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_ En este articulo de actualizacién y divulgacién cientifica se brinda un panorama de los
iltimos desarrollos en la investigacién y las aplicaciones de las drogas liposomales. Esta clase
de complejos permite que la descarga de las substancias activas se efectie en forma
direccionalizada sobre el sitio deseado, minimizando asi los efectos laterales nocivos que mu-
chas veces no permiten el uso y/o la concentracién necesaria de las drogas.

Finalmente se analizan algunas posibilidades de interés en el terreno de la terapia genética.
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Abstract

Liposomal drugs permit the release of active substances that act in directed form on a

desired site, minimizing side effects.

Key words: Liposomal drugs.

Introducciéon

En 1997 la Administracién de Alimentos y Drogas
(FDA) de los Estados Unidos de Norteamérica brind6
la aprobacién comercial para que las drogas
anticancerigenas encapsuladas en liposomas y una for-
ma liposomal de una potente droga antihongos para uso
en seres humanos pudieran expenderse en el circuito co-
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mercial normal. Estas acciones marcan la emergencia
de los liposomas como una aproximacién practica a la
liberacién farmacéutica dirigida. Los sistemas de libe-
racién liposomiticos también han sido aprobados en
varios paises europeos. Estos resultados exitosos acae-
cen luego de 30 afios de alternancias entre la euforia y
la desesperacion, entre los conceptos excitantes y los
retrocesos experimentales.

De hecho, los liposomas han estado comercialmente
disponibles como sistemas de liberacion de drogas desde
1990. La primera licencia para un producto se acepto en
Irlanda para la formulacién liposomal del agente
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antifungicida amphotericin B. Este producto ahora estd
aprobado en 29 paises para el tratamiento de infecciones
fungicidas sistémicas de caricter severo. Los efectos late-
rales toxicos del tratamiento convencional en la
amphotericin B, que incluyen fichre, niusea, ecalofrio y
dafio al higado con peligro de vida, se han atenuado
marcadamente en la formulacidn liposomal de la misma
dosis. Otros productos con base lipidica de 1a amphotericin
B no-liposomal 1ambién han obtenido la aprobacion co-
mercial tan europea como de parte de la FDA,

Estructura del liposoma

Los liposomas son estructuras sintéticas de tipo celu-
lar formadas por fosfolipidos, que son los blogues d cons-
truccién molecular bdsica de las membranas celulares '
Los fosfolipidos consisien de un esqueleto con tres dto-
mos de carbono con un grupo polar hidrofilico, tal como
la fosfocolina, tipicamente unido a un carbono terminal,
Un par de 4dcidos grasos que constituyen las cadenas late-
rales, se encuentran ligados a los otros dos dtomos de car-
bono (Figura 1). Estas cadenas laterales de Acidos grasos
pueden tener distinta extensidn y pueden contener enlaces
dobles v dtomos diferentes al carbono. Varias estructuras
de este tipo se encuentran en la naturaleza.

Cuando las moléculas anfifilicas, tales como los fos-
folipidos, se mezclan con agua, espontineamente s¢ re-
organizan en estructuras bien definidas. En uno de los
reagrupamientos usuales, los grupos extremos polares
interaccionan con el agua y las cadenas laterales (Acidos
grasos) lo hacen con sus homdlogas de otras moléculas
fostolipidicas para formar bicapas de tipo membranar.
Estas bicapas forman barreras permeables a las molécu-
las polares en tanto que las moléculas dentro de la bicapa
mantiencn una considerable flexibilidad v movilidad la-
teral. Algunas proteinas, glicoproteinas, glicolipidos v
otras moléculas anfifilicas se pueden incorporar a estas
estructuras bicfipicas, asemejindose a la extensa com-
plejidad encontrada en las membranas celulares,

En el afio 1965 se describieron una variedad de
morfologias de capas fosfolipidicas, incluyendo estructu-
ras cerradas que se formaron por la simple via de mezclar
tfosfolipidos y agua ¥ La més comin de estas estructuras
conlenian muchas capas bimoleculares concéntricas y ce-
rradas de fosfolipidos, cada una de ellas separadas por un
compartimento acuoso. Estas estructuras cerradas recibie-
ron la denominacion de “liposomas™ * Los fosfolipidos
hidratados con agua en exceso y luego sometidos a un es-
fuerzo intenso por medio de una sonda ultrasdnica o a una
homogenizacién, pueden formar vesiculas esféricas, ce-
rradas y del tipo morfoldgico de concha que contiene un

volumen acuoso encapsulado y protegido de la bicapa
fosfolipidica exterior. Estos liposomas son pequefios, tipi-
camente de unos 100 mm de didmetro y de aproximada-
mente 1/10 de extensién de la mayor parie de las células ®.

