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LIPOSOMAS
INTRODUCCION: PERSPECTIVA GENERAL

Los liposomas fueron descubiertos en el aiio 1965 por Bangham y colabora-
dores (1), quienes constataron que ciertos lipidos pueden formar estructuras mem-
branosas artificiales cuando estdn en presencia de un exceso de agua. Estas es-
tructuras vesiculares, altamente organizadas, estdn constituidas por una pared
formada por lamelas o bicapas lipidicas concéntricas que estdn separadas por un
numero igual de espacios de contenido acuoso (Figura 4.1). Para su elaboracion,

Ficura 4.1. Microfotografia de un liposoma obtenida por microscopia electrénica de transmision,
tras coloracion negativa de las vesiculas con dcido fosfotiingstico. Estructura vesicular constituida
por la pared, formada por 6-7 lamelas, e igual niimero de compartimentos acuosos.
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habitualmente se utilizan fosfolipidos, con o sin la incorporacién de colesterol o
de otros materiales, introducidos en la pared de los liposomas con el fin de dotar
a las vesiculas de alguna propiedad particular (ej.: carga superficial).

Inicialmente estas vesiculas se utilizaron como modelo de membranas biol6-
gicas, dada la similitud que presentan con ellas, pero muy pronto teniendo en cuen-
ta su versatilidad estructural, asi como su caracter biodegradable y biocompatible,
se planted su utilizacién en Drug Delivery siendo espectacular el nimero de tra-
bajos publicados sobre la utilizacién de liposomas en este campo desde que, al prin-
cipio de los afios 70, Gregoriadis inici6 el estudio sobre el potencial que presentan
como sistemas de liberacion de farmacos y otras moléculas bioactivas (2).

La versatilidad de los liposomas (3) se refleja en primer lugar, en el hecho de
que son capaces de incorporar a su estructura moléculas hidrofilicas, hidrofébicas
y también de cardcter anfifilico. Ademds, sus propiedades fisicas como la carga
superficial, el tamafio, la permeabilidad/rigidez de la pared o su capacidad de car-
ga; pueden ser facilmente modulables. Por tltimo, utilizando lipidos funcionali-
zados, se pueden unir anticuerpos u otros ligandos a la superficie de estas vesi-
culas, que se convierten en sistemas de transporte con capacidad para acceder por
ejemplo, especificamente a un determinado tejido/célula tumoral (site-specific tar-
geting), de una forma bastante parecida a la que es de suponer habia previsto Paul
Ehrilch cuando introdujo el concepto de bala mdgica (4).

A pesar de todas estas ventajas, es indudable que también tienen limitacio-
nes en cuanto a su utilizacién como sistemas de liberacion, lo que sin duda ex-
plica que todavia no sea muy importante el nimero de formulaciones aproba-
das y comercializadas para su uso en humanos. Entre estas limitaciones destaca
su comportamiento desfavorable en el medio gastrointestinal, lo que limita las
posibilidades que puedan ser administrados por via oral, excepto que se intro-
duzca alguna modificacion sobre la estructura vesicular clésica (por ejemplo el
recubrimiento de su superficie con un polimero adecuado), que permita superar
este comportamiento inapropiado (5, 6). Como consecuencia, la mayor parte de
los trabajos publicados se refieren a su utilizacidon por vias de administracion
parenterales, como la intravenosa, subcutinea, intramuscular o intraperitoneal
(7, 8), ademds de un grupo importante dedicado a explorar el interés que pue-
den tener como vehiculos para la administracion tépica cutdnea y para la ad-
ministracién transdérmica (9, 10). Mas recientemente, la posibilidad de admi-
nistrar liposomas en forma de aerosol por via pulmonar ha sido objeto de estudio,
no sélo para el tratamiento de enfermedades que cursan a nivel pulmonar (ej.
asma, EPOC, fibrosis quistica o tuberculosis), sino también para la administra-
cion de farmacos que actden a nivel sistémico (11, 12).
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NOMENCLATURA UTILIZADA EN LIPOSOMOLOGIA

Para referirse a los distintos tipos de liposomas se puede recurrir al criterio que
tiene en cuenta su tamafio y el niimero de bicapas o lamelas que conforman la pa-
red de la estructura vesicular. Otra alternativa podria ser referirse a ello haciendo
alusién al procedimiento por el que han sido obtenidos. Las dos posibles clasifica-
ciones y la nomenclatura utilizada en cada caso se recogen en las Tablas 4.1 y 4.2.

TaBrLa 4.1. Clasificacion y nomenclatura de liposomas en funcion del tamario
y la lamelaridad.

Abreviatura Nombre completo/lamelaridad Tamano
MLV Vesiculas multilamelares > 0.5 um
OLV Vesiculas oligolamelares 0.1-1 pm
uv Vesiculas unilamelares Todos los rangos de tamafios
SUvV Vesiculas unilamelares pequenas 40-100 nm
LUV Vesiculas unilamelares grandes > 400 nm
GUV Vesiculas unilamelares gigantes > 1 um
MVV Vesiculas multivesiculares > 1 um

METODOS DE PREPARACION DE LIPOSOMAS

Los liposomas se pueden obtener aplicando distintas metodologias, que con-
ducen a la formacién de vesiculas con caracteristicas diferentes en funcién del
procedimiento aplicado (tamafio y distribucién de tamafios, lamelaridad, efica-
cia de asociacion...), lo que sugiere que diversos mecanismos pueden estar im-
plicados en este proceso de formacién. El componente mayoritario de estas es-
tructuras son lipidos (en particular fosfolipidos) que, cuando se encuentran en
un medio acuoso a una temperatura proxima a su temperatura de transicion de
fase, tienen la capacidad de formar estas estructuras vesiculares cerradas, in-
cluso de manera espontdnea. Si la situacién de partida es un film lipidico que
se hidrata con una solucién acuosa mediante agitacién mecdanica, entonces lo
que se obtienen son vesiculas multilaminares de tamafio relativamente grande y
heterogéneo, siendo éste ademds de el primer procedimiento de fabricacién pro-
puesto, también el més sencillo y el mas popular (1).
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TaBLa 4.2.  Clasificacion y nomenclatura de liposomas en funcion del método
de preparacion

Abreviatura Nombre completo/método de preparacion

REV Vesiculas uni u oligolamelares obtenidas por evaporacion en fase reversa

MLV-REV Vesiculas multilamelares obtenidas por evaporacidn en fase reversa
SPLV Vesiculas estables plurilamelares

FATMLV Vesiculas multilamelares obtenidas por ciclos repetidos de congelacidn/descongelacion
VET Vesiculas obtenidas por extrusion

LUVET Vesiculas unilamelares grandes obtenidas por extrusion

DRV Vesiculas obtenidas por deshidratacion/rehidratacién

Partiendo de estas vesiculas multilaminares y aplicando ultrasonidos, se
pueden obtener liposomas unilaminares de tamaifio pequefio, tal y como propu-
sieron por primera vez en 1962 Saunders y col. (13).

Para controlar el didmetro de vesicula, la lamelaridad y también la homo-
geneidad del tamafio de los MLV obtenidos por hidrataciéon de una pelicula de
fosfolipidos, es posible aplicar un procedimiento de extrusion a la suspension
heterogénea de vesiculas MLV, que consiste en hacerlas pasar a través de filtros
de membrana de policarbonato con un tamafio de poro determinado. El nime-
ro de veces que se repita esta operacion, asi como el didmetro de poro utiliza-
do para llevarla a cabo, determina la lamelaridad y la dispersion de tamafios de
la suspension final de liposomas (8).

