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INTRODUCCION

No son muchas las oportunidades
en las que experiencias realizadas in
vitro con el objeto de evaluar la activi-
dad biolégica de drogas y otras sustan-
cias, son representativas de lo que real-
mente ocurre cuando las mismas son
administradas a un organismo viviente,
constituyéndose este fendémeno en el
paso limitante para la exitosa aplicacién
clinica de tales agentes.

Esta diferencia observada puede
ser ficilmente comprendida cuando
recordamos que entre el sitio de admi-
nitracion de la droga y su érgano o tejido
“blanco” existen miltiples barreras —ya
sean anatomicas, quimicas o biolbgicas—
que deben ser atravesadas o evitadas para
lograr el efecto terapéutico deseado.

Si a lo antedicho sumamos el he-
cho que la mayoria de las drogas son té-
xicas a los tejidos normales, los cuales
deben ser generalmente atravesados, ten-
dremos otro argumento en favor de la
administracién selectiva de firmacos,
tema que la farmacologia moderna ha
aceptado como desafio y que ha sido,
especialmente en la @ltima década, su-
jeto de intensivas investigaciones que
prosiguen con creciente entusiasmo.

A efectos de obtener soluciones
viables a este problema se han encamina-
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do diversas metodologias. Una de ellas
consiste en la modificacién quimica de
las moléculas farmacolégicamente acti-
vas, con el consiguiente cambio en sus
propiedades fisico-quimicas y biologicas
pero que puede traer aparejado cambios
desventajosos en cuanto a su actividad,
toxicidad, estabilidad, etc.

A causa de dichos inconvenientes
ha surgido el concepto de sistemas trans-
portadores de drogas, que bien pueden
ser modificados con el objeto precitado
pero que no alteran la estructura de las
drogas vehiculizadas por los mismos
Yy que permiten aumentar la accesibili-
dad de la droga al sitio de accién, in-
crementando su actividad, con dosis
menores y consecuente disminucion de
aparicion de efectos colaterales.

El logro de este objetivo depende
fundamentalmente de la relacién que
exista entre el sitio blanco (es decir, el
organo o tejido que se desea impac-
tar con la droga), el medio. que la rodea
y el sistema droga-transportador.

Dado que la modificacién del me-
dio ambiente y del sitio blanco es prac-
ticamente imposible en condiciones fisio-
logicas, el disefio del sistema transpor-
tador y su interacciébn con la droga de-
be ser el adecuado para poder soslayar
las posibles barreras que describimos al
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AREA NORMAL BLANCO

{TOXICIDAD?

AFINIDAD

DROGA LIBRE

{INACTIVACION?

AREA NORMAL BLANCO
RANSPORTE
FACILITADO
AFINIDAD
n
DROGA TRANSPORTADA

SIN MODIFICACION

MEDIO AMBIENTE

Figura 1. Situacién de la droga administrada en forma normal y de la transportada por un sistema
ideal frente al area de contacto posible dentro del organismo, tratando de representar en forma com-
parativa cuél es el objetivo deseado en el desarrollo de firmacos. Obsérvese el efecto que el medio
ambiente pudiere ocasionar sobre la molécula con actividad farmacologica.

comienzo. La figura 1 resume el objetivo
deseado en forma esquematica.

El disefio racional de lo que

podriamos llamar un sistema transpor-
tador ideal, nos permite proponer una
serie de requisitos fundamentales, los
cuales enumeraremos a continuacion:
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a) Debe mantener la actividad bio-
légica de la droga.

b) Debe restringir la distribucién
del firmaco al 4area o blanco
deseado, interaccionando en
minima medida con el resto del
organismo.

c) Debe vehiculizar una cantidad
suficiente de droga para obtener
su efecto terapéutico.

d) Debe mantener una liberacién

controlada y predecible del

agente vehiculizado.

e) Debe enmascarar posibles efec-
tos inmunogénicos o caracteris-
ticas no deseadas de la sustancia
vehiculizada.

f) Debe ser atdxico y biodegra-
dable.

g) Debe proteger al agente de me-
dios biolégicos inhdspitos que
atenten contra la integridad de
la molécula o su eficacia.

h) Debe poseer la capacidad de ve-
hiculizar una amplia gama de
farmacos.

