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Resumen

Los liposomas han sido utilizados desde hace varias décadas para el encapsulamiento de fdrmacos,
micro y nanoparticulas asi como otras sustancias. Su importancia como vehiculo nanométrico de
fdrmacos es indudable, debido a su facilidad de encapsulamiento de sustancias tanto solubles como
insolubles en agua [1-2]. Sin embargo, las aplicaciones médicas de los liposomas estdn limitadas por
sus tamarfios, que a su vez dependen del método de preparacién. Se prepararon liposomas de
fosfolipidos con y sin fdrmaco encapsulado (metoprolol) y se estudiaron sus tamafios antes y después
del encapsulamiento del fdrmaco en funcién del método de preparacion (extrusion y sonicacién). Los
tamanios de los liposomas se evaluaron por Dispersién de Luz Dindmica (Dinamic Light Scattering,
DLS) y Microscopia Electrénica de Transmision criogénica (Cryo-Transmission Electronic Microscopy,
Cryo-TEM). Los liposomas han sido preparados por el método de rehidratacién de capa fina. El
encapsulamiento del fdrmaco se realiza durante el proceso de rehidratacién. El objetivo de este
trabajo fue la evaluacién de los tamafios de los liposomas preparados por diferentes técnicas de ho-
mogenizacion y comprobacion, el tamafo de los liposomas no cambia significativamente después
del encapsulamiento del farmaco.

I. Introduccién

Las caracteristicas estructurales basicas de los liposomas derivan de las pro-piedades
fisicoquimicas de los componentes lipidicos utilizados. En las concentraciones adecuadas, estos
compuestos anfifilicos (con una cabeza hidréfila y una cola hidréfoba), permiten formar las
nanoparticulas esféricas suspendidas en agua y con medio acuoso en su interior. Las colas
hidrofobas de fosfolipidos forman una bicapa hidrofébica, de modo que puede incluir la
sustancia insoluble en agua en el interior de ésta. Por lo tanto, los liposomas sirven para
encapsular en su interior o atrapar en su superficie tanto sustancias solubles como insolubles
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en agua para diferentes aplicaciones [3]. Se pueden formar liposomas por un tipo de lipidos o
bien por una mezcla de varios para mejorar su estabilidad segun las aplicaciones.

Esta conformacién de bicapa es la estructura basica en todas las membranas bioldgicas. Por
otro lado, se ha demostrado que el encapsulamiento de algunos medicamentos contra el
cancer en liposomas puede reducir fuertemente la varie-dad de los efectos secundarios de la
guimioterapia tradicional. Debido a esto, los liposomas representan un vehiculo importante y
eficaz para la carga de cantidades considerables de farmacos [4].

Las bicapas lipidicas de liposomas son estructuras extremadamente estables mantenidas por
interacciones no covalentes entre las cabezas hidrocarbonadas y las interacciones idnicas de
las cabezas cargadas con el agua [5]. La interaccién hidréfoba de las cadenas hidrocarbonadas
lleva a la obtencién de la menor area posible de contacto del agua con las mismas, quedando
asi el agua excluida del interior de la bicapa. Si se disgrega, la bicapa muestra una tendencia a
autoensamblarse causada por el hecho de que los grupos hidréfobos buscan el
establecimiento de una estructura en la que se minimice el contacto entre el aguay las cadenas
hidrocarbonadas, situacién que es la mas favorable desde el punto de vista termodinamico.
Una bicapa lipidica se cierra sobre si misma formando un liposoma (figura 1). Dado que las
interacciones individuales lipido - lipido tienen bajas energias de activacidn, los lipidos de una
bicapa poseen una movilidad circunscrita, interrumpiendo y estableciendo interacciones con
las moléculas circundantes, pero incapaces de escapar facilmente de la bicapa lipidica [6]. La
capacidad de los lipidos anfipaticos de autoensamblarse en bicapas es una caracteristica
importante, e interviene en la formacién de membranas celulares.

Figura 1. Representacién
esquematica del liposoma (corte
transversal en 3D). en una bicapa
lipidica se ob-serva encapsulado el
farmaco insoluble en agua (esferas
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rojas). De la misma forma, el farmaco
soluble en agua (como el metoprolol)
se encapsula en interior de liposoma
y no en la bicapa

Para el encapsulamiento de farmacos, el tamafio de los liposomas no puede ser mayor de
200nm. De manera contraria estas obstruirian la circulacién sangui-nea en vasos pequefios.
Para preparar liposomas, existen muchas técnicas que uti-lizan fosfolipidos sintéticos y lipidos
extraidos de membranas naturales [7]. Segun el procedimiento de homogenizacion, pueden
prepararse vesiculas de diversos tamafios (de 20 nm a 1 pm de diametro).

