en los Gltimos afios, todos

relacionados con el tema de este estudio.

Se ha incidido principalmente en aquellos articulos que tratan de la administracién y
liberacion de DOX. La busqueda ha sido realizada en inglés principalmente por ser la
lengua universal en el campo cientifico, asi como en castellano. Las palabras mas
relevantes utilizadas en estas busquedas han sido: Doxorubicin, nanotechnology,
liposomal doxorubicin, non-pegylated liposomal doxorubicin, pegylated liposomal
doxorubicin, doxorubicin micelles, gold nanoparticles doxorubicin y  magnetic

nanoparticles doxorubicin.

Se han incluido articulos, revisiones y documentos publicados en los ultimos afos
(2011-2016) ya que se pretende estudiar la situacion actual de las nuevas estrategias de

administracion y liberacion de DOX. Sin embargo, también se han incluido algunos
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articulos relacionados con nuestro tema de estudio de afios anteriores por su gran

namero de citas y con el objetivo de poder comparar la evolucidn de las técnicas.

Por ultimo para gestionar todas las referencias bibliogréficas y documentos hemos
utilizado Mendeley para identificar, gestionar, clasificar y referenciar los articulos

cientificos.
5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Administracion y liberacién liposomal de Doxorrubicina

Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas de fosfolipidos y colesterol. Debido a
la naturaleza anfifilica de los fosfolipidos, en medios acuosos se pueden autoasociar en
bicapas, cuya estructura puede permitir encapsular un interior acuoso. Las moléculas
anfifilicas de los fosfolipidos forman una bicapa cerrada de manera que intentan
proteger sus grupos hidrofobos del medio acuoso, mientras se mantiene en contacto con
la fase acuosa a través del grupo de la cabeza hidrofilica. Los medicamentos muy
hidrofobicos, como DOX, pueden ser encapsulados en estos liposomas, en el interior de
la bicapa fosfolipidica o en su interfase. Aunque los liposomas varian mucho en tamafio,
la mayoria son menores de 400 nm y han demostrado ser Utiles para la entrega de
agentes  farmacéuticos. Ademas, presentan un  cardcter inerte, elevada
biocompatibilidad, perfiles de toxicidad y antiginicidad bastante aceptables (Oropesa y
Jauregui, 2012).

Por otro lado se desarrollan nuevas formulaciones de la DOX, con los mismos efectos
antitumorales, pero con menor toxicidad cardiaca. Entre estas opciones destacan la
asociacion de DOX con otras moléculas, por ejemplo, con complejos liposomales o la
pegilacion.

Concretamente la pegilacion consiste en la union covalente del polietilenglicol (PEG)
a la membrana lipidica y sirve para mejorar las propiedades fisicogquimicas de los
farmacos ya que evita que los liposomas sean detectados por sistema mononuclear

fagocitico (SMF), aumentando asi el tiempo de permanencia en sangre.

Se ha encontrado que estas formulaciones dificultan la distribucion en los tejidos
normales y serian mas selectivas para los tejidos con vascularizacion tumoral. Sin

embargo los estudios sobre la DOX liposomal se han desarrollado principalmente para
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abordar los problemas de toxicidad aguda y crénica que se producen como consecuencia

del uso de este medicamento (Abraham y cols., 2005).

Estos sistemas tienden a secuestrar el farmaco lejos de 6rganos como el corazén, con
mayor acumulacién en el higado, el bazo y tumores (Waterhouse y cols., 2001).
Ademas permiten que los pacientes puedan recibir dosis mas altas del farmaco en el

tumor (Flérez y cols., 2014).

En esta linea surgieron las formas liposomales: doxorrubicina liposomal no pegilada
(DLNP), doxorrubicina liposomal pegilada (DLP) y liposomas multifuncionales.

5.1.1. Doxorrubicina liposomal no pegilada (DLNP)
Aplicaciones terapéuticas

Se puede combinar con ciclofosfamida y esta indicado para el tratamiento de primera
linea del carcinoma de mama metastasico en mujeres adultas (EMA, 2016).

Posologia y forma de administracion

DLNP es administrado por via intravenosa durante 1 hora y debe reconstituirse con
sodio y posteriormente diluirse antes de la administracién. Se requiere una
concentracion final de entre 0.4 y 1.2 mg/ml de DOX. Cuando se administra DLNP en
combinacién con ciclofosfamida (600 mg/m?), la dosis inicial recomendada es de 60 a
75 mg/m? cada tres semanas, en cambio si se administra DOX la dosis seria de 30-60
mg/m? (EMA, 2016).

Toxicidad

Puede producir mielosupresién y ademas se considera irritante en el lugar de inyeccion.
También puede ocasionar numerosas reacciones agudas relacionadas con las
perfusiones liposémicas cuando la perfusion se ha realizado de forma rapida. Los
sintomas incluyen: sofocos, disnea, fiebre, hinchazon facial, cefalea, dolor de espalda,
escalofrios, opresion en el pecho y garganta y/o hipotension (EMA, 2016).

Un metaanalisis mostré una tasa inferior de trastornos gastrointestinales, de manera
estadisticamente significativa, de nauseas/vémitos y de diarrea en los pacientes tratados
con DLNP versus DOX convencional (EMA, 2016).

