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I. INTRODUCCIÓN 
 

La interleucina-2 (IL-2) es una de las principales citocinas del sistema 

inmunológico, está encargada entre otras funciones de la activación y proliferación 

de los linfocitos T; sin embargo, ha cobrado gran interés en el estudio de la 

biología de distintos tumores ya que se usa como una alternativa terapéutica para 

combatir distintos tipos de cánceres. La IL-2 ha sido utilizada sola o en 

combinación con otros fármacos en la inmunoterapia adoptiva, tanto en animales 

como en humanos, para producir regresión de tumores en estados avanzados; 

donde se ha demostrado que tiene una respuesta antitumoral; no obstante que su 

aplicación por vía sistémica perturba las rutas de regulación hematopoyética y 

puede provocar serios efectos secundarios, como: síndrome de goteo-capilar, 

fiebre, dolor de cabeza, edema, oliguria e hipotensión entre otros; por lo cual su 

uso es limitado. Por lo anterior, en la actualidad se buscan nuevas alternativas 

para la administración de esta citocina, una de ellas es su encapsulación en 

liposomas para evitar sus efectos tóxicos y conservar o mejorar su acción 

antitumoral. Con el propósito de evaluar en un futuro el efecto de IL-2 encapsulada 

en liposomas sobre células tumorales, es necesario caracterizar a los liposomas 

utilizados, así como la interacción de éstos con la IL-2; por lo anterior, en el 

presente trabajo se caracterizaron a los liposomas neutros y catiónicos que 

contenían IL-2, mediante la evaluación de cambios morfológicos por 

citofluorometría de flujo, microscopía electrónica de transmisión y resonancia 

magnética nuclear de fósforo.  
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II. MARCO TEÓRICO 
 

A. CITOCINAS 
 
El Dr. S. Cohen en 1974, fue quien usó la palabra “citocina” para describir 

cualquier sustancia soluble producida por células, que ejercía efectos específicos 

en sus células blanco (Meager, 1991). 

 

Las citocinas son secreciones de diversos tipos celulares como linfocitos T y 

macrófagos del sistema inmunológico en respuesta a un antígeno. Las funciones 

de las citocinas son diversas, pero las principales son: generar señalizaciones 

autócrinas, parácrinas y endócrinas en diferentes células, inducir la proliferación, 

diferenciación y activación de distintas poblaciones celulares, aumentar la 

citotoxicidad de las células tales como: las polimorfonucleares, macrófagos, 

células asesinas naturales y regular la respuesta inmunológica (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 estímulos directos o indirectos. 

 

Históricamente, las citocinas han sido usadas en cuatro áreas de investigación 

principalmente (Oettgen, 1991): Virología, con el uso de interferones 

(Oettgen,1991), Inmunología, con el uso de interleucinas (McMillan et al., 1995; 

Han et al., 1996), Hematología, usando factores estimuladores de colonias (De la 
Cruz et al., 2000) y Biología Celular, usando factores polipeptídicos 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 característica principal era participar 

en las respuestas inmunes o inflamatorias (Oppenheim, 1981). Recientemente con 

el avance de la biología molecular, se ha facilitado la purificación y caracterización 

de estas citocinas y se han podido evaluar sus diversos efectos biológicos 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 actúa 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 diferenciación (Santiago, 1993). La IL-3 es conocida como un 

factor proliferador múltiple con actividad de CSF (Ericson,1994). La IL-4 y la IL-6 

combinadas con CSFs estimulan la formación de colonias mieloides y por sí solas 

ejercen efectos activadores principalmente en células del tipo monocito-macrófago 

(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 macrófagos activados. Se descubrió 

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 cisteínicos 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 glicoproteína de 13 a 17.5 kDa y con punto isoeléctrico entre 6.6  
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y 8.2, es una molécula hidrofóbica 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 TH1 y TH2 

de células T cooperadoras también pueden producirla y son las células TH1, las 

que presentan una mayor secreción, comparadas con las células TH2. Algunos 

clones de las células T, líneas e hibridomas, también la producen (Mire-Sluis y 

Thorpe, 1998; vanderSpek et al., 1996; Coventry, 1996). 