La formacién de la pelicula de lipidos que representa la primera etapa de
la preparacion liposomas MLV en todos los casos anteriormente citados, requiere
el uso de importantes cantidades de disolventes orgdnicos que plantean impor-
tantes problemas de toxicidad ya que pueden comprometer la seguridad del pro-
ducto final obtenido, ademds de suponer un inconveniente serio para la obten-
cion de liposomas a nivel industrial, dado el impacto medioambiental que supone
el empleo de disolventes. Como consecuencia, se han propuesto procedimien-
tos alternativos que requieren el uso de disolventes menos toxicos, como el eta-
nol, en los que la formacién de los liposomas se produce por la inyeccion de
una solucion etandlica de lipidos en un medio acuoso de volumen considera-
blemente mayor. De esta manera los liposomas se forman espontineamente, pu-
diendo controlarse minimamente sus caracteristicas (tamafo, lamelaridad,...) a
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través de la relacién de volimenes de etanol/agua, la velocidad de inyeccion o
la concentracién inicial de lipidos utilizada (14). El etanol utilizado se puede
eliminar facilmente, por ejemplo por didlisis, si bien lo que limita en la practi-
ca la utilizacion de este procedimiento es la posible inactivacién de muchas bio-
moléculas en presencia del etanol.

Al final de la década de los 70, Szoka y Papahadjopoulos desarrollaron un
procedimiento de preparacién de liposomas al que denominaron de evaporacion
en fase reversa, mediante el cual se pueden obtener vesiculas con un espacio cen-
tral acuoso mucho mas voluminoso (15). En este método se parte de una disolu-
cién de los fosfolipidos en éter etilico que se mezcla con una fase acuosa en una
relaciéon de volimenes 1:3 (fase orgdnica/fase acuosa). Esta mezcla se emulsifica
por sonicacién obteniéndose una suspensién de micelas invertidas. A continuacién
se elimina el éter a presion reducida (= 300 mm Hg), produciéndose al mismo
tiempo una agregacion de dichas micelas que conduce a la formacién de una es-
tructura tipo gel, la cual finalmente acaba por romper cuando se sigue incremen-
tando el grado de vacio aplicado (= 700 mm Hg) para lograr la completa elimi-
nacién del disolvente orgéanico. En todo este proceso las monocapas lipidicas que
constituyen las micelas se sitdan lo suficientemente cerca unas de otras, como para
dar Iugar a las bicapas lipidicas que constituyen la pared de los liposomas. Las
vesiculas formadas de esta manera son de tipo uni u oligolaminar, con un tama-
fio medio entorno a 500 nm aunque bastante heterogéneo. La fuerza iénica de la
solucién acuosa determina la capacidad de encapsulacién que van a tener las ve-
siculas, la cual puede oscilar entre en 20 y el 65% (a menor fuerza i6nica mayor
eficacia de encapsulacion). Posteriormente, el mismo Szoka (16), propuso la ex-
trusion secuencial de los liposomas obtenidos en fase reversa, como alternativa
para reducir tanto el tamafio como la polidispersion, si bien la eficacia de encap-
sulacién disminuye en relacion a las vesiculas sin extruir.

Vesiculas de tipo unilaminar pequefio se pueden obtener a partir de MLV
por una técnica de microfluidificacién, la cual consiste en producir colisiones
entre los liposomas al hacerlos pasar rdpidamente a presion, a través de filtros
de membrana de 5 um de didmetro. Este proceso se repite una serie de veces,
de manera que se estima que después de 10 ciclos se pueden obtener SUV de
tamafio inferior a 100 nm (17).

La liofilizacién de vesiculas SUV seguida de una fase de rehidratacion se
ha propuesto como un procedimiento sencillo para obtener liposomas con ele-
vada capacidad de encapsulacion (18). Este método ha sido recientemente mo-
dificado de manera que es posible obtener liposomas de tamafio submicromé-
trico y con una dispersiéon muy estrecha, estériles y libres de pirégenos (19).
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Finalmente, es posible obtener liposomas por un procedimiento denomina-
do de eliminacion del detergente, a partir de micelas mixtas formadas por una
combinacién de fosfolipidos y un detergente que preferiblemente debe presen-
tar una concentracion critica micelar elevada y un bajo indice de agregacion (p.
ej. colato o desoxicolato sodico, octilglucdsido o el Triton X-100). Para conse-
guir la eliminacién del detergente que conduce a la formacion de las vesiculas,
se puede acudir a una técnica de didlisis (8), aunque también es posible hacer-
lo mediante cromatografia de exclusion en gel o por un procedimiento de ad-
sorcion del detergente sobre particulas de resinas hidrofébicas.

TIPOS DE LIPOSOMAS

Ademds de la clasificaciéon habitual de los liposomas atendiendo a sus ca-
racteristicas fisicoquimicas o al proceso por el que han sido elaborados es posi-
ble realizar otra clasificacién teniendo en cuenta mds bien al comportamiento que
previsiblemente tendréan los liposomas como consecuencia de las modificaciones
que, con diferentes fines, se hayan podido introducir en su estructura. Desde este
punto de vista, se podrian distinguir los siguientes tipos de liposomas:

Liposomas convencionales.

Liposomas de circulacién prolongada o stealth liposomas.

Liposomas catiénicos.

Inmunoliposomas.

Liposomas convencionales

Son los liposomas cldsicos de superficie hidrofébica, constituidos por ejem-
plo por fosfatidilcolina y colesterol que, tras su administracion i.v., son rapida-
mente recubiertos por las proteinas plasméticas y a continuacién eliminados de
la circulacién, tras ser fagocitados por células del RES (20).

Liposomas de circulacion prolongada (Stealth liposomes)
La presencia de PEG en la superficie de los liposomas incrementa su hi-

drofilia, dando lugar a una reduccién en la interaccién con proteinas plasmati-
cas y lipoproteinas (21, 22).
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Esta modificacion de los liposomas a la cual, teniendo en cuenta el mate-
rial utilizado se ha dado en llamar pegilacién, sirve para conseguir dos funcio-
nes muy importantes: la primera, un incremento en la biodisponibilidad de los
farmacos encapsulados, y la segunda, que el proceso de liberacién sea mas len-
to y que se minimice la toxicidad y los efectos secundarios (23). Ademas del
PEG, otros poliméros como la poliacrilamida, el alcohol polivinilico o la poli-
vinilpirrolidona, han sido utilizados para logar los mismos objetivos (24).

Especialmente destacable del comportamiento de estos liposomas pegilados
es su capacidad para experimentar un proceso de extravasacién en determina-
dos lugares en los que se produce un incremento en la permeabilidad de la pa-
red de los vasos sanguineos, como puede ocurrir por ejemplo en zonas en las
que hay un proceso infeccioso o una inflamacién (20).

Liposomas cationicos

Su principal aplicacién es la vehiculizacion de material genético (25). Los lipi-
dos catiénicos constitutivos de estos liposmas neutralizan la carga negativa del DNA,
formando asi una estructura compacta aunque diferente de la estructura vesicular ti-
pica de los liposmas. Estos complejos resultantes de la interaccion entre en DNA y
los lipidos catiénicos proporcionan una proteccion al material genético y promue-
ven la internalizacion y la expresion del plasmido en el interior celular (20).

Inmunoliposomas

Estos liposomas tiene la capacidad de dirigirse especificamente y recono-
cer algunas células y 6rganos del cuerpo, gracias a la presencia de determina-
dos elementos introducidos en el disefio de su estructura, como pueden ser an-
ticuerpos o fragmentos de anticuerpos, unidos a la superficie de los liposomas
(26). La eleccion del antigeno diana, la funcién del anticuerpo y el tipo del lin-
ker utilizado para lograr su unién a la la superficie (p. ej. PEG), son factores
que requieren un andlisis exhaustivo en el disefio de este tipo de liposomas (27).

APLICACIONES EN MEDICINA

Los liposomas han sido objeto de un considerable interés en el campo de la
medicina, bien con fines terapéuticos o como herramientas de diagndstico (3, 28,
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29). Sus propiedades fisicoquimicas, como composicion, tamafio y estabilidad del
vehiculo, pueden ser facilmente modificados dependiendo de la aplicacién con-
creta. Los liposomas han sido utilizados para proteger moléculas sensibles (p. ej.
arabinésido de citosina, DNA, RNA, oligonucleétidos antisentido), para mejorar
la captura intracelular y para cambiar el perfil farmacocinético y la biodistribu-
cién (tanto temporal como espacial) de la molécula encapsulada (30).

