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Resumen

Los estudios sobre la preparacion de liposomas biocompatibles para encapsular
farmacos de diferente naturaleza han aumentado mucho en los Gltimos afios. En
particular, se ha prestado especial atencidn a su uso en los tratamientos de enfermedades
como el céncer, debido a sus multiples ventajas. Este Trabajo Fin de Grado realiza una
revision bibliografica hasta la actualidad, sobre los liposomas. Los liposomas son
vesiculas micro o nanoscopicas formadas por bicapas concéntricas de fosfolipidos que
encierran uno 0 mas compartimentos acuosos y que, debido a su estructura, presentan la
capacidad de encapsular sustancias de caracter hidrofilico, lipofilico o anfifilico. Se
tratara su preparacion a través de diferentes medios y técnicas, que permitiran la
obtencion de distintos tipos de liposomas segun el uso que se les quiera dar. Se recogen,
ademas, las diversas ventajas que aportan estas estructuras para el transporte o
vehiculizacién de farmacos. Entre ellas puede mencionarse el aumento de solubilidad de
numerosos farmacos poco solubles o la focalizacion tumoral u orientacion activa dirigida
hacia el tumor mediante diversas modificaciones estructurales realizadas en su superficie,
como la pegilacion. También se menciona su posible conjugacion con vectores para
mejorar la orientacion hacia el tejido afectado y no al sano, es decir, la focalizacion
tumoral. Se concluye el trabajo considerando su actual utilizacion como portadores de
farmacos antineoplasicos, hablando sobre los farmacos actualmente comercializados y
utilizados, y de otros posibles farmacos que se encuentran en diferentes fases de ensayos
clinicos. El uso de los liposomas, con sus diferentes estrategias y modificaciones, buscan
la mejora en la efectividad terapéutica de los farmacos antineoplasicos, una mayor
focalizacion sobre la zona afectada y una reduccion de los posibles efectos adversos o
negativos que conllevan dichos farmacos.

Palabras clave: liposomas; agentes antineoplasicos; focalizacién tumoral; liposomas
pegilados.
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1. Introduccion

1.1 Definicién y generalidades

Los liposomas son vesiculas micro o nanoscopicas formadas por bicapas
concentricas de fosfolipidos que encierran un compartimento acuoso. Estos fosfolipidos
estan formados por una parte polar, denominada cabeza, y por una region apolar
denominada cola. La disposicion de los fosfolipidos en las bicapas se basa en que las
cadenas hidrof6bicas (cola o parte apolar) se disponen de manera “paralela” entre si y
enfrentadas a su vez con la otra capa. Quedando asi las cabezas (parte polar) a ambos
lados y formando una zona hidr6foba entre las dos capas y en el interior y exterior zonas
hidréfilas. No deben confundirse con las micelas cuyo interior si puede contener lipidos
al estar en contacto con la parte apolar o cola y no encerrar ningiin compartimento acuoso
(ver Figura 1).
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Figura 1. Estructura de un fosfolipido, bicapa, micela y liposoma.

Es precisamente este caracter anfifilico de los fosfolipidos que forman la bicapa
lo que convierte estas vesiculas en vectores de gran utilidad para el transporte de
farmacos, ya sean sustancias lipéfilas, que pueden ser transportadas en el interior de la
bicapa lipdfila o compuestos hidrofilicos, que pueden ser transportados en el
compartimento acuoso interior que forma el liposoma (ver Figura 2). Este aspecto es de
gran importancia en relacion con el tema del trabajo realizado, por lo que mas adelante
se abordara con mayor detenimiento y ampliacion.
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Figura 2. Liposoma con superficie modificada y caracteristicas de cada compartimento.

Los liposomas fueron descubiertos en 1964 por Alec D. Bangham y colaboradores
cuando al estar realizando un estudio sobre el efecto de los fosfolipidos en la coagulacion
sanguinea, observaron la formacién espontanea de vesiculas multilaminares al entrar en
contacto los fosfolipidos con el agua. Estos resultados apoyaban la teoria de 1925 de Gater
y Grendek, en la cual proponian que las membranas debian estar formadas por una bicapa
con caracter anfipatico. Estos primeros resultados supusieron un gran avance en el estudio
de las membranas biologicas, que se culmind con la creacion del modelo de mosaico
fluido de Singer y Nicolson de 1972. Ademas de esto, sirvieron de base para el estudio
de sistemas bioquimicos, para avanzar en el estudio del metabolismo de medicamentos,
de la funcidn de los lipidos de membrana, etc.

En este trabajo nos centraremos en el uso de los liposomas para el transporte y
liberacion de farmacos, que a lo largo del mismo se vera expuesto.




1.2. Clasificacién y composicion

En cuanto a la clasificacion de los liposomas, se pueden distinguir en funcién del
namero de bicapas y de su tamafio. En la Tabla 1 puede verse una clasificacion general
de los liposomas atendiendo a dichos factores e indicando las propiedades de estos.

Tabla 1-. Clasificacion de los liposomas (Torrellé et al., 2002).

Tabla 1. Clasificacién de los liposomas

Niamero de bicapas Diametro Propiedades

={ — Debido a su elevado radio de curvatura,
(vesiculas una elevada proporcian de fosfollpidos
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— Dado que &l porcentaje de encapsulacion
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Unilaminares
{liposomas formados
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{veslculas unilaminares de encapsulacian
de grandes dimensiones) — El elevado volumen del compartimiento

interno permite la encapsulacion de
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Plurilaminares multilaminares)

o - R 400 nm— )
{liposomas formados varios um « SPLV (Stable Plurilamelar
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La composicion de los liposomas puede variar en funcion de los lipidos que se
utilicen para su formacién, ya sean fosfolipidos naturales o artificiales, que conferiran
una serie de caracteristicas concretas que se emplearan acorde a los objetivos fijados.
Muchas veces se utiliza la fosfatidilcolina (Figura 3) o lecitina (mezcla de fosfatidilcolina
y otros compuestos), que es un fosfolipido natural y se encuentran en gran proporcion en
las membranas biologicas (Vasquez, 2015). También puede modificarse su composicién
con la adiccion de otras moléculas, que modifican las caracteristicas propias de las
bicapas. Un ejemplo es la adiccion de colesterol, que se utiliza para reducir la
permeabilidad de la bicapa cuando se transportan sustancias hidrofilas, aumentando su
rigidez y facilitando el transporte en fluidos como la sangre. Las Figuras 4 y 5 muestran
ejemplos de diferentes modificaciones de los liposomas mediante la adicidn de diferentes




especies. Estos cambios se realizan con la idea de variar su especificidad y posibles
interacciones.
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Figura 3. Estructura quimica de la fosfatidilcolina con los &cidos grasos
(Fosfatidilcolina - Wikipedia, la enciclopedia libre, n.d.).
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Figura 4. Liposoma con su superficie modificada y las caracteristicas de cada
compartimento.