Muchas han sido las aproximacio-
nes experimentales destinadas a obte-
ner este modelo y algunas de ellas han
resistido las pruebas aportadas por la
experimentacién, tanto in vitro como



in vivo y por lo tanto subsisten hoy
como posibles sistemas transportadores,
que con la realizacién de mayores in-
vestigaciones pueden perfilarse para ser
utilizados en clinicg en-un futuro a corto
plazo. -

Con el proposito de facilitar el
estudio de los sistemas transportadores
hasta hoy propuestos, se han clasificado

Anticuerpos y F (a b’),
Hormonas peptidicas
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en funcién de sus caracteristicas estruc-
turales. La Tabla 1 resume tal clasifica-
cion y demuestra la diversidad de formas
logradas, sin entrar en una detallada des-
cripcion de las mismas, lo que escapa al
alcance de este trabajo, para lo cual su-
gerimos remitirse a las citas bibliogra-
ficas respectivas.

Polilisina
Macromoleculares DNA (Acido deoxiribonucleico)
Dextrano
Polietilenglicol
Leucocitos Neutréfilos*®
qs Plaquetasg-of -
Biologicos Eritrocitoss 5
Fibroblastos®!
Particulados
Varios tipos de polimeros magnéticos®! »2
Microesferas de acrilico®®
Sintéticos Microesferas de albimina®%+%6

Microesferas de almidén5”
Nanoparticulas
Liposomas

Tabla 1. Clasificacién de sistemas transportadores de firmacos

Si bien no es posible abarcar con
detalles todos los aspectos relacionados
a los sistemas mencionados, nos hare-
mos cargo de aquellos que hayan produ-
cido mayores expectativas.

Considerando la  cantidad y
calidad de informacién suministrada y
publicada en los Gltimos diez afios, es
indudable que los liposomas o también
denominadas vesiculas lipidicas han sido
los mas proficuos, no sélo como trans-
portadores de firmacos, sino también
de otras moléculas con actividad biold-
gica de diversa naturaleza, razén por la
cual en nuestra citedra nos hemos dedi-
cado al estudio de los mismos como ca-
rriers de 4cidos nucleicos en el fend-
meno de transformacién bacteriana y

como transportadores de drogas anti-
bibticas frente a microorganismos de im-
portancia clinica.

LIPOSOMAS

Consisten en microvesiculas o mi-
croesferas(100-3000 A) constituidos por
una o mas bicapas de fosfolipidos dis-
puestas en forma concéntrica dejando
atrapada en su interior fase acuosa.

El fundamento de los mismos ra-
dica en la capacidad de vehiculizacién de
moléculas disueltas en sus fase acuosa
(hidréfilas) o bien en su fase lipidica
(hidréfobas), las cuales son atrapadas
en el proceso de formacién de las vesi-
culas.
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Fotomicrografia electrénica de transmision de Liposo-
mas unilamelares grandes (LU} (x 14.000)

El origen de los liposomas se re-
monta a mediados de la década del ‘60,
en la que fueron descriptos' y fueron
utilizados como modelos de mem-
branas biolégicas para el estudio de los

mecanismos de transporte de iones a
través de las mismas, hasta que a prin-
cipios de los afios ‘70 fueron propuestos
como posibles vehiculos de moléculas
farmacolégicamente activas, lo que
promovib la formaci6n de grupos de tra-
bajo que produjeron mdltiples informes
sobre la aplicabilidad terapéutica y limi-
taciones acerca de los mismos. Segin
el tamafio que presenten estas vesicu-
las, las mismas se clasifican en peque-
fias (S) y grandes (L) y en base al ni-
mero de bicapas en unilamelares (U)
y multilamelares (M). En funcion de
estos pardmetros, la clasificacion inter-
nacionalmente aceptada se resume en la
Tabla 2.