Desde el punto de vista de la administracién, los liposomas pueden ser for-
mulados como suspensiones liquidas inyectables, aerosoles, cremas o geles, que
pueden ser administrados por diferentes vias, si bien lo més frecuente es que lo
sean por inyeccion i.v. En la Tabla 4.3 se recogen las formulaciones de liposo-
mas que estan en el mercado y aquellas que se encuentran en una fase avanza-
da de investigacién clinica, junto con la via de administracién y las patologias
para la que se ha propuesto su uso.

TaBLa 4.3. Formulaciones que contienen liposomas, comercializadas o en fase
de ensayo clinico para su utilizacion por diferentes vias y con distintos fines

Via adminitracin/ Molécula activa Indicaciones
Producto/Estatus

Administracion i.v.

Ambisome® Anfotericina B Infecciones fingicas sistémicas

Daunosome® Daunorubicina citrato Sarcoma de Kaposi

Mikasome® Amikacina Infecciones bacterianas graves

Doxil/Caelix Doxorubicina sulfato Sarkoma de Kaposi y cdncer de ovario refractario

SPLO77 Fase 1T Cisplatino Carcinoma células escamosas de cabeza y cuello

Myocet®/Evacet Doxorubicina citrato Céncer de mama metastdsico en combinacién
con ciclofosfamida

Ventus® Fase 111 Prostaglandina E1 Sindrome de distress respiratorio agudo

OSI 211 Fase 1T Lurtotecan Leucemia mieloide refractaria. Cdncer de ovario y pulmén
de células pequefias

Margibo® Vincristina Linfoma no Hodgkin

Annamicina liposomal Fase I | Annamicina Céncer de mama

Aroplatin/Platar Fase I Derivados de platino Mesotelioma, cancer colorrectal. Tumores s6lidos

Atra i.v/Antragen® Acido all-trans retinoico Leucemia promielocitica; Sarkoma de Kaposi

Visudyne® Verteporfin Degeneracion macular himeda en combinacion con ldser
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Via administracion/ Molécul acti Tndicac
Producto/Estatus olécula activa ndicaciones
Administracion i.m.y otras
Vacuna Novasome® Virus muertos enfermedad
Enfermedad de Newcastle de Newcastle Enfermedad de Newcastle

Vacuna Novasome” Rheovirus Avian muertos Enfermedades producidas por Rheovirus Avian
Rheovirus Avian
Hepaxal® HAV Hepatitis A
Inflexal® Hemaglutinina y neuramidasa Influenza
de HINTH3N2 y B
Pevi PRO y PEV3A Fase Il Epitopos sintéticos de P. falciparum | Malaria
DepoCyt (intratecal) Citosina arabinosido Meningitis linfomatosa y Neopldsica
Allovecvtin-7 (intralesional)
Fase Il Plsmido HLA-B7 Terapia génica de canceres metastdsicos

Administracién oral

Vacuna Novasome E. coli 0157:H7

E. coli 0157 muertos

Infecciones por E. coli

Vacuna S. Flexneri 2A

S. Flexneri 2A muertos

Infecciones por S. flexneri

Administracion topica

ELA- Max®

Lidocaina

Anestesia local, alivio temporal del dolor/ picor intenso

Dimericine®

Endonucleasa bacteriana TANS

Trasplante renal Xeroderma pigmentosum

Administracién topica

Pevary crema® Econazol Infecciones fingicas tGpicas

Dolant® Diclofenaco Antiinflamatorio tépico

Administracion pulmonar

Ambisome® Anfotericina B Infecciones fiingicas sistémicas; Trasplante pulmon;
Aspergilosis: Leucemia mieloide aguda

Abeloet® Anfotericina B Infecciones fingicas sistémicas; Trasplante de pulmén

9-N-Camptotecina Camptotecina Sarcoma de Erwing; Céncer de Pulmon primario y metas-
tasico; Céncer de titero y endometrio

Cisplatino liposomado Cisplatino Céncer de pulmén

Arikace Amikacina Fibrosis quistica

Interleukina 2 liposomada Interleukina 2 Metdstasis pulmonares

Ciprofloxacino liposomado Ciprofloxacino Fibrosis quistica

AeroLEF Fentanilo Dolores agudos cancerosos

Pentamidina liposomada Pentamidina Infecciones por VIH
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Del andlisis de los datos recogidos en esta tabla, la principal conclusion que
se puede avanzar es que la mayor parte de las formulaciones que han alcanza-
do la fase de ensayo clinico, son formulaciones que han sido desarrolladas para
el tratamiento de diferentes procesos cancerosos (29, 31). No obstante, dado que
en esta misma monografia hay un apartado especifico dedicado a la Nanotec-
nologia farmacéutica y cdancer, en este capitulo no se hard una referencia ex-
plicita a esta aplicacién concreta de los liposomas, ya que serd tratada de ma-
nera conjunta con el resto de los nanosistemas en la citada seccion.

Liposomas en infecciones

Puesto que los liposomas convencionales tras una administracion i.v. sufren
una captura importante por parte de las células fagociticas, se pueden conside-
rar vehiculos ideales para dirigir medicamentos a los macréfagos, células que
en muchos casos son hospedadoras de pardsitos, hongos, virus y bacterias (18).
Por otro lado, la encapsulacién de agentes antiinfecciosos en liposomas de cir-
culacién prolongada puede modificar el perfil farmacocinético y de biodistribu-
cién del farmaco y, por lo tanto, lograr una mejora de su indice terapéutico.

Antifiingicos

Diversos antifiingicos han sido encapsulados en vesiculas fosfolipidicas, en-
tre los que se incluyen anfotericina B, nistatina, hamicina, ketoconazol, mico-
nazol y econazol. Precisamente la formulacion de anfotericina B liposomada, el
Ambisome® (32), fue la primera que recibi6 la autorizacién para su comerciali-
zacién y utilizaciéon en humanos. Diversos ensayos clinicos han demostrado la
seguridad y la eficacia de esta formulacién, que muestra un perfil de tolerabili-
dad mucho mejor en relacién a la formulacién comercial en la que el farmaco
estd en forma de micelas de desoxicolato (Fungizone). Su uso ha sido aproba-
do en USA y en Canada para el tratamiento de la leismaniasis visceral y tam-
bién para el tratamiento de infecciones sistémicas o diseminadas producidas por
Candida, Aspergillus o Criptococcus, en pacientes que son refractarios o into-
lerantes a una terapia convencional con anfotericina B. Su principal desventaja
es su precio elevado si se compara con la formulacién en la que el farmaco esta
bajo forma de micelas.

A esta primera formulacién de este firmaco antifiingico han seguido otras
dos, el Abelcet® y el Amphotec®, que son formulaciones ya comercializadas en
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las que estan presentes fosfolipidos aunque no bajo la forma concreta de lipo-
somas. Esto justifica la disparidad de resultados obtenidos con ambas formula-
ciones en relacién al Ambisome®, probablemente como consecuencia de la di-
ferencia en los perfiles farmacocinéticos a que dan lugar: mientras que Abelcet®
y el Amphotec® sufren un proceso de eliminacién bastante rapidos, Ambisome®
permanece en plasma durante un periodo de tiempo mucho mayor (t'> = 6-10
horas en humanos y en animales).

Antibidticos y antivirales

Diversos antibiéticos han sido incorporados en formulaciones de liposomas,
con el fin de mejorar su perfil farmacocinético, para mejorar su interaccién con
algunos patégenos y/o para reducir su toxicidad. Ademads, y dado que tiene ten-
dencia a acumularse en tejidos ricos en macréfagos, los liposomas pueden con-
tribuir a mejorar la liberaciéon de algunos farmacos de este tipo en el interior de
la células que actian como hospedadoras de ciertos patégenos como es el caso
de Mycobacterium tuberculosis. Con esta idea, Gilead Sciences Inc. ha des-
arrollado MiKasome® que es una formulacién de liposomas SUV que contiene
el aminoglucésido amikacina. Tras su administracion i.v. en ratas, ratones, mo-
nos y en humanos, se observa un aumento sustancial en el AUC y la vida me-
dia del antibidtico, en relacién a los valores que se obtiene con el antibidtico li-
bre. Se ha comprobado asimismo que MiKasome® exhibe una mayor actividad
antibacteriana, en diferentes modelos tanto de infecciones intra como extrace-
lulares. En este momento se lleva a cabo la Fase II del ensayo clinico disefiado
para probar su utilidad para tratar infecciones bacterianas agudas en pacientes
con fibrosis quistica (8).

