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RESUMEN

Introduccidn: La pegilacidn comunmente se realiza de forma quimica aumentando el peso
y tamaiio de la molécula con lo que evita la ultrafiltracion renal. Ademas, se caracteriza por
presentar una gran velocidad de absorcion. En el mercado existen medicamentos que han
sido modificados quimicamente con Polietilenglicol (PEG), la modificacién de estos
farmacos han presentado una incremento en la semivida, lo que se traduce a una
disminucion en la dosis para alcanzar el efecto terapéutico. Dentro de las modificaciones
gue existen a polimeros hay un método fisico donde utiliza reacciones ionizantes con el fin
de modificar estructuras poliméricas formando reticulaciones, es decir, al transferir energia
inducida por rayos x o gama el polimero abre sus cadenas permitiendo la unién hacia otras
cadenas de polimeros para poder formar redes, de tal manera que hay un incremento en
su estructura y existe un cambio fisico-quimico en el material irradiado. Objetivo: Comparar
por Dispersidn de luz e IR el desarrollo de un método fisico de pegilacién al cisplatino con
la modificacién Quimica del cisplatino utilizando PEG Metodologia: Se realizd una
modificacion Quimica y Fisica a tres diferentes concentraciones de cisplatino con PEG de
peso molecular 400 Da dando como resultado un mayor peso molecular y tamaio de
particula del medicamento, llevando a cabo pruebas de caracterizacién por Dispersién de
Luz Dindmica (DLS) e Infrarrojo (IR). Resultados: El espectro de IR muestra los grupos
funcionales caracteristicos del acoplamiento farmaco-polimero sin alterar su sitio activo del
Cisplatino y un incremento de tamafio de particula por ambos métodos de Pegilacidon
caracterizados por DLS, dando un mejor rendimiento utilizando el método de pegilacién de
forma fisica. Conclusiones: Al ser pegilado el Cisplatino por ambos métodos de pegilacién
aumenta el tamafio de particula en comparacion con el cisplatino sin pegilar. Al comparar
el pegilado tradicional con el método fisico se observd que existe un mayor nimero de
moléculas pegiladas. El PEG es escindible lo cual no afectara el incremento de tamafo y
tampoco su sitio de unidn farmaco-PEG para realizar su accidon terapéutica ya que se cuidd
que fuera en sitios especificos esta modificacién en la molécula de cisplatino.

Palabras clave: (Polietilenglicol, Pegilacidn, Cisplatino Pegilado)



SUMMARY

Introduction: Pegylation is commonly carried out chemically increasing the weight and size
of the molecule, thus avoiding renal ultrafiltration. In addition, it is characterized by a high
absorption speed. In the market there are drugs that have been chemically modified with
polyethylene glycol (PEG), the modification of these drugs have shown an increase in the
half-life, which translates into a decrease in the dose to achieve the therapeutic effect.
Within the modifications that exist to polymers there is a physical method where ionizing
reactions are used to modify polymeric structures forming reticulations, that is to say, when
transferring energy induced by x-rays or gamma, the polymer opens its chains allowing the
union towards other polymer chains to be able to form networks, in such a way that there
is an increase in its structure and there is a physical-chemical change in the irradiated
material. Objective: Compare by light scattering and IR the development of a physical
method of pegylation to cisplatin with the chemical modification of cisplatin using PEG
Methodology: A chemical and physical modification was made to three different
concentrations of cisplatin with PEG of molecular weight 400 Da giving as a result, a greater
molecular weight and particle size of the drug, carrying out characterization tests by
Dynamic Light Dispersion (DLS) and Infrared (IR). Results: The IR spectrum shows the
functional groups characteristic of the drug-polymer coupling without altering its active site
of Cisplatin and an increase in particle size by both PEGylation methods characterized by
DLS, giving a better performance using the PEGylation method. physical. Conclusions:
Cisplatin pegylated by both pegylation methods increases the particle size compared to
non-pegylated cisplatin. When comparing the traditional pegilado with the physical method
it was observed that a greater number of pegylated molecules exists. The PEG is cleavable
which will not affect the increase in size and neither its drug-PEG binding site to perform its
therapeutic action since it was taken care that this modification in the cisplatin molecule

was at specific sites.

Keywords: (Polyethylene glycol, Pegylation, Pegylated cisplatin)
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CAPITULO |

CAPITULO |

I-1 INTRODUCCION

Existen modificaciones quimicas y estructurales que se llevan a cabo en farmacos,
con el fin de optimizar su actividad y su toxicidad, o bien para desarrollar una nueva
actividad farmacoldgica sobre la molécula (Seoane et al., 2004). La pegilacion es
un método usado frecuentemente en la modificacion de los farmacos, consiste en
la unién de un polietilenglicol (PEG) a un farmaco generando un derivado estable,

con el fin de mejorar el potencial terapéutico (Harris et al., 2001).

La pegilacion se realiza de forma quimica, aumentando el tamafio de la molécula
con lo que se evita la filtracion renal. Ademas, se caracteriza por presentar una gran
velocidad de absorcién (lvens et al., 2015). En el mercado existen medicamentos
que han sido modificados quimicamente con (PEG), la modificacion de estos
farmacos han presentado una semivida de eliminacion aumentada, lo que se
traduce a una disminucion en la dosis para alcanzar el efecto terapéutico (Veronese
et al.,, 1997). Sin embargo, la pegilaciébn actualmente utilizada y denominada
pegilacion quimica presenta desventajas, por ejemplo las soluciones utilizas
generan impedimento estérico, disminuyendo el nimero de moléculas pegiladas.
Ademas, de los elevados costos en los reactivos utilizados para pegilar (Webster et
al., 2007).

Debido a las desventajas observadas se buscan nuevos métodos que permitan
mejorar la estabilidad del farmaco y la accion terapéutica. Las radiaciones
ionizantes podrian ser una alternativa que permita pegilar farmacos a un bajo costo,
y con un mayor rendimiento en el producto pegilado. Las radiaciones ionizantes son
radiaciones con la energia suficiente para ionizar la materia mediante la extraccion
de electrones (Chapiro et al., 1995). La pegilacion mediante irradiacion ionizante
utiliza radiacibn gamma, penetrando con un haz de electrones que depositan una
altisima densidad de energia dando como resultado el rompimiento de cadenas

lineales, obteniendo radicales libres de manera que una molécula vecina pueda



acoplarse a ella. Debido a este hecho se inducen cambios fisico-quimicos muy
complejos en la superficie del material irradiado. De esta manera podria realizar la
pegilacion del farmaco (Tretinnikov et al., 1999; Shen et al., 1996). La comparacion
de la pegilacion quimica y de la pegilacion mediante radiaciones ionizantes se llevo
a cabo en el cisplatino. El cisplatino es un complejo hidrosoluble, con un nucleo
cuadrado que contiene dos atomos de cloro y dos grupos amino en posicion cis.
Este une en forma bifuncional los anillos de los atomos de nitrégeno de las purinas
y piridinas, perdiendo sus iones cloro y siendo reemplazados por la base subligante;
este puente de union y la formacién de puentes reversibles en el DNA es similar a
la accion de los agentes alquilantes bifuncionales (Lippert et al., 1999). Su
mecanismo de accion es inhibir la sintesis de DNA y, en menor grado, la de RNA 'y
proteinas. Es un farmaco utilizado en varios tipos de céncer, entre los que se
incluyen sarcomas, algunos carcinomas (p.ej. cancer de pulmén de células
pequefias, cancer de ovario), linfomas y tumor de células germinales (Howell et al.,
2013).

La comparacion de estos métodos permitira determinar el método con mayor
rendimiento, asi como la obtencion de un medicamento con menor riesgo de

toxicidad.



I-2 JUSTIFICACION

Debido a la demanda ejercida por la industria farmacéutica sobre la elaboracién de
farmacos con caracteristicas deseables, y en la mejora de la generacion de
tratamientos eficaces, se ha orillado al desarrollo de metodologias mas apropiadas

con la finalidad de mejorar los farmacos ya disponibles.

Actualmente en el mercado existen mas 10 farmacos pegilados que han sido
probados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) y hasta la fecha
se cuenta con mas de 20 en ensayos clinicos. La inversion de estos productos por
muchas compafiias farmacéuticas tiene una tendencia exponencial, lo que
potencializa que la pegilacion mantenga el futuro de desarrollo de farmacos
(Swierczewska, 2015).