 

Una función de la IL-2 es la activación de leucocitos, aunque existe también una 

activación menor en otros tipos celulares. Como muchas citocinas, la IL-2 estimula 

a células que pueden secretar otras citocinas y sustancias con actividad biológica, 

que pueden medir efectos secundarios. 

 

La IL-2 estimula la proliferación de los linfocitos T, actúa en todas las poblaciones 

de células T y promueve su progresión desde la fase G1 del ciclo celular, lo que 

permite un incremento en el número celular. Asimismo, estimula la actividad 

citolítica de subtipos de linfocitos T, aumenta la motilidad de linfocitos T e induce la 

secreción de otras citocinas como: INF-γ (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-α y TNF-

β (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 secreción de 

inmunoglobulinas y genera un aumento en los efectos inmunológicos mediados 

por linfocitos B (Ciacci et al., 1993; Han et al., 1996; Hassuneh et al., 1997; Vella 

et al., 1998). Promueve la proliferación de linfocitos granulares largos; aumenta la 

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

 



 
 
 

 11 

 

 activadas por citocinas (LAK), haciéndolas más eficientes (vanderSpek et al., 

1996). Aumenta la actividad antitumoral de los macrófagos, dependiendo del 

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

 

3. Inmunoterapia con IL-2. En el tratamiento del cáncer en estadios avanzados, 

se ha empleado la IL-2 sola o en combinación para inducir la respuesta citotóxica 

anti-tumoral con resultados alentadores (LoRusso et al., 1990; Szoka et al., 1994; 

Lode et al., 1999 a y b). Sin embargo, su administración en altas dosis, vía 

sistémica, perturba vías de regulación hematopoyética y puede generar una serie 

de efectos secundarios adversos, como son: síndrome de goteo-capilar, fiebre, 

dolor de cabeza, hipotensión, disfunciones respiratorias, renales y hepáticas 

(Smith, 1988; Ardizzoni et al.,1994; Becker et al., 1996 a), por lo que se ha limitado 

su uso en la clínica y se buscan otras formas de administración sin disminuir su 

actividad. Con el propósito de administrar altas dosis de IL-2, vía sistémica, se ha 

utilizado a los liposomas como una alternativa. Actualmente sirven como medio de 

transporte de diferentes medicamentos y citocinas, ya que además de proteger el 

contenido permite dirigirlos a un tipo celular en particular dependiendo de la 

composición lipídica 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). 
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B. CARCINOMA CÉRVICO-UTERINO (CaCu) 
 

El Cáncer Cérvico-Uterino (CaCu), representa aproximadamente un 30 % de todos 

los padecimientos y de muertes por cáncer en las mujeres mexicanas y en otros 

países del tercer mundo (Cáceres et al., 2001, Polednak, 1993; González et al., 

1995).  

 

El CaCu es un cáncer que puede ser curable si se detecta en estadíos tempranos. 

La clasificación de este tipo de cáncer se lleva a cabo en función del tamaño del 

tumor y la invasión del estrato basal (Pontem and Adami, 1995). Se inicia con 

lesiones llamadas displasias (Estadío I), que responden a tratamientos médicos en 

un 85 % de los casos, prosigue a un condiloma (Estadío II), que de no ser tratado 

genera una Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) (Estadío III), que conduce al 

establecimiento de un carcinoma in situ, (Estadío IV), que de no ser detectado a 

tiempo se convierte en un carcinoma invasor en un periodo de 10 a 20 años (Tabla 

1) (Cortinas, C. 1998 DeVita, T.V., Hellman). 
 

Tabla 1. Definición de los estadíos de cáncer invasivo en el cérvix. 
 

Estadío I 
 

El crecimiento esta estrictamente limitado al cérvix 
 

Estadío II 
El carcinoma se extiende más allá del cérvix pero no llega a la pared 

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

Estadío III 
El carcinoma alcanza la pared pélvica y/o involucra el tercio inferior 

de la vagina. 
 

