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I. INTRODUCCION

La interleucina-2 (IL-2) es una de las principales citocinas del sistema
inmunoldgico, esta encargada entre otras funciones de la activacion y proliferaciéon
de los linfocitos T; sin embargo, ha cobrado gran interés en el estudio de la
biologia de distintos tumores ya que se usa como una alternativa terapéutica para
combatir distintos tipos de canceres. La IL-2 ha sido utilizada sola o en
combinacioén con otros farmacos en la inmunoterapia adoptiva, tanto en animales
como en humanos, para producir regresion de tumores en estados avanzados;
donde se ha demostrado que tiene una respuesta antitumoral; no obstante que su
aplicacién por via sistémica perturba las rutas de regulacién hematopoyética y
puede provocar serios efectos secundarios, como: sindrome de goteo-capilar,
fiebre, dolor de cabeza, edema, oliguria e hipotensién entre otros; por lo cual su
uso es limitado. Por lo anterior, en la actualidad se buscan nuevas alternativas
para la administracion de esta citocina, una de ellas es su encapsulacién en
liposomas para evitar sus efectos téxicos y conservar o mejorar su accién
antitumoral. Con el propdsito de evaluar en un futuro el efecto de IL-2 encapsulada
en liposomas sobre células tumorales, es necesario caracterizar a los liposomas
utilizados, asi como la interaccién de éstos con la IL-2; por lo anterior, en el
presente trabajo se caracterizaron a los liposomas neutros y catidnicos que
contenian IL-2, mediante la evaluacibn de cambios morfoldégicos por
citofluorometria de flujo, microscopia electrénica de transmision y resonancia

magnética nuclear de fosforo.
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Il. MARCO TEORICO

A. CITOCINAS

El Dr. S. Cohen en 1974, fue quien usé la palabra “citocina” para describir
cualquier sustancia soluble producida por células, que ejercia efectos especificos

en sus células blanco (Meager, 1991).

Las citocinas son secreciones de diversos tipos celulares como linfocitos T vy
macrofagos del sistema inmunologico en respuesta a un antigeno. Las funciones
de las citocinas son diversas, pero las principales son: generar sefalizaciones
autécrinas, paracrinas y endocrinas en diferentes células, inducir la proliferacién,
diferenciacion y activacion de distintas poblaciones celulares, aumentar la
citotoxicidad de las células tales como: las polimorfonucleares, macrofagos,
células asesinas naturales y regular la respuesta inmunolégica (Warrens y Lechler,
1992; Lydyard et al., 2000).

Entre las citocinas se encuentran las linfocinas, monocinas, quimiocinas,
interleucinas, interferones y factores estimuladores de colonias, que se secretan

en respuesta a estimulos directos o indirectos.

Histéricamente, las citocinas han sido usadas en cuatro areas de investigacion
principalmente (Oettgen, 1991): Virologia, con el uso de interferones
(Oettgen,1991), Inmunologia, con el uso de interleucinas (McMillan et al., 1995;
Han et al., 1996), Hematologia, usando factores estimuladores de colonias (De la
Cruz et al., 2000) y Biologia Celular, usando factores polipeptidicos de crecimiento
(Meager,1991).
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1. Interleucinas. Las interleucinas (ILs) son citocinas que fueron descritas como
moléculas producidas por los leucocitos cuya caracteristica principal era participar
en las respuestas inmunes o inflamatorias (Oppenheim, 1981). Recientemente con
el avance de la biologia molecular, se ha facilitado la purificacion y caracterizacion
de estas citocinas y se han podido evaluar sus diversos efectos biolégicos en

leucocitos y otros tipos celulares (Aggarwal y Gutterman, 1992, Metcalf, 1992).

Las ILs pueden participar en diferentes etapas del desarrollo hematopoyético, en
la actualidad se conocen 18, que han sido plenamente caracterizadas (Soto et al.,
1999). Entre ellas, la IL-1 actia en células multipotenciales haciéndolas
susceptibles a responder a otros factores (Dinarello,1991); nuestro grupo de
trabajo ha confirmado efectos directos de esta citocina en células mieloides
estimulando su diferenciacion (Santiago, 1993). La IL-3 es conocida como un
factor proliferador multiple con actividad de CSF (Ericson,1994). La IL-4 y la IL-6
combinadas con CSFs estimulan la formacion de colonias mieloides y por si solas
ejercen efectos activadores principalmente en células del tipo monocito-macréfago
(VanSnick, 1990; Paul, 1991). La IL-10, IL-11 e IL-13 inhiben la respuesta
inflamatoria (Dazan, 1996; Santucci, et al., 1996; Trepicchio, et al., 1996; Nicoletti,
et al., 1997), mientras que la IL-15 posee la cualidad reguladora tanto inhibidora

como estimuladora de las respuesta inflamatoria (Alleva, 1997).

2. Interleucina 2 (IL-2). La Interleucina 2 (IL-2) es una citocina de 133 aa,
secretada principalmente por Linfocitos T y macréfagos activados. Se descubrio
como un “Factor de crecimiento de células T’ y en el Segundo Taller Internacional
de Linfocinas (Suiza,1979) se le renombra como IL-2. El gen que codifica para la
IL-2 humana se encuentra localizado en el cromosoma 4q26-28. La IL-2 contiene
tres residuos cisteinicos en las posiciones 58, 105 y 125, en donde los dos
primeros forman un puente disulfuro que es esencial para la actividad de la

molécula. Es una glicoproteina de 13 a 17.5 kDa y con punto isoeléctrico entre 6.6
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y 8.2, es una molécula hidrofébica la cual es estable en pH bajo. (Mire-Sluis y
Thorpe, 1998)

La IL-2 es producida por linfocitos T CD4" y CD8". Las subpoblaciones Ty1y Ty2
de células T cooperadoras también pueden producirla y son las células Ty1, las
que presentan una mayor secrecion, comparadas con las células Ty2. Algunos
clones de las células T, lineas e hibridomas, también la producen (Mire-Sluis y
Thorpe, 1998; vanderSpek et al., 1996; Coventry, 1996).

Una funcion de la IL-2 es la activacién de leucocitos, aunque existe también una
activacion menor en otros tipos celulares. Como muchas citocinas, la IL-2 estimula
a células que pueden secretar otras citocinas y sustancias con actividad bioldgica,

que pueden medir efectos secundarios.

La IL-2 estimula la proliferacion de los linfocitos T, actua en todas las poblaciones
de células T y promueve su progresion desde la fase G4 del ciclo celular, lo que
permite un incremento en el numero celular. Asimismo, estimula la actividad
citolitica de subtipos de linfocitos T, aumenta la motilidad de linfocitos T e induce la
secrecion de otras citocinas como: INF-y (Smith, 1988; Smith, 1993), IL-1, IL-3
(Mass et al., 1989; Mass et al., 1993), IL-4 (Hassuneh et al., 1997), IL-5, IL-6
(Schaafsma et al., 1991; Buchli et al., 1997), IL-7, IL-9, IL-12, IL-15, TNF-o. y TNF-
B (Anderson y Sorenson, 1994; Coventry et al., 1996; vanderSpek et al., 1996;
Mire-Sluis y Thorpe, 1998). Se ha demostrado en timocitos que la IL-2 tiene un
efecto proliferador, por lo que juega un papel importante en el desarrollo del timo
(Mire-Sluis y Thorpe, 1998; Avice et al., 1999). La IL-2 promueve la secrecion de
inmunoglobulinas y genera un aumento en los efectos inmunoldgicos mediados
por linfocitos B (Ciacci et al., 1993; Han et al., 1996; Hassuneh et al., 1997; Vella
et al., 1998). Promueve la proliferacion de linfocitos granulares largos; aumenta la

actividad celular de las células asesinas naturales (NK) y células asesinas

10
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activadas por citocinas (LAK), haciéndolas mas eficientes (vanderSpek et al.,
1996). Aumenta la actividad antitumoral de los macréfagos, dependiendo del

anticuerpo y oligodendrocitos (Mire-Sluis y Thorpe, 1998).