Diferentes estrategias para mejorar o controlar la
especificidad y tipo de interaccion del liposoma.

Tipo y
composicion

Alrahnlae Anticuerpos

Figura 5. Modificaciones de los liposomas para controlar su interaccion y especificidad
(tipo y composicidn; carga; alcoholes; anticuerpos).

En cuanto al tamafio y namero de bicapas, hay que decir que pueden influir también
en el transporte y liberacion de medicamentos, por lo que es necesario controlarlos. Esto
se consigue a través del método de preparacion o elaboracion de los liposomas. por
ejemplo, la liberacion de farmacos solubles en agua es mas lenta en los liposomas de
mayor didmetro. También se ve afectada la eliminacion de los liposomas por el cuerpo
humano. Asi, los liposomas de menor tamafio se eliminan mas lentamente que los de
mayor tamafo (Clares Naveros, 2003).

Se puede realizar otro tipo de clasificacion de los liposomas en funcién de su
comportamiento en el organismo (De et al., 2013). Se podrian diferenciar cuatro grandes
grupos, aunque conviene indicar que otros autores han propuesto clasificaciones
diferentes. Segun (De et al., 2013) se pueden distinguir entre liposomas convencionales,
liposomas de circulacion prolongada o stealth liposomes, liposomas cationicos e
inmunoliposomas.

Los liposomas convencionales son aquellos liposomas clasicos compuestos por
fosfatidilcolina y colesterol, cuya superficie es hidrofobica y que al ser fagocitados por
las células son envueltos rapidamente por proteinas plasmaticas y eliminados de la
circulacion

Los liposomas de circulacion prolongada, o stealth liposomes, se refieren a liposomas
en cuya superficie se ha realizado una pegilacion para aumentar su caracter hidréfilo y
reducir las interacciones con proteinas plasmaticas y lipoproteinas. Este fendmeno de
pegilacidn consiste en anexionar cadenas de polietilenglicol, PEG, en la superficie del
liposoma. Esto aumenta la biodisponibilidad de los principios activos encapsulados y
permite que la liberacién se produzca mas lentamente, reduciéndose asi los efectos
secundarios Yy la toxicidad. Ademas de esta técnica, se han utilizado otros métodos para




conseguir estos mismos objetivos. Entre ellos se encuentran la introduccion de alcohol
polivinilico, poliacrilamida y polivinilpirrolidona. El uso de este tipo de liposomas se
concentra principalmente en la liberacion de principios activos en aquellos lugares donde
existe una infeccion y/o inflamacion.

Los inmunoliposomas destacan por su capacidad para alcanzar la diana terapéutica.
Esto es posible debido a la presencia en su superficie de determinados anticuerpos, o
fragmentos de estos, que permiten direccionar los liposomas hacia el sitio en el que se
encuentra el antigeno especifico para dicho anticuerpo. Por tanto, la preparacién de este
tipo de liposomas requiere de un estudio previo sobre el tipo de antigeno al que queremos
que los liposomas se fijen.

Los liposomas catidnicos suelen utilizarse para el transporte de material genético.
Estan constituidos por lipidos catiénicos o por una mezcla de lipidos catidénicos y no
ionicos. Al presentar una carga superficial positiva pueden interaccionar
electrostaticamente con los &cidos nucleicos, que presentan carga negativa debido a la
presencia de los grupos fosfatos. Como resultado de estas interacciones, la carga negativa
del ADN se neutraliza y llega a producirse una inversion de carga, que resulta en la
compactacion del material genético. La asociacion de los liposomas cationicos y el
material genético resulta en la formacion de estructuras compactas que reciben el nombre
de lipoplejos. Estos lipoplejos protegen al material genético que contienen a lo largo de
las diferentes barreras que se encuentran en los procesos de transfeccion génica, que
consisten en introducir material genético en el interior del ndcleo celular con fines
terapéuticos.

1.3. Métodos de preparacion

Existen numerosos métodos para la preparacion de liposomas. En este trabajo no nos
ocuparemos de describir detalladamente la mayoria de ellos, sino que nos centraremos en
los métodos que se utilizan mas frecuentemente. Para ello se ha tomado como referencia
una tesis doctoral de la Universidad Complutense de Madrid sobre la fabricacion de
Liposomas y capsulas poliméricas (De et al., 2013) que recoge las técnicas de elaboracion
segun el tipo de liposoma.

Para la obtencion de liposomas tipo SUV se considerard el método mas sencillo y
conocido, que es el de dispersidn simple. Se divide en varias etapas:

e La etapa de liofilizacién o evaporacion en medios no polares a partir de
disoluciones de lipidos para la obtencion de la bicapa lipidica. En disolventes
organicos como el cloroformo y el ciclohexano se disuelven lipidos a partir de
los cuales partimos.

e Seguido de hidratacién de la bicapa lipidica y dispersion en medios polares,
asi como agua, o disolucion tampon. Habitualmente para conseguir una
conductividad eléctrica adecuada, se regula la fuerza iénica. La hidratacion
debe hacerse durante 30 minutos, con un agitador mecanico y a temperatura
superior al estado de transicién del lipido.
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e Por Gltimo, la extrusién de la disolucion resultante. Para ello, la disolucion que
contiene vesiculas unilamelares y multilameres se hace pasar por un filtro de
policarbonato de un tamario de poro definido. Como resultado se obtiene una
disolucién que contiene liposomas unilamelares con una distribucion de
tamafnos muy estrecha y una baja polidispersidad.

