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Sumario. Los liposomas han sido empleados como modelos de membrana y vehiculos de una gran diversidad de mo-
léculas, con propdsitos bioquimicos, nanobiotecnolégicos y biomédicos. Considerando la versatilidad de las propieda-
des fisico-quimicas de estas vesiculas, ellas resultan atractivas para el disefio de vehiculos de proteinas, ADN, drogas,
etc. En este trabajo, se resumen las tecnologias liposomales y los procedimientos mds frecuentemente empleados para
el estudio de las caracteristicas fisico-quimicas de estas vesiculas, tales como: tamafio, rasgos estructurales, estabilidad
quimica y fisica, propiedades eléctricas y transiciones de fase. Los liposomas se emplean como inmunoadyuvantes al
favorecer la direccionalizacion de los antigenos a las células del sistema inmunolégico. En el presente articulo se des-
criben, ademas, algunos de los resultados obtenidos por nuestro grupo en el estudio de la funcién inmunomoduladora
de los lipidos liposomales con antigenos como el EGFhr, entre otros.

Abstract. Liposomes have been used as membranes models and carriers of enormous diversity of molecules with
biochemical, nanobiotechnological and biomedical purposes. Considering the versatility in physico-chemical proper-
ties of these vesicles, they are attractive to design vehicles for proteins, DNA, drugs, etc. In this work, we summarize
the liposomal technologies and the procedures most frequently used to study the physico-chemical characteristics of
these vesicles, such as size, structural features, physical and chemical stability, electric properties and phase transi-
tions. Liposomes are employed as immunoadjuvants due to their ability to address antigens to cells of the immune sys-
tem. Additionally, the present paper describes results obtained by our group in the study of the immunmodulating
properties of liposomal lipids for antigens such as EGFhr, among others.

Palabras clave. Nanotechnology biomedical applications, 87.85.Qr, 87.85.Rs, 81.16.-c

1 Introduccion

Los liposomas fueron descubiertos en 1961 por Alec D.
Bangham mientras estudiaba un tipo de biomoléculas (los
fosfolipidos, PL) y su relacién con la coagulacién sangui-
nea'. Desde entonces, se han convertido en herramientas
versdtiles en Biologia, Bioquimica y Medicina.

Los liposomas son vesiculas preparadas artificialmente,
de talla nanométrica (aunque algunas pueden alcanzar ta-
mafios mayores) y forma aproximadamente esférica con
una fase acuosa interna rodeada por una o mas bicapas li-
pidicas. Bangham descubri6é que los PL en agua forman
inmediatamente esferas cuyas paredes se encuentran orga-
nizadas en bicapas debido a que cada molécula tiene un

RCF vol. 26, No. 1, 2009. p. 23



terminal hidrosoluble en tanto el otro es hidrofébico, es de-
cir se trata de moléculas anfifilicas®. En numerosos articu-
los de revision y capitulos de libros se analiza el empleo de
los liposomas en la liberacién de farmacos, la terapia géni-
ca y como inmunoadyuvantes. El uso de los liposomas
como carriers de farmacos se ha dirigido a reducir los
efectos toxicos colaterales de las drogas en érganos sensi-
bles, tales como corazén y rifiones, y a lograr una direc-
cionalizacién a tejidos especificos tales como los tumora-
les. Por otra parte, la inclusién de lipidos catiénicos en la
composicion liposomal ha potenciado su capacidad para
mediar la transfeccion en la terapia génica. La racionalidad
que existe en el empleo de los liposomas en inmunizacio-
nes y en el disefio de vacunas se basa en su capacidad para
liberar la molécula antigénica en células especificas del sis-
tema inmunoldgico y estimular una respuesta inmune”’.