3. Inmunoterapia con IL-2. En el tratamiento del cancer en estadios avanzados,
se ha empleado la IL-2 sola 0 en combinacion para inducir la respuesta citotdxica
anti-tumoral con resultados alentadores (LoRusso et al., 1990; Szoka et al., 1994;
Lode et al., 1999 a y b). Sin embargo, su administracion en altas dosis, via
sistémica, perturba vias de regulacion hematopoyética y puede generar una serie
de efectos secundarios adversos, como son: sindrome de goteo-capilar, fiebre,
dolor de cabeza, hipotension, disfunciones respiratorias, renales y hepaticas
(Smith, 1988; Ardizzoni et al.,1994; Becker et al., 1996 a), por lo que se ha limitado
su uso en la clinica y se buscan otras formas de administracion sin disminuir su
actividad. Con el propésito de administrar altas dosis de IL-2, via sistémica, se ha
utilizado a los liposomas como una alternativa. Actualmente sirven como medio de
transporte de diferentes medicamentos y citocinas, ya que ademas de proteger el
contenido permite dirigirlos a un tipo celular en particular dependiendo de la
composicion lipidica y de su carga eléctrica (Ciacci et al., 1993; Vagge et al., 1994;
Uno et al., 1995; Meager, 1998; Mire-Sluis y Thorpe, 1998; Peng et al., 1999;
Craiu et al., 2001).

11
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B. CARCINOMA CERVICO-UTERINO (CaCu)

El Cancer Cérvico-Uterino (CaCu), representa aproximadamente un 30 % de todos
los padecimientos y de muertes por cancer en las mujeres mexicanas y en otros
paises del tercer mundo (Caceres et al., 2001, Polednak, 1993; Gonzalez et al.,
1995).

El CaCu es un cancer que puede ser curable si se detecta en estadios tempranos.
La clasificacién de este tipo de cancer se lleva a cabo en funcion del tamano del
tumor y la invasion del estrato basal (Pontem and Adami, 1995). Se inicia con
lesiones llamadas displasias (Estadio |), que responden a tratamientos médicos en
un 85 % de los casos, prosigue a un condiloma (Estadio Il), que de no ser tratado
genera una Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) (Estadio Ill), que conduce al
establecimiento de un carcinoma in situ, (Estadio IV), que de no ser detectado a
tiempo se convierte en un carcinoma invasor en un periodo de 10 a 20 afios (Tabla
1) (Cortinas, C. 1998 DeVita, T.V., Hellman).

Tabla 1. Definicidon de los estadios de cancer invasivo en el cérvix.

Estadiol |El crecimiento esta estrictamente limitado al cérvix

El carcinoma se extiende mas alla del cérvix pero no llega a la pared

Estadio Il . . , e

pélvica y/o involucra la vagina pero no su tercio inferior.

El carcinoma alcanza la pared pélvica y/o involucra el tercio inferior
Estadio Il .

de la vagina.

El carcinoma invade la vejiga o el recto y/o se extiende mas alla de
Estadio IV

los limites descritos.

Este tipo de carcinoma tiene un origen multifactorial, asociado primordialmente al
tabaquismo, la multiparidad, el inicio de relaciones sexuales a temprana edad,

higiene genital deficiente o nula, gran numero de compafieros sexuales, uso de

12
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anticonceptivos orales y la carencia en la dieta de B-carotenos, folatos y vitaminas
Ay C (DeVita, T.V., Hellman, Gonzalez, R.l., Nazabal, Moran, B.S.H. 2000, 57.

Polednak, P.A.1993). Se ha confirmado que el CaCu se asocia fuertemente con

una etiologia viral, como son: el Papillomavirus (HPV), el Herpesvirus y en menor
grado el Citomegalovirus los que se asocian a la enfermedad (Ho,G.Y et al.,
1995). Los subtipos 16 y 18 del HPV son los que se encuentran con mayor
frecuencia y ambos inducen progresivamente la transformacion de células
epiteliales del cérvix a cancer in situ para finalmente establecerse un cancer

invasor. (Pontem,J et al.,1995)
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C. LIPOSOMAS

1.- Caracteristicas generales de los liposomas. Los liposomas son vesiculas
microscopicas formadas por una o varias bicapas concéntricas de lipidos
anfipaticos, las cuales delimitan uno o varios compartimentos acuosos en el
interior, su tamafo varia de 0.02 a 10 um de diametro (Figura 1) (Bangham et al.,
1965).

Figura 1. Representacion esquematica de liposomas.
a) multilamelares, b) unilamelares

Debido a sus caracteristicas, los liposomas se han utilizado como modelos
experimentales en el estudio de algunas propiedades de la membrana celular,
como: la permeabilidad, la fluidez, la organizacién molecular de los lipidos y de las
proteinas membranales, asi como la inmunogenesidad de particulas lipidicas
asociadas a enfermedades auto inmunes (Bangham, 1968; Margolis, 1984, Baeza
et al., 2004). Ademas, la interaccion liposoma-célula es un modelo para estudiar
procesos fisiolégicos, como la fusion y la adhesion celular (Papahadjopoulus vy
Kimelberg, 1973; Papahadjopoulus et al., 1990; Leckband et al., 1993). Debido a
la semejanza del arreglo lipidico entre el liposoma y la matriz membranal, asi
como a la manera espontanea en que se forman los liposomas en un medio
acuoso, estas vesiculas se han empleado como un modelo experimental de
estructuras precelulares en los estudios sobre el origen de la vida, ya que al

formarse aislan microambientes de los alrededores y al mismo tiempo, constituyen
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una barrera con una permeabilidad altamente especifica (Baeza et al., 1987; 1990;
1992). Finalmente, la capacidad de los liposomas para atrapar moléculas
biolégicamente activas en su interior acuoso o en su bicapa lipidica, ha permitido
que estas vesiculas puedan utilizarse como vehiculos para transportar farmacos,
enzimas o acidos nucleicos a células en diferentes sistemas bioldgicos (Poste,
1980; Itani et al., 1987; Mannino y Gould, 1988; Friedmann, 1989; Szelei y Duda,
1989; Keown et al., 1990; Janoff, 1992, Ibanez, et al 1996).

Cuando los liposomas se usan como transportadores de sustancias a la célula, es
muy importante alcanzar un encapsulamiento 6ptimo, una adecuada proteccién a
las sustancias que llevan y una selectividad contra las células a las que van
dirigidos, por esta razon se ha estudiado mucho acerca de la composicién y el tipo

de lipidos que los forman.

Generalmente se usan liposomas unilamelares de 0.2 a 0.5 um de diametro,
porque son muy estables e interaccionan mejor con las células, formados con
lipidos anfipaticos que normalmente conforman las membranas celulares.
Ademas, al aplicar los liposomas en animales, se pueden dirigir hacia un tipo
especifico de células, uniendo en su superficie anticuerpos, proteinas virales,
glucolipidos o lectinas (Straubinger y Papahadjopoulus, 1983; Kaneda et al., 1987;
Liu et al., 1992; Trubetskoy et al., 1992). También se pueden formar con una
composicién lipidica semejante a la de las membranas de las células a las que se
van a dirigir (Burkhanov et al., 1985; Santiago, 1996).

Al interaccionar el liposoma con la célula, puede ocurrir la fusion de su bicapa
lipidica de este con la membrana celular, o bien, las vesiculas pueden ser
introducidas a la célula por endocitosis. En cualquiera de estos dos procesos, los

liposomas vacian su contenido en el citoplasma celular (Poste, 1980).

15



2. Lipidos que forman liposomas. De los diversos grupos de lipidos presentes
en las estructuras biologicas, solo los lipidos que constituyen la matriz de las
membranas celulares pueden formar a los liposomas, estos son: los fosfolipidos,
glicolipidos y colesterol. Un aspecto fundamental en la organizacion y en la funcion
de la matriz lipidica membranal, es el caracter anfipatico de sus lipidos. Una
molécula anfipatica es aquella que contiene una region hidrofébica y una regién
hidrofilica (Gitler, 1969). Las regiones hidrofébicas son insolubles en agua y las
hidrofilicas son solubles en ella. Los fosfolipidos y glicolipidos presentan una
region polar en un extremo de su molécula, constituida por el grupo fosfato y/o una
base nitrogenada, o por carbohidratos; y una region no-polar en el otro extremo,
constituida por las cadenas hidrocarbonadas de acidos grasos y de esfingosina.
La relacion de tamano de la region polar con respecto a la no-polar es de
aproximadamente 1/3:2/3 respectivamente (Figura 2), lo cual les permite a estos
lipidos asociarse entre si y formar arreglos moleculares especificos; la bicapa

lipidica es un ejemplo de estos agregados (Ibafiez, 1993).