Estadío IV 
El carcinoma invade la vejiga o el recto y/o se extiende más allá de 

los límites 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  número de compañeros sexuales, uso de  
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anticonceptivos orales y la carencia en la dieta de β-carotenos, folatos y vitaminas 

A y C (DeVita, T.V., Hellman, González, R.I., Nazabal, Morán, B.S.H. 2000, 57. 

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

una etiología 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 transformación de células 

epiteliales del cérvix a cáncer in situ para finalmente establecerse un cáncer 

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

1.- Características generales de los liposomas. Los liposomas son vesículas 

microscópicas formadas por una o varias bicapas concéntricas de lípidos 

anfipáticos, las cuales delimitan uno o varios compartimentos acuosos en el 

interior, su tamaño varía de 0.02 a 10 µm de diámetro (Figura 1) (Bangham et al., 

1965). 

 
 

Debido a sus características, los liposomas se han utilizado como modelos 

experimentales en el estudio de algunas propiedades de la membrana celular, 

como: la permeabilidad, la fluidez, la organización molecular de los lípidos y de las 

proteínas membranales, así como la inmunogenesidad de partículas lipídicas 

asociadas a enfermedades auto inmunes (Bangham, 1968; Margolis, 1984, Baeza 

et al., 2004). Además, la interacción liposoma-célula es un modelo para estudiar 

procesos fisiológicos, como la fusión y la adhesión celular (Papahadjopoulus y 

Kimelberg, 1973; Papahadjopoulus et al., 1990; Leckband et al., 1993). Debido a 

la semejanza del arreglo lipídico entre el liposoma y la matriz membranal, así 

como a la manera espontánea en que se forman los liposomas en un medio 

acuoso, estas vesículas 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  

 

Figura 1. Representación esquemática de liposomas. 
a) multilamelares, b) unilamelares 
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una barrera con una permeabilidad altamente específica (Baeza et al., 1987; 1990; 

1992). Finalmente, la capacidad de los liposomas para atrapar moléculas 

biológicamente activas en su interior acuoso o en su bicapa lipídica, ha permitido 

que estas vesículas puedan utilizarse como vehículos para transportar fármacos, 

enzimas o ácidos nucleícos a células en diferentes sistemas biológicos (Poste, 

1980; Itani et al., 1987; Mannino y Gould, 1988; Friedmann, 1989; Szelei y Duda, 

1989; Keown et al., 1990; Janoff, 1992, Ibáñez, et al 1996). 

 

Cuando los liposomas se usan como transportadores de sustancias a la célula, es 

muy importante alcanzar un encapsulamiento óptimo, una adecuada protección a 

las sustancias que llevan y una selectividad contra las células a las que van 

dirigidos, por esta razón se ha estudiado mucho acerca de la composición y el tipo 

de lípidos que los forman. 

 

Generalmente se usan liposomas unilamelares de 0.2 a 0.5 µm de diámetro, 

porque son muy estables e interaccionan mejor con las células, formados con 

lípidos anfipáticos que normalmente conforman las membranas celulares. 

Además, al aplicar los liposomas en animales, se pueden dirigir hacia un tipo 

específico de células, uniendo en su superficie anticuerpos, proteínas virales, 

glucolípidos o lectinas (Straubinger y Papahadjopoulus, 1983; Kaneda et al., 1987; 

Liu et al., 1992; Trubetskoy et al., 1992). También se pueden formar con una 

composición lipídica 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 fusión de su bicapa 

lipídica de este con la membrana celular, o bien, las vesículas pueden ser 

introducidas a la célula por endocitosis. En cualquiera de estos dos procesos, los 

liposomas vacían su contenido en el citoplasma celular (Poste, 1980).  
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2. Lípidos que forman liposomas. De los diversos grupos de lípidos presentes 

en las estructuras biológicas, solo los lípidos que constituyen la matriz de las 

membranas celulares pueden formar a los liposomas, estos son: los fosfolípidos,  

glicolípidos y colesterol. Un aspecto fundamental en la organización y en la función 

de la matriz lipídica membranal, es el carácter anfipático de sus lípidos. Una 

molécula anfipática es aquella que contiene una región hidrofóbica y una región 

hidrofílica (Gitler, 1969). Las regiones hidrofóbicas son insolubles en agua y las 

hidrofílicas son solubles en ella. Los fosfolípidos y glicolípidos presentan una 

región polar en un extremo de su molécula, constituída por el grupo fosfato y/o una 

base nitrogenada, o por carbohidratos; y una región no-polar en el otro extremo, 

constituída por las cadenas hidrocarbonadas de ácidos grasos y de esfingosina. 