La pegilacion es una de las tecnologias que pretenden la extension de la vida media,
frecuentemente utilizada en el &rea clinica, contando con la aprobacién de
seguridad por parte de la FDA en seres humanas por aproximadamente desde hace
mas de dos décadas. Teniendo como finalidad impulsar la demanda en el mercado
de menores dosis y terapias de accion mas prolongada. Sin embargo, presenta
diversas desventajas; principalmente los costos requeridos para realizar esta

metodologia, ademas, de un menor porcentaje de moléculas pegiladas.

Por lo que se ha propuesto el uso de nuevas metodologias, que permitan una mejor
eficacia de la pegilaciéon, descartando las desventajas de la pegilacién convencional.
Uno de ellas es la metodologia nombrada reacciones ionizantes, método propuesto
en este trabajo; el cual tiene como finalidad mejorar el rendimiento de material

pegilado.



I-3 HIPOTESIS

El desarrollo de un nuevo método de modificacion por medio de reacciones
ionizantes puede ser capaz de utilizarse como un método en las modificaciones de
cualguier medicamento y poder utilizarse como terapia farmacoldgica sin tener
impedimento de sus sitios activos del medicamento y rechazo del mismo ya que
tiene una alta compatibilidad con el organismo, de esta manera el medicamento
respondera de igual forma en cuanto a su reconocimiento del sitio blanco

obteniendo una mayor biodisponibilidad.



I-4 OBJETIVO GENERAL

Comparar por técnicas de caracterizacion el acoplamiento del cisplatino al
polietilenglicol con procedimientos fisicos y procedimientos quimicos.

I-4-1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar el acoplamiento del cisplatino con PEG por métodos fisicos y

métodos quimicos.

« Caracterizar la modificacion quimica y fisica del cisplatino con técnicas de

Dispersion de Luz Dinamica e Infrarrojo.



CAPITULO Il MARCO TEORICO

CAPITULO I
MARCO TEORICO

1I-1 INTRODUCCION A LA PEGILACION

El uso de proteinas y péptidos como agentes terapéuticos en humanos se ha
ampliado en los ultimos afos (Giralt, 2004) debido a: (1) el descubrimiento de
nuevos péptidos y proteinas, (2) una mejor comprension de los mecanismos de
accion in vivo, (3) mejoras en la expresion o sintesis de proteinas y péptidos que se
asemejan a las proteinas y péptidos humanos, y (4) las mejoras en formulacién para
sintesis de farmacos, proteinas y péptidos que se ven alteradas en sus estructuras
moleculares para tener la capacidad de entregar nuevos polipéptidos in vivo, con la
optimizaciébn de propiedades farmacocinéticas y farmacodinamias que los
caracteriza. Se estima que en el afio 2000, (Walsh, 2000) hasta 500 productos
biofarmacéuticos fueron sometidos a ensayos clinicos, y las tasas de crecimiento
anual estimada de productos de proteinas (glicoproteinas, proteinas no glicosiladas

y anticuerpos) van desde 10 a 35%.

Aungue mas productos biofarmacéuticos se encuentran en desarrollo, muchos de
ellos tienen problemas ya que algunos son tipicos de la terapia con polipéptidos,
incluyendo la corta vida media de circulacién, la inmunogenicidad, la degradacion
proteolitica, y la baja solubilidad. Varias estrategias se han convertido en formas de
mejorar las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamias de los productos
biofarmacéuticos, que incluyen: (1) la manipulacion de la secuencia de aminoacidos
para disminuir la inmunogenicidad y la escision proteolitica, (2) la fusion o
conjugacion a inmunoglobulinas y proteinas de suero, tales como albumina, (3) la
incorporacion a los vehiculos de suministro de farmacos para la proteccion y
liberacion lenta, y (4) la conjugacién de polimeros naturales o sintéticos.

Los biotecndlogos y farmacéuticos se han familiarizado con las propiedades

farmacoldgicas y bioldégicas mejoradas de polipéptidos terapéuticamente utiles que



tienen unido covalentemente al poli (etilenglicol) o PEG. Por ejemplo, la conjugacién
con PEG protege epitopos antigénicos del polipéptido, reduciendo el espacio libre
reticuloendotelial (RES) y el reconocimiento por el sistema inmune y la reduccién de
la degradacion por proteasas. La conjugacion con PEG también aumenta el tamafio
del polipéptido o farmaco utilizado, lo que reduce la filtracion renal y altera la
biodistribucidon. Los factores que afectan las propiedades anteriores son: (1) el
namero de cadenas de PEG unidas al polipéptido, enzima o farmaco, (2) el peso
molecular y la estructura de las cadenas de PEG unidas al polipéptido, enzima o
farmaco y (3) la ubicacién de los sitios de union del PEG que son utilizados para
unir el polipéptido, enzima o farmaco. La importancia en la calidad de reaccién con
PEG acoplado a péptidos proteinas o farmacos sélo se ha realizado en los ultimos
afos a medida que mas y mas farmacos modificados con PEG han alcanzado los
ensayos clinicos de fase tardia.

[I-2 PEG Y Pegilacion de forma quimica

El PEG es un poliéster de peso molecular elevado (5000 Da usado comunmente
para pegilar) formado por varias unidades de 6xido de etileno (etilenglicol), es decir,
su formula quimica corresponde con H{OCH2CH2)nOH. El PEG puede ser lineal o
ramificado con un grupo hidroxilo en cada extremo, no inmunogénico Yy
extremadamente soluble en agua y varios solventes organicos. Cada molécula de
PEG puede formar puentes de hidrogeno con 100 moléculas de agua. Las
moléculas de PEG no son toxicas, porque no interactian con las estructuras
biolégicas, con los tejidos ni con los 6rganos, ademas son facilmente desechadas
por el cuerpo através del rifion (pesos moleculares del polimero menores a 20 kDa),
o del higado (pesos moleculares arriba de 20 kDa). EL PEG esta aprobado, por la
Agencia Regulatoria de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA por
sus siglas en ingles), para su uso en humanos 19, La conjugacién de péptidos y
proteinas con diversos polimeros constituye actualmente un area de gran interés,
especialmente en la terapia oncoldgica, a la que se han incorporado proteinas
antitumorales, enzimas, citocinas, etc. La conjugacion con polimeros produce

cambios significativos en el perfil farmacocinético de las macromoléculas,



permitiendo superar algunas de las limitaciones que presentaban para su utilizacion
clinica. El principal cambio es un incremento en la semivida de eliminacion con un
aumento de la captacion celular por endocitosis. Una vez en sangre, se produce la
liberacién del conjugado a los compartimentos endosémicos y lisosémicos de la
célula, con descenso del pH (5,5-6,0). Una vez alcanzado el lisosoma se produce la
degradacion metabdlica por accion de las hidrolasas intracelulares.

La pegilacidon de proteinas con una o varias cadenas de polietilenglicoles (PEG) es,
posiblemente, el mecanismo de conjugaciéon mas desarrollado. La reaccion de
pegilacion mas frecuente implica al grupo g-amino de la lisina o grupos amino
terminales de las proteinas. Las biomoléculas conjugadas presentan propiedades
fisicoquimicas diferentes de las proteinas originales, como cambios en la
conformacion, impedimento estérico, capacidad de unién electrostatica, valores de
pK locales de la lisina, hidrofobia, punto isoeléctrico, etc. Estos cambios pueden
quedar reflejados, en principio, por variaciones en la actividad, detectada mediante
ensayos in vitro, y en la eficacia, establecida con ensayos in vivo. La fijacion a
receptores se reduce progresivamente al aumentar la masa molecular del polimero,
lo que produce un descenso de la actividad in vitro con tiempos de incubacion
cortos. Sin embargo, la eficacia de la proteina se incrementa como consecuencia
de los siguientes mecanismos:

* Retraso en el aclaramiento renal de la proteina, que produce un incremento en la
semivida de eliminacion y en el valor del area bajo la curva de niveles séricos. Este
altimo parametro refleja el «periodo de exposicién» y se relaciona, en ocasiones,
con la eficacia en modelos pK-pD.

