ESTUDIOS DE INCORPORACION DE PROTOPORFIRINA IX A LIPOSOMAS
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INTRODUCCION

En los ultimos treinta anos los liposomas han pasado de ser un modelo experimental para el estudio de membranas biologicas a ser una herramienta poderosa para la
industria, en particular como sistemas de liberacion controlada de farmacos.

Un ejemplo de sus aplicaciones es la terapia fotodinamica (PDT), muy difundida para el tratamiento de distintos tipos de cancer, psoriasis, aterosclerosis y
enfermedades de la macula. Enla PDT se emplean sustancias conocidas como fotosensibilizantes que generan reacciones de radicales libres al ser irradiadas por
luz de una longitud de onda apropiada, produciendo la necrosis del tejido. Entre ellas se encuentran las porfirinas y sus derivados. Para optimizar la distribucion tisular
del fotosensibilizante se lo suele incorporar a liposomas, existiendo en |la actualidad productos para PD T aprobados porla FDA.

OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo consistio en desarrollar una formulacion de una porfirina liposomada empleandose como modelo experimental la protoporfirina X
(PIX, Fig.1), un fotosensibilizante de accion conocida. Y

Materiales y metodos. Lametodologiaempleada fue la siquiente:
Purificacion de fosfatidilcolina a partir de yema de huevo (EPC) y caracterizacion quimica..
Desarrollo de método rapido para la determinacion espectrofotométrica de PIX.

Preparacion de vesiculas multilamelares conteniendo distintas concentraciones relativas de PIX y EPC, empleando laEPC
purificada anteriormente.

Extrusion por membranas de policarbonato.

Caracterizacion fisicoquimica de los liposomas obtenidos: cuantificacion de PIXy EPC - determinacion del tamafio de
particula - observacion al microscopio electronico (Fig.5).

Separacion liposomas sustancia libre: calculo del % de incorporacion y rendimiento para cada concentracion.
Liofilizacion de los liposomas obtenidos. Evaluacion del producto liofilizado y reconstituido.
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Figura 1 : estructura de la protoporfirina IX

RESULTADOS

Se obtuvieron curvas de saturacion de liposomas a dos concentraciones de PIX (50 y 130 ppm) que permitieron optimizar la relacion PIXa EPC (Fig.2).

Para una concentracion de PIXde 0,05 mg/mly de EPC de 50 mg/ml se obtuvo una incorporacion de PIX de mas del 90%, evaluada mediante la separacion entre
sustancia liposomada y sustancia libre. La liofilizacion y reconstitucion de estos liposomas no alteraron sus caracteristicas fisicoquimicas evidenciando su
estabilidad frente al proceso, lo cual resulta clave paralaobtencion de un producto comercializable (Figs.3y4).
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Figura 5 : vesiculas multilamelares (MLVs) observadas con un microscopio Figura 2: curvas de saturacion de liposomas a dos
electronico de transmision por el metodo de tincion negativa (corresponden a la concentraciones de PIX
muestra PIX50-EPC50).
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Figura 3 : perfil de elucion por minicolumnas de exclusion molecular de una Figura 4 : perfil de elucion por minicolumnas de exclusion molecular de una muestra
muestra conteniendo 50 ppm de PIX + 50 mg/ml| EPC. conteniendo 50 ppm de PIX + 50 mg/ml EPC liofilizada y reconstituida.
CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos para la PIX podran ser transferidos a otras sustancias de la familia de las porfirinas que posean las caracteristicas deseables para los
fotosensibilizantes de ultima generacion: alta selectividad hacia el tejido tumoral, baja toxicidad para las células normales y fuerte absorcion de la luz por encima de los
600 nm, asegurando una mayor penetracion tisular.
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