Para obtener liposomas SUV también existen otros métodos diferentes a este:

e Inyeccién de etanol o éter. Se disuelven en éter o etanol los lipidos de partida.
Esta disolucion se afiade rapidamente a la disolucién tampén con la que
queremos trabajar. Formandose espontdneamente vesiculas, mayoritariamente
SUV, y alguna minoria tipo MLV. Para finalizar, se realiza una ultrafiltracion
con el fin de eliminar los posibles restos de éter o etanol, segun se haya
utilizado.

e Dialisis de tensioactivos: las vesiculas se preparan mezclando tensioactivos y
fosfolipidos, lo que produce inicialmente la formacion de micelas mixtas. Una
vez que se dializa el tensioactivo se obtienen liposomas unilamelares.

Para la obtencion de liposomas tipo LUV, el método mas empleado se denomina
evaporacion en fase reversa. Consiste en afiadir un volumen pequefio de fase acuosa en
una disolucién organica, en la que estan inmersos la mezcla de fosfolipidos a una
determinada relacion molar. Tras la adicion de la fase acuosa a una temperatura superior
al estado de transicion de los lipidos, la mezcla se sonica produciendo una emulsion. Se
elimina la fase organica a presion reducida, dando lugar a liposomas en una fase de gel
intermedio. Por ultimo, se obtiene una disolucion concentrada de vesiculas, con una alta
polidispersidad, tras una fuerte agitacion. Esta polidispersidad, va desde pocos
nanometros hasta 10 um, dependiendo de la concentracion y composicion de los lipidos,
de la temperatura, de la fuerza de sonicacion y del tiempo de sonicacion.

Por ultimo, para la obtencidn de liposomas tipo MLV, se suele utilizar un protocolo
que incluye varios ciclos de evaporacion del disolvente y sonicacion. Comienza con el
proceso de evaporacion del cloroformo en el que se encuentran los lipidos. Una vez
obtenida la bicapa de lipidos, para aumentar la miscibilidad se afiade ciclohexano con un
pequefio volumen de etanol (1-2% del volumen total). Con un sistema de vacio y durante
5 horas, la muestra se liofiliza. Formando una nueva pelicula de lipidos. Esta pelicula se
hidrata a una temperatura mayor a la temperatura de transicion de fase de los lipidos. Por
altimo, utilizamos un sonicador para agitar energéticamente. Obteniendo vesiculas
multilamelares. Conviene indicar que el tamafio y la lamelaridad es dificil de controlar.

En todos los casos, una vez obtenidos los liposomas, se deben almacenar a una
temperatura entre 4-8°C y a pH 7.4. En general su estabilidad en disolucion es de una
semana (De et al., 2013).
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1.4. Interacciones entre el liposoma vy las células

Una vez se han descrito brevemente los métodos més frecuentes de preparacion de
liposomas, pasaremos a explicar el mecanismo de interaccion entre las células y los
liposomas, que permitiran a estos penetrar en las células a través de la membrana que las
rodea.

Los liposomas de menor tamafio son més facilmente captados por las células (Kim
and Martin, 1981). Segun las Ultimas investigaciones existen cuatro posibles formas de
que los liposomas entren en las células (Clares Naveros, 2003):

e Endocitosis. A través de las células del Sistema Fagocitico Mononuclear, que
provoca la liberacion del farmaco por la accion de los enzimas tisulares. Puede
provocar cambios en la sustancia transportada por el liposoma.

e Fusién directa de la membrana del liposoma con la membrana plasmatica
celular, liberandose por coalescencia el contenido en el citoplasma.

e Transferencia de lipidos que forman parte de la membrana liposomal a la
membrana celular, sin que se produzca alteraciones en el contenido liposomal.

e Adsorcion estable de los liposomas por la membrana celular a traves de
fuerzas hidrofdbicas o electroestaticas e/o inespecificas.

El mecanismo de interaccion vendra determinado por la composicion lipidica
liposomal, el tipo de célula receptora, y la presencia de diferentes receptores especificos
en el liposoma (Navarro et al., 2008), (Fernando Barrachina, 2015).

1.5. Empleo de liposomas como vectores o transportadores de farmacos. Diferentes
aplicaciones

Una vez descritos los liposomas, considerada su clasificacion y composicién, asi
como los métodos de preparacion mas frecuentes y los mecanismos de penetracion en las
células, se pasarad a abordar el tema de su utilizaciobn como vectores de farmacos y sus
diferentes aplicaciones. En especial su empleo como ayuda en la terapia contra del cancer
y ventajas que proporciona.

Como se describe en (De et al., 2013) los liposomas fueron utilizados en sus
comienzos como medio de mimetizacidn de las membranas. Tan pronto como los estudios
iban avanzando, y por tanto los conocimientos sobre ellos, se descubrieron numerosas
aplicaciones y utilidades. Entre ellas en la industria farmacéutica para su uso como
sistemas de vectorizacion de medicamentos, en la industria cosmética, en el ambito
alimentario, etc.

Actualmente los liposomas tienen una gran importancia como sistemas de
vectorizacion. Definiremos este concepto desde el punto de vista bioldgico para
comprender mejor su significado. Se entiende por vectorizacion de un farmaco el
transporte de un principio activo en el organismo hasta llegar o alcanzar el target/objetivo
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0 diana terapéutica. Lo que se persigue es conseguir la méxima eficacia del farmaco,
aumentando su liberacién en el lugar donde se encuentran sus receptores terapéuticos y
disminuyendo su concentracion en otros lugares en los que el farmaco no es necesario, lo
que disminuiria los efectos secundarios que pueden perjudicar o dafiar el organismo
(Clares Naveros, 2003). Las caracteristicas singulares de los liposomas, que permiten
transportar tanto sustancias hidrofilas como lip6filas e incluso ambas a la vez, junto con
su capacidad para llegar hasta la diana terapéutica deseada y liberar el farmaco, los
convierten en un sistema extraordinario para paliar, e incluso eliminar muchos de los
problemas que se plantean actualmente en la administracion de farmacos.