Como los liposomas estdn constituidos por las mis-
mas moléculas que las membranas celulares vivientes,
ellas son vehiculos potencialmente ideales para la libe-
racidn dirigida de drogas- Es probable que ellas desen-
cadenen fuertes reacciones inmunes, y cuando se degra-
den, sus componenies sean indistinguibles de los lipidos
normalmente hallados en el cuerpo viviente. Como los
lipopsomas son mas pequenos que las células rojas de la
sangre circulante, ellas se pueden inyectar fdcilmente,
aungue son lo suficientemente exlensas como para
encapsular una gran variedad de moléculas, ya sca ¢n su
centro acuoso o en la membrana lipidica. Ademas, las
vesiculas multilaminares proveen de otro vehiculo para
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Figura 1. Las moléculas de los fosfolipidos son los constituyentes
primarios de los liposomas. Los mismos consisten de un fosfato
hidrofilico, conteniendo un grupo cabezal (mostrado en azul). unido a
través de un esqueleto de glicerol y uniones ésteres a dos cadenas
hidrocarbonadas hidroféhicas {indicadas en color rojo). También se
muestra la estructura de un fosfolipido ampliamente empleado en los
liposomas {dipalmitoilfosfatidilcalina, n =14},
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una descarga sostenida de las drogas. Las moléculas de
drogas encapsuladas en los espacios acuosos entre cada
una de las bicapas se liberan lentamente, a medida que
la estructura de multicapas se degrada.

Los descubrimientos originales sobre las estructuras
liposomales fueron transformados rapidamente en reali-
dades comerciales. Asi, en el aito 1972 se publicé un tra-
bajo sobre el desarrollo del concepto de emplear
liposomas conteniendo enzimas para tratar enfermeda-
des de reservas resultantes de desérdenes metabdlicos
congénitos & Con base en los resultados encontrados se
infirié que los liposomas podian llegar a constituir un
vehicnlo promisorio para administrar las enzimas a los
pacientes. Mds tarde se investigd el destino de los
liposomas que contenian suero de albimina humana
radiomarcada en tres pacientes de cdncer 7. Se constaté
que en la mayoria de los érganos, la radiactividad pare-
cfa ser absorbida preferencialmente por los tejidos ma-
lignos. Estos hallazgos ofrecieron un fuerte apoyo al uso
de los liposomas como transportadores de drogas en la
quimioterapia de céncer.

Otros trabajos se concentraron en la biodistribucién
- de los liposomas y la forma de interactuar con las célu-
las, incluyendo ejemplos de toxicidad selectiva. Asi, por
ejemplo, se demostré que cuando los anticuerpos produ-
cidos por conejos en respuesta a la inmunizacién contra
las células de glébulos rojos estaban enlazados en forma
covalente a la superficie de los liposomas, la unién de
aguellos liposomas a los glgbulos rojos humanos in vitro
aumentaba por un factor 200 respecto de los liposomas
sin modificacién ®. También se siguié el destino
intracelular de varias sondas fluorescentes y oro coloidal
entrampado en liposomas in vitro cargadas negativamen-
te °. Los liposomas cargados fueron tragados por las cé-
lulas y la rotura de los liposomas en el entorno 4cido y
rico en enzimas de la vesicula endocitica (antes que la
fusién del liposoma) permitié que las moléculas atrapa-
das en el liposoma pudieran escapar hacia el citoplasma.

Suministrando estabilidad

Los investigadores involucrados en las primeras eta-
pas de la investigacidn sobre este tema prontamente se
dieron cuenta que tos liposomas no eran simples curiosi-
dades de laboratorio o dtiles modelos de estructuras
membranales y que podian servir de base para una pode-
rosa tecnologia de suministro de drogas. Sin embargo,
primerc se debian vencer tres serias dificultades antes
que se llegara a concretar todo el potencial de los
liposomas como vehiculos transportadores de drogas. En

primer lugar, tenian que ser formulados los liposomas
que debian mantener su integridad fisica en la corriente
sanguinea y retener sus contenidos. En segundo término,
como cuerpos extrafios en el sistema circulatorio, es
esperable que los liposomas puedan ser expulsados
eficientemente por las células fagociticas localizadas en
el higado, el bazo y otros érganos. Si los liposomas ha-
brdn de ser dtiles como vehiculos liberadores de drogas,
deberian alcanzar los sitios destinados a tales efectos en
el cuerpo antes que los fagocitos las eliminen. Finalmente,
se necesitan métodos eficientes para encapsular a las dro-
gas en los liposomas.