Los analisis de cardiotoxicidad en los ensayos clinicos han demostrado una reduccion
estadisticamente significativa de los episodios cardiacos en los pacientes tratados con
DLNP, en comparacion con los pacientes tratados con la misma dosis (en mg) de DOX.
Un metaanalisis mostr6 una tasa inferior, de manera estadisticamente significativa, tanto

de la insuficiencia cardiaca clinica (RR = 0.20, p = 0.02) como de la insuficiencia
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cardiaca clinica y subclinica combinada (RR = 0.38, p < 0.0001) en los pacientes
tratados con DLNP versus DOX convencional. Un anélisis retrospectivo en pacientes
que habian recibido previamente DOX en adyuvancia (log-rank P = 0.001, razén de
riesgo (hazard ratio) = 5.42), ha mostrado también la reduccién del riesgo de toxicidad
cardiaca. Sin embargo no se dispone de experiencia DLNP en pacientes con
antecedentes de enfermedad cardiovascular. Por consiguiente, se debe tener precaucion
en pacientes con insuficiencia cardiaca (EMA, 2016).

DLNP-ciclofosfamida y taxanos demostraron eficacia y buena tolerancia en pacientes
con cancer de mama con contraindicacion a las antraciclinas convencionales. El
tratamiento fue bien tolerado, el Unico efecto secundario posiblemente relacionado con
la administracion de DLNP era eritrodisestesia palmo-plantar (EPP) que se observo en
el 8% de los pacientes. Este efecto por lo general estaba relacionado con la dosis
acumulativa que se produce con dosis mayores de 180 mg/m? (Vici y cols., 2014).

La ausencia de cualquier toxicidad cardiaca sintomatica, la baja incidencia del (8%) y la
disminucion de la fraccion de eyeccion ventricular izquierda (FEVI) parecen confirmar
la seguridad cardiaca de DLNP como tratamiento neoadyuvante, incluso en pacientes
de edad avanzada. Al ser desprovisto de cardiotoxicidad significativa y con un indice
terapéutico favorable, incluso en los pacientes de edad avanzada, puede ser de
importancia en la préctica clinica habitual (Vici y cols., 2014).

Se confirmé un perfil de toxicidad favorable, lo que sugiere que DLNP como la
quimioterapia primaria puede mejorar el indice terapéutico en pacientes no aptos a la
recepcion de DOX convencional.

En general DLNP es tolerado, sin nueva o inesperada toxicidad y sin aumento en la
incidencia o gravedad de la toxicidad conocida de DOX (Airoldi y cols., 2011).

Farmacocinética

Los niveles en plasma de DOX total son considerablemente méas altos con DLNP que
con DOX convencional. Los datos farmacocinéticos disponibles imposibilitan las
conclusiones con respecto a la relacion entre los niveles plasmaticos de DOX libre/total
y su influencia en la eficacia/seguridad de DLNP. La eliminacién de la DOX total fue
de 5.1 + 4.8 I/h y el volumen de distribucion (\Vd) en estado de equilibrio fue de 56.6 +
61.5 | mientras que, después de la DOX convencional, la eliminacion y el VVd fueron de
46.7 + 9.6 I/h y 145 1 + 258 |, respectivamente. El principal metabolito circulante de la

DOX, el doxorrubicinol. Se sabe que la DOX es excretada principalmente por el higado
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y que la eliminacién urinaria es baja. Demostrandose que es conveniente disminuir la
dosis de DLNP en pacientes con insuficiencia hepatica (EMA, 2016).
También DOX encapsulada en liposomas en comparacion con la convencional no

resultd ser mas activa en las lineas celulares resistentes a la DOX in vitro (EMA, 2016).

En general:

1) Puede ser administrado de forma segura hasta alta dosis acumulada y puede
representar un farmaco atractivo para los pacientes que requiere la reexposicion
antraciclina.
2) Puede ser considerado una opcion en el tratamiento adyuvante para los pacientes
con mayor riesgo cardiolégico.
3) En combinacién con ciclofosfamida, estd indicado para el tratamiento de
primera linea del carcinoma de mama metastasico debido a la baja
cardiotoxicidad, que permite una mayor acumulacion de dosis (Airoldi y cols.,
2011).
Un problema de los liposomas de primera generacion es que pueden ser detectados por
el sistema mononuclear fagocitico (SMF) y como consecuencia es eliminado
rdpidamente de la circulacion, impidiendo la distribucion a tumores solidos. Por lo
tanto, se estan desarrollando liposomas con la superficie modificada, por lo general
derivados de PEG. Esto resolvera un problema, ya que aumentara la vida media en la
sangre (Wang y cols., 2008).

5.1.2. Doxorrubicina liposomal pegilada (DLP)

Representa una formulacién mejorada de la DOX convencional. Es DOX clorhidrato
encapsulada en liposomas cuya superficie se cubre con una capa densa de PEG unido

covalentemente a la membrana lipidica.

Esta formulacion conduce a un significante cambio en el perfil de toxicidad,
farmacocinética y propiedades del farmaco original (Kubecek y cols., 2015).

Aplicaciones terapéuticas

Esta indicado actualmente para el tratamiento de sarcoma de Kaposi asociado a SIDA,
cancer de ovario y de mama metastasicos en los que existe un riesgo cardiaco
aumentado. También en combinaciéon con bortezomib se aplica para el tratamiento de

mieloma mdltiple progresivo en pacientes que hayan recibido al menos un tratamiento
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previo y que ya hayan recibido un trasplante de medula 6sea o no sean candidatos a
recibirlo (EMA, 2016).