La relación de tamaño de la región polar con respecto a la no-polar es de 

aproximadamente 1/3:2/3 respectivamente (Figura 2), lo cual les permite a estos 

lípidos asociarse entre sí y formar arreglos moleculares específicos; la bicapa 

lipídica es un ejemplo de estos agregados (Ibáñez, 1993). 

 

La región hidrofílica del colesterol es su grupo hidroxilo y la parte hidrofóbica la 

constituye el núcleo ciclopentanoperhidrofenantreno. En esta molécula, las 

regiones polar y no-polar también están orientadas hacia uno y otro extremo, pero 

la diferencia fundamental con respecto a los otros lípidos anfipáticos, es que su 

región polar es muy pequeña, por lo cual, el colesterol, por si sólo, no forma 

bicapas lípidicas (Figura 2) (Cullis y Hope, 1985). 
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3. Autoensamble de los lípidos anfipáticos. La presencia de un extremo polar y 

uno no-polar en los lípidos anfipáticos, determina que estas moléculas se 

autoensamblen espontáneamente en un medio acuoso, en asociaciones 

moleculares específicas, o fases lipídicas, en donde se satisface su doble carácter 

de hidrofobia e hidrofilia. La parte polar del lípido interacciona con las moléculas 

de agua y la parte no-polar se aleja de ellas, ya que la interacción de grupos no-

polares con el agua provocaría un aumento en la estabilidad de los puentes de 

hidrógeno entre las moléculas de agua, lo cual causaría una disminución en la 

entropía del sistema, que termodinámicamente no es favorable.  

 

Figura 2. Lípidos anfipáticos. Se indica la región polar y la no polar de

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

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

  A                 B                 C                D                E                           F               G  

Región 
polar 

Región  
no polar 
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Esta situación desfavorable se contrarresta con el alejamiento de grupos no-

polares de la fase acuosa, que se conoce como efecto hidrofóbico y que permite 

que las moléculas de agua puedan alcanzar el máximo de desorden posible 

(Tanford, 1973). Al presentarse el efecto hidrofóbico, los lípidos en un medio 

acuoso, se autoensamblan y forman las asociaciones moleculares de bicapa, de 

fase hexagonal II (HII) o de micela (Figura 3). En estas asociaciones moleculares, 

las regiones no-polares de los lípidos se atraen entre sí por fuerzas de van der 

Waals, en tanto que en las regiones polares, al quedar expuestas al medio 

acuoso, se manifiestan las interacciones hidrofílicas al máximo (Ibáñez, 1993). 

 

Por lo tanto, el autoensamble de lípidos en asociaciones moleculares específicas 

no requiere de energía, es termodinámicamente espontáneo y estable; su fuerza 

motriz es el alejamiento de los grupos no-polares del medio acuoso, con lo que se 

conserva el mayor número de puentes de hidrógeno entre las moléculas de agua, 

el máximo de desorden y el mínimo de energía en el sistema, (Tanford, 1973). 

 

La bicapa lipídica es la asociación molecular que adoptan los lípidos anfipáticos 

que tienen una forma molecular cilíndrica, como la fosfatidilcolina (Figura 3), en los 

cuales el diámetro de la región polar es muy parecido al de las cadenas 

hidrocarbonadas. Como los extremos de la bicapa lipídica quedarían expuestos a 

un ambiente acuoso, la bicapa se cierra y forma una vesícula llamada liposoma. 