Tipo Diimetro Vol. Encapsulado %
de Vesiculas () ( ul/fumol lipido) encapsulamiento
ML 0,2 -1 5 5 -15
Su 0,02 - 0,05 0,5 0,5-1
LU 0,7 -3 5-10 35 -65

Tabla 2. Clasificacibn y caracteristicas generales de los liposomas

En base a la carga que poseen los
lipidos constituyentes, los liposomas
pueden ser neutros, catidnicos o anio6-
nicos, lo cual debe ser considerado enla
interaccién liposoma-droga y liposoma-
célula, pudiendo producir un efecto
positivo o negativo sobre la misma.

En la elaboracién de los mismos,si
bien puede realizarse por diversas meto-
dologias, el fundamento es similar y con-
siste en la interposicién de fosfolipidos
secos en un medio acuoso, lo que pro-
mueve la formacién de bicapas esféricas
concéntricas (MLV) de gran tamafio,
dado que esta es la estructura de menor
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energia libre de todas las posibles. Pos-
teriormente y si se quiere lograr la esta-
bilizacibn de esta microemulsién se la
somete a la accién de ultrasonido, pro-
duciendo éste una disrupcién de los
MLV, formandose liposomas unilamela-
res de menor tamafio (SUV).

Los componentes lipidicos de
estas vesiculas son principalmente fosfo-
lipidos, que pueden ser de distinta natu-
raleza, ya sea en carga, sustituyentes,
etc. Se suele afiadir otros componentes
a efectos de modificar la superficie li-
posomal, modificar la fluidez de la mem-
brana, o bien, como el colesterol,



que produce un empaquetamiento
mayor de la estructura fosfolipidica de
la bicapa, reduciendo la permeabilidad
de sustancias a través de la misma, con-
siguiendo asi que el soluto encapsulado
no difunda ripidamente a través de la
membrana liposomal 2.

Como vemos, la versatilidad de
este sistema es muy amplia, lc cual
sera mds profundamente ejemplificado
en los parrafos siguientes y permite,
dentro de ciertos limites, el disefio
premeditado de algunas variables y pa-
rimetros dtiles para el desempeiio de
los liposomas como transportadores.

Comportamiento “‘in vivo™ de los
liposomas. La primera experiencia cli-
nica que describe el uso de liposomas co-
mo vehiculos terapéuticos fue realiza-
da en el tratamiento de un paciente
que sufria enfermedad de Gaucher,
al cual le fue administrada glucocere-
brésido: B glucosidasa, previo encapsu-
lamiento liposomal, con resultados satis-
factorios3 . _

Esto marcd el comienzo de una
nueva aplicacién que posteriormente fue
difundida y que promovib la realizacién
.de mis y sofisticados trabajos con el
objeto de conocer en profundidad los
parimetros farmacocinéticos y las va-
riables que determinan su comporta-
miento in vivo.

La diversidad en la estructura
y composicion de los liposomas permi-
te disefiarlos de forma tal de soslayar
algunos inconvenientes surgidos de la in-
teraccion de los mismos con medios bio-
légicos, asi como también aprovechar
algunas propiedades del medio para me-
jorar su eficacia. _

Para clarificar estos conceptos pro-
cederemos a citar experiencias repre-
sentativas de los mismos: por ejemplo,
se ha observado que la incorporacién de
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determinados fosfolipidos (dipalmitoil o
diestearoil fosfatidilcolina) otorgan a
los liposomas la capacidad de resistir a
la  hidrolisis por jugos pancreaticos,
lo que permite que sustancias encapsu-
ladas y sensibles a los mismos puedan ser
administradas por via oral. Este es el
caso de la insulina, en la que se ha de-
mostrado que su administracién intra-
gastrica encapsulada en liposomas en
ratas diabéticas permite su absorcién
intestinal y una reduccién significativa
de los niveles de glucosa sanguinea%s
El mismo efecto fue observado para la
tubocurarina* y para la gentamicina en
ratas®.