Los liposomas estdn constituidos por moléculas anfi-
filicas derivadas o basadas en la estructura de los lipidos
de las membranas biolégicas**®’. Estos lipidos se for-
man, generalmente, a partir del enlace éster de dos cade-
nas hidrocarbonadas con la molécula del glicerol (‘‘gli-
cerolipidos’’), o también pueden estar constituidos por la
unidad hidrofébica ceramida (‘‘esfingolipidos’”). Esta
parte hidrofébica se une a una cabeza polar hidrofilica
que puede contener grupo fosfato (‘‘fosfolipidos’) o al-
gunas unidades aziicares (‘‘glicolipidos’’). Las cabezas
polares de los lipidos biolégicamente relevantes pueden
ser zwitterionicas: fosfatidil colina (PC), fosfatidil etano-
lamina (PE), esfingomielina (SM); cargadas negativa-
mente: 4cido fosfatidico (PA), fosfatidil glicerol (PG),
fosfatidil serina (PS), fosfatidil inositol (PI), cardiolipina
(CL) y glicolipidos cargados negativamente o no. Las
cadenas acilas saturadas con frecuencia varian en longi-
tud entre 10 y 18 carbonos; las de longitud mayor de 18
carbonos son usual mente insaturadas con uno, dos o tres
dobles enlaces en configuracién cis. Los lipidos carga-
dos positivamente son moléculas sintéticas las cuales son
disefiadas para propiciar la condensacién del ADN e in-
teractuar con las membranas bioldgicas con carga neta
opuesta®.

Los lipidos anfifilicos son muy poco solubles en agua
como mondmeros, con una baja concentracién critica
micelar (CCM), oscilando entre 1078 y 1072 M, magni-
tud que depende de la longitud de las cadenas hidrocar-
bonadas presentes en sus estructuras. Los anfifilos con
una sola cadena hidrocarbonada (lisolipidos, cadenas de
4cidos grados insaturadas, detergentes, etc.) esponti-
neamente forman agregados en estructuras micelares.
Sin embargo, la mayoria de los lipidos derivados de las
membranas bioldgicas tienden a formar bicapas en fase
acuosa. Las estructuras lamelares que resultan se sellan
en vesiculas denominadas liposomas. Atendiendo a las
caracteristicas estructurales, en particular al nimero de
bicapas y al tamaifio, los liposomas se pueden clasificar
en vesiculas multilamelares (del inglés multilamellar
vesicles MLV, 0.1-10 pm) o unilamelares, estas dltimas
pueden ser de didmetro pequefio (del inglés small uni-
lamellar vesicles SUV, <100 nm), de didmetro grande
(del inglés large unilamellar vesicles LUV, 100-500

nm) o gigantes (del inglés giant unilamellar vesicles
GUYV, 21 pm). Ciertas mezclas lipidicas o lipidos aisla-
dos tienden a formar agregados que estructuralmente di-
fieren de la bicapa (morfologia de no-bicapa), ejemplo
de ellos son las fases hexagonales (Hy) o cubicas Q>

2 Procedimientos mas usados en la
preparacion de liposomas

Las vesiculas MLV se obtienen por hidratacién, me-
diante agitacién, de una pelicula lipidica previamente
formada por evaporacién de una solucién de los lipidos
disueltos en un solvente orgdnico, generalmente cloro-
formo. Esta hidratacién debe realizarse por encima de la
temperatura de transicién de fase de los lipidos. La dis-
tribucién del tamafio y la lamelaridad de las vesiculas
MLV es muy heterogénea pero, debido al desarrollo de
la tecnologia liposomal, se dispone de procedimientos
sofisticados que rinden vesiculas con un tamafio mds
homogéneo (Figura 1),

La sonicacién de una suspensién de MLV provoca la
ruptura de estas vesiculas produciendo SUV con un ra-
dio de 30-60 nm, aproximadamente. Los liposomas
SUV tienden a experimentar procesos de agregacion y
fusién debido a la presencia de defectos en sus bicapas'.
Extrusiones repetidas de una suspensién de MLV a tra-
vés de membranas de policarbonato, con poros de tama-
flo bien definido, producen LUV con un didmetro que
puede oscilar entre 80—400 nm, en dependencia de la
membrana utilizada en el proceso de extrusién’. Otro
procedimiento muy rdpido para la preparacion de lipo-
somas consiste en la disolucién de una mezcla lipidica
en etanol o éter, la cual es inyectada en una solucidén
tamp6n apropiada originidndose una mezcla heterogénea
de SUV, LUV o MLV, en dependencia de la concentra-
cion lipidica. El uso de este procedimiento en ocasiones
es limitado debido a la baja solubilidad de determinados
lipidos en estos solventes’. El método de evaporacion-
inversion de fase (REV, del inglés reverse phase evapo-
ration method), basado en la rdpida inyeccién de una so-
lucién acuosa en una fase orgdnica que contiene los lipi-
dos, rinde vesiculas en la suspensién acuosa con 0.1 a
1.0 pm de didmetro y una capacidad de encapsular de
hasta un 50%. Los pasos fundamentales de este método
son: la sonicacidn, que resulta en una emulsién ‘‘agua-
en-aceite’’, seguida por un secado parcial a un gel semi-
solido que es finalmente, convertido en una suspension
concentrada de vesiculas mediante agitacién vigorosa’.