» Mayor estabilidad frente a las enzimas responsables de la degradacion de péptidos
y proteinas, frecuentemente como consecuencia del impedimento estérico.

* Menores efectos adversos debido a que el PEG reduce significativamente la

inmunogenicidad y antigenicidad de las proteinas.

Desde 1990, 12 productos biofarmaceéuticos pegilados han sido introducidos en el
mercado como farmacos para uso humano (Tabla 1). Once son productos

biofarmacéuticos proteicos pegilados y uno es un aptamero pegilado (Macugen,



2003) administrado intravenosamente. Los componentes de PEG de estos
productos biofarmacéuticos varian ampliamente en cuanto al tamafio de la
estructura de ramificacion, y el tipo de acoplamiento. Adagen ®, Krystexxa ®,
Neulasta ®, Oncaspar ®, PEG-Intron ®, Somavert ® y Plegridy ® se pegilan con
moléculas de polietilenglicol que tienen un peso molecular entre 5-20 KDa. Cimzia
®, Macugen ®, Mircera ®, Omontys ® y Pegasys ® estan pegiladas con moléculas
de PEG de 30 6 40 KDa par aun mayor aumento de vida media, pero en este trabajo
se utiliza PEG de 400 Da. La diferencia entre los pegilados de las moléculas
actualmente en el mercado con pesos moleculares de mas de 5000 Da al pegilado
en este trabajo que utiliza 400 Da es porque las moléculas del cisplatino tienen que
entrar en el ndcleo de la célula y no acoplarse a las membranas de alguna bacteria
0 célula como distintos farmacos pegilados mencionados anteriormente. El
cisplatino tiene un peso molecular de 300.06 g/mol, es una molécula muy pequefia

gue puede introducirse facilmente dentro del nucleo de la célula.



Tabla 1. Farmacos actualmente en el mercado

Brand Name, Generic Name  Molecular Weight  PEG Size (kDa) [Number of  Patient Dose

Indication {Year Approved)

Human Route of Administration/

of Drug (kDa) PEGs per Drug Molecule] Duration of Treatment
Adagrnx, pegadamase 96126 Sheaz) Patient dependent Severe combined IM/chronic
(approcimately 15 1L/ immunodeficiency (1990
kyfwk) Us)
Oncaspar®, pegaspargase  453-548 5 |69-82| 2500 Wm* Leukermia (1994 US) VoM
Somaverte, pegvisomant 42.52 514.6) Maximum daily SC dose:  Acromegaly (2002 EU, 2003  SC/chronic
30 mg us)
Not intended for
pediatric population.
Krysteocan, pegloticase 540 10 |9 per 8 mg/2 wk Chronic gout (2010 US; WV infusionfonce every 2 wk
homotetrames (4)) 2003 8)
Peg- Introne, PEG- 3 1211 0.5-1.0 pgiky SC 1xjwk  Hepatitis C (2001 US; 2000 SC/imoor 1y
interferon alpha 2b (15 pg/kg SCIxjwkin  EU)
combo w/ribavirin)
Neulastaw, pegfilgrastim 19 20 1) 6 mgl Q 3 weeks Newtropenia (2002 US, EU)  SC
Mirceram, CERA; PEG-EPO 60 30 (1] 0.6 pgfkg once every 2 Anemia/chronsc renal IV and SC/chroaic
weeks fallure (2007 US, EU)
Omontys®, voluntary recall 45 40 |1 beanchaed | 0.04 my/kg bodly weight,  ESA: anemia/chronic rend IV or SC
reported 2/24/2013 ance a manth fatlure (voluntary recall)
Macugen®, pegaptanib 50 40 |1 branched| Intravitreal 1.6 mg Wet form of age related Intravitreal/repeated treatment
macular degeneration
{2004 LIS, 2006 EU)
PECASYS®, PEG-Interferon 60 40 |1 branched| 2.7 and 3.6 pgikg Chronic hepatitis C, B (2002  SCichronic
alpha 2a 1% week for 48 (cydle US. EU)
repeated)
Cimzian, certolizumab 9 40 |1 branched| 400 mg up to | « per Chronic, moderate to IV and SCJchronic
pegol month (after loading severe RA, Crohn's
dose) disease, axial
spondyloarthritis and
psoriatic arthritss (2008/
2008 US; 2008 EU)
Plegrdy®, peginterferon 44 2001 125 pg every 14 days Relapsing forms of multiple  SC

beta- (after loading dose) sclerosas (2014 US, ED)

En los dltimos afios se ha incrementado considerablemente el uso de biofarmacos
para el tratamiento de diferentes enfermedades. Sin embargo, éstos pueden poseer
una serie de desventajas, entre las cuales pueden mencionarse su corta vida media,
la posibilidad de reconocimiento y ataque por parte del sistema inmune y la digestion
proteolitica. Esto hace que sea necesaria una administracién frecuente para
alcanzar el efecto terapéutico deseado de manera sostenida. Con el propdésito de
superar estas limitaciones, en este trabajo se ha propuesto un técnica innovadora
para el acoplamiento de un polimero biocompatible a un farmaco usado
comunmente para el tratamiento contra diversos tipos de cancer (Cisplatino) usando
dos métodos de modificacion estructural al farmaco, el primero método y que es el
mas usado en la actualidad es haciendo reaccionar quimicamente el polimero con
el farmaco, esta técnica es la que se lleva a cabo cominmente entre los farmacos
que actualmente estan en el mercado. Hay diversas metodologias que sugieren una
pegilacion por métodos quimicos pero nunca por métodos fisicos. En este trabajo

se propone otra técnica la cual es por medio de reacciones ionizantes en donde se



ataca a la molécula de PEG para formar radicales libre por medio de una radiacion

a la molécula para que de esta manera el farmaco pueda unirse a ella.

[1-3 RADIACION Y PEGILACION POR METODO FiSICO

La irradiacion de polimeros con el objetivo de producir materiales avanzados, los
cuales responden a distintos requerimientos, es un campo en permanente
desarrollo. Por ejemplo, las irradiaciones utilizando radiacion gamma o electrones
de altas energias constituyen actualmente técnicas convencionales utilizadas a
nivel comercial. No asi es la aplicacion de iones pesados con estos mismos fines
ya que obtener y manipular haces de iones es mas complejo y por lo tanto mas
costoso. A diferencia de las radiaciones gamma, que afectan el material como un
todo, o la irradiaciéon con un haz de electrones, los cuales penetran unos pocos
milimetros de profundidad en la muestra con una direccion erratica, los iones
pesados depositan una altisima densidad de energia en un rango de soélo unos
pocos micrones. Debido a este hecho se inducen cambios fisico-quimicos muy
complejos en la superficie del material irradiado.

Tipos de radiacién

La radiacion se puede dividir en dos grupos.

1. Radiacion de baja densidad de ionizante (baja transferencia de energia lineal
(LET)) tales como los rayos x y rayos y.

2. Radiacion densamente ionizante (alta LET) producida por los iones pesados de

alta energia.

Estos dos grupos se diferencian por la dosis suministrada y por la produccion de

diversos fendbmenos fisicos y quimicos inducidos por la radiacion.
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[I-3-1 Radiacién escasamente ionizante

Este tipo de radiacion es el mas usado en el campo de radiacion de los polimeros.
Las muestras irradiadas son de gran espesor porque el rango de radiacion utilizada
es de algunos centimetros para rayos X y y. La deposicion de energia se produce
de forma homogénea sobre todo el volumen de la muestra, esto hace que sea
posible definir exactamente la dosis absorbida de la misma. Las reacciones
quimicas que se producen con este tipo de radiacion han sido bien estudiadas,
especialmente en términos de cambios fisicos y quimicos, ya que algunas de estas

transformaciones se utilizan en aplicaciones industriales.

[I-3-2 Cambios quimicos producidos

Los cambios quimicos causados por efecto de la radiacion dependen en gran
medida del peso molecular del polimero. Se observé que la energia depositada
requiere para producir ionizacion primaria y de excitacion (20-30 eV) es mucho
mayor que la energia de enlace de muchas sustancias organicas simples (3-5 eV).
Por ejemplo, hidrocarburos lineales las uniones C-H se rompen mas frecuentemente
que las uniones C-C, a pesar de baja energia de unién. Ademas los cambios fisico

guimicos dependen también del lugar en la molécula donde ocurre la interaccion.