Los liposomas han mejorado el
transporte de algunas sustancias a través
de la barrera hematoencefilica 7, su-
giriendo que ellos pueden ser de particu-
lar valor para vehiculizar drogas al sis-
tema nervioso central,

En cuanto a la interaccién de los
componentes sanguineos con los lipo-
somas, se ha descripto que las lipo-
proteinas de alta densidad (HDL)
remueven  fosfolipidos  liposomales
produciendo desestabilizacién de las bi-
capas 8% y pérdida de la molécula ve-
hiculizada 10. Pero este fenémeno oca-
sionado por las HDL puede ser contro-
lado ajustando la concentracién de co-
lesterol en las bicapas, lo cual ha sido
reportado por varios investigadores 11-14,

La modificaciéon de las propieda-
des fisicoquimicas de las vesiculas a
través de su composicién lipidica nos
permite, en cierta forma, seleccionar el
sitio de liberacion de las moléculas atra-
padas. Dos ejemplos interesantes per-
mitiran una mejor interpretacion de es-
to altimo: incluyendo en la estructura
lipidica fosfolipidos cuya temperatura
de transicibn sea ligeramente superior
a la temperatura corporal, se lograra
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que cuando dichos liposomas atravie-
sen una zona hipertérmica, como la que
pueden ocasionar determinados tumores,
la fldidez de las bicapas aumente, con la
consiguiente liberacién del principio ac-
tivo encapsulado 15. El mismo funda-
mento fue utilizado para la elaboracion
de liposomas pH-sensibles, Gtiles para la
administracién de drogas en zonas in-
flamadas o de ciertos tumores que pro-
ducen una disminucién del pH del medio
local'®. Las modificaciones precitadas
y su efecto sobre el comportamiento in
vivo de los liposomas son sdlo algunos de
los hasta hoy conocidos.

De particular interés es el uso de
anticuerpos, que unidos a la superficie li-
posomal otorgan a los mismos capacidad
de reconocer ligandos inmunoespecificos
y posibilitan dirigir a las vesiculas y su
contenido especificamente hacia diversos
tipos celulares!”"*?, Esta altima aproxima-
ci6n ha sido ripidamente desarrollada en
los dltimos afios, en especial con el
advenimiento de los anticuerpos mono-
clonales 20 y presenta mayores posi-
bilidades de éxito dado que no requiere
cambios quimicos en la molécula que
posee la actividad farmacolgica, como
ocurre con la unién de anticuerpos a
drogas, ya que en este caso solo se modi-
fica la superficie liposomal de forma tal
que puedan anclar las moléculas con ac-
tividad de anticuerpos (ya sean inmuno-
globulinas o fragmentos de las mismas
con capacidad de reconocimiento antigé-
nico) manteniendo su actividad.

No todos los estudios con este sis-
tema - transportador han sido exitosos,
ya que se han encontrado algunos
obsticulos- para la aplicabilidad clini-
ca de los liposomas. Los principales
consisten en su rapida captacién por cé-
lulas del sistema reticuloendotelial (hi-
gado, bazo, ganglios) y el pobre pasaje
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a través de capilares, los cuales son fené-
menos tamafio-dependientes que se en-
cuentran hoy bajo detallado estudio a
efecto de encontrar soluciones viables,
algunas de las cuales se han propuesto
con relativa eficacia 21,22,

Otro factor que ha entorpecido
el desarrollo en esta area es el fendmeno
de la transferencia tecnologica en cuanto
a lo referente al logro de la elaboracion
de una forma farmacéutica estable, con
métodos de produccidn estandarizados y
econémicamente accesibles, pero es co-
nocido el esfuerzo que realizan muchas
empresas farmacéuticas mundiales y que
paso a paso van logrando sus objetivos;
lo que se verifica por la aparicién de pa-
tentes en esta tematica®,24, no sola-
mente en liposomas sino también en
otros sistemas transportadores.

Con respecto a la interaccién li-
posoma-célula, los mecanismos propues-
tos para la misma son fundamental-
mente: fusion?® y endocitosis?®, que
seran favorecidos el uno o el otro en fun-
cién de los componentes lipidicos de la
membrana celular y la liposomal, como
asi también de la presencia de agentes
fusbgenos y del tamafio de las vesicu-
las lipidicas. Cabe mencionar que en
ambos casos, asi como por otros meca-
nismos propuestos, la introduccion de
moléculas y materiales biologicamente
activos se ve incrementada generalmente
por la intermediacion liposomal.