Posologia y forma de administracion

La dosis de administracién es 35-70 mg/m?.

No se debe administrar en forma de inyeccién en bolus o en solucion sin diluir. Se
recomienda que el gotero se conecte lateralmente a una perfusion intravenosa de
glucosa al 5 % (50 mg/ml) para conseguir una mayor dilucién y reducir el riesgo de
trombosis y extravasacion (EMA, 2016).

Toxicidad

El perfil toxicoldgico es bastante diferente de la de DOX convencional, los efectos
adversos mas comunes son EPP (sindrome mano-pie) y mucositis. La incidencia de
mucositis principalmente es por la cantidad de DLP que se administra como una dosis
Unica, a diferencia del sindrome que se asocia mas bien con la intensidad de dosis
(Kubecek y cols., 2015).

EPP fue notificada con mayor frecuencia en ensayos clinicos en mujeres con cancer de
mama/ovario (50 mg/m? cada 4 semanas). La incidencia global notificada de EPP fue
del 44.0% - 46.1 %. Estas reacciones fueron principalmente leves, siendo graves (grado
3) entre un 17% y un 19.5 % de las mismas. Esta reaccion se caracteriza por erupciones
cutaneas dolorosas con enrojecimiento macular y aparece generalmente tras dos o tres
ciclos de tratamiento. Los pacientes suelen experimentar mejoria en una o dos semanas,
aunque en algunos casos, la recuperacion completa puede llevar hasta 4 semanas 0 mas.
También se detectaron frecuentemente en las poblaciones de pacientes con cancer de
mama/ovario casos de estomatitis/mucositis y nauseas, mientras que en los pacientes
con sarcoma de Kaposi asociado con SIDA (20 mg/m? cada 2 semanas), la reaccion
adversa mas frecuente fue la mielosupresion, principalmente leucopenia (EMA, 2016).
El empleo profilactico de pyridosina, inhibicién de vasodilatacion y la induccion de
actividades (duchas calientes, la exposicion de sol), entre otros reducen estas
toxicidades (Kubecek y cols., 2015).

En pacientes con tumores solidos, incluyendo un subgrupo de pacientes con cancer de
mama y de ovario, tratados a una dosis de 50 mg/m?/ciclo con dosis acumuladas de
antraciclina de por vida de hasta 1532 mg/m? la incidencia de alteracién cardiaca
clinicamente significativa fue baja. De los 418 pacientes tratados con 50 mg/m?/ciclo de
DLP, y con una medida basal de FEVI, 88 pacientes recibieron una dosis acumulada de

antraciclina > 400 mg/m?, nivel de exposicién asociado con un aumento del riesgo de
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toxicidad cardiovascular con DOX convencional. Sélo 13 de estos 88 pacientes (15 %)
presentaron una alteracion en su FEVI clinicamente significativa, definida como un
valor de FEVI menor del 45 % o una disminucién de por lo menos 20 puntos respecto al
basal. No obstante, en pacientes con enfermedad cardiaca que requiera tratamiento, solo
se administrara DLP cuando el beneficio supere el riesgo para el paciente (EMA, 2016).
Por lo tanto, la cardiotoxicidad, el efecto secundario principal de DOX, es
significativamente reducida en DLP, asi como la incidencia de la alopecia,
mielosupresion, nauseas y vomitos (Kubecek y cols., 2015).

Otros efectos que puede producir son: reaccion de perfusion como reaccion alérgica,
reaccion anafilactoide, asma, edema facial, hipotension, vasodilatacion, etc.

También se han notificado casos muy raros de cancer oral secundario en pacientes
expuestos a DLP durante un periodo de tiempo prolongado (mas de un afio) o en
aquellos que reciben una dosis acumulada de DLP mayor de 720 mg/m?. Los casos de
cancer oral secundario fueron diagnosticados durante el tratamiento con DLP asi como
hasta 6 afios después de la Ultima dosis. Por Gltimo, se debe tener precaucion en
pacientes diabéticos, ya que cada vial de DLP contiene sacarosa y la dosis se administra
en solucion para perfusion intravenosa de glucosa al 5 % (50 mg/ml) (EMA, 2016).

Farmacocinética

Los liposomas pegilados contienen grupos PEG unidos a la superficie que crean una
capa protectora que ayuda a reducir las interacciones lipidicas y los componentes del
plasma. Esto permite que los liposomas de DLP circulen durante periodos prolongados
de tiempo por el flujo sanguineo. Al ser suficientemente pequefios pasan intactos
(extravasacion) a través de los vasos sanguineos defectuosos que riegan los tumores.
Los liposomas pegilados también tienen una matriz lipidica de baja permeabilidad y un
sistema regulador acuoso interno que se combinan para mantener la DOX clorhidrato
encapsulada durante el tiempo de permanencia del liposoma en circulacion.

A diferencia de DOX convencional, el volumen de distribucion (Vd) de DLP es muy
pequefio (2.72 I/m?) limitandose fundamentalmente al volumen del fluido vascular
(EMA, 2016).