Hay que destacar la baja o nula toxicidad de los fosfolipidos que suelen utilizarse en
la constitucién de los liposomas. Ademas, los liposomas pueden proteger al farmaco de
la degradacion hasta llegar a la diana terapéutica. Esto puede conseguirse, por ejemplo,
mediante la incorporacién de anticuerpos u otras moléculas (ver Figuras 4 y 5). Los
liposomas pueden sufrir cambios cuando varian ciertas magnitudes, como por ejemplo el
pH, la fuerza ionica o la temperatura. Debido a sus propiedades, hay autores que los han
considerado como “balas magicas”, término introducido por Paul Ehrlich (Navarro et al.,
2008). Las ventajas que puede presentar el uso de liposomas para transportar un principio
activo se resumen a continuacion (Clares Naveros, 2003):

e Protegen a la sustancia o principio activo contra la inactivacion, ya sea enzimatica,
quimica o inmunolégica, desde el lugar de administracion hasta la diana
terapéutica.

e Permiten mejorar el transporte de principios activos hasta lugares dificiles de
alcanzar utilizando el farmaco libre u otro transportador.

e Aumentan la especificidad de accion y eficacia a nivel celular y/o molecular.

e Incrementan el tiempo de vida media del principio activo en circulacion.

e Alteran la solubilidad de la sustancia o principio activo y reducen su antigenicidad
e inmunogenicidad.

e Disminuyen la toxicidad para ciertos 6rganos por modificacion de la distribucion
tisular del principio activo

e Se pueden preparar con componentes biocompatibles y biodegradables. Ademas,
pueden prepararse industrialmente a gran escala.

Todo esto hace que se consideren unos vehiculos de sustancias activas de gran interes.
No obstante, también hay que puntualizar que presentan algunas desventajas (Clares
Naveros, 2003) como: una baja estabilidad, bajo porcentaje de encapsulacién y una
capacidad para proteger al farmaco limitada. Ademas, como indican algunos estudios
realizados de distribucidn tisular, su distribucion no es homogénea en todos los érganos,
acumulandose en el higado y el bazo. Esto dificultaria la vectorizacién de farmacos
dirigidos a otros 6rganos. Para intentar paliar esto, se realizan diferentes alteraciones en
la estructura de los liposomas, incluyendo en su estructura distintas especies, como se
mostrd en las Figuras 4 y 5. Dependiendo de la modificacion realizada, el mecanismo de
accion cambia. Por ejemplo, la adiccion de anticuerpos tiene como objetivo que sea
reconocido por un antigeno en concreto, en una superficie tisular determinada. La Figura
6 muestra otro ejemplo de modificacidn superficial del liposoma.
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Figura 6. Liposoma con modificaciones superficiales (LIPOSOMAS
« NANOFARMACOLOGIA y NANOMEDICINA, n.d.).

Actualmente, para reducir la rapida fagocitosis de los liposomas por el sistema
fagocitico mononuclear (SFM), antes llamado sistema reticuloendotelial (SER), se estan
disefiando nuevos liposomas que contienen pequefias cantidades de glicoproteinas con
carga negativa, que aumentan su caracter hidrofilo y reducen su opsonizacion y
fagocitosis por el SFM. Como resultado de ello, los liposomas permanecen en sangre 100
veces mas tiempo de lo habitual, lo que permite que puedan utilizarse para el tratamiento
de tumores o enfermedades en otros drganos diferentes al higado y el bazo.

Las nuevas lineas de investigacion que se ocupan del disefio de liposomas
modificados que palien las limitaciones que presentan los que podriamos llamar
liposomas clasicos, consideran fundamentalmente tres criterios independientes (De et al.,
2013): tiempo de dosificacion, punto de aplicacién o accién terapéutica y sensibilidad
estimulo-respuesta. Ademas, tienen en cuenta la naturaleza de sus componentes, asi como
la del principio activo u otras sustancias que se quieran incluir en el liposoma, lo que va
a determinar el método utilizado en su preparacion. Por ello, la referencia anteriormente
mencionada recoge algunos aspectos destacables de la preparacion de los liposomas,
COmo son:

e La proporcion de la fase acuosa atrapada, dado que la vida media de los
liposomas en el organismo serd mayor cuanto mayor sea la concentracién
lipidica del liposoma.

e El proceso de hidratacién, ya que una hidratacion lenta resulta en un aumento
en el indice de encapsulacion del farmaco.

e La cantidad de principio activo o sustancia liposoluble presente en la bicapa
lipidica se ve aumentada con la presencia en esta de fosfolipidos cargados,
debido a que se produce un aumento de la distancia entre las membranas
lipidicas.
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2. Obijetivos de la revision

Este Trabajo Fin de Grado de tipo revision bibliogréfica tiene dos objetivos
principales.

Uno de ellos se basa en el estudio de los liposomas y sus principales caracteristicas.
Mientras que el otro se ocupa de la utilizacion de los liposomas en la terapia contra el
cancer.

Dado que este es un campo de investigacion muy activo, se consideraran los logros
alcanzados en este campo a lo largo de los afios y las perspectivas de futuro que tiene.

3. Metodologia

Para la consecucion de los objetivos de este Trabajo Fin de Grado de revision
bibliogréafica, se trazd una estrategia de busqueda basada en la utilizacion de bases de
datos como: Scifinder, Scopus y Pubmed. De estas bases de datos se obtuvieron articulos
cientificos, otros Trabajos Fin de Estudios, revisiones, etc. que sirvieron de base para la
realizacion de esta memoria.

Para la blsqueda en estas bases de datos se siguio un patron que empleaba el uso de
ciertas palabras claves relacionadas con nuestros objetivos. Entre ellas, caben destacar:
liposomes; antineoplastic agents/drugs in liposomes; encapsulation of antineoplastic
drugs; doxorrubicin; paclitaxel; nanocarriers; nanocarriers for antineoplastic
agents/drugs; etc.

En cuanto al intervalo de tiempo de los afios de publicacidn, en el criterio de seleccion
de los diferentes articulos se ha utilizado un intervalo de tiempo amplio, ya que se
pretendia tener una bibliografia que permitiera una vision global y diera informacion
sobre la evolucion de este campo de investigacion.