Esta asociación molecular es la estructura básica de todas las membranas 

biológicas (Singer y Nicolson, 1972). 
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TIPO 
DE LÍPIDO 

FASE 
ESTRUCTURAL 

FORMA 
MOLECULAR 

 
Lisofosfolípidos 
 
Detergentes 
  

MICELA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
CONO INVERTIDO 

 

Fosfatidilcolina 
Esfingomielina 
Fosfatidilserina 
Fosfatidilinositol 
Fosfatidilglicerol 
Ácido Fosfatídico 
Cardiolipina 

 
 

 
BICAPA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
CILINDRICA 

Fosfatidiletanolamina 
(insaturada)  
Cardiolipina-Ca2+ 
Ácido fosfatídico-Ca2+(pH 6) 
Ácido fosfatídico (pH 3) 

 
 
 
 

 
HEXAGONAL II 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CONO 
 

 

 

Las bicapas lipídicas pueden encontrarse en estado sólido (gel) o fluído (líquido 

cristalino), dependiendo de su composición de lípidos y de la temperatura. Cada 

lípido tiene una temperatura de transición (Tc), en la cual ocurre el cambio de 

estado (Figura 4) (Ibáñez, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 3. Polimorfismo lipídico Diferentes configuraciones 
espaciales que adoptan los lípidos anfipáticos de acuerdo a su 
composición molecular (Ibáñez,1993). 
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Los liposomas con lípidos que tienen una Tc inferior a la temperatura ambiente, 

son líquidos y los que tienen una Tc superior son sólidos. La Tc es una función de 

las interacciones de van der Waals entre las cadenas hidrocarbonadas de los 

lípidos, por lo tanto depende de la longitud y la insaturación 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 disminución hasta de 80°C en la Tc, 

como en los ácidos grasos de 18°C, porque interrumpen el ordenamiento regular 

de las cadenas hidrocarbonadas, lo cual disminuye las interacciones mencionadas 

(Pagano y Weinstein,1978). 

 

 

 

Figura 4. Diferentes estados de la bicapa lipídica. (A) 
Estado de gel donde las cadenas hidrocarbonadas se encuentran 
rígidas en la bicapa ocupando mayor espacio; (B) Estado líquido 
cristalino en donde las cadenas están desordenadas, por lo que el 
espesor disminuye (Ibáñez,1993). 

45 A 

40 A 

A 
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El colesterol no forma liposomas por si mismo, pero se integra a las bicapas 

lipídicas. Su presencia en liposomas que presentan una Tc cercana a la 

temperatura ambiente, provoca una disminución en la fluidez de la bicapa y en la 

permeabilidad a solutos hidrofílicos, por lo que confiere una gran estabilidad al 

liposoma (Szoka y Papahadjopoulus, 1980). 

 

En las asociaciones moleculares de micela, la porción polar de los lípidos se 

encuentra en la periferia y la no-polar está hacia el centro de la estructura; debido 

a que los lípidos que dan este arreglo macromolecular  tienen una forma molecular 

de cono invertido, en donde la porción más ancha corresponde a la región polar y 

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

 

En la fase hexagonal (HII), las cadenas hidrocarbonadas de los lípidos se 

encuentran hacia afuera de un cilindro y las cabezas polares se encuentran hacia 

dentro en contacto con el medio acuoso (Figura 3). Los lípidos que se asocian de 

esta forma son los que tienen una forma molecular cónica, en donde la base del 

cono corresponde a las cadenas hidrocarbonadas y el vértice a la región polar, 

como la fosfatidiletanolamina poliinsaturada, la cardiolipina y al ácido fosfatídico a 

pH 3 y en presencia de cationes divalentes (Ibáñez,1993). Cuando se modifican 

estas condiciones, la forma del lípido cambia a cilíndrica, con lo cual su asociación 

molecular cambia a la de bicapa. La propiedad de los lípidos de adoptar diferentes 

asociaciones moleculares en un medio acuoso, en función de su forma molecular, 

se le conoce con el nombre de polimorfismo lipídico (Cullis y Hope, 1985).  Los 

lípidos que dan la fase HII, constituyen del 35 al 40% de los lípidos de las 

membranas celulares (de Kruijff, 1987) y algunos estudios de resonancia 

magnética nuclear, sugieren que los lípidos cónicos en las membranas celulares 

se encuentran en un arreglo semejante al HII, llamado micela invertida (Cullis and 

Hope, 1985) (Figura 5). Estudios posteriores han sugerido que estas micelas 

invertidas aumentan entre mayor sea la actividad biológica de las membranas, y 

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

procesos de fusión membranal. 