El hecho que los componentes
estructurales de los liposomas sean com-
ponentes normales de todo ser vivo y
capaces de ser metabolizados implica
que la posible toxicidad provocada por
la administraciéon de los mismos sea nu-
la, lo que ha sido demostrado por al-
gunos investigadores* %27, Este suceso
constituye una ventaja significativa con
respecto a 'otros sistemas transporta-



dores elaborados en base a sustancias no
metabolizables que puedan acumularse
en el organismo. Se podria seguir
mencionando mis informacién obtenida
hasta el momento pero su extensién
supera la de esta actualizacibn.

Aplicaciones de los liposomas.
Muchas han sido las reportadas en los
tltimos diez afios, pero sblo nos refe-
riremos en primer lugar a aquellas que
mds impacto han ocasionado en el 3-
rea de medicina. La experimentacidn
en animales ha sido muy amplia, pero
en humanos han sido realizados limi-
tados ensayos27-30,

En quimioterapia de cancer es
donde mis atencion se le han prestado,
no sélo por su capacidad de vehiculizar
drogas citotbxicas y mejorar su eficacia
con respecto a la droga libre en tumores
sblidos en animales, evaluados como re-
gresion del tumor y sobrevivencia, sino
también por su capacidad de activar la
actividad macrofigica y consiguiente-
mente incrementar su capacidad de eli-
minar célular malignas; a través de la ve-
hiculizacién de limfokinas y muramil di-
péptidos por via liposomal® »3? | en el ca-
so del MAF, aparentemente entra en la
célula en ausencia del receptor®?.

La capacidad del sistema reticulo-
endotelial de captar liposomas ha sido u-
tilizada para administrar selectivamente
drogas para el tratamiento de patologias
parasiticas a nivel de macréfagos, como
por ejemplo leishmaniasis en modelos a-
nimales por vehiculizacién de drogas an-
timoniales®*»3* . Otras enfermedades han
sido experimentalmente tratadas con
drogas encapsuladas en liposomas, como
malaria® *3¢ | brucelosis®’, tripanosomia-
sis??, etc.

Recientemente, nosotros hemos
reportado 38 la interaccién in vitro de
un microorganismo productor de g lac-
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tamasas, resistente a antibioticos 8
lactdmicos, frente a un antibibtico g
lactamasa sensible (piperacilina) encapsu-
lado en liposomas y que en nuestras con-
diciones retiene su actividad frente al
sistema enzimitico inactivante. como se
observa en la Figura 2, lo que permite
superar tal barrera o mecanismo de re-
sistencia bacteriana.

D.0.
2530 nm

0,600 4

—

0,250

«© 120 ) 300
Tiemg 5 (min)
Figura 2. Curvas de crecimiento en medio liqui-
do de Staphylococus aureus (C.LM. = 64 ug/ml)
productor de lactamasas en presencia de: 4 pi-

eracilina 32 ug/ml, O piperacilina 32 ug/ml +
glactamasa exbgena preincubada, ® piperacilina
32 pg/ml encapsulada en liposomas, 4 piperacili-
na 32 ug/ml encapsulada en liposomas + Blacta-
masa ex6gena. ® Curva control (Staphylococus
aureus), inéculo: 2,5 x 1075 microorg,

Otro uso terapéutico de los lipo-
somas que aparece promisorio es la ve-
hiculizacion de agentes quelantes para
incrementar la remocién de metales pe-
sados en pacientes que accidentalmente
hayan estado expuestos a los mismos, lo
que permitiria una efectiva y rapida de-
toxificacion celular®®

La absorcion de liposomas y sus
contenidos por el tracto gastrointestinal
tiene un gran potencial terapéutico, ya
que permite la administracién de insu-
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lina y otras moléculas de importancia
clinica por dicha via, lo que elimina-
ria al paciente del trauma de las inyec-
ciones repetidas. »

Otro de los mds promisorios
aspectos de los liposomas consiste en la
administracion de sustancias antigénicas
para promover la respuesta inmune hu-
moral y celular, pero que al estar atra-
pados se ven enmascarados sin producir
los efectos adversos de otros adyu-
vantes inmunologicos#0,%1.