Ademas del uso de estas bases de datos, también se emplearon otros métodos o
herramientas de busqueda como Google y Google académico, con el fin de encontrar
imagenes o figuras y otros articulos o documentos de apoyo.

Toda la bibliografia utilizada se eligié en base a su rigor cientifico. Fue almacenada
y organizada por la aplicacién de escritorio de Mendeley o Mendeley Desktop.
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4. Resultados y discusion

En la actualidad cada vez se le estd dando una mayor importancia a los micro y
nanotransportadores como sistemas de vehiculizacion y liberacion controlada de
farmacos con diversos fines (Rojas-Aguirre and Aguado-Castrejon Israel Gonzalez-
Méndez, 2016). Esto ha supuesto un aumento de los estudios sobre sus posibles ventajas
y aplicaciones. El uso de micro y nanotransportadores podria disminuir los efectos
secundarios de muchos principios activos ya utilizados en el mercado. Ademas,
proporcionaria la posibilidad de utilizar nuevos farmacos que, por ejemplo, por problemas
de solubilidad no se utilizan o se usan minoritariamente. También permitirian la inclusion
de mas de un farmaco en el transportador, lo que proporcionaria la posibilidad de
comportamientos sinérgicos, aumentando los efectos beneficiosos de los mismos. Debido
a todo esto, el nimero de nanotransportadores utilizados en el sector sanitario cada vez
es mayor y con su aumento, también aumentan las mejoras en los tratamientos de
numerosas enfermedades y problemas derivados. No solo se han conseguido ya
NUMerosos avances en este campo, sin0 que hay numerosos sistemas micro y
nanotransportadores en diferentes fases de estudio de ensayos clinicos, que podran
complementar y mejorar los que ya han sido validados por las diferentes agencias
competentes como la FDA (Food and Drugs Agency) o la Agencia Europea del
Medicamento.

Dentro del amplio grupo de nanotransportadores utilizados o en estudio, este Trabajo
se centra en el uso de los liposomas como medios 0 sistemas para vehiculizar farmacos
utilizados en los tratamientos contra el cancer, aunque conviene indicar que se pueden
utilizar en el tratamiento de otras muchas enfermedades (Arévalo et al., 2019); (Daraee
et al., 2016).

Creo que como punto de partida conviene considerar lo que es el cancer. Sin entrar
en profundidad ni demasiados tecnicismos (¢Qué es el Cancer? ;Como se Desarrolla? |
AECC, n.d.; Arbizu et al., 2000; Selene Barron Ramirez et al., 2009), el cancer no es una
enfermedad, sino un conjunto de ellas, en las que se produce una proliferacion
descontrolada de células. Esto se debe a un fallo en el organismo debido a posibles
mutaciones que afectan al sistema de regulacion de proliferacion celular, aumentando la
activacion de oncogenes, y suprimiendo o inactivando el de oncosupresores.

Si se utilizan liposomas como transportadores de farmacos, pueden ser administrados
por distintas vias (Clares Naveros, 2003):

e Via intravenosa. Las propiedades fisicas del liposoma, como su tamafio,
fluidez y carga superficial, jugaran un papel muy importante en el destino y
eliminacion de este. Segin su composicion, su persistencia en los tejidos
puede variar bastante en el tiempo, pudiendo ir desde minutos a dias. La vida
media en sangre tiene un rango entre minutos y algunas horas. EI mecanismo
que siguen los liposomas en el torrente sanguineo viene descrito en el apartado
1.4 y 1.5 de este Trabajo. Aunque no haya ninguna causa clara demostrada
actualmente sobre esto, cabe destacar la acumulacion en zonas donde existe
infeccién e inflamacion y en algunos tumores solidos.
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Via intraperitoneal. Es utilizada exclusivamente en animales, no en seres
humanos, pero se ha mostrado como muy efectiva.

Via subcuténea. Su uso suele ser muy efectivo.

Via intramuscular. Aungue esta via implique que la absorcion se produzca
antes por el sistema linfatico que por el circulatorio, tras un breve periodo de
latencia se alcanzan altos niveles plasmaticos en el torrente sanguineo.

Via intralinfatica. EI empleo de esta via ha sido de gran importancia para el
tratamiento de tumores linfaticos. Para ellos se utilizaba bleomicina
vehiculizada por liposomas. Ademas, también se ha utilizado para administrar
liposomas que contienen materiales de contraste, que consiguen alcanzar los
vasos linfaticos de menor tamafio, lo que es importante a nivel diagndstico
(Pros and cons of the liposome platform in cancer drug targeting. - PubMed -
NCBI, n.d.).

Via oral. Esta via presenta numerosas dificultades debido a que debe
sobrepasar las fuerzas mecénicas, cambios de pH, enzimas varias, sales
biliares etc. (Clares Naveros, 2003). A pesar de todo esto, se ha conseguido
demostrar mediante estudios con insulina y factor VIII encapsulados en
liposomas, que, una vez introducidos por via oral, son recuperables en el
torrente sanguineo. Aunque se desconoce el mecanismo mediante el cual los
liposomas atraviesan la pared intestinal, sin que le afecten o provoquen
alteraciones significativas.

Via nasal. Es una via muy interesante y en fase de estudio para la aplicacion
de alérgenos y superooxidodismutasa.

Via oftalmica. Los liposomas al vehiculizar los farmacos que actuan sobre el
tejido ocular aumentan el tiempo de contacto entre ellos y por tanto provoca
un aumento de la eficacia. También hay que decir que se ha comprobado la
influencia de la carga superficial de los liposomas en la penetracion a traves
del epitelio corneal. Los liposomas de carga superficial positiva son los que
mayor poder de penetracion presentan.

Via intraarticular. Se utiliza para tratar problemas artriticos

Via intratragueal. Presenta algunas ventajas en ciertos tratamientos, con
respecto a la administracion en disolucion.

Via tépica. Es interesante no solo desde el punto de vista sanitario, sino
también cosmetico.

Una vez vistas las diferentes vias de administracion de los liposomas, y antes de entrar
en profundidad a hablar sobre la aplicacion de liposomas como sistemas de vectorizacion
de farmacos antineoplasicos, se ha hecho una pequefia recopilacion de sus principales
aplicaciones terapéuticas (Clares Naveros, 2003).