La regién hidrofilica del colesterol es su grupo hidroxilo y la parte hidrofébica la
constituye el nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno. En esta molécula, las
regiones polar y no-polar también estan orientadas hacia uno y otro extremo, pero
la diferencia fundamental con respecto a los otros lipidos anfipaticos, es que su
region polar es muy pequeina, por lo cual, el colesterol, por si s6lo, no forma

bicapas lipidicas (Figura 2) (Cullis y Hope, 1985).
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Figura 2. Lipidos anfipaticos. Se indica la regién polar y la no polar de

los lipidos. A, fosfatidilcolina. B, fosfatidiletanolamina. C, fosfatidilserina. D,

fosfatidilinositol. E, esfingomielina. F, gangliésido y G, colesterol.

3. Autoensamble de los lipidos anfipaticos. La presencia de un extremo polar y
uno no-polar en los lipidos anfipaticos, determina que estas moléculas se
autoensamblen espontaneamente en un medio acuoso, en asociaciones
moleculares especificas, o fases lipidicas, en donde se satisface su doble caracter
de hidrofobia e hidrofilia. La parte polar del lipido interacciona con las moléculas
de agua y la parte no-polar se aleja de ellas, ya que la interaccion de grupos no-
polares con el agua provocaria un aumento en la estabilidad de los puentes de
hidrégeno entre las moléculas de agua, lo cual causaria una disminucién en la

entropia del sistema, que termodinamicamente no es favorable.
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Esta situaciéon desfavorable se contrarresta con el alejamiento de grupos no-
polares de la fase acuosa, que se conoce como efecto hidrofébico y que permite
que las moléculas de agua puedan alcanzar el maximo de desorden posible
(Tanford, 1973). Al presentarse el efecto hidrofébico, los lipidos en un medio
acuoso, se autoensamblan y forman las asociaciones moleculares de bicapa, de
fase hexagonal Il (H;) o de micela (Figura 3). En estas asociaciones moleculares,
las regiones no-polares de los lipidos se atraen entre si por fuerzas de van der
Waals, en tanto que en las regiones polares, al quedar expuestas al medio

acuoso, se manifiestan las interacciones hidrofilicas al maximo (Ibanez, 1993).

Por lo tanto, el autoensamble de lipidos en asociaciones moleculares especificas
no requiere de energia, es termodinamicamente espontaneo y estable; su fuerza
motriz es el alejamiento de los grupos no-polares del medio acuoso, con lo que se
conserva el mayor numero de puentes de hidrogeno entre las moléculas de agua,

el maximo de desorden y el minimo de energia en el sistema, (Tanford, 1973).

La bicapa lipidica es la asociacion molecular que adoptan los lipidos anfipaticos
que tienen una forma molecular cilindrica, como la fosfatidilcolina (Figura 3), en los
cuales el diametro de la region polar es muy parecido al de las cadenas
hidrocarbonadas. Como los extremos de la bicapa lipidica quedarian expuestos a
un ambiente acuoso, la bicapa se cierra y forma una vesicula llamada liposoma.
Esta asociacion molecular es la estructura basica de todas las membranas

biolégicas (Singer y Nicolson, 1972).
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TIPO FASE FORMA

DE LiPIDO ESTRUCTURAL MOLECULAR

Lisofosfolipidos

Detergentes
MICELA CONO INVERTIDO

Fosfatidilcolina
Esfingomielina
Fosfatidilserina
Fosfatidilinositol
Fosfatidilglicerol
Acido Fosfatidico
Cardiolipina

BICAPA CILINDRICA
Fosfatidiletanolamina
(insaturada)

Cardiolipina-Ca** -
Acido fosfatidico-Ca*(pH 6) %
Acido fosfatidico (pH 3)
HEXAGONAL Il CONO

Figura. 3. Polimorfismo lipidico Diferentes configuraciones
espaciales que adoptan los lipidos anfipaticos de acuerdo a su
composicion molecular (Ibafiez,1993).

Las bicapas lipidicas pueden encontrarse en estado sdlido (gel) o fluido (liquido
cristalino), dependiendo de su composicion de lipidos y de la temperatura. Cada
lipido tiene una temperatura de transicion (Tc), en la cual ocurre el cambio de
estado (Figura 4) (Ibafez, 1993).
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Figura 4. Diferentes estados de la bicapa lipidica. (A)
Estado de gel donde las cadenas hidrocarbonadas se encuentran
rigidas en la bicapa ocupando mayor espacio; (B) Estado liquido
cristalino en donde las cadenas estan desordenadas, por lo que el
espesor disminuye (Ibafez,1993).

Los liposomas con lipidos que tienen una Tc inferior a la temperatura ambiente,
son liquidos y los que tienen una Tc superior son solidos. La Tc es una funcion de
las interacciones de van der Waals entre las cadenas hidrocarbonadas de los
lipidos, por lo tanto depende de la longitud y la insaturacién de estas cadenas. La
Tc aumenta de 14 a 23°C cuando la longitud de la cadena se incrementa en 2
grupos metilenos; en tanto que la presencia de dobles ligaduras, de ramificaciones
o de anillos de ciclo propano, producen una disminucion hasta de 80°C en la Tc,
como en los acidos grasos de 18°C, porque interrumpen el ordenamiento regular
de las cadenas hidrocarbonadas, lo cual disminuye las interacciones mencionadas

(Pagano y Weinstein,1978).
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El colesterol no forma liposomas por si mismo, pero se integra a las bicapas
lipidicas. Su presencia en liposomas que presentan una Tc cercana a la
temperatura ambiente, provoca una disminucion en la fluidez de la bicapa y en la
permeabilidad a solutos hidrofilicos, por lo que confiere una gran estabilidad al

liposoma (Szoka y Papahadjopoulus, 1980).

En las asociaciones moleculares de micela, la porcidn polar de los lipidos se
encuentra en la periferia y la no-polar esta hacia el centro de la estructura; debido
a que los lipidos que dan este arreglo macromolecular tienen una forma molecular
de cono invertido, en donde la porcion mas ancha corresponde a la regidn polar y

la mas estrecha a las cadenas hidrocarbonadas (Figura 3) (Ibafez, 1993).

En la fase hexagonal (Hy), las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos se
encuentran hacia afuera de un cilindro y las cabezas polares se encuentran hacia
dentro en contacto con el medio acuoso (Figura 3). Los lipidos que se asocian de
esta forma son los que tienen una forma molecular cénica, en donde la base del
cono corresponde a las cadenas hidrocarbonadas y el vértice a la region polar,
como la fosfatidiletanolamina poliinsaturada, la cardiolipina y al acido fosfatidico a
pH 3 y en presencia de cationes divalentes (Ibafnez,1993). Cuando se modifican
estas condiciones, la forma del lipido cambia a cilindrica, con lo cual su asociacion
molecular cambia a la de bicapa. La propiedad de los lipidos de adoptar diferentes
asociaciones moleculares en un medio acuoso, en funciéon de su forma molecular,
se le conoce con el nombre de polimorfismo lipidico (Cullis y Hope, 1985). Los
lipidos que dan la fase Hj, constituyen del 35 al 40% de los lipidos de las
membranas celulares (de Kruijff, 1987) y algunos estudios de resonancia
magnética nuclear, sugieren que los lipidos conicos en las membranas celulares
se encuentran en un arreglo semejante al Hy;, llamado micela invertida (Cullis and
Hope, 1985) (Figura 5). Estudios posteriores han sugerido que estas micelas
invertidas aumentan entre mayor sea la actividad biolégica de las membranas, y

se les ha relacionado con las siguientes funciones:
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a) En la formacién de puntos de contacto entre membranas, como en los

procesos de fusién membranal.

b) En la yuxtaposicion de membranas en los cloroplastos y las mitocondrias,

organelos muy ricos en lipidos conicos.

c) En el transporte de cationes divalentes y de moléculas como lipidos,
algunos péptidos y proteinas a través de la matriz lipidica membranal(de
Kruijff, 1987).