En general, estas propiedades incluyen una vida media prolongada de 60-90 horas (en
comparacion a la de DOX con sélo 20-30 horas), pérdida minima del farmaco desde la
circulacion de los liposomas, y distribucion preferente en el tejido tumoral. Casi el
100% de la dosis administrada permanece encapsulado en liposomas después de

infusion intravenosa de DLP (Kubeéek y cols., 2015).
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La eliminacion no esta influenciada por la funcién renal. EI 5% de la dosis se excreta en
la orina como DOX, doxorubicinol u otros metabolitos.

5.1.3. Diferencias entre las doxorrubicinas liposomales

La diferencia mas significativa radica en las alteraciones que causan los liposomas en la
rapidez de eliminacion de DOX del plasma. DLP incluye una vida media mas
prolongada, una pérdida minima del farmaco desde la circulaciéon de los liposomas, y
ademés presenta un mayor aporte del farmaco a zonas de crecimiento tumoral en
comparacion con DLNP. Casi el 100% de la dosis administrada permanece encapsulado
en liposomas después de infusion intravenosa.

Esto refleja un perfil de toxicidad del farmaco en el que la reaccién adversa de EPP no
aparece descrita en la ficha técnica de la DLNP, pero si lo hace con baja incidencia en
los ensayos clinicos previos a su comercializacion. Por el contrario, este efecto adverso
es mucho mas frecuente con DLP.

Ambas formulaciones aumentan el aporte en la localizacion de la enfermedad en
comparacion con las dosis equivalentes de DOX convencional.

Estas formulaciones estan actualmente comercializadas DLNP (Myocet®) y DLP
(Caelyx®).

El problema que surge con los liposomas de larga circulacion es que pueden presentar
una liberacion lenta de DOX, entonces se desarrollan numerosas estrategias para superar
este problema.

5.1.4. Liposomas multifuncionales

Estos liposomas tienen la capacidad de dirigirse especificamente y reconocer algunas
células y organos del cuerpo, gracias a la presencia de varios elementos como péptidos
que penetran en las células, y sobre todo por el uso de inmunoliposomas dirigidos a

antigenos intracelulares (Torchilin, 2006).

En un estudio se obtuvieron liposomas multifuncionales modificando la DLP. Estos
presentaban un peptido de penetracion celular (TAT) que estaba conjugado por un
enlace sensible al pH acido del tumor con polietilenglicol-fosfatidiletanolamina (PEG-
PE), para proteger el péptido de la degradacion. Ademas este complejo también

contenia un anticuerpo monoclonal anti-nucleosoma (2C5) (Apte y cols., 2014).

Estos liposomas multifuncionales administrados por inyeccion intravenosa mostraron

una menor citotoxicidad que DLP en las lineas celulares sensibles y resistentes al
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farmaco. Por otra parte, tuvieron un efecto anticancerigeno superior a DLP, por la
reduccion del volumen, el peso final del tumor, y la mayor apoptosis, ya que se
demostré que los liposomas multifuncionales con el péptido TAT sensible al pH
presentaba una mayor acumulacion de DOX en el tejido tumoral que DLP y que los

liposomas multifuncionales conjugados no sensibles al pH (Apte y cols., 2014).

También se han desarrollado liposomas sensibles a otros estimulos como la

temperatura, campo magnético, sistemas redox o formacion de complejos moleculares.

De esta forma, la modificacion de liposomas multifuncionales cargados con DOX
resulta ser una herramienta eficaz para superar la resistencia a DOX y para la entrega

segura del farmaco en los tejidos tumorales.

5.2. Administracion y liberacion de Doxorrubicina a traves de nanoparticulas
metélicas
Los materiales inorganicos han sido ampliamente estudiados para formacion de
imagenes mediante resonancia magnética nuclear, mientras que sus propiedades
intrinsecas han sido exploradas para terapia. Existen varios tipos de nanoparticulas
metalicas, dentro de los cuales cabe destacar las nanoparticulas de oro (AuNPS) y las
nanoparticulas magnéticas (MNPs).
5.2.1. Nanoparticulas de oro con doxorrubicina (AuNPs-DOX)

Las AuNPs suscitan gran interés tanto por sus propiedades como por sus posibles
aplicaciones en biomedicina. Vienen siendo ampliamente estudiadas tanto desde el
punto de vista de sus propiedades quimicas: reconocimiento molecular, reactividad,
como de sus propiedades bioldgicas: bioconjugados, esamblajes ADN-AuUNPs, sensores
de glucosa, etc o de sus propiedades fisicas: dpticas, electroquimicas o electrostaticas
(Villanueva , 2012).
Las AuNPs poseen un enlace covalente de alta afinidad quimica entre el grupo tiol y el
oro. De forma general se sintetiza mediante reacciones de 0xido-reduccion, partiendo de
soluciones diluidas de &cido tetraclorodurico: H[AuUCI4]-3H,O como precursor, en
presencia de reductores organicos, (citrato trisddico: NazCeHsO7-2H,0; tartrato de sodio
y potasio: KNaC4H;O4:4H,0) y utilizando borohidruro soédico: NaBH, como agente
reductor inorganico. En funcién del agente reductor utilizado es relativamente sencillo