Enzimoterapia. Fue una de las primeras aplicaciones de los liposomas. Debido
a un problema genético, la falta de enzimas provoca una acumulacion del
sustrato que no se convierte en producto, provocando diferentes problemas o
patologias.
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Confeccion o fabricacion de vacunas. Su uso reside en la incorporacion de los
exopolisacaridos de la bacteria en cuestion en la bicapa e interior del liposoma
que es ingerido por el macréfago. Esto permite la produccién de anticuerpos
por el sistema inmune y mejora la respuesta y proteccion del individuo.
Tratamiento de infecciones bacterianas. Principalmente las causadas por
bacterias del Sistema Fagocitico Mononuclear. Numerosos estudios han
demostrado una mayor efectividad de los tratamientos con Anfotericina B
vehiculizada por liposomas para el tratamiento de infecciones fangicas.
Transporte de agentes quelantes. Ayudan a que estos penetren en la célula, ya
que de otra manera seria mucho mas dificil. Se aplican para el tratamiento de
intoxicaciones metalicas o problemas metab6licos como la enfermedad de
Wilson. Los liposomas suelen acumularse a nivel hepatico y esplénico, que
son lugares donde también suelen acumularse los metales.

Tratamiento de procesos inflamatorios. Principalmente para la artritis. Su
acumulacion dependeré del tamafio del liposoma.

Tratamiento de enfermedades parasitarias. Ofrecen ventajas frente a las
terapias convencionales. Un ejemplo de aplicacion seria el tratamiento contra
la leishmaniosis.

Inmunosupresion. A través de la adiccion de moléculas peptidicas como
ciclosporina A o tacrolimus.

Administracion de insulina via perlingual. Seguin la linea de trabajos
realizados su absorcion se produce a nivel del yeyuno.

Transfeccion genica. Se observo a través de microscopia atomica la adicion
de genes sanos vehiculizados por liposomas que se insertan en el nicleo de la
célula deseada para corregir un fallo presente, o para obtener una nueva
funcion. En laactualidad podemos observarlo en humanos con la transferencia
de un gen de Utero en ovarios con adenocarcinoma.

Citostaticos y modificadores de la cinética de antineoplasicos. Uno de los
mayores problemas que tiene hoy dia la quimioterapia antitumoral es la
resistencia de las células tumorales. De ahi la asociacion de diversos
citostaticos con liposomas como cisplatino, metotrexato, etc., que mejora esa
dificultad existente. Con las modificaciones realizadas conseguimos un
aumento de la liberacion del farmaco en el tumor. Ademas de la inhibicion de
la metéastasis con ayuda de inmunomoduladores vehiculizados por liposomas.

Y es en este Ultimo punto en el que se centra y desarrolla este Trabajo. La utilizacion
de liposomas como sistemas de vehiculizacion de farmacos para el tratamiento del cancer
ha avanzado muchisimo desde sus origenes hasta el dia de hoy. Aqui se hablard de
diferentes farmacos que han sido utilizados y se utilizan bajo este sistema de
vectorizacion, para tratar diferentes tipos de cancer.

Retomando algunos aspectos recogidos en anteriores puntos de este Trabajo, vamos
a ver su implicacién con esta enfermedad, cancer (Huwyler et al., 2008):

Los liposomas producen un gran cambio en la farmacocinética y distribucion
tisular de farmacos. Por ello pueden provocar tanto una mayor eficacia del
farmaco como una disminucién de los efectos secundarios o toxicos de este.
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Un ejemplo de esto puede verse en la doxorrubicina liposomal, cuyos ensayos
clinicos muestran un riesgo de cardiotoxicidad inferior al que muestra el
farmaco en su forma libre sin vectorizar, y manteniendo su actividad
antitumoral.

La répida absorcion de los liposomas por el SFM después de ser administrados
por via sistémica puede provocar un efecto negativo en la quimioterapia.
Puede producirse parcialmente un agotamiento de los macréfagos y/o afectar
a la defensa del individuo por la alteracion de sus competencias o habilidades.
La focalizacién pasiva de estos en el bazo e higado puede presentar varias
ventajas en cuanto a la quimioterapia temporal:

R

% Aumento en el tiempo de eliminacion de los farmacos antineoplasicos
en circulacion. En unos estudios realizados en 1978 por Juliano y
Stamp se observo una presencia en plasma de dos a diez veces superior
de farmacos antineoplasicos como vinblastina, actinomicina,
arabinésido de citosina y daunomicina o daunorrubicina, formulados
por vectorizacion liposomal que por su forma convencional

% La incorporacion de inmunomoduladores como citocinas en los

liposomas para provocar la activacion de macrofagos y convertirlos en

tumoricidas.

La estabilizacion de liposomas. Como ya se vio anteriormente, hay varios
métodos para aumentar la vida media de los liposomas en circulacion. Entre
ellas la conjugacion con gangliésidos o polietilenglicol (PEG). La adiccion de
PEG, inerte y biocompatible, provoca la formacion de una cubierta o capa
protectora que envuelve al liposoma, protegiéndolo del reconocimiento por
anticuerpos y otros componentes del sistema del complemento (opsoninas), y
por lo tanto de su eliminacién “por el SFM. Debido a esto, estos liposomas
pegilados reciben el nombre de liposomas “estabilizados estéricamente” o
“sigilosos”. El efecto protector y aumento de la vida media sera directamente
proporcional al revestimiento del liposoma con PEG. Tras la administracion
sistémica, estos liposomas biocompatibles, inertes y de larga vida media
causan pocas interacciones con los tejidos y 6rganos. No obstante, debido a su
tamafo no pueden atravesar los vasos sanguineos continuos ni fenestrados
porque su permeabilidad no admite el paso de moléculas cuyo peso sea mayor
al de 5 kDa en tejidos periféricos y 70 kDa en el rifidn. Sin embargo, en los
tejidos con patologias como tumores sélidos, la permeabilidad vascular se ve
aumentada de tal manera que permite el paso de moléculas con un peso de
hasta de 4.000 kDa. Estas quedarian atrapadas en el interior del
compartimento intersticial o espacio tisular. EI aumento del tiempo de vida
media en circulacion de los liposomas estabilizados estéricamente y sus
propiedades Unicas en cuanto a permeabilidad del tejido tumoral, explican los
estudios clinicos que se estan llevando a cabo para su direccionamiento hacia
el tejido tumoral, con el objetivo de mejorar los tratamientos de esta
enfermedad.
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En cuanto al uso clinico de liposomas pegilados (Huwyler et al., 2008) hay que decir
que, en la actualidad, las diferentes formulaciones de farmacos quimioterapéuticos
citotoxicos en medio liposomal, reducen los efectos secundarios toxicos a la vez que
aumentan su eficacia.