Los cambios quimicos mas comunes en moléculas organicas irradiadas son:

» Desprendimiento de gas, donde el hidrégeno es el mas importante porque es el
mas ligero.

* Creacion de dobles enlaces.

* Corte de uniones C-C, para formar compuestos de menor peso molecular.

» Reacciones radical-radical para formar moléculas de mayor tamafio.

Estos mismos procesos se observan en la irradiacién de polimeros. Por ejemplo, el
desprendimiento de gas, la presencia de dobles enlaces y corte de cadenas. Este
ultimo efecto destruye el material, ya que al cortar las macromoléculas reduce su
peso molecular y por lo tanto su resistencia mecanica. Ademas, la combinacion de

radicales que unen una cadena con otra, genera el fenébmeno de reticulacion, lo que
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aumenta el peso molecular del material. Esta reticulacion eleva el punto de fusion
del polimero y hace que sea insoluble en los solventes que normalmente suelen
atacarlo. Hay polimeros en los cuales la irradiacion produce mas cortes de cadena
que entrecruzamiento y otros en los que ocurre lo contrario. Los polimeros en los
cuales el mecanismo predominante es el corte de cadenas, son denominados como
de revelado "positivo". Las zonas irradiadas se disuelven mas rapidamente que las
zonas no afectadas por la radiacion. Mientras que los polimeros donde predomina
el entrecruzamiento se denominan de revelado “negativo”. En estos ultimos las
zonas irradiadas son menos solubles y son més resistentes al ataque quimico del

disolvente.

Los procesos mencionados en el parrafo anterior se producen si la irradiacion se
lleva a cabo en una atmosfera inerte. En presencia de oxigeno prevalece la

degradacion efecto oxidativo. Esto se puede resumir con las siguientes reacciones:

CHy —CHy —CHy— ~» Heo+ —-CHy — CH o« —CH, 1.0

CHy —CH e —CHy+ Oy ~ —CHy— CH — CH, 1.2

|
(e

13

CHy—CH — CHy— ~» —CHy = CH = O + o0 — CH,
|

(X)e

Figura 1. Cambios quimicos en la molécula irradiada. El sin®,0lo  representa un

radical libre

Los polimeros que tienden a realizar entrecruzamiento son irradiados en presencia
de aire y puede producir cortes de cadena sin que se entrecrucen. El radical
peréxido formado en la reaccion (1.2) puede conducir a la aparicion de peroxidos,
gue inician un proceso lento después de dafio por irradiacion. Estos peréxidos se
pueden utilizar para producir copolimeros de injerto.

I1-3-3 La alta densidad de ionizacion
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Este es el campo de varios estudios especificos tales como la deteccion de
particulas de alta energia (ya sea en el espacio o las producidas por un acelerador
de particulas), la formaciéon de agujeros micrométricos de tamafo controlado
(membranas), micrografias y otros. El rango de esta radiacion es muy pequefio y
existe una gran dificultad para caracterizar los cambios quimicos que ocurren en el
material a causa de la pequefia porcion de material afectado. La energia depositada
en cada trayectoria es caracteristica del tipo de i6n y su energia. El radio efectivo
de la traza afectada no esta claramente definido por lo tanto no se puede hablar de
una dosis absoluta depositada en términos de Grays sino de una dosis promedio.
Es por ello que la magnitud relevante aqui, es la influencia del haz de iones. Una
caracteristica muy importante es que la dosis local real responsable de los cambios
quimicos y estructurales inducidas, son varios 6rdenes de magnitud més alta que la

utilizada en las radiaciones convencionales.

[I-3-4 Dafios en los polimeros producidos por haces de iones

Los efectos producidos por la irradiaciébn son una consecuencia de la transferencia
de energia de los proyectiles al material. Si la energia T transferida a un nucleo
atomico en una colisidbn nuclear es menor que su energia de ligadura Eb, éste
comenzara a oscilar alrededor de su posicion de equilibrio. Este movimiento se
transfiere a los &tomos vecinos en forma de fonones y finalmente se disipa como
calor.

Si T = Eb, los atomos del material pueden ser removidos de su sitio original, pero
retornaran luego mediante un proceso de difusion formando un radical, es decir, un
atomo ligado excitado.

Para T >>Eb el atomo del blanco queda libre para moverse distancias mayores que
en el caso anterior y puede colisionar con otros atomos, formando asi una
subcascada. Al aumentar T la probabilidad de que el atomo difunda y se recombine
decrece, por lo tanto lo que se genera es un dafio permanente (cortes de la cadena
polimérica). En los polimeros Eb es del orden de 15 eV (un par de iones producido
cada 30 eV).
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La transferencia de energia a los electrones del medio genera una excitacién o
ionizacion de los atomos del blanco. Para energias transferidas bajas los electrones
mas externos, responsables de las uniones atémicas, se ven afectados, y para
energias altas son los electrones internos los que puede ser excitados o expulsados
(electrones Auger). Los detalles de los procesos de excitacidn electronica en
polimeros son muy complejos y estan intimamente relacionados con la estructura
quimica del mismo. La naturaleza de los defectos formados en estos materiales
debido a la radiacidbn son completamente diferentes a los formados en metales,

semiconductores y cristales i6nicos.

[I-3-5 Formacién de trazas de materiales poliméricos

Se denominan trazas ionicas a las zonas de un material que como consecuencia
del impacto del ion son perturbadas y sus efectos permanecen en el tiempo. Un ion
es considerado rapido o veloz si su velocidad es mayor que la velocidad de Bohr
(0,22 cm/ns). Aunque hay varios modelos que describen los mecanismos de
formacion de las trazas, aun no existe un consenso general con respecto a los
detalles de dichos procesos. Sin embargo, hay acuerdo en que la perdida de energia
electronica Se = (dE/dx)e juega un papel dominante, que la densidad de ionizacion
debe ser muy elevada, y que la energia de excitacién electronica debe ser
dispersada suficientemente despacio para que la traza se forme. La extensién radial
de las trazas queda determinada por los electrones secundarios (rayos &) creados

por el paso del ion.

[I-3-6 Estado de carga del proyectil

Estado de carga del proyectil La interaccion entre el proyectil y el blanco depende
de la velocidad del primero vp, pues determina como se frena al atravesar el

material. Un ion rapido pierde todos o casi todos sus electrones en los primeros nm

de penetracion, y conserva solo aquellos cuya velocidad orbital es mayor que vp.
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Dependiendo de esta velocidad, el proyectil presenta una carga efectiva Zef dada
por la relacion empirica

Zef=vyZp
Donde:

¥ =1—exp(—v,/(vg Z}3)) =1 —exp(—1253/ Z27)

Donde Zp es la carga original del ion, vO la velocidad de Bohr, B =vp/cy c la
velocidad de la luz. La energia del proyectil por nucleon [MeV/uma] se denomina
energia especifica. Los iones que tienen la misma energia especifica tienen la
misma velocidad. Generalmente el proyectil tiene una carga menor que la carga de
equilibrio, luego de entrar en el blanco. Esto hace que se frene menos en los
primeros pocos nm de su trayectoria, y por lo tanto que el dafio en el material sea
menor. Sin embargo no queda claro por qué las zonas de menor dafio observadas
en general se extienden mas alla de lo esperado. Es posible que se deba a procesos

de difusion dentro del polimero dafiado.