controlar el tamafio de las nanoparticulas que se obtiene (Corzo, 2012).
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Como consecuencia de la diversidad de tamafios las nanoparticulas van a presentar
diferentes propiedades. En el caso concreto de la DOX al ser las NPs biocompatibles y
altamente estables en diversos medios fisioldgicos, se ha podido disefiar y desarrollar un
sistema eficiente de administracion para este farmaco. De esta forma las AuNPs se
utilizan como vehiculos, que contiene DOX (B-Au-PP-400-DOX) como se esquematiza
en la figura 3. Para su disefio primeramente se us6é 400ul de un extracto de hoja de la
planta medicinal Peltophorum pterocarpum (PP). Dicho extracto acuoso se utiliz6 para
la biosintesis de las AuNPs. Para ello, se le adicioné H[AuCl,] y NaBH, para llevar a
cabo el proceso de reduccion. Después, a esta mezcla de reaccion se afiadio gota a gota
PEG-6000 y por ultimo para preparar dicho sistema de administracion de farmacos se
incub6 con DOX durante 1h. (Mukherjee y cols., 2015).

Figura 3: Disefio y desarrollo de B-Au-PP-400-DOX.Tomado de ref (Mukherjee y
cols., 2015)

Este complejo (B-Au-PP-400-DOX) en comparacién con la DOX convencional, mostro
a través de estudios in vitro e in vivo una inhibicion significativa de la proliferacion
celular de las ceélulas cancerigenas y una reduccion del crecimiento del tumor
respectivamente. También, demostrd la captacion celular rapida y liberacidn sostenida
de DOX en forma de oro nanoconjugado en comparacion con la DOX no conjugada.
Ademaés, el estudio in vivo no mostré cambios significativos en la hematologia,
bioquimica clinica en suero, o de la histopatologia. Asimismo se estudié la
biodistribucién de DOX convencional y DOX nanoconjugada in vivo, para ello fueron
administradas por via intraperitoneal en dos ocasiones (2h y 24h), al cabo de este

tiempo se tomaron muestras del higado, rifién, bazo y pulmon. Al comparar ambas
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administraciones, fue evidente que la administracion del nanoconjugado mostraba una

mayor concentracion de DOX en los tumores aislados (Mukherjee y cols., 2015).

Otro estudio también comprueba la baja toxicidad que demuestra estas NPs conjugadas,
demostrando ser cardioprotectoras, debido a la alteracion de la farmacocinética y
farmacodinamica de esta formulacion. El efecto mejorado de permeabilidad y retencién
hace que estas NPs se acumulen selectivamente en tejidos tumorales. Mientras que,
DOX convencional (en células B16) se ajusta a un modelo de acumulacion de farmaco
lenta, Au-DOX se ajusta a un patron de alta eficacia. En la captacion de DOX y Au-
DOX en células, Au-DOX era capaz de entrar en los nucleos de células B16 después de
aproximadamente 4 h de incubacion, mientras que DOX convencional entra en nucleos
de cardiomiocitos ya que muestran mayor sensibilidad que Au-DOX. Ademaés, se
sugiere que el conjugado Au-DOX es un agente Gtil para superar la resistencia de DOX
de las células cancerosas resistentes a la apoptosis, y que podria reducir la toxicidad en

otros drganos, en particular el corazon (Tawagi y cols., 2015).

Con este tipo de AuNPs, también es muy comun utilizar diversas estrategias para
obtener eficacia suficiente y lograr compensar la cinética de liberacion lenta y la falta de
especificidad de la célula. Concretamente la estrategia més popular es la liberacion
desde nanovehiculos dependiente del pH que generalmente se internalizan en las células
por endocitosis, y terminan en endosomas / lisosomas, donde los valores de pH
disminuyen (6.5 a 4.5) y pueden acelerar la liberacion. Ademas, se sabe que el tumor es
mas é&cido (6.8 hasta 6.9) que los tejidos sanos (7.4), por lo que la liberacion
dependiente del pH es especialmente atractiva para el logro de la orientacién del tumor
(Gautier y cols., 2013). Otra estrategia importante, es la terapia fototérmica de tumores,
que utiliza la capacidad de las AuNPs para absorber la luz en el espectro visible y en las
regiones cercanas al infrarrojo (NIR). Se ha demostrado que los laseres NIR se pueden
usar para excitar electrénica y vibracionalmente las NPs metalicas. La posterior
relajacion energética se produce transmitiendo calor al entorno, aumentando la
temperatura e induciendo la liberacion de DOX de los nanocompuestos. Las
nanocapsulas de Au cargadas con DOX mataron a las células cancerosas después de
haber sido irradiado por luz NIR y mostraron un efecto sinérgico de la quimioterapia y
la terapia fototérmica (Wu y cols., 2011).

Finalmente es posible ampliar el rango de aplicacion de estas AuNPs funcionalizando

su superficie. En concreto ha sido muy estudiada la modificacion con PEG que permite
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prolongar el tiempo de circulacion del nanotransportador, evitar la agregacion y mejorar

la absorcion y la eliminacion de las AuNPs.