Hacia fines de la década del 70 se usé una técnica
denominada “espectroscopia de correlacion angular
perturbada de rayos gama” (g-PAC) '" para determi-
nar 1a integridad de los liposomas en vivo en ratones. En
un experimento de g-PAC, un radioisétopo tal como el
Mn3* decae con la emisién en cascada de dos rayos gama
2 La grifica del nimero de eventos coincidentes versus
el dngulo entre los directores de la emisidn de los dos
rayos gama se llama la “correlacién angular”. Esta co-
rrelacién puede ser perturbada si el niicleo radiactivo esté
unido a una molécula que puede modificar su orienta-
cién en solucién.

Cuando el "n* se encapsula en ¢l interior de un
liposoma y luego se inyecta en un ratén, el MIn* puede
voltearse libremente en el espacio interior acuoso del
liposoma en tanto que la estructura liposomal permanez-
ca intacta. Sin embargo, cuando el liposoma se degrada
y el "MIn** se libera, el isétopo se puede unir a proteinas
de alto peso molecular en el torrente sanguineo, causan-
do un cambio en el tiempo de volteado rotacional del
isétopo, lo cual es detectado directamente por la g-PAC
1611, Con el uso del marcador radiactivo es posible deter-
minar no sélo hacia donde se dirige el liposoma sino tam-
bién su integridad en la sangre o en cualquier otro tejido
det animal. El empleo de esta técnica permiti6 demos-
trar que los liposomas formulados con técnicas que eran
usuales en los 70 se desintegran rdpidamente en la pre-
sencia de suero o in vivo 11,

El método g-PAC permitié determinar en forma rapi-
da el destino de varias formulaciones liposomales en ani-
males experimentales. Asi, por ejemplo, los liposomas
compuestos por dos componentes comunes de las mem-
branas celulares —el disteroifosfatidil colina (DsPC; un
fosfolipido con cadenas laterales de un acido graso satu-
rado que contiene 18 dtomos de carbono) y el colesterol-
mostraron una buena estabilidad ir vivo y largos tiempos
de circulacién ! En cambio, los liposomas compues-
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tos por el dipalmatoilfosfatidil colina (DPPC, un
fosfolipide con cadenas laterales de un 4dcido graso satu-
rado con 16 dtomos de carbono) y el colesterol, eran eli-
minados mucha m4s rdpidamente en la solucién. Estas
observaciones se explicaron mostrando que las
interacciones de las membranas liposomales con las pro-
tefnas plasmdticas podrfan aumentar la captura de los
liposomas por los fagocitos P, Los experimentos de g-
PAC mostraron que este proceso, denominado
“opsonizacién” se puede minimizar formulando a los
liposomas a partir de fosfolipidos bien caracterizados con
un contenido de cadenas laterales extensas de dcidos
grasos saturados.

Otra forma de reducir la eliminacidn de los liposomas
por los fagocitos se descubrid en el afio 1987 !4, Se cons-
taté que adhiriendo a la superficie del liposoma substan-
cias hidrofilicas tales como los ganglidsidos se reduce la
velocidad de degradacién de los liposomas por las célu-
las fagociticas en el higado y el bazo. Posteriormente,
otros grupos demostraron que el polietilénglicol (PEG)
suministra una barrera el proceso de opsonizacién gue
puede aumentar significativamente el tiempo de vida de
circulacién de un liposoma . Los liposomas sintetiza-

" dos con fosfolipidos tales como el DSPC y el colesterol
circulan por periodos extensos sin el PEG ya que la bicapa
fuertemente empaquetada que se forma con estos mate-
riales resiste substancialmente la opsonizacidn.

Captacidn rigida

Los investigadores comenzarcn a considerar tempra-
namente la posibilidad de modificar la superficie
liposomal para mejorar la captura por tumores y otros
blancos de interés médico, aiin antes de que se demostra-
ra que los liposomas que mostraban reproducibilidad en
vivo se podian preparar.

Las membranas celulares tienen muchas moléculas
funcionalmente activas sobre sus superficies, incluyendo
proteinas, glicoproteinas y glicolipidos. Las secuencias
detalladas de los carbohidratos y las proteinas componen-
tes de estas moléculas juegan un papel central en la activi-
dad biolégica de la célula. Adosando en forma covalente
estas moléculas a la superficie liposomal se puede esperar
que la actividad y la distribucién bioldgica se afecte
significativamente in vivo. Esta aproximacién se estudié
1% uniendo anticuerpos monoclonales a los liposomas para
acrecentar la captura en células que expresan antigenos
especificos. El uso de anticuerpos sigue constituyendo una
opcién de focalizacién atractiva.