Este altimo aspecto, sumado a la
mayor absorciéon a nivel celular de los
agentes mediados por liposomas, sostie-
ne la utilizaciébn de los mismos como
carriers de enzimas, de gran utilidad pa-
ra terapia de reemplazo enzimitico en
aquellos casos clinicos que, por causas
congénitas o mno, presentan déficit,
o ausencia de alguna enzima o sistema
enzimitico participante del metabolis-
mo#4243

Otras 4reas han sido también be-
neficiadas con la disponibilidad de estas
vesiculas lipidicas, como por ejemplo
la tecnologia del DNA recombinante,
dado que los liposomas han permitido
la transferencia de material genético
entre distintos tipos celulares tanto
in vitro®47 como in vivo, a través de
la incorporacién, por via liposomal, de
genes que codifican para la biosintesis
de insulina en ratas, observandose la pro-
duccién de dicho polipéptido en canti-
dad significativa respecto a animales que
han sido inyectados con los mismos ge-
nes pero sin previo encapsulamiento*®,
lo que abre una inquietante ventana
hacia la terapia de reemplazo o sustitu-
cién genética.

Dentro de la fisicoquimica de
membranas, el uso de liposomas como
modelos de membranas biologicas ha
permitido el estudio de la distribucién
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de lipidos y proteinas de las mismas, asi
como también de los mecanismos de
transporte que ocurren a nivel de mem-
brana plasmatica. S

Otros sistemas de transporte de.
drogas. Como se observa en la Tabla 1
la diversidad de los mismos impide su
tratamiento detallado en un articulo de
estas caracteristicas. Pero intentaremos
brindar una minima informacién de
aquellas que, si bien no han tenido el
suceso provocado por los liposomas,
bien pueden justificar interés como in-
tegrantes de un concepto moderno como
es la administracién selectiva de farma-
cos.

La utilizacién de células como
vehiculos de agentes farmacologicos
representan una nueva alternativa, pero
pese a existir algunas experiencias con
las mismas4550:51 permanecen en nive-
les mas tebricos que practicos, posible-
mente por sus complejas limitaciones
técnicas. Pero es importante destacar
que el principio de su utilizacién consis-
te en la administracién de sustancias
encapsuladas a Organos hombdlogos, es
decir a aquellos tejidos o sistemas de ’
tejidos donde se encuentran las células
que poseen las mismas caracteristicas
que el vehiculo. La literatura cita resul-
tados satisfactorios con el uso de los
mismos como transportadores de agentes
quimioterapéuticos.

Los fantasmas de eritrocitos, cons-
tituidos por globulos rojos a los cuales
por un fendmeno osmoético se ha cambia-
do su contenido fisiolégico por una so-
lucién acuosa de la droga a vehiculizar
mantienen caracteristicas similares a los
liposomas excepto su versatilidad en
cuanto a tamafio, composicién quimica,
etc. De cualquier manera una gran can-
tidad de informacién avala su utilidad
como transportadores de moléculas con



actividad bioldgica®? - 54, especialmente

hacia bazo e hlgado como Organos re-

ceptores.

Otros- sistemas partlculados, pero
no ya biolbgicos, han sido propuestos
en los dltimos afios. Principalmente se
los puede agrupar como microesferas
que pueden ser elaboradas por materia-
les de distinta naturaleza, como por
ejemplo albiimina® +%¢, almid6n®?, acri-
licos® , plasticos™® , etc.

En los casos en que la materia
prima no es biodegradable, la desventaja
en cuanto a la acumulacion en el organis-
mo y su toxicidad barri6 con la posi-
bilidad de éxito in vivo.

En cuanto a aquellas elaboradas
por albimina sérica humana agregada,
no presentan dichos problemas y su uso
como carrier es relativamente nuevo,
pero ocurre que microesferas mayores
de 7 um de didmetro no pueden producir
saturacion de los tejidos blancos sin pro-
ducir un masivo bloqueo de la circula-
cion microvascular, por la que sélo pe-
quefias microesferas pueden ser utiliza-
das in vivo y de cualquier manera el sis-
tema reticulo endotelial los capta muy
rapidamente, por lo que se proponen
para el tratamiento de afecciones en
dicha 4rea corporal. Otra desventaja
de los mismos es su capacidad inmuno-
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