II. Materiales y Métodos

Se prepararon soluciones Stocks PC (73.5mg), DPPC (74.81mg) y DSPE (69.2 mg) en 10 ml de
cloroformo/metanol (9:1), 10mM. Se agregd PEG (0.249g) en 10 ml de cloroformo/metanol (9:1),
12.14 mM. Se tomd 100ul de PC, 100pul de DPPC, 100pl de DSPE y 50pul de PEG. Se evaporaron
los solventes aplicando calor en un rango de temperaturas de 35 a 45°C y se dejd secar la
pelicula de bicapa lipidica al vacio toda la noche. Se hidrato la pelicula con PBS pH 7.0 para
obtener concentra-cién 1mM de fosfolipidos y 0.2mM de PEG. Se sonicé 1 hora en ciclos de 7 s
encen-dido y 3 s apagado. Y para la técnica de extrusion se utilizaron filtros de 100 nm,
haciendo pasar la muestra 20 veces a través de estos. Para ambos casos (sonicacién y
extrusion) se calentd la muestra por encima de la temperatura de fusion del fos-folipido (Tm):
PC (-4°C), DPPC (60°C), DSPE (65°C), PC/DPPC/DSPE (65°C). Se almacenaron las muestras a 4°C.
El tamafio de los liposomas se obtuvo mediante la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS)
con el equipo Zetasizer Nano Z. Asi mismo la morfologia de las muestras se determiné con
Microscopia Electrénica de Transmision.

III Dispersion dinamica de luz (DLS)

El tamafio de los liposomas fue analizado para las muestras representativas de PC/DPPC/DSPE
preparadas con extrusién y sonicacién por DLS. La figura 2 muestra los tamafios obtenidos
para las muestras sonicadas y con extrusion. Se observa que los tamafios son menores para
muestras preparadas por extrusion, comparado con los preparados por sonicacion (tabla 1).
Los liposomas presentan varias poblaciones al encapsular metoprolol (figura 3, tabla 2).
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Figura 2. Tamafios de liposomas obtenidos mediante DLS.

El pico rojo corresponde a

mediante extrusién y el verde a sonicacién

liposomas preparados

Tabla 1. Tamafios promedio de liposomas sin encapsulamiento
preparados por sonicacién y extrusion

Didmetro, nm Desviacion estindar
Pico 1 207 28.60
Pico 2 35 .49
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Figura 3. Tamafios de liposomas con encapsulamiento de metoprolol

obtenidos mediante DLS. La sefial roja corresponde a liposomas
preparados mediante extrusion y la verde a los que se prepararon por

sonicacion
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Tabla 2. Tamafios promedio de liposomas con
encapsulamiento de metoprolol preparados por sonicacién y

extrusion
Didmetro, nm Dresviacion estian-
dar
Pico 1 216 95.95
Pico 2 1101 378.20
Pico 3 533.74 12.10

IV Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM) Se analizaron las muestras con microscopia
electrénica de transmision a bajas temperaturas (cryo-TEM). De la muestra analizada se puede
observar su estructura casi esférica y tamafio alrededor de 280 nm (figura 3a). A diferencia de
los liposomas puros, los que contienen Metoprolol tienen una estructura esférica con los

bordes irregulares (figura 3b). Es posible observar mediante esta técnica un cambio en la forma
del liposoma.

Figura 3. Imagen de cryo-TEM de liposomas sin (a) y con (b)
encapsulamiento de Metoprolol

III. Conclusiones

Se encontr6 que los liposomas preparados mediante extrusion presentan me-nores tamafos
que los sonicados, 35y 207 nm, respectivamente. Los liposomas obtenidos son monodispersos
en tamafio de acuerdo a los datos obtenidos mediante DLS (indice de polidispersidad, PdI=0.6).
Mediante Microscopia Electrénica de Transmisién a bajas temperaturas (cryo-TEM) se encontré
que los liposomas sin farmaco encapsulado presentan una estructura casi esférica, mientras
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que, con el encapsulamiento del farmaco, su es-tructura es irregular. El encapsulamiento del
farmaco cambia el tamafio de una parte de los liposomas obtenidos, lo que requiere una
separacion previa de la fraccién de mayor tamafio para su posible aplicacidn clinica.
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