La encapsulacién de biomoléculas 1dbiles tales como
proteinas y ADN en liposomas requiere de métodos
reproducibles y que no incluyan etapas drasticas. El
procedimiento basado en la deshidratacién y rehidrata-
cién de vesiculas (DRYV) desarrollado por Kirby y Gre-
goriadis’ es simple, emplea condiciones suaves y produ-
ce vesiculas con una elevada eficiencia de en-
capsulacién para una amplia variedad de moléculas. Las
vesiculas DRV pueden ser producidas a gran escala
mezclando una solucién acuosa del compuesto a encap-

RCF vol. 26, No. 1, 2009. p. 24



sular con una suspensiéon de LUV o SUV “vacios”. Las
etapas de congelacién-secado y rehidratacién inducen
fusién entre membranas adyacentes y el soluto queda
atrapado en las vesiculas MLV formadas (0.1 a 2.0 um
de didmetro y hasta un 80% de encapsulacién)™”°.

En el Laboratorio de Biomembranas (LBM) del Cen-
tro de Estudio de Proteinas de la Universidad de La
Habana (CEP-UH) se ha venido trabajando con diferen-
tes tipos de liposomas desde hace aproximadamente
veinte anos. Mds recientemente, con el empleo de la tec-
nologia DRV hemos estudiado la influencia de la com-
posicion lipidica sobre la eficiencia de encapsulacién del
Factor de Crecimiento Epidérmico humano recombinan-
te (EGFhr) (Figure 2) y la capacidad de retencién de estos
liposomas'®. Las vesiculas DRV compuestas de dipalmi-
toil PC (DPPC) y colesterol (Ch) mostraron la mayor
eficiencia de encapsulacién del EGFhr (35%) en compa-
racién con los liposomas constituidos por otras PC dife-
rentes en longitud y nivel de insaturacién de las ca-
denas hidrocarbonadas, tales como PC de yema de
huevo (ePC):Ch, PC de soya (sPC):Ch, diestearoil
PC (DSPC):Ch o dimiristoil PC (DMPC):Ch, todas las
preparaciones en una relacion equimolar.

La inclusién de estearilamina (SA), una molécula sin-
tética cargada positivamente, o PG a liposomas de
ePC:Ch en un 10% (relacién molar con respecto al con-
tenido de fosfolipidos), para garantizar la presencia de
cargas positivas o negativas en la superficie liposomal,
disminuy6 la eficiencia de encapsulaciéon de EGFhr en
comparacioén con las vesiculas constituidas por compo-
nentes zwiterionicos solamente (Figura 2).

Resulté de interés la no correlacién entre la eficiencia
de encapsulacién y el tamafo de las vesiculas determi-
nado por espectroscopia de correlacion fotdnica (700-
1400 nm). Estos resultados sugirieron que para el
EGFhr, 1a naturaleza de la PC era el factor determinante
en la eficiencia de encapsulacion de ese polipéptido en
DRV. lLa transformacién de las vesiculas DRV de
DPPC:Ch, con EGFhr encapsulado, a LUV mediante ci-
clos de extrusién a través de membranas con poros de
100 6 400 nm redujo la eficiencia de encapsulacién de 4-6
veces, aun cuando el proceso de extrusion se realizé en
presencia del material no encapsulado. La disminucion del
porcentaje de encapsulacion de los LUV para el EGFhr no
fue producto de pérdida de proteina durante el desarrollo
del procedimiento'. Estos resultados contradicen lo infor-
mado previamente en relacion a la factibilidad de la extru-
si6n de DRV, para lograr una homogeneidad y reducir el
tamafio de estas vesiculas, sin afectar la eficiencia de en-
capsulacion, siempre que se realice este proceso antes de la
purificacién de los liposomas''.

Otro método recomendado para la encapsulacién pasiva
o reconstitucion de proteinas labiles y ligandos anclados en
la membrana se fundamenta en la solubilizacién de los 1i-
pidos y las proteinas en presencia de un detergente. La di-
lucién o eliminacién del detergente por didlisis, filtracion
en gel o biobeads conduce a la formacién de los liposo-
mas, aunque es aln dificil de controlar racionalmente el
mecanismo de reconstituciéon de las proteinas en la

membrana'?. En contraste con los procedimientos de
encapsulacién pasivos, los activos explotan diferencias
en el coeficiente de reparto de las moléculas en funcién
del pH y la fuerza i6nica".