Ademas de antibidticos, los liposomas han sido estudiados como vehi-
culos de una gran variedad de antivirales (p. ej.: indinavir o ribavirina) y de
oligonucleotidos antisentido. Estas formulaciones pueden ser ttiles para tra-
tar infecciones virales y, en particular, para el tratamiento de la infeccién por
HIV (34). En este caso, para que se pueda logar una disminucion eficaz de
la carga viral de HIV en reservorios presentes en células del tejido linfoide,
resulta fundamental el empleo de vehiculos liposomales altamente selectivos,
como podrian ser inmunoliposomas, dirigidos especificamente a epitopos
como el determinante HLA-DR del complejo mayor de histocompatibilidad
clase II (MHC-II). Asi, inmunoliposomas antiHLA-DR se han mostrado muy
eficaces para liberar indinavir al tejido linfoide al menos hasta 15 dias des-
pués de la inyeccion, aumentando hata 126 veces la acumulacién del farma-
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co en nodulos linfaticos de ratones en relacién al farmaco libre (35). Otros
resultados obtenidos en estudios in vitro confirman el potencial de esta for-
mulacioén, si bien hasta el momento no se han presentado resultados obteni-
dos tras su aplicaciéon en modelos animales.

Liposomas en artritis reumatoide

La artritis reumatoide es una de las enfermedades crénicas autoinmunes
mds comunes, junto con la esclerosis miultiple, la diabetes tipo I y la enfer-
medad de Crohn. Se caracteriza por una infiltracién de las articulaciones afec-
tadas por células derivadas de la sangre, principalmente neutréfilos, macré-
fagos y células dendriticas. Como repuesta a una activacion, estas células
producen citocinas y especies oxigenadas reactivas (ROS) que se liberan en
importantes cantidades en el tejido circundante. El resultado es un estrés oxi-
dativo que puede dar lugar a la destruccién de los constituyentes de la arti-
culaciéon afectada, como son el liquido sinovial, cartilago articular, lipidos y
médula subcondral, si el sistema enddgeno de defensa antioxidante no se pone
en marcha (36, 37). Una de las caracteristicas de la enfermedad artritica es
un aumento de la permeabilidad vascular a los coloides circulantes, lo que
abre interesantes posibilidad al tratamiento con farmacos incorporados en for-
mulaciones de liposomas. A ello hay que afnadir el hecho de los fagocitos que
estdn implicados en los procesos inflamatorios, son capaces de captar parti-
culas coloidales para su eliminacién y, en este sentido, también son una dia-
na potencial muy fécil de alcanzar para un farmaco liposomado. Reciente-
mente se ha analizado el potencial interés de diversas formulaciones de
liposomas que incluyen farmacos para el tratamiento de procesos artriticos
inflamatorios (38). Entre ellas se citan desde liposomas convencionales o li-
posomas de circulacién prolongada a liposomas catiénicos, pH sensibles o
inmunoliposomas, habiéndose explorado su utilidad con diversos farmacos
como la prednisolona (ensayo clinico en Fase II de una formulacién de lipo-
somas pegilados), dexametasona, metotrexato, superoxidodismutasa, lactofe-
rrina, clodronato o el celecoxib. Del andlisis de los resultados se desprende
que su aplicacién en procesos artriticos es prometedora, sobre todo en lo que
se refiere al disefio de formulaciones de liposomas funcionalmente modifi-
cados para conseguir un targeting activo en el propio entorno de la articula-
cién enferma, bien sea incluyendo algin elemento de repuesta frente al pH,
inductor de la adhesién/penetracién o, incluso mejor, un elemento especifico
de direccion al tejido sinovial (39).
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Liposomas en enfermedades respiratorias

La inhalacién de aerosoles terapéuticos es, desde hace ya bastante tiempo,
la mejor manera de administrar farmacos para que produzcan un efecto a nivel
local en el pulmén si bien, en determinados casos, también es posible plantear-
se una administracion de este tipo para lograr un efecto sistémico.

Ademas de las soluciones, suspensiones o particulas de polvo seco que tra-
dicionalmente se han venido administrando en forma de aerosol, en los altimos
anos ha ido creciendo el interés por los liposomas como sistema adecuado para
administrar firmacos en forma de aerosol por inhalacién (40), no sélo para el
tratamiento de patologias que afectan e este 6rgano, como el asma, la enferme-
dad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), la fibrosis quistica o la tubercolosis;
si no también para tratar de aprovechar las ventajas de la via pulmonar para lo-
grar un efecto a nivel sistémico.

Los liposomas como vehiculos para la administraciéon pulmonar presentan
indudables ventajas y han sido investigados para firmacos de diferentes grupos
terapéuticos, como antibidticos, agentes citotdxicos, antioxidantes, compuestos
antiasmadticos, asi como también material genético recombinante para el trata-
miento de la fibrosis quistica. En el disefio de liposomas con caracteristicas ade-
cuadas para la via pulmonar, se debe prestar especial atencion a la estabilidad
de la estructura vesicular para evitar la liberacién prematura del material en-
capsulado. En este sentido, la composicién lipidica y el tamafio medio de vesi-
cula son dos propiedades de especial importancia. La composicion lipidica con-
diciona la rigidez de la membrana liposomal y, por tanto, también tiene
influencia sobre la fuga prematura del material encapsulado, particularmente
cuando la temperatura durante la nebulizacién es mayor que la temperatura de
transicién de fase (Tc) de la mezcla lipidica (41). La nebulizacién es el proce-
dimiento habitual para generar una niebla aerosol inhalable a partir de suspen-
siones de liposomas, por ejemplo a través de dispositivos que funcionan por ul-
trasonidos o vibracioén o por aire comprimido (42).

El empleo de formulaciones de liposomas por via pulmonar resulta parti-
cularmente atractivo para el tratamiento de patologias localizadas en el pulmén
y, en particular, de diversos procesos infecciosos. Asi por ejemplo, el ciproflo-
xacino que es un antibidtico de amplio espectro muy potente, con una muy bue-
na actividad frente a bacterias Gram-negativas y cocos Gram+, en ocasiones fa-
lla a la hora de lograr niveles adecuados en el lugar de infeccién tras una
administracién por via oral o i.v. Su incorporacién a vesiculas elaboradas con
una mezcla de fosfatidilcolina y colesterol, y la posterior administracion por via
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pulmonar de la suspension de liposomas nebulizada, da lugar a niveles mu-
cho mas elevados del firmaco asi como a una retencién mas prolongada en
el tracto respiratorio inferior, en comparaciéon con el firmaco sin encapsu-
lar. Los estudios se llevaron a cabo en ratones, comprobandose que la for-
mulacién de liposomas de ciprofloxacino es capaz de erradicar la infecciéon
por Francisella tularensis mientras que el farmaco no encpasulado se mos-
tré totalmente ineficaz (43).

Anfotericina B es un antifungico que también ha sido estudiado bajo la for-
ma de liposomas por via pulmonar, en este caso para el tratamiento de infec-
ciones por candida a nivel sistémico. Se trata de un potente agente antifingico
que presenta una elevada toxicidad a nivel renal, la cual es el principal factor
limitante para su utilizacién en clinica y que se ve drasticamente reducida tras
su incorporacién en liposomas (32). Tras la administraciéon en forma de aerosol
de la anfotericina liposomada ha sido posible alcanzar la concentracién minima
inhibitoria en el pulmoén, mientras que tras su administracién por via i.v., no se
ha conseguido (44).

