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RESUMEN

La incidencia de la composicién fosfolipidica
sobre el tamafio de liposomas tipo Vesiculas Mul-
tilaminares Grandes (MLV), almacenadas durante
18 dias bajo condiciones de temperatura de refri-
geracién y en atmésfera libre de oxigeno ha sido
examinada empleando la técnica de microscopia
Optica para la determinacién de la distribucién de
tamafio. Las MLVs fueron preparadas por el
método clasico de evaporacién de solvente. Expe-
rimentalmente se encuentra que el didmetro externo
promedio de MILVs cuya composicién de colesterol
varia entre 0 y 30% se halla entre 5y 9 pm.

Palabras clave: Liposomas - Preparacion
liposomal - Vesiculas multilaminares grandes
(MLV) - Vesicula fosfolipidica - Composicion
lipidica - Tamafio de vesicula - Distribucién de
tamaiio.

SUMMARY

CHARACTERIZATION OF LIPOSOME
VESICLES. 2. EFFECT OF PHOSPHOLIPID
COMPOSITION ON VESICLE SIZE

The effect of phospholipid composition of
liposomes type Multilamellar Large Vesicles
(MLV) on his size, stored for up to 18 days
under conditions of refrigeration temperature in an
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oxygen - free atmosphere has been examined
using the optic microscopy technique for the
determi-nation of size distribution.

The MLVs were prepared by clasic method of
solvent evaporation. The experimental results show
that MLV’s average external diameter, -whose
cholesterol composition varies between 0 and 30%,
is in the 5 - 9 um range.

Key words: Liposomes - Liposomal prepa-
ration - Multilamellar large vesicles (MLV) — Phos-
pholipid vesicle - Lipid composition - Vesicle size
- Size distribution.

INTRODUCCION

Los liposomas han sido aceptados como
sistemas de transporte y entrega de sustancias con
actividad terapéutica debido a su estructura orga-
nizada que permite la acomodacién de farmacos en
las fases acuosa o lipidica dependiendo de la
solubilidad del agente terapéutico (1-4).

La caracterizacién fisicoquimica de vesiculas
liposomales se realiza principalmente mediante la
evaluacion de tres propiedades, las cuales son:
tamafio, volumen interno y laminaridad, que
determinan el comportamiento de estos sistemas
heterogéneos, y cuyo conocimiento facilita la
posible aplicaciéon como medios de transporte de
principios activos en el desarrollo de sistemas de
entrega de farmacos (SENF) (5-8).

Continuando con la caracterizacion fisico-
quimica de vesiculas liposomales iniciada en el
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trabajo previo (9), en este articulo se estudia el
efecto de la composicion fosfolipidica sobre el
tamaiio de vesicula en liposomas del tipo Vesiculas
Multilaminares Grandes (MLV), las cuales se
preparan mediante el método descrito original-
mente por Bangham y col. en 1.965 y referenciado
por Gruner y col. (10).

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales

Fosfatidilcolina (L-a-Lecitina) Tipo XV-E,
Sigma Chemical Co. Colesterol equivalente a
USP/NF aprox. 95% (GC), Sigma Chemical Co.,
(+)-a-Tocoferol : aprox. 95%, Sigma Chemical Co.,
Cloroformo para andlisis, Merck. Sudan III: CI
26100, Sigma Chemical Co. Verde menta : Mezcla
de CI 19140 (FD&C Amarillo No. 5) y CI 73015
(FD&C Azul No. 2) de Givaudan. Membranas de
poliamida de 0.45 pm de didmetro de poro,
Millipore.

Equipos

Balanza analitica digital Mettler AE 160.
Rotavapor Buchler. Agitador mecénico Burrel 75.
Agitador de vdrtice Maxi-Mil 16700. Microscopio
6ptico Leitz Diaplan.

Preparacién de liposomas

El procedimiento seguido para la preparacién
de las vesiculas liposomales es similar al pre-
sentado en el articulo anterior (9), realizando el
proceso por triplicado.