También se ha explorado la modificacién de la super-
ficie liposomal con oligosacdridos '*. Se usé un esla-
bén quimico consistente en una secuencia de dtomos de
carbono para unir uno o varios azicares al colesterol. Se
situé a un dtomo de azufre entre el eslabdn y los aziica-
res para neutralizar a las enzimas que podfan cortar la
unién de los azdicares al esiab6n. La porcitn de colesterol
se incorpora ficilmente en la parte hidrofébica de la
bicapa liposémica, dejando a la secuencia de azlcares
expuesta sobre la superficie del liposoma. De tal forma,
los liposomas fueron atrapados por las células tumorales
en los cuitivos.

Sin embargo, cuando estos liposomas fueron inyecta-
dos por via intravenosa en ratones con tumores, las mo-
dificaciones quimicas generaron un aumento manifiesto
en la velocidad de remocién de la circulacién de los
liposomas modificados, o sea el efecto inverso al busca-
do. En estudios realizados a principios de la década del
80 se encontrd que, contrariando expectativas previas,
los liposomas sin modificacién superficial alguna eran
los mdas eficientes para el tratamiento tumoral in vivo.
Investigaciones cuidadosas acerca de la distribucién de
liposomas marcados con "In3 mostraron que la relacion
de captura de los liposomas en los tumores comparadas
con otros sitios, tal como el higado, era muy sensible a
las dimensiones liposomales. Los liposomas pequefios de
medidas uniformes mostraban mayor posibilidad de acu-
mularse en los tumores.

Varios caminos posibles compiten para la captura y
degradaci6n de los liposomas. Pueden ser capturados por
las células de Kupffer, que son células fagociticas halla-
das en los principales vasos sanguineos y en las sinusoides
del higado. La velocidad de ingestién aumenta
marcadamente cuando crecen las dimensiones de la par-
ticula. Si los liposomas son suficientemente pequeiios,
entonces pueden pasar a través de los poros de filtracion
(llamados “fenestraciones’) en las células endoteliales
que constituyen las paredes de los vasos sanguineos del
higado. Luego son capturadas por los hepatocitos, las
principales células del higado. Entonces, la minimizacién
de la captacion por el higado requiere particulas lo sufi-
cientemente pequefias como para poder escapar a las cé-
lulas de Kupffer, pero bastante grandes a fin de pasar a
través de las fenestraciones. Un interesante estudio de
micrografia electrénica sobre las fenestraciones en las
sinusoides del higado suministré la informacién necesa-
ria para balancear estos dos requerimientos '. Asi, se
encontré que la maxima dimensién era ~ 100 nm. En la
practica, los liposomas del orden de los 40-80 nm mues-
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tran 1la minima velocidad de remocién desde el torrente
sanguineo.

Normaimente, los capilares sanguineos son permeables
solamente a pequeiias moléculas tales como el agua o la
glucosa. Sin embargo, un tumor en rdpido crecimiento
descarga factores angiogénicos que inducen a su vez el
crecimiento veloz de los capilares dentro del tumor, tra-
yendo oxigeno y nutrientes. Cuanto més rdpidamente se
construyen estos capilares, menos perfecta resulta su ar-
quitectura y asi se generan espacios entre las células
endoteliales que son lo suficientemente grandes como para
que aun los liposomas de 40 a 80 nm puedan pasar a tra-
vés. La optimizacién de las medidas del liposoma y su
generacion con suficiente robustez y estabilidad estructu-
ral, hace posible dirigir su biodistribucién de manera sig-
nificativa a favor de los tumores. Estos estudios significa-
ron un descubrimiento valioso acerca de la estructura
vascular de los tumores 22!, Ademds, ellos suministraron
un mecanismo general que explica la localizacion de los
liposomas en los tumores en rdpido crecimiento.

El cargado de los liposomas con las drogas

La eficiente encapsulacién dentro de los liposomas
es muy importante para muchas drogas tanto por razones
econdmicas como por motivos de seguridad. La
encapsulacién adecuada demanda métodos practicos para
aumentar la concentracién de la droga dentro de los
liposomas. Los métodos de cargado activo conducen a
las moléculas a través de 1a bicapa a fin de aumentar la
concentracién interna, En ¢l afio 1976 s¢ demostré que
las aminas liofilicas, tal como la morepinefrina se pue-
de cargar en los liposomas apelando a un simple gradiente
de pHZ,

En el afio 1979 se constaté que la velocidad de trans-
porte de iones especificos a través de las hicapas
liposémicas se puede aumentar incorporando iondforos
en la bicapa 2. Estas moléculas aceleran el transporte de
iones a través de las membranas por formacién de cana-
les a través de éstas o formando complejos que pueden
lanzar a los iones a través de las membranas. Se encon-
tré que los liposomas pueden cargar cuantitativamente
al ién “In®** encapsulando primero un agente quelante
dentro del corazén del liposoma ¢ incorporando luego
un ionéforo en la bicapa liposomal. Cuando estos
liposomas son suspendidos en presencia de ™In’, los iones
se transportan ripidamente al otro lado de Ia membrana,
impulsados por ¢l gradiente de concentracién.