Algunos microorganismos patdgenos intracelulares, como M. tuberculosis,
F tularensis o C. pneumoniae son capces de sobrevivir y proliferar después de
ser fagocitados por los macréfagos alveolares. Estudios realizados por Leemans
y col. demuestran que la deplecién de macréfagos alveolares en ratones infec-
tados por M. tuberculosis tras la administracion intranasal de liposomas en los
que se encapsula diclorometileno difosfonato, produce una mejora importante
en la infeccién micobacterial (45). Igualmente se evalué la eficacia de la admi-
nistracién pulmonar de ciprofloxacino incorporado en liposomas modificados
con manosa para el tratamiento de infecciones parasitarias intracelulares, de-
mostrandose que los liposomas manosilados resultan claramente mucho més efi-
caces que los no modificados (46).

El pulmén es un érgano en el que de forma habitual se presentan tumores
malignos primarios, pero todavia con mas frecuencia procesos metastasicos. Con
mucha frecuencia el diagnéstico se produce demasiado tarde y, por ese motivo,
la supervivencia es siempre muy baja y se reducen mucho las posibilidades de
aplicar un tratamiento quirdrgico. La alternativa a la que dnicamente es posible
acudir es un tratamiento quimioterdpico que, si es sistémico, tiene unas posibi-
lidades de éxito muy reducidas a nivel pulmonar. Se ha sugerido entones la ad-
ministracion de citocinas inmunoestimulantes en forma de aerosol, si bien su
corta vida media y sus problemas de solubilidad limitan mucho la efectividad
del tratamiento (47). Ante esta situacion, se han desarrollado formulaciones de
liposomas conteniendo estas citocina (IL-1, IL-2, IL-6, GM-CSF y IFN-y) que
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han sido investigados con éxito en diferentes modelos animales de cdncer de
pulmén (48).

Otros farmacos anticancerosos, como el cisplatino, paclitaxel o la 9-ni-
trocamptotecina también han sido incorporados en formulaciones de liposo-
mas que han sido administrados por via pulmonar después de ser nebuliza-
dos, habiéndose evaluado el efecto en varios modelos animales y en las
primeras fases de los ensayos clinicos, en los que se han incluido pacientes
con tumores primarios o metastasis que no responden a los tratamientos con-
vencionales (40). En algunos de ellos se han observado remisiones parciales
que confirman el potencial que presentan los liposomas de 9-nitrocamptote-
cina administrados en forma de aerosol. En el caso de los liposomas de cis-
platino, se ha observado una reduccién dréstica de la toxicidad del farmaco
a nivel sistémico en aerosol (49), aprecidndose una buena respuesta en con-
junto en practicamente todos los pacientes que participaron en la Fase I del
ensayo clinico.

Otra interesante estrategia en la que en estos momentos se trabaja in-
tensamente en administracion pulmonar, es la liberacién de material genéti-
co por inhalacién, ya que abre nuevas perspectivas de tratamiento para un
amplio abanico de enfermedades entre las que se incluyen el céncer de pul-
mon, la fibrosis quistica o el asma. La terapia génica mediante aerosoliza-
cién permite alcanzar el pulmén por un método no invasivo, con la ventaja
adicional de lograr una alta concentracién del material directamente en la
diana (40). No obstante, la nebulizacién de material genético desnudo tiene
como resultado la rdpida destruccioén de estas macromoléculas que son tan
fragiles como complejas. De ello se deduce que sélo a través de su com-
plejacién o, mejor ain, de su encapsulaciéon en un vehiculo adecuado, podra
ser utilizado con éxito (50).

Por ultimo, en lo que se refiere a la administracion de liposomas por via pul-
monar, se debe citar la posibilidad de utilizar este tipo de administracién, en el
caso de péptidos y proteinas que sufren un proceso de degradacion intenso tras
su administracién por via oral. Para estas moléculas, durante mucho tiempo, la
via parenteral ha sido la unica alternativa, si bien en este momento la via pul-
monar representa una posibilidad real de administracion, simpre que sea posible
evitar la degradacién que puedan sufrir por accion de las proteasas y/o la elimi-
nacién prematura por accioén de los macréfagos alveolares (40). Precisamente en
este sentido, la incorporacién de un péptido o proteina a la estructura de un li-
posoma puede ser una alternativa muy interesante para evitar estos inconvenien-
tes y lograr de este modo una mejora en su biodisponibilidad (51).
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Liposomas en enfermedades oculares

La deficiente biodisponibilidad de los farmacos que se obtiene con las for-
mas farmacéuticas de administracion ocular, en particular si son de administra-
cién tépica, es consecuencia de todas las vias de pérdida caracteristicas de este
lugar anatémico, asi como también de impermeabilidad del epitelio corneal y
de la absorcién no productiva a través de la conjuntiva y la esclera. Como con-
secuencia, utilizando las formas de dosificacion convencionales (soluciones, sus-
pensiones o pomadas oftdlmicas), no se consiguen niveles terapéuticos sufi-
cientemente altos como para poder tratar determinadas enfermedades oculares
(52). Las inyecciones intravitreas son la alternativa habitual para tratar las pa-
tologias que afectan al segmento posterior del ojo, si bien conllevan un consi-
derable riesgo de que se produzcan complicaciones, particularmente en aquellos
casos en los que se requieran inyecciones repetidas.

Como consecuencia de todo lo anteriormente comentado, una de las ten-
dencias actuales en terapéutica ocular sugiere la conveniencia de reemplazar las
formas de administracién ocular convencionales, por nuevos sistemas de admi-
nistracién de farmacos con propiedades biofarmacéuticas mucho mejores y con
capacidad para liberar el agente terapéutico de una forma mucho més precisa
en el lugar diana en el ojo y, si es posible, de una manera predecible (53). En-
tre estos nuevos sistemas, sin duda los sistemas coloidales como liposomas, nio-
somas, nanoemulsiones o nanoparticulas, ofrecen expectativas muy prometedo-
ras (54). Los liposomas en administracion ocular ofrecen numerosas ventajas ya
que ademads de biodegradables y relativamente no téxicos, facilitan un contacto
intimo con las superficies de la cérnea y conjuntiva, incrementa la posibilidad
de absorcion ocular del farmaco encapsulado, lo que tiene especial importancia,
en el caso de farmacos que presenten un reducido coeficiente de reparto y so-
lubilidad deficiente, ademads de aquellos de peso molecular medio o elevado (55,
56). En muchos casos se comprobd que su comportamiento favorable estaba li-
gado a la presencia de carga positiva en su superficie (52), que favorece su inter-
accion con el epitelio corneal, a su vez cargado negativamente.

Mas recientemente, los liposomas han sido estudiados como vehiculos capa-
ces de incorporar anticuerpos de reconocimiento celular especifico y también de
material genético (56), en este caso por su previsible capacidad para dirigirlo al nd-
cleo de las células corneales después de su administracion topica (57) e intravitrea
(58). En estos estudios se demuestra la capacidad de transfeccion de los liposomas
y se comprueba que, tras inyeccion intravitrea, son capaces de proteger eficazmente
a los oligonucledtidos de la degradacion por accién de las nucleasas.
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NANOPARTICULAS LIPIDICAS

Las nanoparticulas lipidicas se prepararon por primera vez a comienzos de
los afios 90, mediante dos técnicas diferentes: homogeneizacion a alta presion
y mediante la formacion de una microemulsién, ambas a alta temperatura (59,
60). Desde ese momento, el nimero de grupos que han centrado su investiga-
cién en este drea ha ido creciendo considerablemente y, hoy en dia, son mds de
40 los grupos implicados (61). Durante este periodo, el nimero de patentes re-
lacionadas ha ido creciendo también significativamente, incorporandose dos
nuevos métodos para la produccion de nanosistemas lipidicos, como son los de
emulsion-evaporacioén del disolvente y emulsion-difusién del disolvente (62).