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

organelos muy ricos en lípidos cónicos. 

c) En el transporte de cationes divalentes y de moléculas como lípidos, 

algunos péptidos y proteínas a través de la matriz lipídica membranal(de 

Kruijff, 1987). 

 

Las micelas invertidas, también llamadas partículas lipídicas, se han demostrado 

por microscopía electrónica de criofactura, en la bicapa lipídica de liposomas con 

diferente composición de lípidos, entre los cuales se encuentran los de 

dipalmitoilfosfatidilcolina y ácido fosfatídico (2:1) (Verkleij, 1984). Además, se ha 

demostrado que estas partículas transportan iones, como el Md2+ y Ca2+ hacia el 

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

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Representación esquemática de una micela invertida.  
Es una micela invertida formada por liposomas cónicos en el interior 
de una bicapa lipídica. 
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4. Formación de liposomas Los liposomas se pueden formar de lípidos naturales 

y/o sintéticos. Su principal constituyente es la fosfatidilcolina, pero se pueden 

utilizar otros lípidos o mezclas de ellos, que pueden conferir carga positiva o 

negativa al liposoma. La inclusión de cargas aumenta notablemente el volumen 

acuoso atrapado adentro de los liposomas, debido a la repulsión electrostática 

entre las bicapas adyacentes, la carga también afecta la interacción 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 

añadido moléculas de polietilenglicol al fosfolípido con la finalidad de que los 

liposomas tengan una mayor circulación en el torrente sanguíneo sin ser 

fagocitados (Lasic, 1996). 

 

Generalmente los liposomas multilamelares se forman por agitación mecánica de 

una película muy fina de lípidos a la que se adiciona la solución 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 lipídica si son hidrofóbicas. 

 

Los liposomas pequeños se forman al someter a sonicación liposomas 

multilamelares (Lasic, 1988), con lo cual se produce una población homogénea de 

liposomas unilamelares (25-50 nm). El material que se desea encapsular se 

adiciona a la suspensión de liposomas y como la sonicación los rompe, el material 

externo puede ser atrapado al formarse los nuevos liposomas pequeños. Los 

liposomas unilamelares grandes se emplean principalmente, para encapsular 

macromoléculas como proteínas y ácidos nucleícos, el método mas usado es por 

evaporación en fase inversa (Szoka y Papahadjopoulus, 1978). Con este método 

se forman liposomas de 0.1 a 1 µm de diámetro. 
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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 utilización modifica fuertemente la farmacocinética de los productos activos, ya 

que la sustancia libre requiere de mayores concentraciones para ejercer su acción, 

pues es rápidamente excretada por los riñones y además puede tener efectos 

tóxicos, 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 utilización 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 macrófagos aledaños al tumor, lográndose la regresión de éste 

(Kleinerman, et al., 1995a). Por otro lado, al enviar el muramil tripéptido 

encapsulado en liposomas y tomar muestras para su posterior observación en el 

microscopio electrónico, se aprecia la aparición de una discreta subpoblación de 

macrófagos, distinta, morfológica y funcionalmente a la población inicial, que 

pudiera estar involucrada con los efectos tumoricidas (Hoedemakers, et al., 1995). 

Más aún, se ha demostrado que existe correlación entre la regresión de tumores y 

la administración de medicamentos en liposomas (Xie, et al., 1995). En otras 

investigaciones se utilizó un fármaco anti-VIH encapsulado en liposomas dirigidos 

a monocitos-macrófagos humanos (Betageri, et al., 1993). Adicionalmente, se ha 

avanzado en el estudio acerca del efecto de los medicamentos encapsulados en 

liposomas sobre los macrófagos, esto puede inducir la secreción de citocinas que 

es la clave para la regresión 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 vesículas 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 

cáncer cervical y de colon (Tomoda, et al., 1998; Shimizu, et al., 1998). Otra 

estrategia es la utilización de oligodesoxiribonucleótidos asociados a liposomas 

catiónicos con la finalidad de modificar la expresión genética en células 

hematopoyéticas humanas, lo que abre la posibilidad de utilizarlos en protocolos 

clínicos (Kronenwett et al, 1998). 