Hoy dia existen, o estan a disposicion clinica, o en fases muy avanzadas de desarrollo
clinico, algunos farmacos antineoplasicos entre los que se incluyen: doxorrubicina
liposomal pegilada, doxorrubicina liposomal no pegilada, daunomicina o daunorrubicina
liposomal, citarabina o arabindsido de citosina liposomal y cisplatino liposomal.

Las formulaciones liposomales de antraciclinas (doxorrubicina y daunomicina o
daunorrubicina) se usan para el tratamiento del cancer de mama, de ovario y del sarcoma
de Kaposi asociado con el VIH.

Hay que decir con respecto a las diferencias entre la doxorrubicina liposomal pegilada
y no pegilada, que la pegilada muestra una mejor actividad antitumoral y un indice de
toxicidad mucho menor. Toso esto debido a las ventajas propias de la pegilacion
mencionadas anteriormente.

La citarabina liposomal es el tnico farmaco administrado por via intratecal y se utiliza
en el tratamiento de linfomas y leucemias mieloides agudas.

El cisplatino liposomal se usa para tumores malignos epiteliales (Huwyler et al., 2008)
y para el cancer de pancreas (Wharf, 2007).

En el comienzo, los estudios y ensayos clinicos se centraron en las antraciclinas. Esto
es debido a que su formulacion liposomal era mas eficiente y estable. Y sobre todo porque
las antraciclinas presentan un alto riesgo de cardiotoxicidad aguda y acumulativa, que
provoca cardiomiopatias y limita el uso de estas. En relacion con esto, los liposomas
juegan un papel fundamental, ya que modifican la farmacocinética del farmaco, evitando
altas concentraciones plasmaticas del mismo gracias a su retencién y mas lenta liberacion.
Esta formulacién liposomal muestra también una menor distribucion en el miocardio tras
su pegilacién. Por lo que se obtendrian muchos beneficios en su formulacién liposomal.

Otra aplicacion que tienen los liposomas en este campo puede ser su conjugacion con
vectores (Huwyler et al., 2008). Tenemos el caso, por ejemplo, de la conjugacion de
liposomas que contenian doxorrubicina o daunomicina, con folato. Muchas células
tumorales tienen una sobreexpresion del receptor folato en la superficie celular, que
provoca o media la endocitosis celular del acido folico. Esta conjugacion aumenté la
efectividad o citotoxicidad contra las células cancerosas de los farmacos antineoplasicos
que contenian los liposomas. Aun queda por determinar si se produce un mayor efecto
tumoricida al aumentar la acumulacién de portadores liposomales en el interior de la
célula diana u objetivo. Principalmente, hasta este momento, los intentos de aumentar la
velocidad de liberacion se basan en la sensibilidad o afectacién al pH de las membranas
liposomales de péptidos y fosfolipidos adicionados. De tal manera que, en circulacion, a
pH fisiologico (7.4), su estabilidad no se ve afectada, mientras que al entrar en contacto
con el compartimento endosomal, el pH &cido (6.5) produce su liberacién (Daraee et al.,
2016).
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Siguiendo con la conjugacion de vectores y liposomas (Huwyler et al., 2008), otro
receptor celular que nos ayuda en la focalizacion y orientacion tumoral es el receptor de
transferrina. Siendo la transferrina el ligando natural de este receptor, puede aprovecharse
para su union a liposomas pegilados y asi mejorar la orientacién tumoral, o, dicho de otro
modo, conseguir una mayor selectividad de nuestros liposomas por las células cancerosas.
Aunque debe tenerse en cuenta el problema de que el receptor transferrina tiene una
tendencia a asociarse a los liposomas baja y suele estar saturado por las concentraciones
plasméticas enddgenas de esta. Esto provoca que perdamos focalizacion a la hora de su
administracion sistémica o intravenosa. No obstante, esto podria solucionarse buscando
vias de administracion alternativas. Por ejemplo, en un estudio para la terapia
fotodindmica de células del carcinoma in vivo o in vitro, con un modelo de tumor vesical
de rara AY-27 humano ortotopico, los liposomas conjugados con transferrinas fueron
administrados directamente en la vejiga de estos animales de experimentacion,
obteniéndose buenos resultados. Otra indicacion o uso alternativa podria ser para el
tratamiento del cancer de pulmdn. En este caso los liposomas con farmacos citostaticos y
conjugados con transferrina podrian administrarse por via inhalatoria. EI problema de la
saturacion del ligando de la transferrina tambien podria abordarse desde el punto de vista
de la adicion de anticuerpos monoclonales especificos.

Para mejorar la orientacion tumoral para tumores in vivo (Huwyler et al., 2008),
pueden aplicarse otras estrategias como el uso de los inmunoliposomas. En ellos se
incorporan vectores de anticuerpos especificos del tumor, que se dirijan contra varios
receptores superficiales de las células tumorales, como el de la transferrina, o antigenos
presentes en ella. También pueden utilizarse anticuerpos monoclonales especificos como
se ha nombrado anteriormente. Un ejemplo podria ser la utilizacion mediante la
conjugacion de inmunoliposomas estabilizados estéricamente con un fragmento Fab de
un anticuerpo monoclonal especifico recombinante humanizado que se enfrente a HER2,
dominio extracelular, para la focalizacién de células que sobreexpresen este dominio
HER2 en el cancer de mama. La eficacia de esta estrategia fue corroborada por la
utilizacion de varios modelos tumorales de xenoinjerto animal con preparaciones
inmunoliposomales que muestran una mejora en la actividad terapéutica de los agentes
anticancerosos (Tang et al., 2020).