Determinacion del Tamaiio de Vesicula

A la mezcla lipfdica disuelta en el solvente
orgdnico volétil, se adicion6 cerca de 1 mg de
colorante Sudén III, y la hidratacién de la pelicula
se realizé con solucién acuosa de colorante Verde
menta 0.1 mg/mL. Las muestras de liposomas se
observaron al microscopio Optico en un aumento

total de 1000X (100X objetivo y 10X ocular) y se -

tomaron 18 fotografias por cada composicién a
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partir de las cuales se determiné el didmetro
externo de cada vesicula por medio de una medida
milimétrica. El tamafio de muestra evaluada es de
200 vesiculas por cada preparacién liposomal.
Ademis se efectud la determinacion del grado de
coalescencia o agregacion de las MLVs siguiendo
el mismo procedimiento descrito anteriormente a
tiempos de 0, 10 y 18 dias. Todo el procedimiento
es realizado por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Distribucion de Tamaiio de vesiculas
liposomales tipo MLV

Los resultados de la distribucién de tamaiio de
las vesiculas liposomales, expresados como porcen-
taje de frecuencia en funcién de los intervalos de
tamafio se presentan en las Tablas 1, 2 y 3 para los
tiempos de almacenamiento: 0, 10 y 18 dfas respec-
tivamente, los valores corresponden al promedio de
las tres preparaciones elaboradas para cada compo-
sicién y la desviacién estdndar en la mayoria de los
puntos correspondientes a tamafios por debajo de 12
um es inferior al 10%, si bien para tamafios
superiores: mayores de 18 um, que son muy pocos
segin los resultados, la desviacién estindar es mas
alta. Adicionalmente se presentan curvas de
distribucién de frecuencia para los tres tiempos
estudiados a tres composiciones de colesterol: 0, 15
y 30% (Figuras 1 —3).

Tabla 1. Distribucién de Frecuencia / (%), de tamaiio
de liposomas tipo MLV, 0 dias de almacenamiento

Intervalo/ | Xi/ Colesterol
um [pum | 0% | 5% |10%]15%|20%{25%|30%

0-2. 3 [23.7}28.2{31.3|25.3|28.7]16.0]16.7
2-4. 5 |38.0]46.5]38.5]39.4|38.1]28.4|24.0
6-8. 7 120.5(16.3{20.5119.8117.7]23.3|21.7
8-10. 9 |10.3]5.7]16.0111.219.3 |14.8{17.8
10-12. | 11 {5028 | 1.8 23}22]10.0{8.5

12-14. | 131180512115 }27(3.0]42
14-16. | 15]107]0.0]07}05105]3.0]3.7
16-18. | 17 100}0.0( 0010005 12}12
18-20. 1 19100]00]00]00103}03}1.7

20-22. 121]00(00}00]00]0.0]00]0.5
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Tabla 2. Distribucién de Frecuencia/(%), de tamaiio
de liposomas tipo MLV, 10 dias de almacenamiento

Intervalo/ | Xi/ Colesterol
pm pm | 0% | 5% [10%}15%}20%125%|30%

0-2. 3 121.8123.3|17.5114.7]25.3|15.211.3
2-4. 5 [32.4]25.6|28.5(29.2|27.5]24.5]289
6-8. 7 [17.7]120.5|24.5|26.2122.3123.8]20.4
8-10. 9 |143]|14.7|16.5{17.5}14.5[19.0{17.5
10-12. 1 11 | 67147165168 [52195]98

1
12-14. | 13 | 2.8 4.7 |33120| 1537147
14-16. | 15 | 1.83.0|07}115)1.7]125]28
16-18. | 17 | 10]12|08107]10]1.0]13
18-20. | 19110}08}110]07]03]08]13
20-22. | 21105|110}07]07}07]00]1.0
22-24. 1 23100]05]100}00(00]00]05
24-26. 1 25 100]00100]00}00]0.0]05

Los liposomas obtenidos fueron observados a
través del microscopio Optico encontrdndose una
completa heterogeneidad en el tamafio de éstas; en
lo relacionado a su forma, las vesiculas son
esféricas y eclipsoidales, en el segundo tipo se
considera el promedio entre el eje mayor y el gje
menor como representativo del 4rea ocupada por
una esfera equivalente.

En las curvas de distribuciéon de tamario
(Figuras 1 — 3), para las composiciones correspon-
dientes a 0, 15 y 30% de colesterol, y las otras
composiciones presentadas en un trabajo anterior
(11), se observa inicialmente un comportamiento
ascendente, el cual alcanza un miximo y poste-
riormente desciende con valores de didmetro
externo variando entre 2 y 22 um, lo cual con-
cuerda con la informacién reportada en la literatura
segun la cual, literatura segiin la cual, las MLVs
presentan didmetros desde cerca de 100 nm hasta
varios micrémetros (4). La parte inicial no se puede
observar debido a las limitaciones del método de
visualizacién por microscopia Optica, para la
determinacién de tamaifios inferiores a 1pm.