Las micelas invertidas, también llamadas particulas lipidicas, se han demostrado
por microscopia electronica de criofactura, en la bicapa lipidica de liposomas con
diferente composicion de lipidos, entre los cuales se encuentran los de
dipalmitoilfosfatidilcolina y acido fosfatidico (2:1) (Verkleij, 1984). Ademas, se ha
demostrado que estas particulas transportan iones, como el Md** y Ca®" hacia el

interior de los liposomas (Baeza et. al., 1990; 1994).

N
ikt

Figura 5. Representacion esquematica de una micela invertida.
Es una micela invertida formada por liposomas coénicos en el interior
de una bicapa lipidica.
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4. Formacion de liposomas Los liposomas se pueden formar de lipidos naturales
y/o sintéticos. Su principal constituyente es la fosfatidilcolina, pero se pueden
utilizar otros lipidos o mezclas de ellos, que pueden conferir carga positiva o
negativa al liposoma. La inclusién de cargas aumenta notablemente el volumen
acuoso atrapado adentro de los liposomas, debido a la repulsidon electrostatica
entre las bicapas adyacentes, la carga también afecta la interaccion de los
liposomas con las células (Pagano y Weinstein, 1978). Caso especial, son los
liposomas estéricamente estabilizados, que son aquellos a los que se les ha
afiadido moléculas de polietilenglicol al fosfolipido con la finalidad de que los
liposomas tengan una mayor circulacion en el torrente sanguineo sin ser

fagocitados (Lasic, 1996).

Generalmente los liposomas multilamelares se forman por agitacion mecanica de
una pelicula muy fina de lipidos a la que se adiciona la solucién acuosa con las
moléculas que se van a encapsular (Banham et al., 1965); estas moléculas
quedan atrapadas en los espacios acuosos, si son polares, o se insertan en la

bicapa lipidica si son hidrofdbicas.

Los liposomas pequefios se forman al someter a sonicacién liposomas
multilamelares (Lasic, 1988), con lo cual se produce una poblacion homogénea de
liposomas unilamelares (25-50 nm). El material que se desea encapsular se
adiciona a la suspension de liposomas y como la sonicacién los rompe, el material
externo puede ser atrapado al formarse los nuevos liposomas pequefos. Los
liposomas unilamelares grandes se emplean principalmente, para encapsular
macromoléculas como proteinas y acidos nucleicos, el método mas usado es por
evaporacion en fase inversa (Szoka y Papahadjopoulus, 1978). Con este método

se forman liposomas de 0.1 a 1 um de didametro.
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5. Importancia del uso de los liposomas. La importancia del uso de liposomas
como acarreadores de diversas sustancias, radica en que se ha demostrado que
su utilizacion modifica fuertemente la farmacocinética de los productos activos, ya
que la sustancia libre requiere de mayores concentraciones para ejercer su accion,
pues es rapidamente excretada por los rinones y ademas puede tener efectos
téxicos, diferentes o no tener ninguno (Poyner, et al., 1995; Duserre, et al., 1995;
Kamei, et al., 1995; Camilleri, et al., 1995).

Ha sido notable la utilizacion de liposomas para encapsular medicamentos
antitumorales, como es en el tratamiento de adenocarcinomas en donde se han
utilizado liposomas con muramil tripéptido e ifosfamida, de tal forma que son
accesibles a los macrofagos aledanos al tumor, lograndose la regresion de éste
(Kleinerman, et al., 1995a). Por otro lado, al enviar el muramil tripéptido
encapsulado en liposomas y tomar muestras para su posterior observaciéon en el
microscopio electrénico, se aprecia la aparicion de una discreta subpoblacion de
macrofagos, distinta, morfolégica y funcionalmente a la poblacion inicial, que
pudiera estar involucrada con los efectos tumoricidas (Hoedemakers, et al., 1995).
Mas aun, se ha demostrado que existe correlacion entre la regresion de tumores y
la administracion de medicamentos en liposomas (Xie, et al., 1995). En otras
investigaciones se utilizé6 un farmaco anti-VIH encapsulado en liposomas dirigidos
a monocitos-macrofagos humanos (Betageri, et al.,, 1993). Adicionalmente, se ha
avanzado en el estudio acerca del efecto de los medicamentos encapsulados en
liposomas sobre los macrofagos, esto puede inducir la secrecidn de citocinas que
es la clave para la regresion de tumores o para la defensa contra enfermedades,
como en el caso de la IL-1, el TNF y la IL-6 (Asano, et al, 1995;
Kleinerman,1995b; Phillips, et al., 1995; Eue, et al., 1995; Pittet, et al., 1995).
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En la actualidad se han utilizado liposomas para nuevas estrategias de combate
contra diversas enfermedades, principalmente cancerosas (Koppenhagen, et al.,
1998). En una de ellas se han utilizado estas vesiculas para transportar genes que
codifican para diferentes citocinas, con la finalidad de que sean expresados por las
células tumorales. Con esta estrategia, se han logrado efectos contra células de
cancer cervical y de colon (Tomoda, et al., 1998; Shimizu, et al., 1998). Otra
estrategia es la utilizacion de oligodesoxiribonucledtidos asociados a liposomas
cationicos con la finalidad de modificar la expresidn genética en células
hematopoyéticas humanas, lo que abre la posibilidad de utilizarlos en protocolos

clinicos (Kronenwett et al, 1998).

Los liposomas son utiles en la practica clinica, en el rastreo linfatico por centelleo
en el que se utilizan microparticulas marcadas o coloides que se distribuyen en la
corriente linfatica. En la actualidad se ha propuesto una nueva estrategia
alternativa, enviando liposomas con marcaje dirigidos a los macréfagos de esas
zonas (Pittet, et al., 1995).

Otra forma de utilizacion de liposomas es para la fabricacion de vacunas mediante
el encapsulamiento del antigeno para generar respuesta inmune de los linfocitos T
citotoxicos (CTLs, del inglés: cytotoxic T Ilymphocyte). De hecho, existe
informacion acerca de la estimulacion de CTLs por antigenos liposomales, lo que
apoya la idea de la utilizacion de liposomas como vacunas sintéticas contra
antigenos intra o extracelulares (Alving y Waseff, 1994; Kersten y Crommelin,
1995; Rao, et al., 1995; Barnes y Michell, 1995; Lezama-Davila y Gallagher, 1995;
Bergers, et al., 1994; Alving,1993; Ho, et al., 1994; Nair, et al., 1993). Existen
estudios acerca del procesamiento de los antigenos liposomales por los
macrofagos y varios autores proponen que el antigeno es procesado por los
macrofagos a través de un proceso citoplasmico que resulta en la liberacion de los
epitopes del antigeno al aparato de Golgi y al reticulo endoplasmico. Los epitopes

antigénicos liposomales podrian asociarse a las moléculas MHC clase | y
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transportarse en vesiculas hacia la superficie de las células para la presentacion e
induccion de CTLs (Alving y Waseff, 1994; Rao, et al., 1995; Barnes y Mitchell,
1995; Alving,1993).

Paradodjicamente, los articulos que describen diferentes usos y formulaciones con
liposomas han disminuido, ya que en la actualidad se registran cientos de patentes

al ano con formulaciones y usos especificos de estas vesiculas (Soto, 2000).

6. Utilizacion de liposomas como vehiculos para citocinas. Actualmente se
han encapsulado diversas citocinas en liposomas y se ha observado que pueden
ejercer sus funciones tanto in vitro en células en cultivo como in vivo en animales
de experimentacion. Uno de los primeros informes de una citocina encapsulada en
liposomas data de 1985 en el cual un factor denominado MAF (Factor activador de
macrofagos, del inglés: Macrophage Activating Factor) producido por linfocitos,
termoestable y especie especifico, al ser encapsulado en liposomas podia romper
la barrera de la especificidad (Kleinerman y Fidler, 1985). Esta citocina ejerce sus
funciones estimulando un receptor interno después de haber traspasado la

membrana de la célula no especifica.