En cuanto a la resistencia que presenta el cuerpo a multiples farmacos y siguiendo
como base a (Huwyler et al., 2008), se observa que la utilizacidn de liposomas resulta en
una afectacion o alteracion de la farmacocinética y distribucion tisular de los farmacos.
Hay que destacar la importancia de dos superfamilias de proteinas transportadoras que
afectan en especial a los agentes antineoplasicos. Una de ellas es la familia de proteinas
transportadoras de soluto, cuyo impulso es causa del intercambio de iones intracelulares,
y que se han clasificado como transportadores secundarios o terciarios de farmacos
activos. La superfamilia clasificada como transportadora primaria es la superfamilia del
gen transportador ABC humano y que a su vez comprende 8 subfamilias y 49 integrantes.
Su energia procede de la hidrélisis de ATP. Un miembro o integrante importante de esta
familia es la glicoproteina P. Se sabe que esta localizada en diferentes 6rganos y tejidos
del cuerpo humano como higado, cerebro, rifidn o intestino. Esta superfamilia se asocia
en las células tumorales a la alteracidn de los farmacos antineoplasicos como alcaloides
de la vinca, antracenos, antraciclinas y derivados de la camptotecina como el topotecan,
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etoposido, etc. El tratamiento con agentes citostaticos produce un aumento aun mayor de
la glicoproteina P en todos los tumores, que a su vez ya esta aumentada en personas con
cancer. La eliminacion de este fendbmeno de resistencia a multiples farmacos no es
sencilla. Un ejemplo de ello puede verse en la utilizacion de un antagonista de la
glicoproteina P SDZ PSC 833. Este es un analogo no inmunosupresor de la ciclosporina
A, que aumenta la efectividad de la quimioterapia sobre los tumores. Pero a su vez,
produce un aumento de los efectos toxicos secundarios en el tejidos u érganos sanos.
Todo esto se debe a la disminucidn de la glicoproteina P enddgena, que tiene una funcion
de proteccion sobre este tipo de tejidos. Para poder solucionar este problema entra en
juego el uso de inmunoliposomas. Estos consiguen evitar a los transportadores que se
encuentran en las membranas plasmaticas. Esta ventaja pudo demostrarse mediante el uso
de la conjugacién de un anticuerpo antirreceptor de transferrina y un inmunoliposoma,
que mostré el aumento de digoxina absorbida de esta manera por las células RBE4
endoteliales, frente a su forma libre. También mostraron efectos mejorados en los
citostaticos empleados mediante la conjugacion de un inmunoliposoma y un anticuerpo
monoclonal especifico de la glicoproteina P, en aquellos tumores con sobreexpresion de
esta.

Los inmunoliposomas también ofrecen ventajas en la terapia de genes (Huwyler et
al., 2008). Convencionalmente, esta terapia conllevaba una serie de problemas como eran
la floculacion y precipitacion de grandes agregados catidnicos de lipidos y ADN cuando
alcanzan su punto isoeléctrico. Experimentos realizados en este siglo muestran la
superacion de estos problemas en la transmision de un plasmido de ADN a primates y
roedores, mediante el uso de inmunoliposomas pegilados. Frente a los liposomas
cationicos utilizados tradicionalmente, presentan una mayor estabilidad, duracion y
neutralidad, lo que permite evadir el atrapamiento pulmonar que se producia. Al
aumentarse de este modo la selectividad, se consigue una opcion para la utilizacion de la
terapia génica mas segura y no infectiva sobre otros 6rganos o tejidos sanos. Utilizando
inmunoliposomas pegilados asociados a dos anticuerpos monoclonales, se consiguié en
un ensayo clinico el aumento en un 90 % del tiempo de vida de supervivencia de ratones
con cancer cerebral intracraneal avanzado.

En cuanto a la aplicacion de estos inmunoliposomas conjugados con vectores
(Huwyler et al., 2008), se hicieron ensayos clinicos en los que se desarrolld una
formulacion inmunoliposomal anti-HER2. Mutsumura y sus colaboradores han publicado
el ensayo clinico realizado con inmunoliposomas pegilados que encapsulaban
doxorrubicina a 23 personas que padecian cancer de estomago avanzado, que no
respondian a la terapia convencional. De un anticuerpo monoclonal humano, se saco el
fragmento F para usarse como vector de direccionamiento, adicionado directamente a la
superficie del liposoma pegilado sin espaciador molecular, contra un antigeno presente
en la superficie de las células cancerosas. Aun queda por establecer con los futuros
estudios si la formulacién presentada, podria aportar mejoras o avances en el tratamiento
del cancer gastrico.
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5. Conclusiones

Como se ha podido comprobar, y recoge también Huwyler y sus colaboradores
(Huwyler et al., 2008), durante los ultimos afios los avances en el campo de la
administracion de farmacos mediante liposomas han sido enormes. En gran parte
ayudados por la tecnologia y sus propios avances. El objetivo actual no es otro que el
desarrollo de nuevos liposomas conjugados con vectores para que sirvan de portadores
de farmacos con un mayor direccionamiento activo hacia las células cancerosas y
metastasicas que actualmente pueden ser quimiorresistentes, con la intencién de lograr
una mayor eficiencia del tratamiento terapéutico de casos que hoy dia no pueden
abordarse o solucionarse. Esta claro que la tecnologia y la ciencia van de la mano, y
cuanto mayores avances se consigan en una de ellas, mas se avanzara en la otra.

La preparacion de liposomas biocompatibles y las ventajas de su utilizacion en la
terapia contra el cancer es un campo de investigacién muy activo. Este Trabajo Fin de
Grado solo recoge algunos de los multiples aspectos que existen sobre esta cuestion. Se
ha intentado poner de manifiesto que los numerosos ensayos clinicos que se estan
realizando actualmente, los proyectos que pretenden llevarse a cabo y los avances que se
conseguiran en el futuro, proporcionaran ventajas y mejoras en el tratamiento del cancer,
lo que aumentaré su eficacia terapéutica.
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