De acuerdo con los datos reportados en la Ta-
bla 1 se observa que €l mayor nimero de vesiculas
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Tabla 3. Distribucién de Frecuencia / (%), de tamaiio
de liposomas tipo MLV, 18 dias de almacenamiento

Intervalo/ | Xi/ Colesterol

pm pm | 0% | 5% [10% |15% |20% |25% | 30%

0-2. 3 [19.0118.7]114.3111.5[19.3|19.3} 5.8
24. 5 130.8132.5(34.4126.3|127.0(25.1}22.2
6-8. 7 |22.7]19.8]20.8|22.0/23.0|20.727.0
8-10. 9 [16.7{15.5(13.0121.5(14.7|13.7}17.3
10-12. 11 {48[37]50|68|48]73}115

12-14. 13128120(42(28]28{45]8.2
14-16. 15(13|18]15(20(3.0]20](15
16-18. 17108 15(15(13}113}23]3.2
18-20. 1910812311313 ]12}107[15
2022. | 21(03]07)10{13}107|08]0.3
22-24. | 23100(08|1.0}{1.2]07]0.7]0.8
24-26. 25100}07}113]12(105]0.7]0.7
26-28. |27 {00]00]07}08(03]|12]0.0
28-30. 129100]00]00]00]0711.0}0.0

liposomales posee un tamaifio que se encuentra en el
intervalo 4 - 6 mm para todas las composiciones de
colesterol, sin embargo, en aquellos liposomas que
contienen una mayor proporcién de colesterol (20 -
30%), se encuentran vesiculas de mayor tamafio
(16 - 22 um) comparado con ¢l mdximo tamaiio
obtenido (14-16 pm) para liposomas con bajas
proporciones de colesterol (0 — 15%) (Figura 1). La
forma de los liposomas en la dispersién a O dias es
esférica.
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Figura 1. Distribucién de Frecuencia/(%) de tamaiio,
0 dias.
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Figura 2. Distribucién de Frecuencia/(%) de tamafio,
10 dias

A medida que se incrementa el porcentaje de
colesterol en los liposomas, aumenta el didmetro
de las vesiculas, tentativamente, este comporta-
miento puede deberse a la ubicacién de colesterol
en la porcién interna de la bicapa fosfolipidica
provocando una separacién entre las moléculas de
fosfolipido, aumentando por consiguiente el
didmetro de la vesicula, segin lo planteado por
Newman y Huang (12).

Distribucion de tamario de vesicula en
JSuncion del tiempo de almacenamiento:

Para los liposomas que no contienen coles-terol
el tamaito maximo encontrado se halla en el
intervalo 14 - 16 um; a los 10 dfas se observa que
algunas vesiculas alcanzan un tamafio entre 20 y 22
pum (Figura 2), manteniendo su didmetro al cabo de
18 dias de almacenamiento en las condiciones
establecidas (Figura 3). Es de resaltar que el mayor
nimero de vesiculas para esta composicién se
mantuvo dentro del intervalo 4 - 6 pm a través del
tiempo de estudio.

El tamafio miximo de los liposomas que
contienen 5% de colesterol se encuentra en el
intervalo 12 - 14 um. Después de 10 dias algunas
vesiculas alcanzan un tamafio maximo entre 22 y
24 pm, observandose a los 18 dias vesiculas de
tamafio mayor (24 - 26 um); el mayor nimero de
vesiculas para esta composicién se mantuvo dentro
el intervalo 4 - 6 um a través del tiempo del
estudio.
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Figura 3. Distribucion de Frecuencia/(%) de tamaiio,
18 dias

Para los liposomas que contiecnen 10% de
colesterol la mayor proporcion de liposomas
poseen un tamafio entre 4 y 6 um, el tamafio
méximo se encuentra en el intervalo 14 - 16 um; al
cabo de 10 dias 1a mayor proporcién de liposomas
se encuentra repartida entre dos intervalos de
tamaifio (4 - 6 um y 6 - 8 um), también se observa
que algunas vesiculas poseen un tamafio miximo
de 20 - 22 um, encontrandose vesiculas ain mas
grandes cuyo tamafio se encuentra en el intervalo
26 - 28 pum a los 18 dias.

En los liposomas que contienen 15% de
colesterol se observa que la mayor proporcién de
vesiculas poseen un tamafio de 4 a 6 pum, el tamafio
maximo se encuentra en el intervalo 14 - 16 pm; a
partir de los 10 dias la mayor proporcién de
liposomas se encuentra repartida entre dos inter-
valos de tamaiio (4 - 6 um y 6 - 8 pm), también se
observa que algunas vesiculas alcanzan un tamafio
maximo de 20 - 22 um. Al cabo de los 18 dias se
encuentran vesiculas que poseen un didmetro
externo de 26 - 28 ym.