Dentro de la conjugacion de biomoléculas a polimeros ha sido muy estudiada y se
ha demostrado que bioconjugacion de metoxi—polietilenglicol (MPEG) con
biomoléculas es una de las estrategias de eleccidn. Esta estrategia se conoce con
el nombre de pegilacion. Al transcurrir los afios, se han desarrollado una gran
cantidad de biofarmacos pegilados, algunos de los cuales han recibido la
aprobacion de las autoridades sanitarias, siendo rutinariamente empleados como
agentes terapéuticos. En el presente trabajo se utiliza como medicamento el
cisplatino ya que este medicamento es muy importante en el area clinica se utiliza

comunmente para tratar diversos tipos de cancer.
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[I-4 CISPLATINO

[I-4-1 BREVE HISTORIA DEL CISPLATINO

De los farmacos anticancerosos mas utilizados hoy en dia es el
cisdiamminedichloroplatinum (ll) o cisplatino, originalmente conocido como cloruro
de Peyrone, se prepard por primera vez en 1844 por el quimico italiano Michele
Peyrone. Mas tarde desempefié un papel central en la obra ganadora del Premio
Nobel del quimico suizo Alfred Werner (1866-1919) sobre la isomeria en complejos
inorganicos. La actividad citostatica del cisplatino fue descrita por primera vez por
Barnett (Barney) Rosenberg (1926-2009) y compafieros de trabajo en 1965, y
progreso rapidamente hacia la clinica la incorporacion del cisplatino a los liposomas
parece que impide que el farmaco alcance eficazmente el lugar de accién
imposibilitando que establezca los aductos DNA-platino. Barnett Rosenberg en la
Universidad del Estado de Michigan descubrié que la electrdlisis de electrodos de
platino genera un complejo de platino soluble que inhibe la fision binaria en las
bacterias Escherichia coli. Aunque el crecimiento de la célula bacteriana continla,
la division celular fue tomada, las bacterias que crecen en forma de filamentos de
hasta 300 veces su longitud normal. El complejo octaédrico Pt cis PtCl42, pero no
el isébmero trans, se encontré que era eficaz en forzar el crecimiento filamentoso de
las células de E. coli. El plano complejo Pt cuadrado, cis PtCI22 resulté ser ain mas
eficaz en forzar el crecimiento filamentoso. Este hallazgo condujo a la observacion
de que cis PtCI22 era de hecho muy efectivo en la regresion de la masa de los
sarcomas en ratas. La confirmacion de este descubrimiento, y la extension de las
pruebas para otras lineas de células tumorales en marcha las aplicaciones
medicinales de cisplatino. A partir de 1971, esta droga fue introducida en el
tratamiento de varios tipos de neoplasias en el hombre, afiadiéndose al arsenal
quimioterapéutico y consiguiéndose un importante incremento de respuestas
terapéuticas en gran variedad de tumores solidos, con especial efectividad en

neoplasias genitourinarias y de ovario. El cisplatino fue aprobado para su uso en el
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cancer de testiculo y ovario en los EE.UU. por la Food and Drug Administration, el
19 de diciembre de 1978.

lI-4-2 CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

El cisplatino es un complejo hidrosoluble, con un nucleo cuadrado que contiene dos
atomos de cloro y dos grupos amino en posicion cis. Este une en forma bifuncional
los anillos de los atomos de nitrégeno de las purinas y piridinas, perdiendo sus iones
cloro y siendo reemplazados por la base subligante; este puente de union y la
formacion de puentes reversibles en el DNA es similar a la accion de los agentes
alquilantes bifuncionales. Su mecanismo de accion es inhibir la sintesis de DNA v,

en menor grado, la de RNA y proteinas.

Es un polvo amarillo cristalino, ligeramente soluble en agua, escasamente soluble
en dimetilformamida y practicamente insoluble en alcohol. Sus soluciones acuosas
presentan un alto grado de inestabilidad con rapida degradacion del complejo. El
rango de pH de las soluciones es entre 3.5y 6.5.

Se encontré que la descomposicion es primordialmente debida a la formacién
reversible de cis-diaminoacuocloroplatino, con la extension de dependiente que es

la descomposicion en el farmaco de la concentracién del ion cloruro.

El cisplatino es estable en una disolucion de NaCl 0,9 % a 25 °C, durante al menos
24 h. Sin embargo, en disoluciébn acuosa, se hidroliza facilmente (Figura 2),
estableciéndose un equilibrio entre aproximadamente el 30 % del cisplatino inicial y
los productos cis-[PtCI(H20)(NH3)2]+ (monoacuo cisplatino), cis-
[Pt(H20)2(NH3)2]2+ (diacuo cisplatino) y los complejos hidroxo cis-
[PtCI(OH)(NH3)2] (pKa = 6,56),8 cis-[Pt(OH)2(NH3)2] (pKa = 7,3) vy
cis[Pt(OH)(H20)(NH3)2]+ (pKa = 5,6).
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Figura 2. Mecanismo de hidrolisis del cisplatino

El cisplatino esta indicado para el tratamiento paliativo en tumores testiculares y de
ovario metastasicos, cancer de mama, cancer avanzado de vejiga y carcinoma de
células escamosas de cabeza, cuello. Puede utilizarse en monoterapia o en
asociacion con otros agentes citostaticos en gran variedad de esquemas
posoldgicos y combinacion con otros farmacos segun los diversos tipos de tumores.

Entre las combinaciones quimioterapéuticas con otro antineoplasico las mas
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frecuentes son con ciclofosfamida, bleomicina, doxorubicina o vinblastina. En otros
tumores como los del area de cabeza y cuello, eséfago, osteosarcoma, cancer

microcitico y no microcitico de pulmdn se han logrado significativos avances.

El producto terminado aparece como oficial en la BP 2010 como solucién estéril en

vehiculo acuoso, asi como en la USP en forma de liofilizado.

lI-4-3 MECANISMO DE ACCION DEL CISPLATINO

El cis- diaminodicloroplatino(ll) o cisplatino es un farmaco capaz de dafar al ADN,
formando aductos que incluyen entrecruzamientos entre proteinas del ADN,
monoaductos y entrecruzamientos inter e intracatenarios. Estos aductos inhiben las
ADN y ARN polimerasas, interfieren con la divisién celular y la muerte celular
programada.

La reactividad del cisplatino esta influenciada por la concentracion de cloruros al
interior y exterior de la célula. Al exterior de la célula hay una concentracion 100 mM
y el cisplatino es relativamente menos reactivo; en contraste en el interior de la
célula hay una concentracion de 2 a 30 mM, elevando la actividad del cisplatino. El
cisplatino se administra por via intravenosa, una vez en la circulacion sanguinea,
una fraccibn se une a proteinas plasmaéticas, principalmente por aquellas que
poseen grupos tioles; el cisplatino que queda de manera libre se internaliza a la
célula por medio de difusion pasiva. Ya dentro de la célula al haber una baja
concentracion de cloruros, uno de sus atomos de cloro es sustituido por una
molécula de agua formando el cation [Pt(H20)2(NHz)2]%*, esta especie diaquo, es
muy reactiva hacia los centros nucleofilicos de biomoléculas por ejemplo las purinas
del ADN, debido a que el H20 es mejor grupo saliente que el CI- (figura 3). El sitio
de interaccion para la union de cisplatino al ADN corresponde a dos bases guaninas
adyacentes en la posicion N7 del anillo imidazolio (Gémez-Ruiz et al., 2012), debido
a su gran nucleofilia. El cisplatino se une entre ambas hélices de la cadena del ADN,

formando aductos Adenina-Guanina o Guanina-Guanina. Estas uniones hacen que
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la cadena de ADN se distorsione, siendo reconocida dicha distorsion por una o0 mas
proteinas unidas a la cadena de ADN. Estas proteinas son las encargadas de iniciar

la reparacion del ADN dafiado o causar la muerte celular (apoptosis).
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Figura 3. Mecanismo de accion del Cisplatino



lI-4-4 POSOLOGIA Y ELIMINACION

La administracion de cisplatino esta indicada en tumores metastasicos de testiculo
y ovario, cancer avanzado de vejiga, carcinoma de células escamosas de cabezay
cuello, en carcinoma de pulmén (microcitico y no microcitico) y mama. Entre las
pautas posoldgicas de cisplatino mas empleadas en monoterapia esta la
administracion intravenosa de 50-100 mg/m? cada 3 semanas en perfusion de 2 a 7
horas de duracién. Las pautas posoldgicas empleadas en combinacion con otros
agentes varian segun protocolo y oscilan entre 75-100 mg/m? cada 3 o 4 semanas.
En el caso de tumor testicular metastasico, el esquema habitual de cisplatino en
combinacién con otros antineoplasicos es de 20 mg/m? en perfusion intravenosa de
30 minutos cada 24 h durante 5 dias consecutivos. Este esquema se repite cada 3

semanas durante un minimo de 3 ciclos.