El interés creciente que suscita este tipo de sistemas radica especialmente en
algunas propiedades que los caracteriza, como son la inocuidad de sus compo-
nentes y métodos, especialmente los que evitan disolventes, y en su biocompati-
bilidad y facilidad de escalado industrial. Son particulas que comparten similitu-
des con otros nanosistemas como los liposomas, en cuanto a su naturaleza lipidica,
y las nanoparticulas poliméricas, en este caso, en cuanto a su estructura matricial
solida. Sin embargo, nacen con la finalidad de superar algunos de los inconve-
nientes asociados a ambos sistemas, como son los problemas de estabilidad de los
liposomas, o bien la potencial toxicicidad asociada a algunos polimeros y disol-
ventes utilizados en la preparacién de las nanoparticulas poliméricas.

Las nanoparticulas lipidicas estdn constituidas por lipidos biodegradables y
bien tolerados, y por agentes emulsificantes tanto lipofilicos, como hidrofilicos.
Podemos citar entre los lipidos mds utilizados triglicéridos como la triestearina,
la tripalmitina, la trilaurina; grasas como las series Witepsol®, el behenato de
glicerilo, el palmitato de cetilo; 4dcidos grasos como el dcido estedrico o el pal-
mitico. Entre los agentes tensoactivos lipofilicos, destacan la lecitina de soja, el
polisorbato 80, mientras que entre los hidrofilicos, destaca como mads utilizado
el poloxdmero 188.

Los excipientes usados en la preparacion de nanoparticulas lipidicas para
administracién oral y cutdnea, son materiales ya aceptados por las autoridades
regulatorias para otras formas tradicionales, como comprimidos, pelets, cdpsu-
las y cremas. En el caso de la administracion parenteral, los lipidos propuestos
son glicéridos, que estdn constituidos por 4cidos grasos, habitualmente utiliza-
dos en la nutricién parenteral.

Otras caracteristicas que indican la versatilidad de estos nanosistemas se po-
drian concretar en los siguientes puntos (61, 62).
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— Capacidad de encapsulacion tanto de moléculas lipofilicas como hidrofilicas.
— Posibilidad de lograr perfiles de liberacion sostenida del farmaco.
— Raépida internalizacién por parte de lineas celulares (5-10 min).

— Posibilidad de recubrimiento con polimeros que modifican sus caracte-
risticas como:

* El polietilenglicol (PEG), o poloxdmeros que las convierten en siste-
mas de permanencia prolongada en el organismo.

 El quitosano u otros polimeros mucoadhesivos, que potencian su inter-
accion con mucosas (63).

Su versatilidad se refiere también a la posibilidad de ser administradas por
diferentes vias de administracion como la endovenosa (64-66), oral (67, 68), cu-
tdnea (69, 70), transdérmica (71), pulmonar (72) y ocular (73).

Junto con estas ventajosas caracteristicas, las nanoparticulas lipidicas poseen tam-
bién ciertas limitaciones, como por ejemplo, la baja capacidad de encapsulacion de un
determinado nimero de moléculas y la posible expulsion de las mismas durante el al-
macenamiento. El hecho de que los lipidos, especialmente los mas purificados, cris-
talicen en una perfecta estructura cristalina, es lo que hace que quede poco espacio
para alojar a las moléculas de farmaco. Ademas, tras su produccién, las nanoparticu-
las lipidicas cristalizan en estados altamente energéticos, como o y 3. Durante el al-
macenamiento, las moléculas lipidicas experimentan un proceso de reestructuracion,
dando lugar a estados de baja energia Bi y B. Por lo tanto, cuanto mas perfecta es la
estructura cristalina, mayor tendencia habra a la expulsion del farmaco (74).

Para superar estas limitaciones, se han desarrollado un nuevo tipo de na-
nosistemas: los portadores lipidicos nanoestructurados (75). El fundamento de
estos nuevos sistemas es la creacion de una matriz lipidica lo méds imperfecta
posible. Ello se consigue mezclando lipidos sélidos y liquidos que forman par-
ticulas que poseen una mayor capacidad de carga y minimizan la expulsién del
farmaco durante el almacenamiento Frecuentemente, son mezclas de los lipidos
s6lidos citados anteriormente con el aceite Migliol 812°, constituido por trigli-
céridos de cadena media derivados del dc. cédprico y caprilico.

Metodologia de produccion de nanoparticulas lipidicas

Las técnicas principales de preparacion son la homogeneizacion a alta pre-
sidn, la preparacion via microemulsion y la técnica de emulsién-evaporacion del
disolvente.
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Técnica de Homogeneizacion a alta presion

Esta técnica de preparacién ha sido desarrollada por Miiller y Luks (60). En
el procedimiento clasico, homogeneizacion en caliente, el lipido fundido conte-
niendo el principio activo, se emulsifica en una solucién acuosa que incluye el
agente tensoactivo, y se encuentra a la misma temperatura que el lipido, me-
diante agitacion a elevada velocidad o ultrasonidos. A continuacién, la pree-
mulsién se somete a homogeneizacion a alta presion. Como condiciones tipicas
de produccion, se repiten 500 bares de presion, y entre 3-5 ciclos de homoge-
neizacion. Finalmente, la nanoemulsién se enfria, la fase lipidica se solidifica,
y se forma la suspension de nanoparticulas lipidicas.

Esta técnica estd especialmente dirigida a la encapsulacion de moléculas li-
pofilicas, ya que las hidrofilicas difunden en gran proporcion a la fase acuosa
durante la fase de homogeneizacién, dando lugar a un baja eficacia de encap-
sulaciéon. Uno de los inconvenientes que presenta esta tecnologia es la exposi-
cion de los principios activos a altas temperaturas, aunque durante un tiempo
muy corto, lo que permite que compuestos sensibles a la temperatura puedan
resistir el proceso.

Para la encapsulaciéon de farmacos hidrofilicos, se diseiié un procedimien-
to denominado de homogeneizacién en frio, en el que el lipido fundido se en-
fria de manera rdpida en hielo seco o nitrégeno liquido. De esta manera se in-
crementa la fragilidad del lipido, para facilitar el proceso posterior de molienda
en mortero o mortero de bolas, destinado a obtener microparticulas de 50-100
wm. Estas microparticulas se dispersan en una solucién fria del tensoactivo vy,
finalmente, la suspension se somete a homogeneizacion a alta presién a tempe-
ratura ambiente, o por debajo de ésta (76).

Técnica de Preparacion via microemulsion

Este método (59) se fundamenta en el mecanismo basico de las microe-
mulsiones, a las que se transforma en una nanoemulsion ultrafina tras la ruptu-
ra de las mismas por adicién, por ejemplo, de un determinado volumen de agua.

En la formacién de la microemulsidn, el lipido se funde, y en él se disuel-
ve el farmaco. A continuacién se afiaden a alta temperatura, el tensoactivo, co-
tensoactivo y agua para formar la microemulsion, que se vierte sobre agua fria,
rompiéndose en nanogoticulas de emulsion, que cristalizan para formar las na-
noparticulas lipidicas.
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Como inconvenientes de este procedimiento, podemos sefialar la alta con-
centracion de tensoactivos y cotensoactivos que se requiere, como por ejemplo
el butanol, muy poco deseable desde el punto de vista regulatorio; la utilizacion
de disolventes para formar la microemulsion y la elevada dilucién a la que se
someten finalmente las particulas, que da lugar a que el contenido final en par-
ticulas se sitie habitualmente por debajo del 1%.

Técnica de Emulsificacion-evaporacion del disolvente

Este método, ampliamente utilizado en la preparacién de micro y nanopar-
ticulas poliméricas, fue aplicado por primera vez en la preparacién de nanopar-
ticulas lipidicas por Sjostrom y Bergensihl (77). El material lipidico, en este
caso, se disuelve en un disolvente orgdnico inmiscible en agua, como el diclo-
rometano, en el que se solubiliza también el principio activo. Esta fase organi-
ca se emulsifica en una fase acuosa que contiene el agente tensoactivo, mediante
agitacién mecdnica o sonda de ultrasonidos. Tras la evaporacion del disolvente
bajo agitacién, o presion reducida, se forma la dispersién de nanoparticulas tras
la precipitacién del lipido.