Una vez que estdn alojados en el interior, se complejan
con el agente quelante de modo tal que ya no pueden

abandonarlo, Este procedimiento permite que los
reactivos de diagndstico basados en los liposomas sean
preparados como “cajas frias” de liposomas modifica-
dos con un agente quelante y un iondforo. Cuando se
agrega la sal de un radioisétopo apropiado (tipicamente
unc con una vida media corta) a la preparacioén justo an-
tes de su empleo, ¢l radioisétopo sc carga rdpida y
cuantitativamente dentro del centro del liposoma. Mis
tarde se usaron gradientes i6nicos para promover una
adicion eficiente del anestésico cloropromacina y 1a dro-
ga anticancerigena vinblastina dentro de grandes
liposomas unilaminares *.

Debido a la alta eficiencia del cargado via el gradiente
i6nico (0 activo), este método se usa en muchos labora-
torios para encapsular drogas en los liposomas. Por ejem-
plo, tres productos de antraciclina liposomal ¢n pruebas
clinicas emplean variaciones de cargado i6nico para en-
trampar a los compuestos liofilicos .aminicos doxoru-
bicina y daunorrubicina. Las drogas se agregan a las so-
luciones de liposomas preformados en los cuales ya hay
un gradiente entre el interior y el exterior 0 en uno don-
de se lo crea. El gradiente quimico se descarga cuando la
droga pasa a través de la bicapa y un alto porcentaje de
la droga se aloja dentro del liposoma.

El tratamiento de infecciones por hongos

L as infecciones por hongos constituyen una seria ame-
naza a los receptores de transplantes de médula Gsea, pa-
cientes cancerosos sujetos a tratamientos quimiote-
rapéuticos y otros con los sistemas inmunoldgicos debili-
tados. Las infecciones m4s serias usualmente s¢ tratan con
anfolericing B, un agente antifungicida con un amplio es-
pectro poliénico. Desaforturnadamente, 1a anfotericina B
produce una toxicidad al rifién con riesgo de vida para
muchos pacientes cuando se usan dosis cercanas al nivel
terapeitico, Entonces, esta droga constituye una candidata
ideal para someterla al encapsulamiento liposomal.

A principios de la década del 80 se encapsuld
anfotericina B en liposomas multilaminares y se verificd
en pruebas clinicas que tal procedimiento reducia
significativamente la toxicidad de la droga . Los
liposomas con anfotericina B fueron probados inicialmen-
te en 18 pacientes en quienes la droga libre no habia de-
tenido el desarrollo de la infeccién por hongos del tipo
“Aspergillus” o “Candida”. La mayor parte de los pa-
cientes respondié a la droga liposomal, 1a cual se pudo
administrar en mayor dosis debido a que era menos tdxi-
ca para los rifiones.
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En el afio 1983 se reconocid el potencial de los
liposomas para aumentar el indice terapéutico de la
anfotericina B. Se trabajé sobre vesiculas laminales pe-
quefias en las cuales la droga se incorpord dentro de la
bicapa liposomdtica **. Este método también redujo
marcadamente la toxicidad de la anfotericina B, Por ejem-
plo, una simple inyeccidn intravenosa de la anfotericina B
es letal para ¢l 50% de los ratones en una dosis (LD, de
2.3 mg/kg de peso del cuerpo en la misma variedad de la
especie. La preparacidn del liposoma tenia un LD, > 160
mg/kg de peso del cuerpo en la misma variedad de rato-
nes, La toxicidad se reduce sin pérdida alguna de eficacia,
Como la incorporacién de una droga dentro del liposoma
disminuye significativamente la incidencia de efectos la-
terales, s¢ pueden incrementar las dosis a los pacientes
humanos hasta un 3-5 mg/kg del peso del cuerpo y por dia
(si es necesario) sin que haya toxicidad del rifién con ries-
2o de sobrevida ¥, La dosis méxima de droga libre que
puede suministrarse es 1 mg/kg de peso del cuerpo v por
dia, y la mayor parte de los pacientes no pueden recibir
este alto dosaje por mis de unos pocos dias.