La mayor proporcién de liposomas que
contiecnen 20% de colesterol poseen un tamafio
entre 4 y 6 um, el tamafio maximo se encuentra en
el intervalo 18 - 20 pm; a partir de los 10 dias se
observa que algunas vesiculas alcanzan un tamafio
méximo de 20 - 22 um y a los 18 dias se encuen-
tran vesiculas de diametro externo de 28 - 30 pum.

Para los liposomas que contienen 25% de
colesterol el mayor nimero de vesiculas se
encuentra en el intervalo de tamafio 4 - 6 um, y el
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maximo tamafio encontrado es de 18 - 20 um, el
cual se mantiene al cabo de 10 dias de almace-
namiento, pero la mayor proporcién de vesiculas
se encuentra repartida en dos intervalos de tamaiio
(4 -6y6 -8 um). A los 18 dias las vesiculas
observadas alcanzan un tamafio de 28 - 30 pm.

En los liposomas que contienen 30% de
colesterol el tamafio médximo encontrado se halla
en el intervalo 20 - 22 pm, el mayor nimero de
vesiculas para esta composicién se mantuvo dentro
del intervalo 4 - 6 um. Después de 10 dias se
observa que algunas vesiculas alcanzan un tamaiio
de 24 - 26 um, manteniendo su diAimetro al cabo de
18 dias de almacenamiento en las condiciones
establecidas.

LLos comportamientos descritos anteriormente
pueden deberse a que las vesiculas se aproximan
unas a otras fusiondndose, lo que se puede obser-
var en las fotografias (Figuras 4A y 4B), ya que al

cabo de 10 dias ademds de formas esféricas se
observan también vesiculas alargadas en las cuales
es posible diferenciar los liposomas esféricos que
se estan fusionando. Después de 18 dias se
observan ademds de estas dos estructuras,
aglomerados de liposomas en proceso de fusion y
ademas vesiculas esféricas grandes (Figura 4C).
Ademads de lo anterior, se realizé un estudio
estadistico de los datos obtenidos con el fin de
confirmar la influencia del porcentaje de colesterol
y del tiempo de almacenamiento sobre el tamafio
(didmetro externo) de las vesiculas, para lo cual se
aplico el Andlisis de Varianza Modelo Lineal Ge-
neral en donde los factores considerados previa-
mente se comparan con los tamafios vesiculares
para observar si tienen efecto significativo sobre la
variabilidad de tamafio. Ademads se llevaron a cabo
pruebas de Duncan para efectuar comparaciones
muiltiples, a partir de lo cual se puede observar que

C

Figura 4. A. Vesiculas liposomales fusionindose a 10 dias, B. Agregados liposomales a 18 dias, C. Vesicula
liposomal grande a 18 dias, D. Vesiculas liposomales filtradas.
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si se presenta un efecto significativo de las va-
riables: porcentaje de colesterol y tiempo de alma-
cenamiento sobre el tamaiio de los liposomas (11).

Por otra parte, teniendo en cuenta que el
tamafio de las vesiculas obtenidas se distribuyen
dentro de un rango de valores bastante amplio, de
2 a 22 pm, se lleva a cabo un tratamiento posterior
con el fin de obtener una poblaciéon mas homogé-
nea, por consiguiente se somete a filtracion la
preparacién liposomal del 20% de colesterol con ¢l
objeto de observar el efecto de dicha operacion
sobre el tamafio de las vesiculas, utilizando
membranas de poliamida de didmetro de poro de
0.45 um, proceso que se realiza aplicando presién
mediante una jeringa. En ambos casos las foto-
grafias del filtrado obtenidas muestran vesiculas de
tamafio uniforme con didmetros de 3 y 4 pum.

Se esperaria que el tamafio de las vesiculas
obtenidas fuera igual o menor a 0.45 pm, sin
embargo, se obtuvieron liposomas de tamaiio
mayor debido posiblemente a la flexibilidad de la
bicapa fosfolipidica que permite el paso de las
vesiculas a través de los poros de la membrana
filrante. Es interesante anotar, que la forma de
todas las vesiculas observadas es completamente
esférica y s6lo se presenta una lamina, corres-
pondiendo estas caracteristicas posiblemente a
vesiculas liposomales unilaminares como se puede
apreciar en la Figura 4D.
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