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Resumen

Se ha desarrollado la metodologia para preparar liposomas de tamafio nanométrico utilizando mezclas de fos-
fatidilcolina de soya y colesterol. Los liposomas se prepararon mediante la hidratacién de una capa de lipidos en
presencia de ultrasonido. Los tamafios nanométricos se obtuvieron mediante la extrusién de la solucién inicial de
liposomas a través de membranas con tamafio de poro igual a 100 nm. Como resultado las soluciones finales con-
tenfan liposomas con tamanos en el orden de ~ 50 nm. Las soluciones finales se caracterizaron con ayuda de un
Analizador de Tamafios de Particula basado en el método de la dispersion de luz.
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Abstract

The methodology for the preparation of nanometric size liposomes has been developed. The liposomes were
prepared using mixtures of Soy phosphatidilcholine and cholesterol. After a thin layer of the lipid mixture was
obtained, this was hydrated with phosphate buffer under ultrasound. The nanometric sizes were obtained after the
initial liposome solution was extruded through a membrane with 100 nm pore size. As a result, the final solution
contained liposomes with sizes in the order of ~ 50 nm. The size of the liposomes in the final solution was obtained

using dynamic light scattering.

Keywords: liposomes, dynamic light scattering, penicilline.

1 Introduccién

El estudio de los liposomas como sistemas eficientes pa-
ra el transporte de medicamentos define una de las dreas
de investigacion actuales. Uno de los objetivos es el desa-
rrollo de formulaciones con mejor farmacocinética y me-
nor toxicidad que las formulaciones tradicionales [1],[2],
pues con el adecuado encapsulamiento, los farmacos

pueden llevarse a sitios especificos de los organismos y
mantenerse alli por periodos de tiempo mayores, pro-
tegidos de una degradacién prematura. En este contex-
to, las formulaciones liposomales han mostrado un gran
potencial para la distribucién de antigenos asi como de
agentes antiparasitarios [3],[4]. Particularmente, el tama-
fio nanométrico de estos transportadores permiten su fé-
cil incorporacién al sistema circulatorio [5].
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Figura 1. Liposomas como sistemas de encapsulamiento de fairmacos. A). Estructura de un liposoma. B) Los formacos en el

interior acuoso del liposoma o en el interior de su membrana.
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Los liposomas son estructuras esféricas constituidas
por una membrana bilipidica que rodea un medio acuo-
so (Figura. 1A). Estas se forman en un ambiente acuoso
como consecuencia de la existencia de una parte polar
y otra no polar en las moléculas de los lipidos compo-
nentes; termodindmicamente, la formacién de liposomas
minimiza la energfa y maximiza la entropia del sistema
molecular total; esto se traduce en el llamado efecto hi-
drofébico que resulta en el aislamiento de las partes no
polares de los lipidos en el interior de las membranas
mientras que la partes polares interacttian con el agua
de modo que se elimina la interaccién con el agua.

Las células vivas utilizan liposomas para el transpor-
te de moléculas, como parte de su metabolismo. Liposo-
mas artificiales pueden también utilizarse para el trans-
porte de principios activos (ver Figura 1B); esto presen-
ta varias ventajas debido a la biocompatibilidad de sus
componentes [1]. Estos son biodegradables, puesto que
los liposomas se preparan con lipidos que se presentan
en el organismo. Ademads, prolongan la permanencia del
principio activo en el organismo y mejora la eficacia en
la distribucién del mismo. El proyecto de investigaciéon
semilla permiti6 desarrollar la metodologfa para la pre-
paracién y caracterizacién, a nivel de laboratorio, de li-
posomas que contengan penicilina (penicilina G benza-
tinica).

2 Preparacién

Los liposomas se prepararon utilizando Fosfatidilcolina
de soya (Soy Phosphatidilcholine o PC) y colesterol; es-
tos compuestos se compraron a la empresa Avanti Lipids
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de los Estados Unidos. Las preparaciones se realizaron
en el Laboratorio de Biofisica del Departamento de Fisi-
ca siguiendo el siguiente procedimiento:

1. Preparacién de soluciones base de PC y colesterol.

2. Preparaciéon de mezclas de PC y Colesterol.

Evaporacion del solvente de las mezclas PC- Co-
lesterol.

Hidratacién del lipido seco.

. Uso de ultrasonido para inducir la formacién de
liposomas en la solucién acuosa.

6. Extrusién de la solucién de liposomas.

Las soluciones base de PC y Colesterol se prepararon
diluyéndolos en una mezcla cloroformo/metanol (2/1,
v/v). Para obtener 2 ml de una dispersioén de liposomas
se partié de una solucién que contenfa una mezcla fosfa-
tidilcolina/colesterol (2/1, mol/mol), preparada a par-
tir de las soluciones base. Mediante la evaporacién del
solvente organico de esta solucién de lipidos se obtu-
vo una capa homogénea de lipido seco. Luego se afia-
di6 2 ml de solucion buffer fosfato salino (PBS: 50 mM
fosfato, pH:7.4, 300 mM NaCl) y se expuso la mezcla a
ultrasonido para inducir la formacién de liposomas; la
hidratacion y el uso de ultrasonido se realizé6 mantenien-
do la temperatura de la solucién en 50 °C. Esta soluciéon
primaria contenia liposomas con tamafios en el orden de
~ 1 um. Para obtener liposomas de tamafio nanométri-
co, la solucién primaria se someti6 a extrusion a través
de una membrana de policarbonato con tamafio de poro
de 100 nm (ver Figura 2).
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Figura 2. Preparacion de soluciones de liposomas: Al final del proceso de hidratacién se obtienen soluciones con liposomas de
diferentes tamanos; el proceso de extrusion permite obtener soluciones de liposomas con tamafios nanométricos definidos por

la membrana utilizada en el proceso.