La utilizacién de una doble emulsiéon w/o/w en esta técnica, ha permiti-
do la encapsulacion de antigenos (78) o péptidos como la calcitonina y la in-
sulina (63, 79).

Técnica de Emulsificacion-difusion del disolvente

Esta técnica comparte similitudes con la anterior, diferencidndose Uni-
camente en el método de precipitacion del lipido a partir de la emulsién.
En este caso se consigue afiadiendo un volumen extra de agua a la fase
acuosa, lo que provoca la difusiéon inmediata del disolvente orgdnico, con
la consecuente precipitacién del lipido. Trotta y col. (80), utilizaron esta
técnica para encapsular el péptido insulina, consiguiendo eficacias de en-
capsulacién del 80%.

Una técnica muy similar, la de desplazamiento del disolvente, en la que sim-
plemente no se parte de una emulsion, sino que el disolvente miscible con agua
difunde rapidamente a la fase acuosa, fue utilizada con éxito para preparar na-
noparticulas lipidicas conteniendo gonadorelina (81).
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Aplicaciones terapéuticas de las nanoparticulas lipidicas
Administracion endovenosa

La administracién endovenosa de nanoparticulas lipidicas ha sido estudia-
da con distintas finalidades: las mds importantes, la vehiculizacién de antitu-
morales a la diana tumoral (65, 66) y la vehiculizacién de farmacos a cerebro
(82), como trataremos mds adelante (apartados a y b). De un modo general, dis-
tintos estudios han evaluado la alteraciéon del comportamiento farmacocinético
de determinadas moléculas tras ser administradas por via endovenosa incluidas
en nanoparticulas lipidicas. Asi se ha podido comprobar que simplemente tras
la inclusién en nanoparticulas lipidicas de antitumorales como la camptotecina
(83) o la doxorubicina (84, 86), su drea bajo la curva (AUC) se veia incremen-
tada entre 3 y 20 veces, en comparacion a la solucién del farmaco. Las semivi-
das de eliminacién también experimentaron un aumento considerable, aun sin
tratarse de sistemas de permanencia prolongada, ya que en la mayor parte de
los nanosistemas era la lecitina el tnico estabilizante empleado.

En estos estudios llevados a cabo con la doxorubicina (85, 86), se demos-
tr6 igualmente que la distribucién del farmacos a corazén disminuia, cuando se
encontraba incluido en nanoparticulas, hecho de particular importancia al tra-
tarse de un farmaco cuya cardiotoxicidad es una de sus principales limitaciones.

El recubrimiento con PEG-2000 mejoré la capacidad de las nanoparticulas
de evitar el aclaramiento por parte del sistema reticulo endotelial (83, 85), dan-
do lugar a mayores incrementos en el AUC y en la semivida de eliminacién. Es
de destacar la clara relacion existente entre el porcentaje de PEG incorporado
en las nanoparticulas y el incremento en el AUC, o en la semivida de elimina-
cién logrados (83). Asi, la incorporacién de un 0.15, 0.30 y 0.45% de esteara-
to de PEG 2000, con respecto a la microemulsién lipidica, dio lugar a valores
crecientes de AUC de doxorubicina (260, 318 y 433 ug ml" min).

Las nanoparticulas lipidicas en la terapia antitumoral

Targeting tumoral

Los estudios de biodistribucién de antitumorales en nanoparticulas lipidicas
llevados a cabo hasta el momento hacen que éstas puedan considerarse venta-
josas desde un punto de vista terapéutico (83, 86). Sin embargo, la mayoria de
ellos se realizaron en animales sanos, y no en animales con tumores. Por lo tan-
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to, el hecho de que las nanoparticulas puedan incrementar la concentracion de
farmaco en el tumor, debido a una mayor permeabilidad y retencién por parte
del tumor (efecto EPR), no esta todavia muy demostrado. A este respecto, son
muy prometedores los resultados obtenidos por Reddy y col. (8§7) en un recien-
te estudio llevado a cabo en ratones a los que se habia implantado un linfoma
tipo Dalton. En €l, se compard la biodistribucién de etopdsido marcado con tec-
necio” libre o incluido en nanoparticulas lipidicas, comprobandose que, tras su
administracion 1.v., la concentracion del radiofarmaco se incrementaba un 67%
al cabo de 1 hora, y un 30% tras 24 horas postinyeccion. Curiosamente, las con-
centraciones fueron aun mayores, cuando las nanoparticulas se inyectaron sub-
cutanea o intraperitonealmente, probablemente debido a la lenta y progresiva di-
fusion desde el lugar de inyeccion.

Eficacia antitumoral

Con respecto a la eficacia antitumoral, la mayor parte de los estudios se
han llevado a cabo in vitro en cultivos celulares, llegando en algin caso a la
administracién in vivo en ratones desnudos a los que se habia implantado un
determinado tumor. Destaca un estudio llevado a cabo por Serpe y col. (88)
en el que se evalud la citotoxicidad de formulaciones de nanoparticulas lipi-
dicas conteniendo butirato de colesterilo, doxorubicina o paclitaxel, sobre la
linea de cancer colorectal HT-29. Frente a estos dos tultimos farmacos, con-
siderados citostiticos ya cldsicos en la terapia antitumoral, el butirato de co-
lesterilo es un nuevo agente identificado para el tratamiento del cdncer. Tan-
to el butirato de colesterilo como la doxorubicina, incluidos en nanoparticulas,
mostraron valores de IC,; (concentracion inhibitoria del 50% del crecimien-
to celular) considerablemente inferiores a los correspondientes de las solu-
ciones convencionales del farmaco libre. En el caso del paclitaxel, no se ob-
servaron diferencias entre los valores de IC;,, correspondientes a la
formulacién de nanoparticulas y a la solucién del farmaco, sin embargo, cabe
destacar el hecho de que en el caso de las nanoparticulas lipidicas, la citoto-
xicidad se debe tinicamente al fairmaco formulado en dichos vehiculos, mien-
tras que en la formulacién clésica de paclitaxel, es el diluyente (Cremophor
EL) en parte el responsable del efecto citotdxico.

Se ha evaluado igualmente el efecto de nanoparticulas lipidicas conteniendo
doxorubicina sobre lineas tumorales resistentes a farmacos, como es el caso de las
lineas de cancer de mama murino EMT6/AR1 y humano MDA435/LCC6/MDRI1,
que sobreexpresan glicoproteina-P (89, 90). En este caso, las nanoparticulas, de-
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nominadas hibridas por estar constituidas por un lipido (ac. estedrico) y un poli-
mero (derivado del aceite de soja), demostraron una mayor captura y retencion de
doxorubicina por parte de las células resistentes, llegando a ser 8 veces mas efica-
ces que la doxorubicina en solucién al inhibir el crecimiento de las células tumo-
rales. Estos resultados confirmaron la capacidad de penetracion de las nanoparti-
culas lipidicas en las células tumorales, salvando los mecanismos de
multiresistencia celulares. Finalmente, estos sistemas hibridos se evaluaron in vivo,
tras inyeccién tumoral en ratones a los que se habia implantado el tumor sélido
EMT®6, procedente de carcinoma de mama (91). Se pudo apreciar un retraso sig-
nificativo en el crecimiento del tumor, asi como la apariciéon de necrosis tumora-
les con minima toxicidad sistémica.

Llama la atencién en este estudio, sin embargo, la ausencia de un control
tan imprescindible para valorar la trascendencia de los resultados, como es la
administracion del farmaco en solucidn.

Las nanoparticulas lipidicas y su acceso al Sistema Nervioso Central

En los afios 90, las nanoparticulas lipidicas se propusieron como vehiculos
para la liberacion de farmacos a cerebro, de manera independiente por dos gru-
pos de investigacion diferentes (83, 84), aunque realmente la primera prueba del
transporte de particulas lipidicas a través de la barrera sangre-cerebro, habia apa-
recido con anterioridad (92). Concretamente, fue al estudiar la farmacocinética
de dos antitumorales, la camptotecina y la doxorubicina, cuando se observé acu-
mulacién de los fairmacos en cerebro, tanto tras administracién oral como i.v.
cuando se incluyeron en nanoparticulas.