Se han utilizado IL-1, TNF e IFNy encapsuladas en liposomas para causar efectos
tumoricidas en células de cancer de mama (Saito, et al.,, 1995, Coradini, et al.,
1998). Ademas se ha utilizado TNFa encapsulado para combatir sarcomas (van
der Veen, et al., 1998) asi como IL-2 para el tratamiento de metastasis en higado
(Okuno, et al., 1998).
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7. Unidon preferencial de los liposomas a sus células blanco. La capacidad
fagocitica de los macréfagos y su participacion en la degradacion de los lipidos
hacen que estas células sean la via principal de eliminacion de los liposomas.
Precisamente, por esta razéon se han fabricado liposomas modificados 0 no
convencionales, para permitir que circulen o permanezcan por mas tiempo en el
sitio de inyeccion y de esta manera sean capaces de liberar gradualmente su

contenido para que éste ejerza su funcion (Lasic, 1996).

Algunos investigadores han modificado liposomas afadiéndoles azucares para
dirigirlos a poblaciones celulares especificas; ademas, se postula que asociar
azucares con diversas proteinas, puede facilitar la unién de éstas con su receptor
(Kichler y Shuber, 1995; Wadhwa y Rice, 1995; Yachi, et al., 1995).

La liberacion de las citocinas en sus células blanco es un punto que no ha sido
muy estudiado. Como ya se menciond, los macréfagos son la via principal de
captacién de los liposomas, por lo que se estan utilizando liposomas modificados
para hacer llegar medicamentos, citocinas o diversas moléculas a una poblacién
celular especifica, precisamente librando la fagocitosis de los macréfagos.
Independientemente de la célula blanco a la cual van dirigidos, los liposomas
pueden seguir tres caminos para interaccionar con ellas: fusionarse con la
membrana plasmatica y liberar su contenido en el citoplasma, entrar en la célula
via endocitosis o0 fagocitosis; y romperse en un area cercana a la célula blanco,
liberando su contenido permitiendo que entre en contacto con las células (Poste,
1980; Zhou y Huang, 1994).
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El encapsulamiento liposomal de farmacos puede alterar fuertemente su
distribucion y su tasa de liberacion en el cuerpo; sin embargo, los protege contra la
degradacion o inactivacion. Las diferencias farmacocinéticas que produce el
encapsulamiento de farmacos en liposomas pueden provocar que éstos actuen en
el érgano blanco, reduciendo la toxicidad y/o aumentando la eficacia del farmaco,
haciendo posible una mayor absorcion local del mismo. De esta manera, los
liposomas se pueden considerar un excelente vehiculo para la administracion
exdgena de citocinas que pueden ser toxicas, como la IL-2, cuya administracion in
vivo causa serios problemas. El empleo de liposomas puede reducir los efectos
adversos al administrar la IL-2 en altas concentraciones para activar la respuesta
antitumoral a través de linfocitos y macréfagos contra distintos tipos de canceres,

como el carcinoma ceérvico-uterino (CaCu).

En trabajos anteriores del Laboratorio de Oncologia de la FES Zaragoza, se utilizé
la IL-2 encapsulada en liposomas cationicos para el tratamiento de ratones con
tumores inducidos de CaCu; obteniéndose una disminucién de la masa tumoral asi
como disminucion de los efectos toxicos. Se utilizaron liposomas catidnicos, a
pesar de que los lipidos catidnicos no existen en la naturaleza, porque existen
informes de la predileccion de las células epiteliales por estas vesiculas. Debido a
que los resultados previos han sido alentadores, es necesario determinar la
naturaleza de la interaccion entre la citocina y los liposomas; por lo anterior, en el
presente trabajo se estudid las caracteristicas de los liposomas vacios y con la IL-
2 encapsulada y compararlos con la interaccion con liposomas neutros, debido a
que éstos son similares a las membranas de cualquier célula. Aunado a lo
anterior, se considera de suma importancia conocer la morfologia de dichos
liposomas para que en estudios posteriores se pueda seguir su farmacocinética
para demostrar su eficacia y seguridad de aplicacién en el tratamiento de tumores

inducidos en ratones, pues es uno de los pasos previos para que en un futuro
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pudiera aplicarse en el tratamiento con la IL-2 encapsulada en liposomas a
pacientes con CaCu. Creemos que el presente trabajo no sélo permitira el avance
de esta forma especifica de tratamiento del CaCu, sino también en la generacion
de nuevos conocimientos de investigacion basica en el campo de los liposomas

como modelos de membrana.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar diferentes tipos de liposomas que encapsulan la IL-2.
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V. OBJETIVOS PARTICULARES

Encapsular la IL-2 en liposomas neutros y cationicos.

Determinar por Microscopia Electronica de Trasmision la morfologia y el tamafio

de los liposomas con IL-2 encapsulada.

Determinar por RMN 3'P las asociaciones moleculares de los lipidos en los

liposomas con IL-2 encapsulada.

Determinar las caracteristicas morfoldgicas de los liposomas con IL-2 encapsulada

por citofluorometria

31



VI. HIPOTESIS

De acuerdo a las caracteristicas fisicoquimicas de la IL-2, existe la posibilidad de
que al ser encapsulada en liposomas se incorpore a la bicapa lipidica 0 quede
unida, por interacciones electrostaticas, a la superficie externa de éstos. La
presencia de la citocina en la superficie de los liposomas facilitaria el proceso de
unién a su receptor y la consecuente sefalizacion al interior de las células blanco,
lo cual haria mas eficiente la respuesta citotdxica requerida para la reduccion de

tumores inducidos en ratones.
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VII. DISENO DE INVESTIGACION

El estudio realizado es de tipo experimental.
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VIil. POBLACION

Los objetos de estudio con los que se llevo a cabo la investigacion son liposomas
neutros y cationicos formados con fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y colesterol

o fosfatidilcolina y espermidin-colesterol.
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IX. VARIABLES

Variables de control.

>

it

e

-

Concentracion de IL-2 (100 Ul/mL)
Tipo de liposoma (neutro y catiénico)

Método de preparaciéon de los liposomas

Variables de respuesta.

-
-
-

Interaccién de la proteina con respecto al tipo de liposoma
Morfologia de los liposomas

Tamano de los liposomas
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X. MATERIALES Y METODOS

1. LiPIDOS

Los lipidos que se utilizaron en este trabajo fueron: fosfatidilcolina de yema de
huevo, fosfatidiletanolamina, colesterol (Sigma Chem) y espermidin colesterol
(sintetizado en el Lab. de Biomembranas de la ENCB del IPN).

2. PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

a) Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

Cloruro de sodio 8.20g
Cloruro de potasio 0.28¢g
Fosfato potasico monobasico 0.269g
Fosfato sédico dibasico 2.35¢g

Todos los componentes se disolvieron con agua desionizada, se ajusté el pHa 7.4
con HCI 1 N y se llevé a un volumen final de 1000 mL. Esta solucion se filtré con

membranas Millipore de 0.45 um de diametro de poro para eliminar impurezas.

b) Regulador de fosfatos para citofluorometria (pH 7.4)

Cloruro de sodio 81.2g
Fosfato potasico monobasico 02.6g
Fosfato sédico dibasico 23.5¢g
Cloruro potasico 02.8¢g
EDTA 03.6g
Cloruro de litio 04.3g
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Todas las sales se disolvieron en agua desionizada, se ajusto el pH a 7.4, se llevd
a un volumen de 10 L y se filtr6 con membranas Millipore de 0.22 um de diametro

de poro para eliminar impurezas.
c) Anticuerpos

1°" anticuerpo monoclonal IgG de raton anti-IL-2 de humano. (R&D, Systems)
2° anticuerpo IgG de conejo anti IgG de ratén acoplado a lIsotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Zimed)

d) IL-2
IL-2 recombinante (R&D, Systems)
3. PREPARACION DE LIPOSOMAS

En este trabajo se utilizaron liposomas neutros y cationicos, estos se utilizaron en
diferentes técnicas y estudios como citoflurometria-liposomal y 3'P-NMR.
Generalmente los liposomas fueron preparados el mismo dia en que se efectuaron

los estudios.