5.3. Nanoparticulas magnéticas con doxorrubicina (MNPs-DOX)
Puede que las MNPs sean las mas interesantes en el transporte y en la liberacion
controlada de farmacos antitumorales como DOX.
Las MNPs estan compuestas por elementos magnéticos tales como hierro, niquel,
cobalto y sus éxidos. Estdn formadas por magnetita (FesO04) 0 maghemita (Fe;O3)
nanocristalinas aislada por una cubierta polimérica. Presentan alta biocompatibilidad y
facil degradacion en el organismo. Los recubrimientos de estas NPs suelen ser diversos
entre ellos se pueden destacar el polisacarido de dextrano, PEG, polivinilglicol, con
buenas propiedades emulsionantes y el quitosano que proporciona una envoltura
cationica e hidrofilica. En ausencia de estos recubrimientos se producen agregados de
gran tamafo incompatibles con su uso terapeutico, ya que producen obstruccion de
pequefios capilares. Por lo tanto, se utiliza una barrera polimérica biodegradable
mostrando una menor toxicidad y mayor biocompatibilidad.
Para abordar algunos de los problemas convencionales de DOX, se desarrollaron las
Nanoparticulas de éxido de hierro superparamagnético (SPIONs), que constan de un
nacleo magnético de Fe3O4. Este es un portador de farmaco, que posee propiedades
magnéticas especificas, como ser un agente de contraste para imagen de resonancia
magnética nuclear (IRM) eficaz para aumentar la deteccion y caracterizacion de los
tumores en el cuerpo, pero tiene muchas desventajas, tales como baja solubilidad en
agua v la falta de capacidad de orientacién. Por lo tanto, es importante combinarlo para
reducir los efectos secundarios de DOX en los tejidos sanos. Se combina con PEG, en el
que una de las principales ventajas para SP1O con PEG (SPIO-PEG) como un portador
de medicamentos es que se prolongd la vida media de DOX en la circulacién de la
sangre mediante la conjugacién de DOX en la superficie de SPIO con PEG para reducir
su degradacidn en el organismo. Se forma un enlace amida entre los grupos carboxilo de
SPIO-PEG vy los grupos amino de DOX. Esta conjugacion es estable en medio acuoso.
El grado de libertad de DOX en SPIO-PEG se limito afin de evitar su distorsion
molecular y por lo tanto aumentar su vida media. EI experimento in vitro mostrd que
SPIO-PEG-DOX podria causar la reticulacion del ADN, lo que resulta en una menor
expresion del ADN y una mayor apoptosis de las células cancerosas (Liang y cols.,
2016).
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Un campo magnético local podria ayudar SP10O-PEG-DOX a dirigirse al tumor y a tener
una mejor retencion en el tiempo (Figura 4). El estudio mostr6 que los tumores tratados
con SPIO-PEG-DOX bajo un campo magnético tenian una densidad de hierro
intratumoral mucho mas altos. También se demostré que se alcanzaba un tamafio del
tumor significativamente menor con el empleo de un campo magnético local y que
podia reducir los efectos secundarios de cardiotoxicidad y hepatotoxicidad (Liang y
cols., 2016).

. SPIO core
®

- PEG

® Doxorubicin
SPIO-PEG-D

Figura 4: NPs SP10 conjugada con PEG y DOX bajo un campo magnético durante el

tratamiento del tumor. Tomado de ref (Liang y cols., 2016)

Las MNPs revestidas de quitosano (CS), con enlace sensible al pH, presentan un
caracter cationico y solubilidad en medio de solucién acuosa, de una alta
biodegrabilidad y bioadhesividad. Se sintetizaron en diversos tamafios (CS-MNPs
cargados con DOX) para la administracion dirigida de DOX en las células (MCF-7) del
cancer de mama. Ademas, presentaron dptima eficiencia de carga y estabilidad. Las
imagenes de microscopia de fluorescencia de este estudio revelaron que este complejo
(DOX-MNPs-CS) fue absorbido por las células y se acumularon alrededor del nicleo,
de manera que la DOX se dirige correctamente cerca del ndcleo, donde el farmaco
muestra su actividad anticancerigena. Son dirigidos a células tumorales bajo un campo
magnético y parece ser un sistema eficaz para eliminar la resistencia a la DOX
convencional en células de cancer de mama (Unsoy y cols., 2014).

Las MNPs pueden responder a un campo magnético produciendo calor, esto es una
propuesta interesante para eliminar las células tumorales mediante la terapia de
hipertermia (basada en el aumento de la temperatura en la zona tumoral). Para ello se

produce la inyeccion intratumoral del material magnético. Las ventajas son que MNPs
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se depositan directamente en el sitio diana y la cantidad de MNPs se puede modular

selectivamente basado en el tamafio del tumor.

Se propone una estrategia para mejorar el rendimiento y el resultado del tratamiento de
calor para los tumores por hipertermia magnética, utilizando MNPs funcionalizadas a
través de una interaccion electrostatica. Se utiliza nucleolina (N6L) la cual,
selectivamente forma un complejo con el receptor sobreexpresado en la superficie
celular de las células tumorales, esta molécula una vez internalizada, media los efectos
letales de las células cancerosas. In vitro, el N6L mejord la captacion intracelular de
MNPs, este requisito es fundamental para la liberacion prolongada de DOX unida a
MNPs. Los principales parametros que influyen en la liberacion de DOX y N6L son la
fuerza idnica y la concentracion de otras moléculas en el entorno de las MNPs. También
este enfoque representa una estrategia sencilla en la préctica clinica cuando se inyecta

por via intratumoral ya que inhibe el crecimiento del tumor (Kossatz y cols., 2015).