A las dosis habitualmente empleadas en clinica, las mayores concentraciones de
platino se alcanzan en higado, prostata y rifibn, son algo menores en vejiga,
musculo, testiculo, pancreas y bazo, y las concentraciones mas bajas se alcanzan
en intestino, capsulas suprarrenales, corazén, pulmén, cerebro y cerebelo. Por
tanto, cisplatino presenta un elevado volumen de distribucién que en estado de
equilibrio estacionario es aproximadamente 63,7 L. El volumen de distribucién
determinado en compartimento central oscila alrededor de 20 L, con una variabilidad
interindividual cercana al 50%. Tras la administracion intravenosa, las
concentraciones plasmaticas disminuyen de forma biexponencial como
consecuencia de su amplia distribucién a tejidos y de su excrecion renal. Su
semivida en la fase rapida de disposicion (fase alfa) es de 10-40 minutos y se estima
gue el aclaramiento renal estd alrededor de 0,7 L/h, con una variabilidad
interindividual que varia entre el 16 y el 54%. No obstante, cisplatino se une a
diversas proteinas (glutation y albumina), aminoacidos (metionina y cisteina) y
nucleotidos formando complejos de peso molecular superior a 50 KDa. La unién a
proteinas es >90% y la fase de eliminacion beta es prolongada. De hecho, tan solo

entre el 27 y el 45% de la dosis administrada se elimina en un periodo de 84 a 120
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hora. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que pacientes tratados con
una dosis estandar de cisplatino presentan concentraciones detectables en plasma
y tejidos afios después de su administracion. Cisplatino también es excretado en

una pequefia proporcion en la bilis y en saliva.

[I-4-5 REACCIONES ADVERSAS

Nefrotoxicidad: la insuficiencia renal dosis-dependiente y acumulativa es la
principal toxicidad limitante de dosis. Se ha observado toxicidad renal en el 28-36
% de los pacientes tratados con una dosis Unica de 50 mg/m? . Los primeros signos
aparecen durante la segunda semana tras la administracion de la dosis, y se
manifiestan por elevaciones en el BUN y creatinina, acido arico sérico y/o
disminucion del aclaramiento de creatinina. La toxicidad renal se hace mas
prolongada y grave tras la repeticion de ciclos de tratamiento. Antes de iniciar un
nuevo tratamiento con CISPLATINO debera comprobarse que la funcién renal se

ha normalizado.

La alteracion de la funcion renal se asocia con la lesion del tubulo renal. La perfusion
de cisplatino de 6 a 8 horas, por hiperhidratacion intravenosa y manitol, puede
reducir la nefrotoxicidad. No obstante, puede aparecer nefrotoxicidad adn después
de utilizar estos procedimientos.

Ototoxicidad: se ha observado ototoxicidad en hasta el 31% de los pacientes
tratados con una dosis Unica de 50 mg/m? de cisplatino, que se manifiesta por
tinnitus y/o pérdida de audicion en las frecuencias altas (4.000 a 8.000 Hz).
Ocasionalmente puede aparecer disminucién auditiva en los tonos normales de
conversacion. Los efectos ototoxicos pueden ser mas graves en nifios tratados con
cisplatino. La pérdida auditiva puede ser unilateral o bilateral, y tiende a ser mas
frecuente y grave con la repeticion de las dosis. Sin embargo, en raras ocasiones
tras la dosis inicial de cisplatino se ha descrito sordera. La ototoxicidad puede

potenciarse por irradiacion craneal previa o simultanea y puede estar relacionada
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con la concentracion plasmatica maxima de cisplatino. No esta claro si la
ototoxicidad inducida por cisplatino es reversible. Deben realizarse pruebas
audiométricas antes y durante el tratamiento. También se ha descrito toxicidad

vestibular.

Hematolégicas: el 25-30% de los pacientes tratados con cisplatino presenta
mielosupresion. Los nadires de plaquetas y leucocitos circulantes se presentan
entre los dias 18 y 23 ( intervalo de 7,5 a 45), recuperdndose la mayoria de los
pacientes alrededor del dia 39 (intervalo de 13 a 62). La leucopenia y
trombocitopenia son mas acusadas a dosis mas elevadas (> 50 mg/m2 ). La anemia
(descenso de 2 g hemoglobina/100 ml) aparece con la misma frecuencia y al mismo
tiempo que la leucopenia y trombocitopenia. Cisplatino tiene un efecto sensibilizante
sobre los eritrocitos, produciendo en ocasiones, un resultado positivo en el test de
Coombs directo de anemia hemolitica. No se ha establecido la incidencia, gravedad
e importancia relativa de este efecto, en relacion con otras toxicidades
hematoldgicas, pero debe considerarse la posibilidad de un proceso hemolitico en
cualquier paciente en tratamiento con cisplatino y que haya presentado un descenso
inexplicable de hemoglobina. Los procesos hemoliticos revierten con la interrupcion
de la terapia. En raras ocasiones se ha descrito el desarrollo de leucemia aguda
coincidiendo con el uso de cisplatino. En estos casos, cisplatino estaba siendo

administrado en combinacién con otros agentes leucemogenos.

Gastrointestinales: en la mayoria de los pacientes tratados con cisplatino se
producen vémitos y nauseas intensos, siendo ocasionalmente tan graves que
precisen discontinuar el tratamiento. Las nauseas y vomitos se manifiestan,
habitualmente, dentro de las 4 horas siguientes al inicio del tratamiento con una
duracion de hasta 24 horas. Vémitos, nduseas y/o anorexia de diferente intensidad,
pueden mantenerse hasta una semana después de iniciado el tratamiento. La
aparicion de nauseas y vomitos tardios (comienzo o mantenimiento durante 24

horas o mas después de la quimioterapia) se ha observado en pacientes que habian
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alcanzado el control emético total el dia de la administracion de la terapia con

cisplatino. También se ha descrito la aparicién de diarrea.

Alteraciones de los electrolitos séricos: se ha comunicado la aparicion de
hipomagnesemia, hipocalcemia, hiponatremia, hipopotasemia e hipofosfatemia en
pacientes tratados con cisplatino y que estan posiblemente relacionados con la
lesion de los tubulos renales. En ocasiones se han descrito casos de tetania en
aguellos pacientes con hipocalcemia e hipomagnesemia. Generalmente, los niveles
normales de electrolitos séricos, se recuperan con la administracion suplementaria
de electrolitos y tras la interrupcion del tratamiento con cisplatino. También se ha

descrito el Sindrome de secrecion inadecuada de la hormona antidiurética.

Hiperuricemia: se ha descrito hiperuricemia con una frecuencia similar al aumento
de BUN y creatinina sérica. Es mas acusada con dosis superiores a 50 mg/m2 y los
niveles maximos de acido urico aparecen generalmente entre los dias 3-5 de la
administracion de la dosis. El tratamiento de la hiperuricemia con alopurinol resulta

efectivo en la reduccién de los niveles de acido Urico.

Neurotoxicidad: Se ha observado en algunos pacientes neurotoxicidad,
habitualmente caracterizada por neuropatias periféricas. Las neuropatias suelen
aparecer tras tratamientos prolongados (4 a 7 meses); no obstante, se han descrito
sintomas neurologicos tras una dosis Unica. Aunque los signos y sintomas
normalmente se desarrollan a lo largo del tratamiento, raramente comienzan
después de la ultima dosis de cisplatino. La neuropatia puede progresar después
de la interrupcién del tratamiento. También se han descrito el signo de Lhermitte,
mielopatia de la columna dorsal y neuropatia autondmica. Si se observa algun
sintoma, el tratamiento con cisplatino debe interrumpirse. Los datos preliminares
indican que la neuropatia periférica podria ser irreversible en algunos pacientes.
Asimismo, se han descrito calambres musculares de rapida aparicion y corta
duracion. Se han observado en pacientes que habian recibido una dosis acumulada

relativamente elevada de cisplatino, y en aquellos que presentaban neuropatia
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periférica relativamente avanzada. También se han descrito pérdida del gusto y

convulsiones.