Los liposomas neutros se prepararon disolviendo 10 umol de lipidos totales:
fosfatidilcolina (PC): fosfatidiletanolamina (PE): colesterol (CHOL), en relacion
molar 4:2:4, respectivamente. Los lipidos se colocaron en un matraz de dos bocas
en 1 mL de cloroformo, posteriormente se evapord el disolvente y los lipidos
quedaran distribuidos de manera uniforme en el fondo del matraz. Después los
lipidos se disolvieron en 1.2 mL de éter dietilico y se les agregaron 333 uL de
regulador PBS a pH 7.4. El matraz se agité con un vortex a su velocidad maxima
durante 45 segundos y se procedié a evaporar el disolvente durante 45 seg mas,

durante este procedimiento se formé un gel viscoso el cual se transformd en una
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suspension de liposomas. Esta suspension de liposomas se llevé a un volumen

final de 1 mL con regulador de PBS.

Los liposomas cationicos se prepararon disolviendo 10mmol de los siguientes
lipidos: fosfatidilcolina (PC) y espermidin-colesterol (ESP-CHol), 1:1
respectivamente; los lipidos se colocaron en un tubo de 13 x 100 mm y se
adiciond 1 mL de cloroformo, posteriormente se evaporoé el disolvente con vacio
para que los lipidos quedaran distribuidos de manera uniforme en el fondo del
tubo, después los lipidos se resuspendieron en 333 uL de PBS a pH 7.4 y se
procedié a sonicar por tres ciclos de cinco segundos por 30 segundos de reposo,

finalmente la suspension de liposomas se llevé a un volumen de 1000 pulL.

Para encapsular la IL-2 en los liposomas, ésta se adicioné en los 333 uL de PBS a
la capa de lipido formada después de la evaporacién del cloroformo, en una
cantidad de 33UI.

4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRASMISION DE LOS LIPOSOMAS
QUE ENCAPSULAN IL-2.

Se prepararon liposomas catidnicos y neutros vacios y con IL-2 encapsulada,
posteriormente se tomaron alicuotas de 5 uL de liposomas y se colocaron en
rejillas de cobre con 200 mallas que estaban cubiertas con formvar, se incubaron
20 minutos a temperatura ambiente y después se elimind el liquido por
decantacion con papel filtro. Posteriormente las muestras se tifieron con una
solucion acuosa de acetato de uranilo al 4% durante 5 minutos, se elimina el
exceso de liquido y se deja secar durante 24 hr. Las muestras se observaron en el
microscopio electronico de transmisién y se tomaron fotografias a 40 K, 75 Ky

150K de aumento.
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5. CITOFLUOROMETRIA DE LOS LIPOSOMAS QUE ENCAPSULAN IL-2.

Se prepararon liposomas catidnicos y neutros vacios y con IL-2 encapsulada. A
los liposomas que tenian IL-2 se lavaron con PBS y se centrifugaron 45 min a
40,000 rpm, empleando tubos para ultracentrifuga (Beckman ultra-clear No.
344060) de 14 x 95 mm. A continuacién se eliminé el sobrenadante y la pastilla de
liposomas se resuspendido en 1,000 uL de PBS a pH 7.4, posteriormente se
tomaron muestras de los liposomas vacios y con IL-2 encapsulada a una
concentracion de 0.1 umol del lipido en 100 uL de PBS a pH 7.4 en cada tubo;
posteriormente se adicionaron 100 uL del primer anticuerpo monoclonal contra IL-
2 a una concentracion de 5 ug / mL; estas preparaciones se incubaron durante 1 h
a 37 °C. Posteriormente se adicion6 el segundo anticuerpo conjugado a FITC a
una dilucién 1:80 y se incubé6 1 h a 37 °C en obscuridad. Después de la
incubacion, se completd el volumen a 1,000 uL con PBS a pH 7.4 a cada tubo. Los
testigos que se incluyeron fueron: con el 1% anticuerpo, segundo anticuerpo
conjugado a FITC solos y el de los liposomas vacios; a estas se les aplico el

tratamiento completo descrito.

Las preparaciones liposomales obtenidas se colocaron en tubos para
citofluorometria de 12 x 75 mm (Elkay Products, Inc.) y se leyeron en el
citofluoréometro FACScalibur equipado con rayo laser de argdbn de 488 nm
(Beckton Dickinson Co.), se empled el regulador de fosfatos para citofluorometria,
y se usaron los siguientes parametros en el citofluorometro: EOO0 = 2.96 LIN, SSC-
H =232 LOG, FL1 =412 LOG y TH = 90. Finalmente se realiz6 el analisis de los

datos obtenidos con el programa de Cellquest (Beckton Dickinson).
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6. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE °*'P DE LOS LIPOSOMAS
QUE ENCAPSULAN IL-2.

El método que se siguid para este estudio fue descrito por Jones y col, modificado
por Baeza y col. Los liposomas cationicos se prepararon por el método antes
descrito y contenian 140 pumoles de los lipidos fosfatidilcolina y espermidil-
colesterol (5:5). Estas se prepararon en presencia o ausencia de IL-2 y se
colocaron en una celda de 5 mm (OD) para el estudio de resonancia magnética
nuclear. Los espectros se obtuvieron en el espectrofotometro (JOEL FX90Q), con
transformadas de Fourier, a 36.23 MHz y 37 2C, con una amplitud de 7.5 KHz, con
pulso de 7 useg, con un decaimiento de pulsos de 2.8 seg, y un total de 30,000
acumulaciones. Para iniciar la sefial en el espectrofotdmetro se adicion6 a las

muestras agua deuterada.
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XI. RESULTADOS.

1. DETERMINACION DE LA MORFOLOGIA Y TAMANO DE LOS
LIPOSOMAS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRASMISION.

Para caracterizar la morfologia de los liposomas, se hicieron liposomas neutros o
cationicos, vacios o con IL-2 encapsulada y se prepararon por la técnica de tincion
negativa para observarlos en microscopio electronico de transmision JEM 1010
JEOL. Al analizar las rejillas, se observé que los liposomas neutros vacios son
esféricos y presentan una variedad de tamafio entre 8 y 75 nm de diametro,
predominando los liposomas de mayor tamafo. Cuando los liposomas contenian
IL-2 encapsulada, la morfologia y el tamano de las vesiculas no cambi6 (Figura
6).

(b)

100 nm

Figura 6. Microscopia electronica de trasmisiéon de liposomas neutros.
a) Liposomas vacios, b) Liposomas neutros que encapsulan IL-2. Aumento de 75,000 X

41



A

Con respecto a los liposomas cationicos vacios, se observé que son esféricos y
que su tamafo varia de 25 hasta 125 nm de diametro, predominando los
liposomas pequefios. Cuando se encapsula la IL-2 en estos liposomas cationicos
no se observa una diferencia clara en cuanto el tamafio y la morfologia en

comparaciéon con los vacios (Figura 7).

(a) (b)

E '(-_ f\/

=

)

100 nm 100 nm

Figura 7. Microscopia electronica de trasmision de liposomas catiénicos.
a) liposomas vacios, b) Liposomas que encapsulan IL-2. Aumento de 75,000 X

2. DETERMINACION DE LA MORFOLOGIA Y TAMANO DE LOS
LIPOSOMAS POR CITOFLUOROMETRIA DE FLUJO.

Con la finalidad de conocer si existe diferencia en la granularidad (complejidad) y
el tamano de los diferentes liposomas, se prepararon liposomas catidnicos o
neutros, vacios o con IL-2 encapsulada. Los resultados obtenidos por
citofluorometria de flujo indicaron que los liposomas neutros o catidénicos no
presentan diferencias en la granularidad y el tamafio, ya sea vacios o con IL-2

encapsulada (Figuras 8 y 9).
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Figura 8. Citofluorometria de liposomas neutros: Los liposomas se
prepararon con fosfatidilcolina:fosfatidiletanolamina:colesterol en proporcién molar 4:2:4.
a) liposomas vacios (control), b) Liposomas con IL-2 encapsulada. Las abscisas indican
el tamano o la granularidad (complejidad) relativos en escala logaritmica y las ordenadas
el nimero de liposomas.
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Figura 9. Citofluorometria de liposomas catidnicos: Los liposomas se
prepararon de fosfatidilcolina: espermidil-colesterol en proporcion molar 5:5. a) liposomas
vacios (control), b) Liposomas con IL-2 encapsulada. Las abscisas indican el tamafio o la
granularidad (complejidad) relativos en escala logaritmica y las ordenadas el nUmero de
liposomas.
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Utilizando el método estadistico de Kolmogorov-Smirnove se graficaron los
histogramas de las comparaciones entre los liposomas neutros y cationicos. Se
obtuvo que no existe diferencia significativa entre los dos tipos de liposomas,
vacios o encapsulando la IL-2 en cuanto al tamafo y la granularidad (complejidad)
(Figura 10-11). Se determinaron los valores de la diferencia (D) en escala
logaritmica, del tamafio y la granularidad entre los liposomas vacios o con IL-2
encapsulada. Obteniendo valores menores a 0.5 en todos los casos (tabla 2). Para
establecer la existencia de una diferencia significativa el valor de D debe ser

mayor a 0.5.