 

Los liposomas son útiles en la práctica clínica, en el rastreo linfático por centelleo 

en el que se utilizan micropartículas marcadas o coloides que se distribuyen en la 

corriente linfática. En la actualidad se ha propuesto una nueva estrategia 

alternativa, enviando liposomas con marcaje dirigidos a los macrófagos de esas 

zonas (Pittet, et al., 1995). 

 

Otra forma de utilización de liposomas es para la fabricación de vacunas mediante 

el encapsulamiento del antígeno para generar respuesta inmune de los linfocitos T 

citotóxicos (CTLs, del inglés: cytotoxic T lymphocyte). De hecho, existe 

información acerca de la estimulación de CTLs por antígenos liposomales, lo que 

apoya la idea de la utilización de liposomas como vacunas sintéticas contra 

antígenos intra o extracelulares (Alving y Waseff, 1994; Kersten y Crommelin, 

1995; Rao, et al., 1995; Barnes y Michell, 1995; Lezama-Dávila y Gallagher, 1995; 

Bergers, et al., 1994; Alving,1993; Ho, et al., 1994; Nair, et al., 1993). Existen 

estudios acerca del procesamiento de los antígenos liposomales por los 

macrófagos y varios autores proponen que el antígeno es procesado por los 

macrófagos a través de un proceso citoplásmico que resulta en la liberación de los 

epítopes del antígeno al aparato de Golgi y al retículo endoplásmico. Los epítopes 

antigénicos   liposomales   podrían   asociarse   a   las  moléculas  MHC  clase  I  y  
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transportarse en vesículas hacia la superficie de las células para la presentación e 

inducción de CTLs (Alving y Waseff, 1994; Rao, et al., 1995; Barnes y Mitchell, 

1995; Alving,1993). 

 

Paradójicamente, los artículos que describen diferentes usos y formulaciones con 

liposomas han disminuido, ya que en la actualidad se registran cientos de patentes 

al año con formulaciones y usos específicos de estas vesículas (Soto, 2000). 

 

6. Utilización de liposomas como vehículos 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 experimentación. Uno de los primeros informes de una citocina encapsulada en 

liposomas data de 1985 en el cual un factor denominado MAF (Factor activador de 

macrófagos, del inglés: Macrophage Activating Factor) producido por linfocitos, 

termoestable y especie específico, al ser encapsulado en liposomas podía 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 específica. 

 

Se han utilizado IL-1, TNF e IFNγ encapsuladas en liposomas para causar efectos 

tumoricidas en células de cáncer de mama (Saito, et al., 1995, Coradini, et al., 

1998). Además se ha utilizado TNFα encapsulado para combatir sarcomas (van 

der Veen, et al., 1998) así como IL-2 para  el tratamiento de metastasis en hígado 

(Okuno, et al., 1998). 
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7. Unión preferencial de los liposomas a sus células blanco. La capacidad 

fagocítica de los macrófagos y su participación en la degradación de los lípidos 

hacen que estas células sean la vía principal de eliminación de los liposomas. 

Precisamente, por esta razón se han fabricado liposomas modificados o no 

convencionales, para permitir que circulen o permanezcan por más tiempo en el 

sitio de inyección y de esta manera sean capaces de liberar gradualmente su 

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

 

Algunos investigadores han modificado liposomas añadiéndoles azúcares para 

dirigirlos a poblaciones celulares específicas; además, se postula que asociar 

azúcares con diversas proteínas, puede facilitar la unión de éstas con su receptor 

(Kichler y Shuber, 1995; Wadhwa y Rice, 1995; Yachi, et al., 1995). 

 

La liberación de las citocinas en sus células blanco es un punto que no ha sido 

muy estudiado. Como ya se mencionó, los macrófagos son la vía principal de 

captación de los liposomas, por lo que se están utilizando liposomas modificados 

para hacer llegar medicamentos, citocinas o diversas moléculas a una población 

celular específica, precisamente librando la fagocitosis de los macrófagos. 