El anidlisis del producto comercial denominado
AmBisome por medio de la espectroscopia de dicroismo
circular indica que la anfotericina B forma racimos en la
bicapa liposomdtica *. La estructura mds estable se sy-
pone que ¢s un canal formado por dos barriles unidos
extremo a extremo, cada uno de los cuales estd compuesto
por & moléculas de anfotericina B (Figura 2).

Esia estructura retiene a Ia droga. dentro de 1a bicapa
liposomal en presencia de células humanas, tales como
las células de los glébulos rojos. Normalmente, estas cé-
lulas serian dializadas por la anfotericina B libre. Sin
embargo, cuando el AmBisome s¢ incuba con el hongo
forma poros en ellos y mata al organismo. Este producto
es al menos tan potente como agente fungicida como la
droga libre a la misma concentracidn de anfotericina B,
aungue su accidn es mas lenta,

En el mercado mundo mundial existen otros dos pro-
ductos comerciales *-° denominados Amphocil y Abelcet
con caracleristicas similares y una accidn equivalente,
aungue tienen formulaciones diferentes.

Todos estos productos de base lipidica de la anfotericina
B son mids grandes que los poros de filtracidn del rifidn y
por ello la droga tiene un acceso restringido a los tibulos
sensibles de ese organismo. El liposoma AmBisiome cau-
sa una menor toxicidad aguda (e.g, escalofrios v fichre),
posiblemente porque liga a la anfolericina B mas fuerte-
mente que las otras formulaciones.

Diagndstico y terapia del cdncer

El "In™ encapsulado en liposomas se ha manufactura-
do como un agente de diagndstico de tumores in vivo, Las
pruebas realizadas en seres humanos indican que el pro-
ducto comercial puede sefializar tanto a la enfermedad
secundaria (metdstasis) como a la primaria, Funciona muy
bien para varias clases de umores sélidos en tejidos sua-
ves y duros y posee una sensibilidad aceptable (i.e. la ca-
pacidad para detectar las células tumorales) y una especi-
ficidad extremadamente grande (i.e. 1a habilidad para dis-
linguir entre células tumorales v otros tejidos) *'. Estas
propiedades lo constituyen en un candidato prometedor

Figura 2. Ocho moléculas de anforericina B pueden [ormar una
disposicidn tipo barril con sus residuos hidroxilicos hidrofilicos en el
interior. Ln empaquetamiento de dos de estos cuerpos pueden expandi
la bicapa de un liposoma, creando asf un poro, cuya estnictura s
muesira en esta imagen generada computacionalmente, En color verde ze
muestran log dtomos de carbono, en hlanco, los hidrdgenos, en azul
oseiro, los nitrdgenos, ¥ en amarillo, los fosfolipidos v el colesteral,
También se muestra la estructura de la anfotericina B.
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para monitorear la recurrencia del cdncer luego de la ciru-
gia 0 para seguir el curso del, tratamiento por quimiotera-
pia. Aunque este producto puede detectar un amplio es-
pectro de tipos de tumores, todavia no ha llegado a mos-
trar una velocidad tal de deteccidn para alguna clase par-
ticular de tumor que ofrezca ventajas competitivas con
respecto a los métodos de diagnostico habituales.

La quimioterapia liposomal del cdncer parece ofrecer
mejores perspectivas de cura que los agentes de diagndsti-
co con base en liposomas. Los liposomas brindan la ven-
taja potencial de la descarga concentrada de la droga so-
bre el sitie sdlido del tumor, reduciendo su concentracién
en los blancos indeseables, tales como el rifidn o el cora-
zon y proveyendo una liberacidn sostenida de la droga en
el tumor. La reduccidn de la concentracién de droga en el
rifién y el corazdn es importante va que la toxicidad en
estos drganos a menudo limita drdsticamente la dosis de
los agentes gquimioterapéuticos que se pueden suministrar
al paciente con un grado razonable de seguridad.

Varios estudios realizados con ratones implantados con
tumores de linfosarcoma mostraron que la encapsulacién
liposomdtica de la dawnorubicina, una droga antican-
cerigena aprobada para su uso en seres humanos, aumen-
t6 la vida media de los ratones enfermos con respecto a
otros ratones tratados con la misma dosis de la droga li-
bre (Figura 3). Para la dosis mds efectiva, la
daunorubicing aumentaba la duracién de vida de los ra-
tones sin tratar en un 50%. La droga encapsulada liposo-
mdticamente a la mitad de esa dosis era tan efectiva como
la droga libre. Pero el ratdn podia tolerar dosis conside-