Figura 1. Procedimientos para la obtencién de Liposomas
(MLV, LUV y SUV). A: Método de dispersiéon simple para la
obtenciéon de MLV, mediante agitacién de peliculas lipidicas
hidratadas. B: Método de extrusiéon de MLV a través de mem-
branas de policarbonato para la obtenciéon de LUV. C: Méto-
dos de sonicacién-homogenizacién de MLV para la prepara-
cién de SUV.
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Figura 2. Eficiencia de encapsulacion para el EGFhr, de
liposomas obtenidos por el método de DRV compuestos de PC
de diferentes naturalezas y Ch (relacion molar 1:1). Letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) segln la
prueba de Rangos Multiples de Duncan. Las cifras mostradas
en cada barra corresponden al tamafio promedio de las
particulas (nm) y la desviacion estandar, estimado mediante
espectroscopia de correlacion fotonica'®.

3 Métodos para el estudio de las pro-
piedades fisico-quimicas de los lipo-
somas
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Diversos métodos espectroscopicos han sido empleados
en el estudio de agregados lipidicos y en la estimacion de
sus tamafios'*. La turbidimetria y la dispersion de la luz
se basan en el mismo fendémeno fisico a pesar de que se
requiere instrumentacion diferente. La turbidez se mide
en espectrofotometros convencionales determinando la
densidad optica, frecuentemente a 400 nm'>. Aunque
con este procedimiento no es posible estimar el tamafio
de las particulas, es tutil para un chequeo rapido de la
reproducibilidad de las preparaciones o para monitorear
la solubilizacion o reconstitucion de las vesiculas.

Los métodos basados en la dispersion de la luz, en los
que la deteccion de la luz dispersada se realiza en un
angulo de 90° con relacion a la luz incidente, son mas
sensibles. La dispersion de la luz puede ser medida en
estado estacionario en un espectrofluorimetro, o de
forma dindmica en un instrumento equipado con un
laser. Este ultimo método, también conocido como
dispersion cuasielastica de la luz o espectroscopia de
correlacion fotdnica, analiza la intensidad de la luz
dispersada en milisegundos a través de un analisis de
autocorrelacion. El movimiento browniano de las
particulas induce un ensanchamiento del espectro lo que
se relaciona con la forma y tamafio de las particulas'®. La
dispersion dinamica de la luz es, por tanto, el método
mas empleado para estimar el radio hidrodindmico
promedio de particulas en suspensiony su indice de
polidispersidad y cubre un rango desde unos pocos
nandémetros hasta pm'.

La homogeneidad y morfologia de los liposomas
puede también visualizarse mediante microscopia
electronica (ME)'"". LA ME con tincién negativa
brinda una visién directa de la distribucion del tamafio
de las particulas (asumiendo que no hay artefactos
debido al pH, iones y osmolaridad), aunque son dificiles
de evaluar la lamelaridad y morfologia. En la ME con
congelacion-fractura se expone la superficie hidrofébica
entre dos monocapas y se logran describir rasgos y
detalles que la caracterizan. Estas imagenes permiten
distinguir la geometria del empaquetamiento de las fases
lamelares y hexagonales, asi como también la
morfologia de las rugosidades. Por otra parte, la crio-
ME es un procedimiento muy conveniente para
visualizar la geometria tridimensional de las estructuras
vesiculares atrapadas dentro una capa fina de hielo, aun
cuando el contraste es comparativamente bajo.

La estabilidad fisica de una formulacion liposomal se
determina por su comportamiento coloidal y su capaci-
dad para retener las moléculas encapsuladas por largos
periodos de tiempo, bajo diferentes condiciones
experimentales o de almacenamiento. Idealmente, los
liposomas deben mantener su integridad con cambios en
la fuerza i6nica del medio o por dilucion, fendmenos a
los cuales normalmente se enfretan al ser administrados
in vivo. Desde un punto de vista termodindmico, los
liposomas convencionales no se encuentran en estado de
equilibrio, sino que representan sistemas cinéticamente
“atrapados”. Por esa razdn, sus estructuras son

relativamente estables al efecto de la dilucién, mientras
que los sistemas termodindmicamente reversibles, como
las  micelas y las microemulsiones, tienden
inmediatamente a la agregacion o desintegracion®.