b
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Figura 10. Comparacion de los histogramas obtenidos por

citofluorometria de los liposomas neutros. Histogramas sobrepuestos de
liposomas vacios (control) / Liposomas con IL-2 encapsulada. a) Comparacién del
tamafo. b) Comparacioén de la granularidad (complejidad)
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Figura 11. Comparacion de los histogramas obtenidos por

citofluorometria de los liposomas catidnicos. Histogramas sobrepuestos de
liposomas vacios (control) / Liposomas con IL-2 encapsulada. a) Comparacion del

tamafo. b) Comparacioén de la granularidad (complejidad)

Tabla 2. Analisis estadistico de los diferentes liposomas por

el método de Kolmogorov-Smirnove.

COMPARACIONES Tamano | Granularidad
LINEVA -- LINEIL-2 0.23 0.33
LICAVA -- LICAIL-2 0.02 0.07

Se prepararon liposomas cationicos y neutros, vacios o con IL-2

encapsulada. Se realizo el analisis estadistico con el programa

Cellquest que establece la diferencia significativa de tamafio y

granularidad entre los liposomas.

Donde:

LINEVA = Liposomas neutros vacios

LINEIL-2 = Liposomas neutros con IL-2 encapsulada
LICAVA = Liposomas catiénicos vacios

LICAIL-2 = Liposomas catioénicos con IL-2 encapsulada
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3. IDENTIFICACION DE IL-2 ENCAPSULADA EN LIPOSOMAS POR
CITOFLUOROMETRIA.

Con la finalidad de conocer la localizacion de la IL-2 en los liposomas, se procedio
a preparar liposomas neutros o cationicos vacios o con IL-2 encapsulada. Cuando
los liposomas contenian IL-2 encapsulada, se procedidé a lavarlos por
ultracentrifugacion para eliminar la citocina no incluida. Los liposomas lavados se
incubaron con el anticuerpo monoclonal contra IL-2 y posteriormente se agregé un
anticuerpo marcado con FITC. Al analizar las muestras en el citofluorometro de
flujo, se encontré que los liposomas neutros con IL-2 encapsulada no presentan
fluorescencia (Figura 12). En cambio, los liposomas catidénicos que tienen IL-2

encapsulada, presentan fluorescencia (Figura 13).

Los resultados del analisis estadistico por el método de Kolmogorov-Smirnove, se
graficaron en histogramas y se realizaron las comparaciones entre liposomas
vacios y con IL-2 encapsulada. En los liposomas neutros no se observé ninguna
diferencia significativa entre los vacios y los que encapsulan IL-2 (Figura 14). En
cambio en los liposomas cationicos se observé una diferencia significativa entre
los vacios y los que encapsulan IL-2 (Figura 15), obteniéndose una D de 0.55.
(Tabla 3).
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Figura 12. Citofluorometria de liposomas neutros: Los liposomas se
incubaron con el primer anticuerpo monoclonal IgG anti-IL-2, con el segundo anticuerpo
anti-lgG acoplado a FITC. a) Liposomas vacios (control), b) Liposomas con IL-2
encapsulada lavados por ultracentrifugacion. Las abscisas indican la intensidad de la
fluorescencia relativa en escala logaritmica y las ordenadas el numero de liposomas.
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Figura 13. Citofluorometria de los liposomas catidénicos: Los liposomas se
incubaron con el primer anticuerpo monoclonal IgG anti-IL-2, con el segundo anticuerpo
anti-lgG acoplado a FITC. a) Liposomas vacios (control), b) Liposomas con IL-2
encapsulada lavados por ultracentrifugacion. Las abscisas indican la intensidad de la
fluorescencia relativa en escala logaritmica y las ordenadas el nimero de liposomas.
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Figura 14. Comparacion de los histogramas obtenidos por

citofluorometria de los liposomas neutros. Histogramas sobrepuestos de
liposomas, a) vacios (control) / b) Liposomas con IL-2 encapsulada. Comparaciéon de la
fluorescencia relativa.
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Figura 15. Comparacion de los histogramas obtenidos por

citofluorometria de los liposomas catidnicos. Histogramas sobrepuestos de
liposomas, a) vacios (control) / b) Liposomas con IL-2 encapsulada. Comparacion de la
fluorescencia relativa.
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Tabla 3. Analisis estadistico de los diferentes
liposomas por el método de Kolmogorov-Smirnove.

COMPARACIONES Fluorescencia
LINEVA -- LINEIL-2 lavados 0.11
LICAVA -- LICAIL-2 lavados 0.55

Se prepararon liposomas catiénicos y neutros, vacios o con IL-2
encapsulada lavados por ultracentifugacion, se incubaron con el
primer anticuerpo monoclonal IgG anti-IL-2 y después se le
adicion6 el segundo anticuerpo anti-lgG acoplado a FITC. Se
realizé el analisis estadistico con el programa Cellquest que
establece la diferencia significativa de fluorescencia entre los
liposomas.

Donde:

LINEVA = Liposomas neutros vacios

LINEIL-2 = Liposomas neutros con IL-2 encapsulada

LICAVA = Liposomas cationicos vacios

LICAIL-2 = Liposomas catiénicos con IL-2 encapsulada

4. DETERMINACION POR CITOFLUOROMETRIA DE FLUJO DE LA
MORFOLOGIA Y TAMANO DE LOS LIPOSOMAS LAVADOS MEDIANTE
ULTRACENTRIFUGACION.

Debido a que los resultados de la deteccién de la IL-2 mostraron diferencias en los
liposomas catidnicos lavados con respecto a los vacios, se repitieron los estudios
de tamafno y granularidad para todos los liposomas lavados. Los resultados
indicaron que unicamente los liposomas que contenian IL-2 encapsulada lavados
por ultracentrifugacion, presentaron un aumento en su granularidad (complejidad)
(Figuras 16-19). Lo que se confirmd por el método estadistico de Kolmogorov-

Smirnove (Tabla 4).
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Figura 16. Citofluorometria de liposomas neutros. a) Liposomas vacios
(control), b) Liposomas con IL-2 encapsulada lavados por ultracentrifugacion. Las
abscisas indican el tamafio o granularidad (complejidad) relativos en escala logaritmica y
las ordenadas el numero de liposomas.
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Figura 18. Comparacion de los histogramas obtenidos por
citofluorometria de los liposomas neutros lavados. Histogramas
sobrepuestos de liposomas a) vacios (control) & b) Liposomas con IL-2 encapsulada.
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Figura 19. Comparacion de los histogramas obtenidos por
citofluorometria de los liposomas cationicos lavados. Histogramas
sobrepuestos de liposomas a) vacios (control) & b) Liposomas con IL-2 encapsulada.
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Tabla 4. Analisis estadistico de los diferentes liposomas por

el método de Kolmogorov-Smirnove.

COMPARACIONES Tamano | Granularidad
LINEVA -- LINEIL-2 lavados 0.08 0.32
LICAVA -- LICAIL-2 lavados 0.28 0.70

Se prepararon liposomas catiénicos y neutros, vacios o con IL-2
encapsulada lavados por ultracentrifugacion. Se realizé el analisis
estadistico con el programa Cellquest que establece la diferencia
significativa de tamafio y granularidad entre los liposomas.