230 BD[I}@;J-IIIM -
. O Farmulacién con
e ] _ liposoma

Incrmaesic an o Bempo de
mobrevida, als

Dasis, my'ky pesa del cuerpo

Figura 3. Los ratones con tumores implantados v tratados con
daunorubicina encapsulada en liposomas viven un tiempo
substancialmente mayor que aquellos tratados con la droga libre. Para
dosis altas, a las cuales la droga libre no se puede emplear debido a sus
efectos laterales, el producto encapsulado en liposoma aproximadamente
dobla el tiempo de sobrevida media y también deja a algunos animales
libres de tumores.

rablemente mayores de la droga en los liposomas que lo
que podia recibir de la droga libre, presumiblemente por-
que la encapsulacidn concentraba la descarga de la dro-
ga sobre el sitio del tumor y alejada de los tejidos nor-
males sensibles. Las mayores dosis eran efectivas, de-
jando a algunos animales liberados de los tumores. Nin-
gin animal en el grupo de administracién de la droga
libre quedd liberado del tumor. Las pruebas llevadas a
cabo hasta el presente con seres humanos con base en la
daunorubicina encapsulada en hormonas son completa-
mente consistentes con estos estudios con animales.

Aplicaciones en vacunas antivirales

Los liposomas también estdn siendo investigados para
ser usados en el tratamiento de infecciones virales. Por
ejemplo, con base en los resultados previos de investiga-
cidn ** se ha incorporado el LamB (el receptor para el
bacteriéfago 1) en una bicapa liposdmica *. Mediante el
empleo de la microscopia electrdnica se demostrd que el
virus se une a los liposomas modificados e inyecta su
ADN dentro de estas vesiculas vacias. Luego de haber
inyectado su ADN, el virus deja de ser infeccioso. Los
investigadores midieron la velocidad de inyeccidn del
ADN incorporando bromuro de etidio dentro de la cavi-
dad acuosa de los liposomas ¥y monitoreando el acrecen-
tamiento de la fluorescencia a medida que este flurdforo
se une al ADN invectado.

También se ha investigado una estrategia similar para
el tratamiento de enfermos de SIDA **. En este caso se
estdn usando los liposomas como transportadores de pro-
tefnas CD4 hacia la hoja externa de las membranas celu-
lares de los gldbulos rojos.

Esta proteina es el blanco sobre la superficie celular
del virus de inmunodeficiencia Humano (HIV), el cual
causa el SIDA. Se ha propuesto que cuando estas células
se inyectan en un paciente, cualquier HIV se deberia li-
gar y fundir con las células modificadas de los gldbulos
rojos. Como estas células no tienen nicleo, el proceso
deberfa efectivamente inactivar al virus.

Los liposomas estdn siendo investigados como
adyuvantes {intensificadores de la inmunogeneticidad
antigena) para vacunas. Los antigenos asociados con los
liposomas aumentan la produccidn de anticuerpos y pue-
den activar células especificas del sistema inmune para
combatir a las infecciones de un modo més efectivo.

Terapia genética

Los liposomas pueden transportar al ADN hacia las
células para producir la terapia genética. Aunque la ma-
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yor parte de los experimentos emplean uno de los varios
virus modificados para transportar ADN nuevo a través
de la membrana celular, algunas pruebas clinicas en cur-
so de desarrollo actual recurren a los liposomas para li-
berar el ADN dentro de las células a fin de tratar enfer-
medades tales como la fibrosis cistica * y el céncer %,
Los liposomas son agentes liberadores prometedores a
causa del uso extendido de los virus que, no importa cuan
desactivados se encuentren, pueden generar complicacio-
nes indeseables. También se estdn probando otras aproxi-
maciones, incluyendo la inyeccidn directa del ADN des-
nudo ¥ y una variedad de materiales de descarga cati6nica
disefiados para neutralizar la gran carga negativa del ADN
a fin de facilitar su entrada dentro del citoplasma celular
y, subsecuentemente, dentro del nicleo™,

En el afio 1983 se encontrd evidencia para la expre-
sidn in vivo de la insulina de rata luego de 1a administra-
cién intravenosa del gen encapsulado en el liposoma para
esta protefna en ratas normales . En 1987 se descubri6
que los liposomas que contienen ciertos lipidos
catiénicos, tal como el ion N-(1,2,3-dioleiloxi-propil)-
N,N,N- trimetilamonio (DOTMA) promueve el pasaje del
ADN hacia las células, donde puede ser insertado en el
" nicleo, correctamente transcriptas en ¢l ARN mensaje-
ro, y expresado como proteina *, Este descubrimiento
condujo a una formulacién comercial que contiene
liposomas catidnicos para la transfeccién de células en
cultivos.