Considerando la teoria de Derjaguin—-Landau—
Verwey—Overbeek, un sistema sera estable en soluciones
electroliticas simples si la repulsion electrostatica entre
dos particulas es superior a las atracciones de van der
Waals existentes entre ellas. Por consiguiente, trabajar
con liposomas eléctricamente cargados, almacenados a
baja fuerza iodnica, es una alternativa ventajosa y
recomendable. Sin embargo, pueden ocurrir procesos de
agregacion vesicular, tanto a altas concentraciones
lipidicas como en presencia de iones multivalentes con
elevadas afinidades por las cabezas polares cargadas (ej,
PS con Ca®*)**.

La adicién de carga superficial a las vesiculas no
siempre resulta en una mayor integridad y estabilidad de
las formulaciones. Otros factores como la composicon
lipidica y la naturaleza del compuesto encapsulado
pueden influir en las propiedades de los liposomas. En
correpondencia con esto, los DRV de las composiciones
lipidicas mencionadas en la Figura 2 exhibieron
diferentes eficiencias de retenciéon de EGFhr, cuando
fueron almacenados en suspensién a 4°C durante un mes.
Los liposomas de mayor capacidad de retencion fueron
los constituidos por DPPC:Ch, con sélo un 15 % de pér-
dida de su contenido en el tiempo analizado, en compara-
cién con las otras composiciones ensayadas'®. En este es-
tudio, la adicién de lipidos cargados no modificé el com-
portamiento de los liposomas. Interesante resultd el hecho
de que las vesiculas no experimentaron cambios en el ta-
mafio y la polidispersidad bajo las condiciones ensayadas,
lo que era indicativo de que la liberacién del EGFhr de
DRV no fue el resultado de fendmenos de agregacion-
fusion de las vesiculas. En consecuencia, se sugirié que
la desestabilizacion de los liposomas cargados con EGFhr
era debido a una probable interaccién de este polipéptido
con la bicapa lipidica.

Mediante la espectroscopia de fluorescencia se han
desarrollado diferentes estrategias para el estudio de
cambios estructurales que involucran a la bicapa lipidica,
tales como: la fusién de membranas, la exposicién de
dominios hidrofébicos o su desestabilizacion y la libera-
cién del contenido vesicular’. Multiples sondas fluores-
centes, altamente sensibles, ya sean hidrosolubles o con
anclaje lipidico, se encuentran disponibles para monito-
rear el escape de contenidos acuosos de las vesiculas. Un
ejemplo de ello es el andlisis de la cinética de recupera-
cion de la fluorescencia de un fluoréforo que experimen-
ta supresion de la emisién fluorescente a elevadas con-
centraciones (self-quenching) o inducida por la presencia
de otro croméforo, como son: la carboxifluoresceina
(CF) y el par ANTS y DPX, respectivamente™’. Este
procedimiento nos permitié profundizar en la posible
contribuciéon del EGFhr a la desestabilizacién de las
membranas liposomales. Un andlisis del curso temporal
de la liberacion de CF de DRV, en presencia de plasma
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sanguineo o tampodn fosfato salino (PBS), evidenci6é una
mayor liberacién de este fluordforo de las vesiculas que
contenian el EGFhr co-encapsulado para ambas condi-
ciones experimentales ensayadas (Figura 3)', lo que su-
giridé una interaccién de este polipéptido con los fosfo-
lipidos de las membranas liposomales.

La liberaciéon del EGFhr de las vesiculas liposomales
se redujo con la adicién a las preparaciones de los azica-
res sacarosa, trealosa, maltosa y glucosazz. Este efecto
protector ha sido atribuido a que los azicares re-
emplazan el agua de hidratacion de los grupos polares de
los fosfolipidos, y se establecen enlaces de hidrégeno en-
tre sus grupos fosfatos y los hidroxilos de los azicares™.

La preparacion de particulas liposomales sin carga y
recubiertas con polimeros hidrofilicos no ioénicos, tales
como el polietilenglicol (PEG), resulta en vesiculas
estables que muestran bajos niveles de interacciones no-
especificas y de agregacion, producto de que las barreras
estéricas previenen la proximidad y el contacto’.