En general, estos estudios demuestran que estas NPs mediante métodos fisicos como el
magnetismo Yy la hipertemia, pueden conseguir dirigir y desencadenar la liberacion de
DOX de las particulas en el tejido tumoral. De esta forma superan y aumentan la
selectividad de DOX hacia las células tumorales, mientras que reducen la toxicidad en
los tejidos sanos. Ademas, producen gran apoptosis del tejido tumoral y también

mejoran la resistencia de DOX.

5.4. La administracion y liberacién micelar de Doxorrubicina
Las micelas son particulas coloidales nanométricas, generalmente esféricas, con un
interior hidrofébico y un exterior hidrofilico (Figura 5). Son ampliamente utilizadas en
la preparacion de formulaciones farmacéuticas como agentes solubilizantes. Los
farmacos pueden ser atrapados en el interior de las micelas o adherirse covalentemente a
las superficies de ellas. El tamafio de estas particulas es inferior a 50 nm de diametro

(Oropesa y Jauregui, 2012).
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Entre las ventajas que poseen los sistemas micelares se encuentran: su didmetro
apropiado para un periodo prolongado de vida media en sangre evadiendo el sistema
inmunoldgico del paciente, excrecion completa por la ruta renal, capacidad de atravesar
la BHE, no acumulacion a largo plazo evitando el efecto de toxicidad, gran solubilidad
en agua, elevada estabilidad estructural, microdepdsito en el nudcleo hidréfobo y
funcionalidad separada.

Para facilitar simultdneamente la entrega de farmacos y el diagnéstico pueden disefiarse
micelas poliméricas multifuncionales.

5.4.1. Micelas conjugadas con DOX

En la actualidad numerosos estudios demuestran las ventajas que poseen estos sistemas

micelares.

La mayoria de los pacientes en fase clinica avanzada con cancer de ovario podrian
desarrollar resistencia a la terapia estandar. Sin embargo, se desarroll6 una nueva
formulacién donde DOX se encapsulé en micelas de polieno fosfatidil etanolamina
(PEG-PE) vy se le adicion6 un anticuerpo monoclonal de anti-nucleosoma (mAb 2C5)
que es especifico de este tipo de células cancerigenas. El conjugado PEG-PE combina
PEG 2000 hidrdéfilo para evitar su rapida eliminacion de la sangre, con PE hidrofobo del
nicleo de la micela, para solubilizar DOX. Esta nueva formulaciéon mejor6 la
distribucion de DOX y se correlacion6 con una induccién mayor en la muerte celular en
comparacion con las micelas no funcionalizadas (MDOX, DOX convencional). Se trata
de una administracion intraperitoneal de 2C5-MDOX el cual podia representar una
modalidad terapéutica mejor del carcinoma de ovario primario (Perche y Torchilin,
2012).
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En otro estudio se demostrd tanto in vivo como in vitro que un tipo de micela
polimérica cargada con DOX con sensibilidad al pH resultd ser eficaz para suprimir
tumores sensibles y resistentes a multiples farmacos de las células del cancer de mama
(MCF-7) (Lee y cols., 2005).

Al igual que los inmunoliposomas, las micelas poliméricas pueden modificarse con

ligandos para la administracion dirigida hacia células especificas.

Para reducir los efectos secundarios minimos y aumentar la maxima eficacia
terapéutica, se utiliza selectivamente folato (FOL), que se dirige especificamente a las
células tumorales, ya que su receptor se encuentra sobreexpresado en dichas células.
Este FOL presenta varias ventajas sobre diversos ligandos de orientaciéon como
transferrina, péptidos y anticuerpos. Estas ventajas son su pequefio tamafio, no
inmunogenicidad, bajo peso molecular y estabilidad. Por lo tanto los sistemas micelares
han sido modificados con el ligando especifico FOL, para mejorar la especificidad del
tumor y la captacion tumoral de FOL mediada por el receptor.

Se sintetiz6 una micela caracterizada por el copolimero poliacido lactico (PLA)-PEG
con FOL y DOX unido a través del enlace hidrazona sensible al pH (DOX-Hyd-PLA-
PEG-FOL). Este copolimero fue comparado con DOX convencional y con las micelas
DOX-Hyd-PLA-PEG. Como resultado se mostraba que los tres compuestos disminuian
la viabilidad de las células (Figura 6). Pero, la concentracion de DOX que inhibia el
crecimiento celular en un 50% fue de DOX convencional 0.08 g/ml, de las micelas
conjugada con DOX mas FOL 4.65 g/ml y de las micelas con DOX 13.51 g / ml (Hami
y cols., 2014).

En general, DOX convencional muestra mayor citotoxicidad debido a la rapida difusion
en las células. También se demuestra que las micelas conjugadas con DOX mas FOL
presentan mayor citotoxicidad que las micelas sin FOL.
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Figura 6: Citotoxicidad in vitro de DOX convencional y micelas DOX-Hyd-PLA-PEG
conjugadas con FOL y sin FOL contra la linea celular (SKOV3) después 72 h. Tomado
de ref (Hami y cols., 2014)

Otro ensayo demostr6 que el copolimero poli-DOX (Etilenglicol) —alendronato (DOX-
hyd-PEG-ALN) aumentaba el efecto terapéutico de DOX en metastasis dseas. En este
copolimero se empled el alendronato (ALN), un bisfosfonato amino, que se utiliza para
la prevencién y tratamiento de osteoporosis, metastasis 6seas de tumores y para otras
enfermedades relacionadas con los huesos ya que se trata de un ligando de direccién
6sea (Ye y cols., 2015). También se le atribuye la alta captacion intracelular y la
permeabilidad de las particulas poliméricas con el pequefio tamafio de las micelas.
Ademas, este copolimero tuvo mas capacidad de inhibicién del ciclo celular que la

DOX convencional.