Toxicidad ocular: en raras ocasiones se han comunicado neuritis Optica,
papiledema y ceguera cerebral en pacientes que recibian las dosis recomendadas
de cisplatino. Después de la interrupcion del tratamiento con cisplatino se produce
normalmente una mejoria y/o la recuperacion total. Se han utilizado esteroides, con
0 sin manitol; sin embargo no se ha establecido su eficacia. Se han comunicado
vision borrosa y alteracién en la percepcion de los colores en pacientes tratados con
una intensidad de dosis superior a la recomendada. La alteracion en la percepcion
de los colores se manifiesta como pérdida en la discriminacién del color,
particularmente en el rango azul-amarillo. En el examen de fondo de ojo, la Unica

evidencia es una pigmentacion irregular en la retina del area macular.

Reacciones anafilacticas: en ocasiones se han descrito reacciones anafilacticas
en pacientes expuestos previamente a cisplatino. Las reacciones se manifestaron
como edema facial, sibilancias, taquicardia e hipotensién a los pocos minutos de la
administracion del farmaco. Estas reacciones pueden controlarse por posibles
reacciones anafilacticas, los pacientes que estan recibiendo cisplatino de
administracion intravenosa de adrenalina, corticosteroides y antihistaminicos.
Debido a las posibles reacciones anafilactoides, los pacientes que estan recibiendo
cisplatino deben ser cuidadosamente vigilados y debera disponerse del material y
medicacion adecuados para tratar esta complicacidn. Hepdaticas: a las dosis
recomendadas de cisplatino pueden producirse elevaciones transitorias de los
enzimas hepéticos y bilirrubina.

Otras toxicidades: en raras ocasiones se han comunicado toxicidades vasculares,
que coinciden con el uso de cisplatino en combinaciébn con otros agentes
antineoplasicos. Los eventos son clinicamente heterogéneos y pueden incluir infarto
de miocardio, accidente cerebrovascular, microangiopatia trombotica (sindrome

hemolitico urémico) o arteritis cerebral. Se han propuesto varios mecanismos para
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estas complicaciones vasculares. También se han comunicado casos de fenédmeno
de Raynaud en pacientes tratados con la combinacion de bleomicina, vinblastina
con o sin cisplatino. Se ha sugerido que el desarrollo de hipomagnesemia, que
coincide con la utilizacién de cisplatino, puede ser un factor afiadido, aunque no
esencial, a este evento. Sin embargo, se desconoce si la causa del fenbmeno de
Raynaud en estos casos es la propia enfermedad, un compromiso vascular
subyacente, la bleomicina, la vinblastina, la hipomagnesemia, o la combinacion de

alguno de estos factores.

En raras ocasiones se han comunicado anomalias cardiacas, hipo, elevaciones de
la amilasa sérica y rash. También se ha descrito alopecia. En raras ocasiones se ha
descrito toxicidad local en tejidos blandos como consecuencia de la extravasacion
de cisplatino. La infiltracién de soluciones de cisplatino puede producir celulitis,

fibrosis y necrosis tisular

El aclaramiento del cisplatino pegilado liposomal (medido como platino total en
plasma) es unas 100 veces inferior al del cisplatino tradicional y se ha observado
que el numero de aductos DNA-platino en las células tumorales es entre 10 y 100
veces menor que cuando el cisplatino se administra en forma no liposomal. Estos
datos hicieron que no progresara el desarrollo clinico de esta preparacion (Blower
P, 2005)
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CAPITULO Il METODOLOGIA

CAPITULO Il
METODOLOGIA

II-1 MATERIALES Y METODOS

[1I-1-1 REACTIVOS

Farmaco Cisplatino en polvo, adquirido de Sigma- Aldrich Chemistry, Inc, USA.
Metoxi-Polietilenglicol (MPEG) de tamafio 400 Daltons adquirido de Sigma- Aldrich
Chemistry, Inc, USA, Cloruro cianurico adquirido de Sigma- Aldrich Chemistry, Inc,

USA. Todos los demas reactivos quimicos fueron de grado analitico para analisis.

[11-1-2 EQUIPOS
Equipo de dispersion de luz dinamica (Brookhaven 90 Plus), espectrometro de

mediano y cercano infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) Bruker Vector 33,
con los accesorios de Reflectancia Difusa (RD) y Reflectancia Total Atenuada (RTA)
y Equipo de reactor nuclear gammacell 200 utilizando como radiacion gamma
cobalto 60.

l1I-1-3 METODOLOGIA

[11-1-3-1 Pegilacion Quimica

Se realizé la estandarizacion de la reaccién del farmaco para pegilar por método
quimico, haciendo reaccionar metoxipolietilenglicol en un tubo de ensaye y
agregando la solucién molar del Farmaco a pegilar, esto para llevarse a cabo un
ataque nucleofilico a la molécula del cisplatino y de esta manera poderse unir en los
extremos de los grupos amino de la molécula (figura 2). La reaccién se llevo a cabo
a temperatura ambiente en un rotador para tubos de ensaye en un tiempo de 3
horas y después se dejo en reposo aproximadamente 20 minutos para proceder al

ultracongelamiento. Después de llevar a cabo el ultracongelamiento procedié su
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concentracion por medio de una liofilizacion para cada muestra obtenida (figura 5).
Como paso final se procedi6 a su caracterizacion por medio de la técnica dispersion
de luz dinamica para comparar los tamafios de cada muestra obtenida en la
reaccion y los que no fueron modificados, también se hizo un analisis en los grupos

funcionales de la estructura molecular del cisplatino por medio de Infrarrojo (IR).
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Figura 4. Ataque nucleofilico de polietilenglicol activado con cloruro cianarico
hacia el cisplatino
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A una solucién de cisplatino

en concentracion 15, 25y 50 Pasado ese tiempo se deja en

microM se le afiaden 3mL de ultracongelamiento a -70 °C

buffer de carbonato de sodio para su liofilizacion
15mMaunpHde9

se le afiadié 0.0005 gramos
de mPEG activado con Cloruro
cianurico

Se deja en un mezclador
durante 3 h

Figura 5. Esquema de la pegilacion de metoxipolietilenglicol activado con cloruro
cianurico

[1I-1-3-2 Pegilacién Fisica (Reacciones lonizantes)

La pegilacién del medicamento se realiza utilizando un reactor nuclear gammacell
200 con radiacion gamma cobalto 60. Se realiza la irradiacion con un haz de
electrones, que penetran a pocos milimetros con una direccion especifica a
concentraciones de cisplatino 15, 25 y 50 puM. Los iones pesados depositaran una
alta densidad de energia. Estas perturbaciones de iones a 10 eV inducidos cortaran
dichas cadenas (escisidén), produciran la union entre las cadenas poliméricas
(reticulacién) con el medicamento. Este proceso de pegilacién propuesto por la
forma fisica se lleva a cabo en un reactor nuclear gammacell 200 utilizando como
radiacion gamma Cobalto 60. El acoplamiento molecular del cisplatino con el

polimero se llevé a cabo con proporciones estequiométricas en una solucion con



buffer para mantener las mismas condiciones y con las mismas concentraciones
con las que se realizaron el método Quimico con una duracion de 1 horas el
producto fue una solucion de color amarillenta y se dejo a temperatura ambiente

para después proceder a la caracterizacion por dispersion de luz e IR.

Para la caracterizacion de ambos métodos de pegilacion, se tomaron 0.001 gramos
en un vial con 10 mL de agua destilada para su caracterizacion en DLS para el

método Quimico y 1mL para el método Fisico.

Para la caracterizacion por IR se tomaron en estado solido y se midieron en el

espectro en un rango de nimero de onda de 400 a 4000 cm-1.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron las modificaciones de 3 diferentes concentraciones de cisplatino (15,
25 y 50 uM) por un método tradicional de forma quimica en donde se llevé a cabo
hacer primero el acoplamiento de grupo metoxi al polietilenglicol y después la
activacion con cloruro cianurico. Este proceso se realizé en un mezclador con buffer
de carbonatos con una duracion de 3 horas dejando reposar 20 minutos. Al terminar
la reaccién el producto se ultracongel6 a -70 °C por un dos dias, al finalizar este
proceso se procedié a una liofilizacion en donde el producto fue un polvo de color
amarillento donde se encuentra el medicamento y el polimero acoplados y se
conservo en refrigeracion hasta su utilizacion para la caracterizacién en Dispersion
de luz e IR. EIl proceso de pegilacion propuesto por la forma fisica se lleva a cabo
en un reactor nuclear gammacell 200 utilizando como radiaciéon gamma cobalto 60.
El acoplamiento molecular del cisplatino con el polimero se llevd a cabo con
proporciones estequiométricas en una solucién con buffer para mantener las
mismas condiciones y con las mismas concentraciones que se realizaron por el
método quimico con una duracién de una hora, el producto fue una solucion color
amarillenta y se dej6 a temperatura ambiente para después proceder a la
caracterizacion por dispersion de luz. Se tom6 0.001 gr en un vial con 10 mL de
agua destilada para su caracterizacién por Dispersion de luz dinamica para el caso

del método tradicional y 1 ml para el método fisico.