Las propiedades eléctricas de la superficie de los
liposomas  pueden  ser  evaluadas mediante
microeletroforesis.  Este procedimiento permite la
estimacion del potencial { y la densidad de carga
superficial como parametros caracteristicos”**. Aun los
liposomas no cargados de PC pura exhiben un potencial
¢ en un amplio rango de fuerzas iénicas’. En la mayoria
de las soluciones electroliticas el potencial { de PC
tiende a ser negativo debido a la presencia de una capa
de aniones adsorbida a los dipolos originados en las
cabezas polares zwiterionicas. El potencial { es sensible
a las transiciones de fase de los lipidos, a la adsorcion de
anfifilos y proteinas, a la estabilizacion estérica con PEG
no cargado y a las modificaciones de la superficie, de
manera general. Por consiguiente, es un pardmetro muy
util para monitorear la estabilidad de las vesiculas
liposomales y para verificar la reproducibilidad de
diferentes lotes de una misma preparacion.

La estabilidad quimica de los lipidos durante el
almacenamiento es otro aspecto que requiere atencion,
especialmente lo relacionado con la hidrolisis y, en el
caso de las cadenas lipidicas insaturadas, los procesos
oxidativos que estas estructuras pueden experimentar’.
Los liposomas pueden ser almacenados ya bien sea
congelados en suspension o liofilizados, pero es esencial
re-evaluar su distribuciéon de tamafio, morfologia y
cantidad de soluto encapsulado antes de su uso. La
adicion de crioprotectores, tales como la trealosa, es
recomendable para evitar transiciones de fase y fusion de
membranas®.

Para la caracterizacion de la identidad de los lipidos,
pureza y concentracion, la espectrometria de masa
MALDI-TOF ofrece ventajas en comparacion con los
métodos cromatograficos convencionales, como las
cromatografias en placa fina, liquida y gaseosa™. La
cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC)
también se emplea con frecuencia en el analisis quimico
de las mezclas lipidicas liposomales después de su
almacenamiento o simplemente como control de calidad

de las preparaciones.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) se
emplea para determinar la temperatura de inicio de la
fusién de las cadenas lipidicas y otras transiciones de
fase’, y el 4rea bajo la curva (es decir, la entalpia, H) es
representativa de la cooperatividad del proceso. Dado
que la temperatura de transicion es sensible a la
presencia de aditivos en la bicapa, este es un parametro
recomendado para monitorear interacciones droga-
lipidos y para detectar impurezas y productos de
hidrolisis.

Liberacion de CF (%)

Tiempo (horas)

Figura 3. Liberacion de CF de liposomas DRV, con y sin
EGFhr encapsulado, en presencia de plasma sanguineo o PBS a
37°C. La CF fue encapsulada en DRV de ePC:Ch en presencia
o ausencia de EGFhr. Los liposomas se incubaron con plasma
sanguineo o PBS a una relacion de volumen 1:5 (liposoma:
plasma/PBS) con el propoésito de evaluar la interaccién del poli-
péptido con la bicapa lipidica a partir de la integridad de las vesi-
culas. Se tomaron alicuotas a diferentes intervalos de tiempo
durante 24 horas para las medidas de fluorescencia.
(@)EGFhr+CF+Plasma, (O)EGFhr+CF+PBS, (A)
CF+Plasma, (A) CF+PBS.

La calorimetria de titulacién de alta sensibilidad
puede aportar, ademas, parametros termodindmicos
exactos del reparto de una molécula en la membrana. En
nuestro grupo, con el empleo de este procedimiento, se
observo una disminucién significativa del AH de la tran-
sicién de fase en membranas liposomales de DPPC y
DSPC que contenian EGFhr sin afectacion de la
temperatura de transicion'’. Estos resultados reforzaron
la idea de una interaccion selectiva del EGFhr con los
lipidos liposomales, provocando probablemente la sepa-
racién de los grupos polares en la zona interfacial de la
bicapa y una disminucidn de las interacciones electrosta-
ticas entre los grupos fosforilcolina de las moléculas fos-
folipidicas adyacentes. Estos resultados y los presenta-
dos en la Figura 3 permitieron explicar las causas de la
disminucién de la eficiencia de retencidn de los liposo-
mas que contenian EGFhr bajo las condiciones de alma-
cenamiento ensayadas'”.