Otros trabajos adicionales han demostrado que otros
lipidos catiénicos pueden ser adn mds efectivos que el
DOTMA. Asi, se constaté que las variaciones en la lon-
gitud y el grado de insaturacién de la cadena lateral
lipidica, la naturaleza de los grupos unidos al nitrégeno
cuaternario y ain la identidad del contraién pueden te-
ner grandes efectos sobre la eficiencia de la transferen-
cia del gen a las células en cultivo *'. También se ha de-
mostrado la eficiente transferencia genética a las células
en cultivo mediante el empleo de lipidos poliaminicos %,
Recientemente se informé acerca de estudios sobre el
mecanismo por el cual estos lipidos catiénicos acrecien-
tan el transporte del ADN a través de las membranas ce-
lulares 2. Se hallé que los lipidos aniénicos en la mem-
brana celular pueden disociar el complejo ADN-lpido
catiénico luego que éste entra en la célula.

Sin embargo, la mayor parte de los lipidos catiénicos
diaciclicos estudiados no han mostrado ser eficientes para
la expresién de genes in vivo. En efecto, la inyeccién
intramuscular directa del ADN desnudo a menudo es mds
eficiente que estos complejos de base lipidica *. Asimis-
mo, los lipidos catiénicos son téxicos. Se pudo demos-

trar que los grupos funcionales cargados que s¢ agregan
a las componentes de las membranas, tal como el
colesterol, pueden aumentar la eficiencia de transfeccién
y reducir la toxicidad *.

Otra estrategia importante que estd siendo estudiada
para la descarga in vivo de genes es el empleo de dendri-
meros, que son estructuras catiénicas ramificadas cons-
truidas por generaciones succsivas de polimerizaciones.
Esta particular clase de supermoléculas se descubrieron
hace ya mis de diez afios y poseen una estructura bien
caracterizada que depende del nimero de generaciones
de etapas de polimerizacién.

La real motivacién que subyace detrds de todos estos
desarrollos es la biisqueda de vectores no virales para la
terapia genética. Se necesitan vias para descargar un gen
en las células objeto apropiadas, donde éste pueda reem-
plazar al gen defectuoso. Debido a un simple gen defec-
tuoso, por ejemplo, los pacientes con fibrosis cistica no
pueden sintetizar una proteina que forma un canal para
el transporte i6nico a través de la membrana celular de
los pulmones. Algunos estudios recientes han mostrado
que cuando las copias del gen apropiado complejado con
ciertos lipidos catiénicos se instalan directamente en los
pulmones del ratén, el transporte idnico deficitario se
puede corregir. Asf, se han construido vectores de expre-
sién plasmidicos (arrollamientos circulares de ADN que
se pueden replicar independientemente del cromosoma)
que pueden generar altos niveles de expresién del gen
tansportado. Se han evaluado muchos lipidos catiénicos
para testear sus respectivas capacidades para mediar la
transferencia genética con alta eficiencia en las células
pulmonares objeto en ratones **. Los resultados parecen
demostrar que estos complejos de ADN-lipidos se com-
portan con un nivel de eficiencia comparable a los
vectores adenovirales.

Hasta aqui, estos experimentos in vivo han usado apli-
caciones directas de los complejos ADN-lipidos en los
tejidos objeto. Las formuiaciones que son marcadamente
activas para la transfeccién usualmente no van al lugar
deseado cuando se inyectan por via intravenosa. Para
poder llegar a concretar el objetivo de la descarga selec-
tiva de ADN con la inyeccifn sist€mica, las lecciones
recogidas acerca del desarrollo de los liposomas deben
ser combinadas con la comprensién emergente de los
mecanismos acerca de cdmo el ADN penetra las células
de las membranas.

Conclusiones

Los liposomas ofrecen una base muy interesante y po-
tencialmente valiosa para poder llegar a producir cambios
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extraordinarios en la farmacologia especificamente diri-
gida. La mayor parte de las aplicaciones clinicas de la
descarga liposomal de drogas todavia se encuentra en sus
primeras instancias de desarrotlo. Sin embargo, el empleo
exitoso en la terapia de enfermedades por hongos asi como
el diagndstico y terapia cancerigena parecen mostrar al-
gunas de las enormes posibilidades para este tipo de aproxi-
macitn, La unidn de los receptores virales a los liposomas
también pueden abrir otros nuevos campos de la terapia
direccionalizada con especificidad para células infectadas
viralmente y para la terapia genética. La capacidad
artesanal de generar estructuras sintéticas tipo celular junto
con la sofisticada funcionalidad creciente seguramente
formar4 una parte importante de la tecnologia futura dis-
ponible para las aplicaciones en el diagnéstico y la terapia
de enfermedades *.
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