Los histogramas representan el promedio de tamafio de particula medida en
Dispersion de Luz Dinamica (DLS) con un equipo marca Brookhaven modelo
BI1200SM con un correlador digital de alta velocidad PCI-BI90O00AT que permite
analizar muestras con un tamafo de particula desde 5 nm hasta 2 micras. La fuente

de luz del equipo de dispersion es un laser de He-Ne de 35 mW modelo 9167EB-1
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marca Melles-Griot. Las muestras medidas se analizaron en un rango de 50 nm a
5000 nm. Los blancos medidos de cada una de las muestras no pegiladas tienen un
tamafo de particula similar de rango 200 a 238.34 nm mientras que en las diferentes
concentraciones de cisplatino pegilado con peso molecular de 400 Daltons de
polietilenglicol dan tamafios de particula diferentes (Figura 6). Los espectros de
infrarrojo (IR) se tomaron en estado solido (pastillas de KBr) y se midieron en el
espectrometro de la casa Broker Tensor 27, en un rango de niumero de onda de 400
a 4000 cm-1. Las bandas caracteristicas del cis-[Pt(NH3)2CI2 estan representadas
con los picos de los grupos funcionales de las moléculas dependiendo de la
excitacion vibracional de los enlaces medidos en longitud de onda, el enlace
representado por Pt-Cl con el numero 4 y 5 (figura 7) dio una longitud de onda de
3500, 3230 cm-1, para Pt-amina estan en la zona de 700 cm-1 con el nimero 1,
para C-N 1731 y 1667 (amina | y Il) con nuero 8 y 3400 cm-1 para la amina
secundaria unida el grupo ClI del cloruro cianurico representadas con los nimeros 7
y 8. En la figura 7 (B y C) los picos que representan el acoplamiento de las
pegilaciones estan representadas con el nimero 7 y 8. Las muestras pegiladas por
el método quimico el cual es el método tradicional de modificacion en las moléculas
tienen tamafios menores al nuevo método medido en dispersion de luz propuesto
gue con este método se puede pensar que el nimero de moléculas modificadas es
mayor al método tradicional esto es porque la energia de ionizacidbn se mantiene
constante al abrir cadenas de polietilenglicol y al abrir el enlace de los grupos
aminos del cisplatino mientras que en el método tradicional se necesita 5 veces
exceso de mPEG en grupos amino para que se lleve a cabo un gran nimero de
moléculas de cisplatino pegilado y esto hace que incremente el impedimento

estérico de tal manera que moléculas de cisplatino quedan sin pegilar.
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COMPARACION DE TAMANO ENTRE AMBOS METODOS
DE MODIFICACION
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Figura 6. Grafica comparativa por concentracion de muestras modificadas quimica

y fisicamente con mPEG 400.

La grafica representada en la figura 6 muestra los tamafios en comparacion con los
dos métodos de modificacién la primera quimicamente y la segunda fisicamente.
CIS Bl es la muestra de cisplatino blanco pegilado tradicional e irradiada con tamafo
de particula 200.45 nm y 238.34 respectivamente, CIS 15-400 es la muestra
pegilada por ambos métodos de modificacién de cisplatino de concentracion 15 uM
con tamafios de particula de 237.96 y 435.8, CIS 25-400 es la muestra pegilada de
cisplatino de concentracion 25 uM con tamafio de particula de 698.15 y 725.16, por
altimo CIS 50-400 es la muestra pegilada por ambos métodos de modificacion de
cisplatino con concentracion de 50 uM con tamafio de particula de 984.66 y 1251.98
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Figura 7. Espectro de FTIR del polietilenglicol y cis-[Pt (NH3)2CIl2 Pegilado. El
espectro A) representa el blanco de Cisplatino, B) representa el espectro de la

modificacion quimica y C) representa el espectro de la modificacion Fisica.
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CAPITULO V RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO V
CONCLUSIONES

En los ultimos afios se ha incrementado considerablemente el uso de biofarmacos
para el tratamiento de diferentes enfermedades. Sin embargo, éstos pueden poseer
una serie de desventajas, entre las cuales pueden mencionarse su corta vida media,
la posibilidad de reconocimiento y ataque por parte del sistema inmune y la digestion
proteolitica. Esto hace que sea necesaria una administracion frecuente para
alcanzar el efecto terapéutico deseado de manera sostenida. Con el propdésito de
superar estas limitaciones, se ha propuesto un técnica innovadora para el
acoplamiento de un polimero biocompatible a un farmaco usado cominmente para
el tratamiento contra diversos tipos de cancer (Cisplatino) usando dos métodos de
modificacion estructural al farmaco, el primero método y que es el mas usado en la
actualidad es haciendo reaccionar quimicamente el polimero con el farmaco. La otra
técnica propuesta es por medio de un método fisico llevado a cabo por reacciones
ionizantes acoplando el farmaco con el polimero. Dentro de la conjugacion de
biomoléculas a polimeros ha sido muy estudiada y se ha demostrado que
bioconjugacion de metoxi—polietilenglicol (MPEG) con biomoléculas es una de las
estrategias de eleccion. Esta estrategia se conoce con el nombre de pegilacion. Al
transcurrir los afios, se han desarrollado una gran cantidad de biofarmacos
pegilados, algunos de los cuales han recibido la aprobaciéon de las autoridades
sanitarias, siendo rutinariamente empleados como agentes terapéuticos.

Todas las metodologias informadas son complejas y emplean reactivos toxicos y
peligrosos. En el presente trabajo de tesis desarrollamos un innovador proceso de
sintesis para la conjugacion de PEG-cisplatino por reacciones ionizantes que se
comparan con el mPEG-cisplatino pegilado tradicionalmente. Para el caso de PEG-
cisplatino por reacciones ionizantes, se utiliza el bombardeo al farmaco con rayos

gamma en un reactor nuclear. Para el caso de mPEG-cisplatino pegilado
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tradicionalmente se utiliza el polimero activado con cloruro cianurico de manera
sencilla haciéndolo reaccionar con el farmaco teniendo como parametros el tiempo

de reaccion y afladiendo 5 veces exceso del polimero al farmaco.

En este trabajo se desarroll6 una modificacion fisica y quimica a 3 diferentes
concentraciones del cisplatino con polietilenglicol (PEG) con un peso de 400 Da
dando como resultados un mayor peso molecular de la conjugacion PEG-farmaco
con un incremento de tamafio de particula del medicamento llevado a cabo por una
caracterizacion que mide el tamafio de particula, Dispersion de luz dindmica (DLS)
el cual se obtuvo un histogramas donde muestra el promedio de los diferentes
tamafos de particula para cada concentracién representada en la figura 6 que
incluyen los blancos para cisplatino y la comparacion entre ambos métodos de
modificacion de las diferentes concentraciones. La figura 7 muestra el espectro de
Infrarrojo obteniendo picos caracteristicos del acoplamiento del farmaco-polimero
en donde se puede observar que no interfiere estas modificaciones en los grupos
cloro, ya que si existieran estas modificaciones en esos sitios el medicamento no
podria realizar su funcién terapéutica. Al ser pegilado el cisplatino el tamafio de
particula aumenta y las medidas promedio por dispersion de luz nos dan como
resultado el incremento del tamafio de particula del cisplatino en comparacién al
farmaco sin pegilar. Esto conlleva a que las moléculas del Farmaco podrian
incrementar el tiempo de vida media ya que al aumentar su radio hidrodinamico
aumentara la vida media del medicamento y por ende tardara mas tiempo en
aclararse. El medicamento PEGilado es escindible lo cual no afecta el sitio blanco

para realizar su funcion terapéutica.
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