Donde:

LINEVA = Liposomas neutros vacios

LINEIL-2 = Liposomas neutros con IL-2 encapsulada

LICAVA = Liposomas catiénicos vacios

LICAIL-2 = Liposomas catioénicos con IL-2 encapsulada

5. CARACTERIZACION POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
3'p DE LOS LIPOSOMAS CATIONICOS.

Con el objeto de determinar la forma en que los lipidos se asocian en los
liposomas vacios o con IL-2 lavados por ultracentrifugacion, se prepararon los
diferentes tipos de liposomas para determinar la resonancia magnética nuclear de
3P con sefiales angostas y con un maximo cercano a 0.0 ppm. Los liposomas
catiénicos vacios o con IL-2 encapsulada empleados en este estudio, presentaron
espectros de absorcion similares que indican Unicamente la presencia de bicapas
lipidicas y en el caso de las muestras sin lavar se aprecia un pico correspondiente

a liposomas pequenos (Figuras 20-22).
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Figura 20. Caracterizacion de liposomas catidnicos vacios. Se muestra el

espectro de resonancia magnética nuclear de *'P. Los espectros se tomaron de liposomas
catidnicos vacios.
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Figura 21. Caracterizacién de liposomas catidénicos con IL-2 encapsulada

sin lavar. Se muestra el espectro de resonancia magnética nuclear de ¥P. Los espectros
se tomaron de liposomas cationicos con IL-2 sin lavar.
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Figura 22. Caracterizaciéon de liposomas catidénicos con IL-2 encapsulada

lavados. Se muestra el espectro de resonancia magnética nuclear de *P. Los espectros se
tomaron de liposomas cationicos con IL-2 lavados.
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XIl. DISCUSION

El Carcinoma Cérvico-Uterino (CaCu), representa aproximadamente un 30% de
todos los padecimientos y muertes por cancer, tanto en las mujeres mexicanas
(Caceres et al.,, 2001), como en las mujeres de otros paises del tercer mundo
(Polednak, 1993; Gonzalez et al., 1995).

En el tratamiento del cancer en estadios avanzados se ha empleado IL-2 sola o en
combinacion con otros farmacos para inducir la respuesta citotoxica anti-tumoral
con resultados alentadores (LoRusso et al., 1990; Szoka et al., 1994; Lode et al.,
1999 a y b). Sin embargo, su administracién en altas dosis, via sistémica, perturba
vias de regulacion hematopoyética y puede generar una serie de efectos
secundarios adversos, como son: sindrome de goteo-capilar, fiebre, dolor de
cabeza, hipotension, disfunciones respiratorias, renales y hepaticas (Smith, 1988;
Ardizzoni et al.,1994; Becker et al., 1996 a), por lo que se ha limitado su uso en la
clinica y se buscan otras formas de administracién sin disminuir su actividad. Con
el proposito de administrar altas dosis de IL-2 via sistémica, se ha pensado en el
uso de liposomas como una alternativa, pues actualmente se utilizan como medio
de transporte de diferentes medicamentos y citocinas; ya que ademas de proteger
al compuesto permite dirigirlo a un tipo celular en particular dependiendo, de la
composicion y carga eléctrica de éstos (Ciacci et al., 1993; Vagge et al., 1994;
Meager, 1998; Mire-Sluis y Thorpe, 1998; Peng et al., 1999; Craiu et al., 2001).

En el Laboratorio de Oncologia de la UIDCC, se utilizaron liposomas cationicos
dirigidos a células epiteliales como acarreadores de altas concentraciones de |L-2
para el tratamiento de ratones con tumores inducidos con células CaCu, con lo
que se obtiene una importante reduccion de la masa tumoral y disminucién de los
efectos adversos (Nieves, 2003). Actualmente se esta realizando Ia
farmacocinética para conocer con precision el sitio a donde van los liposomas asi

como la concentracion de IL-2 que llega a diferentes sitios del organismo.
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El presente trabajo se realizdé con la finalidad de caracterizar a los liposomas
catidnicos, vacios o con IL-2 encapsulada, para poder explicar su mecanismo de
accion asi como para seguirlos adecuadamente en los estudios de
farmacocinética al aplicarlos en el tratamiento de tumores inducidos en ratones de

la cepa singénica CBA.

La morfologia de los liposomas se analizé en las fotografias adquiridas por
microscopia electronica de trasmision, éstas indicaron que los liposomas
cationicos al encapsular IL-2 no cambian su morfologia. Los datos obtenidos
muestran que la presencia de IL-2 no provoca cambios en la morfologia de los
liposomas que en un momento dado pudieran permitir la exposicion de la citocina

en la superficie.

Los datos obtenidos a partir de los estudios por citofluorometria de flujo de tamafio
y granularidad (complejidad) realizados a los liposomas neutros y cationicos sin
lavar, muestran que no existe diferencia significativa entre los liposomas vacios y
los liposomas con IL-2 encapsulada; lo anterior sugiere que la IL-2 queda
totalmente encapsulada sin alterar la superficie ni el tamafio de dichos liposomas.
Estos resultados son congruentes con el hecho de que al realizar la deteccidn de
la posible presencia de la citocina en la superficie de los liposomas neutros

(lavados o sin lavar), no se encontré fluorescencia.

En contraste, los resultados obtenidos por citofluorometria de flujo de los
liposomas cationicos lavados por ultracentrifugacién, indican que la IL-2 se
encuentra presente en la superficie de los liposomas. Este interesante hallazgo
podria deberse a cambios morfolégicos causados por el proceso de
ultracentrifugacion en el cual permitiria que la citocina (pH fisiolégico 7.4) con
carga negativa en estas condiciones, interaccione con el lipido catidénico de la

bicapa lipidica de los liposomas y se exponga en el exterior. Lo anterior resulta
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relevante debido a que ayudaria a explicar la capacidad de estas particulas de

interaccionar con sus células blanco (epiteliales).

Los estudios realizados por citofluorometria de flujo de granularidad (complejidad)
y tamafio para detectar posibles cambios morfoldgicos en los liposomas catidnicos
lavados, confirman lo anterior ya que no se observdé cambio en el tamafio pero si

se observaron cambios en la granularidad (complejidad) de dichos liposomas.

Lo anterior cobra importancia pues facilita el entendimiento del proceso mediante
el cual estos liposomas son muy eficientes para acarrear IL-2, pues en el modelo
de induccién de tumores desarrollado en el Laboratorio de Oncologia de la UIDCC
produce una fuerte regresion de masas tumorales que se puede atribuir al efecto

de la citocina tal como se ha observado in vitro.

Finalmente los estudios de resonancia magnética nuclear de fésforo, mostraron la
presencia de una poblacién de liposomas muy pequefos en las preparaciones sin
lavar, la cual desaparece al ser lavados, datos relevantes ya que se cuenta con
una metodologia para obtener poblaciones de liposomas homogéneos en donde
se puede encapsular una cantidad equivalente de IL-2. También se demostré que
los liposomas fabricados corresponden a una organizacién de bicapa semejante a
las membranas biolégicas y que la presencia de IL-2 no altera dicho arreglo
molecular. Esto puede contribuir a que los liposomas al llegar a la célula blanco
puedan fusionarse a su membrana acumulando altas concentraciones de IL-2 ya
sea dentro o fuera de dicha célula y de esta manera inhibir la proliferacién de

células tumorales como sucede in vitro.

Finalmente, la principal aportacion de mi trabajo es contar con una metodologia
que permitira la localizacion de liposomas cationicos en masas tumorales
inducidas en ratones, ademas, de demostrar que IL-2 se encuentra como una

proteina transmembranal que al unirse a su receptor puede activar una respuesta
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inmunoldgica de rechazo tumoral por medio de células T citotoxicas; o bien,
producir directamente la muerte de células tumorales que expresen el receptor

para IL-2.
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XIlIl. CONCLUSIONES

1.- Los liposomas neutros (lavados o sin lavar) no cambian su morfologia ni su

tamafno al encapsular IL-2.

2.- Los liposomas cationicos con 100 Ul/mL de IL-2, al ser tratados por el
procedimiento de lavado por ultracentrifugacion, no presentan ningun cambio en el

tamano, pero si presentan cambios en la granularidad.

3.- La resonancia magnética nuclear de fosforo indica que el procedimiento de
lavado por ultracentrifugacién elimina los liposomas mas pequefios, generando

poblaciones homogéneas organizadas en bicapa lipidica.

4.- La presencia de la IL-2 no altera el arreglo molecular de bicapa en los

liposomas cationicos.

5.- La IL-2 queda expuesta en la superficie de los liposomas catidnicos lavados, lo

que permite que quede accesible para el proceso de unidn a su receptor.
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