Se verifico la capacidad de orientacion activa de DOX-hyd-PEG-ALN. La micela DOX-
hyd-PEG-ALN se administr6 por via intravenosa (IV), redujo la distribucién de DOX
en el corazén y en el rifién en comparacion con el tratamiento de DOX convencional y
se acumuld en el sitio del tumor del hueso de la pierna, aumentado su actividad
antitumoral y disminuyendo la toxicidad sistémica in vivo. Sin embargo, también habia
DOX en drganos perfundidos de la sangre, como el higado y el pulmon, debido a la
cantidad de sangre que pasa a través de estos drganos (Figura 6) (Ye y cols., 2015).
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Figura 6. Distribucion de DOX en tejidos a las 24h después de administrar por via IV
DOX convencional y la micela DOX-hyd-PEG-ALN (A). El anélisis cuantitativo de
iméagenes in-vivo (B). Tomado de ref (Ye y cols., 2015)

En este caso los ratones objetos de ensayo que fueron tratados con las micelas DOX-
hyd-PEG-ALN mostraron un retraso significativo en el crecimiento del tumor en
comparacion con los ratones tratados por la DOX convencional, sugiriendo que las
micelas (DOX-hyd-PEG-ALN) podrian actuar como una plataforma ideal para ofrecer

en tejidos tumorales de hueso una menor toxicidad sistémica (Ye y cols., 2015).

6. CONCLUSIONES
-DOX convencional es una antraciclina que se utiliza para el tratamiento del cancer,
pero su uso estd limitado por la toxicidad (cardiotoxicidad, nefrotoxicidad,
hepatotoxicidad), la escasa especificidad tumoral, la baja acumulacion del farmaco en la
zona cancerosa y por fendmenos de resistencia. En base a esto surgen nuevos sistemas
de administracion y liberacion de DOX que presentan grandes ventajas al compararse

con la DOX convencional.

-La DLNP puede recibir dosis mas alta de DOX en el tumor (30-60 mg/m?) y confirma
un perfil de toxicidad favorable con mejora del indice terapéutico, ya que un
metaanalisis mostrd una tasa inferior, de manera estadisticamente significativa, tanto de
la insuficiencia cardiaca clinica (RR = 0.20, p = 0.02) como de la insuficiencia cardiaca
clinica y subclinica combinada (RR = 0.38, p < 0.0001) en los pacientes tratados con
DLNP versus DOX convencional. Pero, el problema es que puede ser detectado por el
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SMF vy por lo tanto es eliminado rapidamente de la circulacion. Ademas, no resultd ser

maés activa en las lineas celulares resistente a DOX in vitro.

-La DLP presenta baja cardiotoxicidad, tan solo el 15 % de los pacientes presentaron
una alteracién cardiaca. Sin embargo, hay que destacar la reaccién adversa de EPP que
fue notificada del 44.0% - 46.1%. Este farmaco evita ser detectada por SMF, lo que
aumenta su permanencia en la sangre con una vida media de 60-90 horas (en
comparacion a la de DOX con sélo 20-30 horas), produciendo un aumento de DOX en
el tejido tumoral mayor que DLNP. Pero, el problema es la lenta liberacion de DOX y

poca especificidad.

-Los liposomas multifuncionales superan la liberacion lenta de DOX utilizando un
enlace sensible al pH acido del tumor. Es una herramienta eficaz para superar la
resistencia y la entrega segura de DOX en los tejidos tumorales, muestra un efecto

terapéutico superior a la DLP.

-Las AuNPs y MNPs conjugadas con DOX presentan mayores ventajas que las
formulaciones liposomales (DLNP y DLP), ya que son sistemas eficientes para la
administracion de DOX, siendo interesantes en el transporte y liberacion controlada de
DOX en los tejidos tumorales. Presentan ventajas de degradacién enzimatica,
biocompatibilidad, aumentan la acumulacion del farmaco convencional en el tejido
tumoral, mejoran la resistencia, presentan reduccion de la toxicidad sistematica,
producen una gran apoptosis de las células cancerigenas y mejoran la direccionalidad
de DOX hacia el tumor.

-El sistema micelar conjugado con DOX, utiliza ligandos al igual que los
inmunoliposomas para la especificidad tumoral. Los resultados de la concentracion de
DOX que inhibia el crecimiento celular en un 50% fue de DOX convencional 0.08 g/ml,
las micelas conjugada con DOX méas FOL 4.65 g/ml y las micelas con DOX 13.51 g /
ml queriendo decir, que DOX convencional muestra mayor citotoxicidad debido a la
rapida difusién en las células y que las micelas conjugadas con DOX mas FOL
presentan mayor citotoxicidad que las micelas sin FOL. También este conjugado
presenta una gran captacion intracelular, permeabilidad, resistencia y mayor capacidad
de inhibicion del ciclo celular que la DOX convencional. En definitiva, aumenta la
distribucion y liberacion selectiva de DOX al tumor produciendo mayor muerte celular

y mejorando la actividad antitumoral in vivo.
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