Como ya se demostrd para otro tipo de particulas como las de policianoa-
crilato de alquilo, cuando la superficie de las particulas se modific6 con deri-
vados del PEG, o tensoactivos que contenian PEG, el acceso a cerebro mejord
notablemente (83, 86, 93). Igualmente, la modificacion de la carga superficial
produjo cambios en la distribucion a cerebro (94). Asi, se comprobd que nano-
particulas de tripalmitina conteniendo etopdsido y cargadas positivamente (+5
mV; 391 nm), mostraban una mayor acumulacién en cerebro que las de carga
negativa (-47 mV; 362 nm). También, cuando se compararon nanoparticulas de
tripalmitina conteniendo clozapina se observé un AUC superior, y una mayor
distribucién a cerebro cuando estaban recubiertas de estearilamina (+23.2 mV),
en comparacion a las no recubiertas (+ 0.2 mV) (95). Sin embargo, la mayor
penetracion cerebral de las nanoparticulas cargadas positivamente, podria estar
relacionada con una mayor toxicidad, como asi se puede desprender de un es-
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tudio de perfusion in situ en cerebro de ratas en el que la alteracion de la inte-
gridad de la barrera hematoencefalica es comparativamente mas acusada para
las particulas positivas (96).

Administracion oral

Las nanoparticulas lipidicas son especialmente interesantes para su utiliza-
cién por via oral, por diferentes motivos. En primer lugar, por las propiedades
mucoadhesivas que presentan debido a su naturaleza coloidal, y a las que se atri-
buye el hecho de facilitar la liberacion del farmaco en la zona del intestino a la
que se adhieren. Por otra parte, existe la posibilidad de que sean internalizadas
por las células intestinales, y ademas, hay que tener en cuenta que los lipidos
constituyentes de las mismas tengan un efecto promotor de la absorcién.

La capacidad promotora de la absorcién de los lipidos, ha sido explicada de
manera especifica en los estudios de W. Charman y col. (97, 98). Asi, los lipi-
dos serian degradados por enzimas digestivos, convirtiéndose en mono y digli-
céridos, que se soltarfan formando micelas. En estas micelas se incorporaria el
farmaco, y tras interaccionar con las sales biliares, se formarian las denomina-
das micelas mixtas, a través de las cuales se facilitaria la absorcién del farmaco.

Se ha demostrado, ademas, la influencia de la estructura sobre la potencia
promotora de los lipidos. Asi, los triglicéridos de cadena larga son mas efecti-
vos que los de cadena media al promover la absorcién de farmacos como la ha-
lofantrina (99). También la longitud de la cadena del 4cido graso afecta al tipo
de absorcién que pueda tener lugar. Es interesante también el hecho de que se
haya demostrado la captura linfatica de nanoparticulas lipidicas, tras su admi-
nistracion intraduodenal (100).

Se han llevado a cabo estudios in vivo con nanoparticulas lipidicas admi-
nistradas por via oral conteniendo tobramicina (101, 102), clozapina (95), ri-
fampicina, isoniazida y pirazinamida (103), camptotecina (104), en los que se
ha demostrado que los vehiculos lipidicos son capaces de mejorar tanto la
biodisponibilidad como las propiedades farmacocinéticas de éstas moléculas.

También en el caso de la administracién oral de moléculas peptidicas se han
obtenido interesantes resultados. Asi, nuestro grupo ha disefiado para tal fin na-
noparticulas lipidicas recubiertas con polimeros hidrofilicos como el PEG o el
quitosano (63, 105, 106) (Figura 4.2), demostrando que ambas eran captadas de
un modo similar por parte de células Caco-2. Cuando estas nanoparticulas con-
teniendo calcitonina, se administraron por via oral a ratas, las nanoparticulas re-
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cubiertas de quitosano lograron un marcado y prolongado efecto hipocalcémi-
co, que no apareci6 sin embargo tras la administracion de las recubiertas de PEG
(105, 106) (Figura 4.3). La probable explicacién de este efecto ha de relacio-
narse tanto con la mucoadhesion del quitosano como con la apertura de las unio-
nes intercelulares que el quitosano promueve.

Administracién pulmonar

Una de las vias exploradas para las nanoparticulas lipidicas ha sido la pul-
monar. Concretamente, se ha estudiado su distribucion tras ser aerosolizadas a

100 pm 500 um
_LI 500 um ——

L
Ficura 4.2. Fotografias obtenidas por microscopia electronica de transmision de nanoparticulas
de tripalmitina recubiertas de PEG (izquierda), nanoparticulas de tripalmitinalMiglyol® 812
recubiertas de PEG (medio) y nanoparticulas de tripalmitina recubiertas de quitosano (derecha)
(Tomado de ref. 105).
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Ficura 4.3. Niveles de calcemia en suero obtenidos tras la administracion intragdstrica de una
solucion de calcitonina (CT Sol), de nanoparticulas de tripalmitina conteniendo calcitonina
recubiertas de de quitosano (CS-LN) o de PEG (PEG-LN) (media * e.e., n = 6); *diferencias
significativas al comparar CS-LN con CT Sol o con PEG-LN, -0.< 0.05 (Tomado de ref. 105).

157



DoLores ToRRES Y BEGONA SEIO

ratas mediante un nebulizador ultrasénico, o bien administradas por via intra-
traqueal (72, 107). Las nanoparticulas, marcadas con *"Tc fueron seguidas me-
diante gammagrafia, comprobandose su rapido acceso a nédulos linféticos re-
gionales, y sugiriéndose la fagocitosis por macréfagos alveolares como el
mecanismo mds probable de captura. La acumulacién observada en ndédulos lin-
faticos también ha hecho que las nanoparticulas lipidicas sean propuestas como
vehiculos terapéuticos tras su liberacién pulmonar.

Administracion cutanea y transdérmica

En los tdltimos afios, se han comercializado algunos productos de aplicacién
en cosmética, basados en las nanoparticulas lipidicas (108). De hecho, de los
denominados portadores lipidicos nanoestructurados, considerados como la se-
gunda generacidn de nanoparticulas lipidicas, se encuentran en el mercado mun-
dial mas de 20 productos relacionados con la cosmética.

Considerando que para los liposomas, éste fue también el primer paso pre-
vio a su entrada en el mercado farmacéutico para otras aplicaciones terapéuti-
cas, la situacién puede ser prometedora para las nanoparticulas lipidicas. Se ha
comprobado ademads, mediante nanoparticulas fluorescentes, que éstas pueden
penetrar en la piel, especialmente a través del espacio que rodea al foliculo pi-
loso, lo que ofrece grandes expectativas para el tratamiento del acné o patolo-
gias como la alopecia (70).

Recientemente se ha estudiado la posibilidad de que las nanoparticulas lipidi-
cas actuen como sistemas transdérmicos para moléculas como la melatonina (71).
Los resultados demostraron la existencia de absorcion significativa para dicha hor-
mona cuando era aplicada tras su incorporacién a nanoparticulas lipidicas, que ade-
mas conseguian mantener niveles significativos durante un periodo de 24 horas.

Administracion ocular

Es una via todavia poco explorada para la administracién de nanoparticu-
las lipidicas, pero sin embargo el estudio realizado por el grupo de Gasco y col.
(73) con tobramicina tdpica crea nuevas expectativas en este area. Destaca es-
pecialmente tanto el notable incremento observado en el AUC de las concen-
traciones de farmaco en humor acuoso, que se multiplicé por un factor de 4, asi
como en el tmax, que se multiplicé por 8, en comparacion a la administracién
del colirio comercial. El seguimiento de estas nanoparticulas marcadas con fluo-
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rescencia explica los buenos resultados obtenidos, ya que tanto la retencién a
nivel precorneal como a nivel del saco conjuntival se prolonga notablemente, lo
que es crucial en este tipo de administracion.
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