Las espectroscopias de resonancia magnética nuclear
(RMN) y de resonancia paramagnética electrénica (EPR)
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son herramientas potentes para examinar las caracteristi-
cas estructurales y de movimientos locales en las bicapas
lipidicas. Estos métodos brindan informacién no sélo de
la morfologia de los lipidos, sino también de los detalles
de la arquitectura local’. La sefial de RMN-*'P (estado
s6lido) permite identificar la presencia de fases lamela-
res, hexagonales y micelares/cubicas. El orden y movili-
dad local de segmentos moleculares individuales pueden
ser estudiados con la incorporacidn selectiva de deuterio
para el andlisis por RMN-"H o con el marcaje con el ra-
dical nitr6xido mediante EPR. Las caracteristicas de los
espectros de RMN-"H de las cadenas acilas de los lipi-
dos son ttiles para distinguir las fases gel y fluida y el
estado liquido-ordenado. Por otra parte, el andlisis de las
cabezas polares lipidicas deuteradas ha mostrado que el
alineamiento de sus momentos dipolares refleja con ele-
vada sensibilidad la asociacién de moléculas cargadas y
de agua con la superficie de la membrana. De manera
similar, la penetracién y localizacién de moléculas hidro-
fobicas, asi como también la conformacidn, orientacién
y perturbacién local de un péptido anfifilico y una pro-
tefna transmembrana pueden describirse en detalles me-
diante RMN del estado sdlido’.

4 Entrega de moléculas a las células
mediante liposomas: funcién como in-
munoadyuvantes

Los mecanismos mediante los cuales los liposomas se
desintegran y liberan su contenido, una vez que interac-
tian con la superficie de las células, son atin especulati-
vos. Las moléculas pueden simplemente escapar de los
liposomas y atravesar la membrana plasmatica por difu-
sién o formacion de poros. De manera alternativa, estas
vesiculas pueden fusionarse con la membrana plasmitica
o pueden ser tomadas por las células mediante endocito-
sis o fagocitosis. En estos dos dltimos eventos los lipo-
somas pueden experimentar degradacién en el entorno
relativamente 4cido del endosoma o fagosoma, o pudie-
ran fusionarse directamente con la membrana endosomal
o lisosomal’.

La ruta del procesamiento intracelular de los liposo-
mas es relevante para el disefio de sistemas de liberacion
de moléculas a las células tales como: drogas, antigenos,
ADN, oligonucleétidos antisentido (antisense), etc. In vi-
tro, los liposomas convencionales son capaces de liberar
proteinas en los compartimentos endosomales-
lisosomales. De manera que, para el caso de los antige-
nos, las vesiculas liposomales favorecen el procesamien-
to de estas moléculas en el interior de las células presen-
tadoras de antigenos profesionales (APC), y la presenta-
ciéon de los péptidos inmunodominantes derivados de
ellas, en las moléculas del complejo principal de histo-
compatibilidad clase I (MHC I1)*, induciendo una res-
puesta inmune preferentemente humoral (anticuerpos).
Las ventajas fundamentales de los liposomas como in-
munoadyuvantes se resumen en: (i) la capacidad de mi-
metizar patdgenos al transportar grandes cantidades de

antigenos a las APC, (ii) la posibilidad de co-encapsular
antigenos junto con moléculas inmunoestimuladoras,
(iii) la flexibilidad en cuanto a la modificacidén de sus
propiedades fisico-quimicas con el propdsito de una ma-
yor efectividad, y (iv) el hecho de ser biodegradables y
no téxicas®’.

Un estudio realizado con preparaciones liposomales
DRYV que encapsulan el EGFhr conjugado o no a P64k,
proteina con funcién carrier, demostraron la eficiencia
de estas particulas liposomales para inducir en ratones
una respuesta de anticuerpos anti-EGFhr (IgG), cuantita-
tiva y cualitativamente superior, en comparacion con el
unico adyuvante actualmente aceptado para uso en
humanos, Al(OH)328’29. Ademds, en los animales que re-
cibieron DRV/EGFhr se observé una mayor sobrevida al
ser retados con células del tumor ascitico de Ehrlich, en
relacién a los animales que recibieron Al(OH)s/EGFhr,
lo que sugiere la funcionalidad de la respuesta humoral
inducida por estas particulas™.
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Figura 4. Inhibicién de la interaccién entre el EGFhr y su re-
ceptor por el suero de los animales inmunizados con EGFhr-
P64k encapsulado en DRV o adsorbido en AI(OH);. La orde-
nada representa el porcentaje de inhibicién de la interaccion
EGFhr/ R-EGF, derivado de los anticuerpos anti-EGFhr pre-
sentes en el suero de los animales inmunizados. Como fuente
de receptores se utilizaron membranas de placenta humana. Ra-
tones NMRI se inmunizaron a los 0 y 28 dias por via intramus-
cular, con 10 pg de EGFhr conjugado a P64k encapsulado en
DRYV o adsorbido en AI(OH);. Para el ensayo se extrajo el sue-
ro de los animales (n = 7) a los 90 dias (diluci6én 1:5). Como
control y para el cdlculo del porcentaje de inhibicién se utiliza-
ron sueros de animales no inmunizados y un exceso de EGFhr
no radiactivo (control de maximo bloqueo o inhibicién de la in-
teraccién EGFhrI'*/R-EGF). Letras desiguales indican dife-
rencias significativas, segin la prueba de Rangos Miiltiples de
Duncan (p < 0.05)'*%.