A largo plazo, el objetivo de nuestra investigacién
es desarrollar la capacidad de encapsular farmacos pa-
ra uso médico o veterinario. Por esta razén, como parte
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del proyecto semilla se realizaron pruebas preliminares
para encapsular penicilina; la penicilina G benzatinica
se afiadi6 a la mezcla inicial de lipidos y los liposomas
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se prepararon de la manera descrita anteriormente. Los
liposomas obtenidos en presencia de la penicilina mues-
tran la misma estabilidad que aquellos preparados en su
ausencia, esto nos hace suponer que la penicilina no al-
tera el proceso de formacién de liposomas. Desafortuna-
damente, al momento no disponemos de las facilidades
para determinar la cantidad de penicilina encapsulada.

3 Determinacion de la distribucion
de tamaifos
Las soluciones de liposomas obtenidas luego de la ex-

trusion se analizaron con un Analizador de Tamarfio de

Luz
incidente

Particula 90 Plus fabricado por la empresa “Brookhaven
Instrument Coorporation” de los Estados Unidos. Este
Analizador utiliza el método de la dispersién dindmi-
ca de luz para obtener una distribucién de tamarfios de
las particulas en una suspension. Debido al movimien-
to térmico de las moléculas de la solucién, las particulas
en suspension experimentan un movimiento aleatorio;
lo cual hace que la intensidad de la luz dispersada expe-
rimenta fluctuaciones en el tiempo. El anélisis de estas
fluctuaciones permite obtener informacién del coeficien-
te de difusién de estas particulas y consecuentemente de
su tamafio [6]. La Figura 3 muestra un esquema del fun-
cionamiento del método
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Figura 3. Analizador de tamafios de particulas basado en el método de dispersién de luz.

4 Resultados

La preparacion de soluciones de liposomas con tamario
nanométrico terminé con el proceso de extrusién luego
del cual se obtuvieron liposomas con didmetros menores
a 100 nm. La Figura 4A muestra una distribucién tipica
de tamarfios obtenida con el método de dispersiéon dina-
mica de luz; esta muestra un méximo para un didmetro
dy, . Los andlisis preliminares de nuestros experimentos
se han hecho considerando este pardmetro. La Figura 4B
muestra la dependencia de d,;, inmediatamente después
de la extrusion, con la concentracién de lipidos en las so-
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luciones base; se puede apreciar que los tamafios obteni-
dos no dependen de la concentracién inicial de lipidos.

Las aplicaciones farmacéuticas que se planea dar a
los liposomas requieren que estos sean estables con el
tiempo. Para evaluar la estabilidad de las suspensiones
obtenidas se estudi6 la evolucién temporal de d;,. La
Figura 4C muestra el comportamiento tipico d,; con el
tiempo, mientras que la Tabla 1 muestra los promedios
correspondientes, para varios experimentos. En general
los tamarfios de los liposomas se mantuvieron menores a
100 nm y d,, experimenta fluctuaciones de ~ 20 nm.

107



Marco Bayas y David Brito

tm
100 — L
- 80
-] E
é & £ q . .
E uE 40 . > x
25 20
o ; i i
u AL . (o] 0.005 0.01 0.015 0.02
Didgmetro (nm) Concentracién de PC (mmol)
(A) (B)
100
8O 19
E b fe ' 5. .
£ 5 d T Y < T
Y !, L3 | __:l 5
£ 40 bl s ."f.‘"\‘&‘ ,/“,415:__:__: —————— 3 :\*f*
20? ) el >
0 y'. . L L L
0 20 40 60 80 10 120 140 160 180
Tiempo (h)
(C}
Figura 4. Principales resultados de la preparacién de los liposomas.
Exp Vol PC Concentracién dy Reconocimientos
(mL) PC (mmol) (nm) El Analizador de Tamafios de Particula utilizado en
1 0.17 0.005 34,6 £16,6 la ejecucion de este proyecto fue facilitado por el Dr. Vic-
2 034 0.01 51,9+ 26,6 tor Guerrero. La penicﬂ%na G benzatinica fue gentilmen-
te donada de Laboratorios Cobo.
3 0.34 0.01 39,3+18,8
4 0.51 0.015 28,9+13,6 .
5 0.7 0.005 s5-m6 | Referencias

Tabla 1. Valores del promedio en el tiempo del didmetro de los
liposomas para cinco preparaciones diferentes.

5 Conclusiones

Los experimentos realizados muestran nuestra capaci-
dad de preparacion de soluciones de liposomas, con ta-
marfios nanométricos, que se mantienen estables por mds
de cinco dfas. Ademas, la formacién de liposomas, asi
como su estabilidad, no se alteran cuando se anade pe-
nicilina a la preparacion. Esto dltimo se utilizard en in-
vestigaciones posteriores en las que se espera desarro-
llar formulaciones nanométricas de penicilina para uso
veterinario. Es importante enfatizar que, para llegar a
disponer de este tipo de aplicacién es necesario seguir
un extenso proceso de investigacién que empieza con la
realizacién de experimentos in vitro para evaluar las pro-
piedades antibitticas de las formulaciones nanométricas
de penicilina. El éxito esta investigacién futura depen-
dera de la disposicion del equipamiento necesario para
cuantificar la cantidad de penicilina encapsulada.
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