En el estudio de la posible funcién de los lipidos lipo-
somales como inmunomoduladores de la respuesta de
anticuerpos anti-EGFhr, se demostré que los DRV cons-
tituidos por PC saturadas y Ch fueron mis eficientes que
los liposomas de PC insaturada y Ch, no sélo en térmi-
nos de los titulos de anticuerpos, sino también en la ca-
pacidad de estos anticuerpos de inhibir la interaccién del
EGFhr con su receptor (Figura 4)'**. La importancia del
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Ch, lipido de relativa abundancia en el reino animal,
para la funcién inmunoadyuvante de los liposomas fue
evidente al observar que la respuesta inmune humoral
contra alergenos del dcaro Dermatophagoide siboney re-
sultaba favorecida hacia un patrén de respuesta de tipo
no alérgico con preparaciones liposomales de DPPC
conteniendo Ch¥. Las explicaciones mecanisticas de es-
tos resultados experimentales son atin muy especulati-
vas.

Un reto en el campo de la vacunologia es el disefio de
sistemas de liberacién de antigenos a las APC que in-
duzcan o potencien una respuesta inmune celular media-
da por linfocitos T citotéxicos (CTL) especifica a anti-
genos, con relevancia para la prevencion y tratamiento
de enfermedades inducidas por patégenos intracelulares
y células tumorales. Para la induccién de una respuesta
CTL se requiere que el antigeno sea procesado y presen-
tado por las APC via las moléculas del complejo princi-
pal de histocompatibilidad clase I (MHC I). Esto, en
buena medida, condiciona que el antigeno tenga acceso
al citosol de las APC. Las vesiculas liposomales, al ser
endocitadas por las APC, pueden mediar la presentacion
de antigenos por MHC I, pero no siempre de manera efi-
ciente. Con la intencion de hacer mis eficiente esta fun-
cion se han disefiando liposomas sensibles al pH acidico
endosomal’’. Algunas toxinas formadoras de poro de
origen bacteriano, encapsuladas en liposomas, han sido
también usadas para el disefio de sistemas de liberacion
de antigenos al citosol celular con el propdsito de poten-
ciar la respuesta CTL*,

Nuestro grupo ha purificado y estudiado extensiva-
mente dos isotoxinas proteicas producidas por la anémo-
na marina Stichodactyla helianthus, Sticholysinas [ y II
(St1y St II), las cuales son proteinas que forman poros
en las membranas y carecen del aminodcido cisteina™ °.
Atendiendo a la homologia funcional con las toxinas
formadoras de poros de origen bacteriano, fue posible
presuponer que ellas exhibieran la capacidad de modular
la respuesta inmune mediada por CTL. In vivo, vesicu-
las liposomales de DPPC y Ch, que co-encapsulaban St 'y
ovoalbiimina (OVA) como antigeno modelo, fueron ca-
paces de potenciar, atin mds, la respuesta CTL especifica
al antigeno en ratones, en comparacion con las prepara-
ciones liposomales que sélo contenian el antigeno. St
IW111C, una variante mutante de Stl en la cual el ami-
nodcido Trp'"" ha sido re-emplazado por el aminodcido
Cys, es capaz de formar un dimero reversiblemente inac-
tivo, estabilizado por enlaces disulfuro. Esta Sticholysina
mutada indujo también una potente respuesta inmune
CTL contra OVA cuando se administr6 co-encapsulada
con el antigeno. De hecho, la preparacién Liposo-
ma/St+OVA confirié proteccién, en un escenario pre-
ventivo, a ratones retados con células tumorales que ex-
presan OVA (resultados no publicados). Estas propieda-
des inmunomoduladoras de Sts, encapsuladas en liposo-
mas, probablemente se asocien con su estructura molecu-
lar particular y propiedades membranotrdpicas.
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