Independientemente de la célula blanco a la cual van dirigidos, los liposomas 

pueden seguir tres caminos para interaccionar con ellas: fusionarse con la 

membrana plasmática y liberar su contenido en el citoplasma, entrar en la célula 

vía endocitosis o fagocitosis; y romperse en un área 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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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

El encapsulamiento liposomal de fármacos puede alterar fuertemente su 

distribución y su tasa de liberación en el cuerpo; sin embargo, los protege contra la 

degradación o inactivación. Las diferencias farmacocinéticas que produce el 

encapsulamiento de fármacos en liposomas pueden provocar que éstos actúen en 

el órgano blanco, reduciendo la toxicidad y/o aumentando la eficacia del fármaco, 

haciendo posible una mayor absorción local del mismo. De esta manera, los 

liposomas se pueden considerar un excelente vehículo para la administración 

exógena de citocinas que pueden ser tóxicas, como la IL-2, cuya administración 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 macrófagos contra distintos tipos de canceres, 

como el carcinoma cérvico-uterino (CaCu). 

 

En trabajos anteriores del Laboratorio de Oncología de la FES Zaragoza, se utilizó 

la IL-2 encapsulada en liposomas catiónicos para el tratamiento de ratones con 

tumores inducidos de CaCu; obteniéndose una disminución de la masa tumoral así 

como disminución de los efectos tóxicos. Se utilizaron liposomas catiónicos, a 

pesar de que los lípidos catiónicos no existen en la naturaleza, porque existen 

informes de la predilección de las células epiteliales por estas vesículas. Debido a 

que los resultados previos han sido alentadores, es necesario determinar la 

naturaleza de la interacción entre la citocina y los liposomas; por lo anterior, en el 

presente trabajo se estudió las características de los liposomas vacíos y con la IL-

2 encapsulada y compararlos con la interacción 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 morfología de dichos 

liposomas para que en estudios posteriores se pueda seguir su farmacocinética 

para demostrar su eficacia y seguridad de aplicación 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 sólo permitirá el avance 

de esta forma específica de tratamiento del CaCu, sino también en la generación 

de nuevos conocimientos de investigación básica 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 catiónicos. 

 

Determinar por Microscopía Electrónica de Trasmisión la morfología y el tamaño 

de los liposomas con IL-2 encapsulada. 

 

Determinar por RMN 31P las asociaciones moleculares de los lípidos en los 

liposomas con IL-2 encapsulada. 

 

Determinar las características morfológicas de los liposomas con IL-2 encapsulada 

por citofluorometría 
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VI. HIPÓTESIS 
 
De acuerdo a las características fisicoquímicas de la IL-2, existe la posibilidad de 

que al ser encapsulada en liposomas se incorpore a la bicapa lipídica o quede 

unida, por interacciones electrostáticas, a la superficie externa de éstos. La 

presencia de la citocina en la superficie de los liposomas facilitaría el proceso de 

unión a su receptor y la consecuente señalización al interior de las células blanco, 

lo cual haría más eficiente la respuesta citotóxica requerida para la reducción de 

tumores inducidos en ratones. 
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VII. DISEÑO DE INVESTIGACIÓN 
 
El estudio realizado es de tipo experimental. 
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VIII. POBLACIÓN 
 

Los objetos de estudio con los que se llevo a cabo la investigación son liposomas 

neutros y catiónicos formados con fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y colesterol 

o fosfatidilcolina y espermidin-colesterol.  
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IX. VARIABLES 
 

Variables de control. 
 

 Concentración de IL-2 (100 UI/mL) 

 Tipo de liposoma (neutro y catiónico) 

 Método de preparación de los liposomas 

 

Variables de respuesta. 
 

 Interacción de la proteína con respecto al tipo de liposoma 

 Morfología de los liposomas 

 Tamaño de los liposomas 
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X. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

1. LÍPIDOS 
 

Los lípidos 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. PREPARACIÓN DE REACTIVOS Y SOLUCIONES 
 

a) Solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 
 

Cloruro de sodio                                                                        8.20g 

Cloruro de potasio                                                                     0.28g 

 Fosfato potásico monobásico                                                    0.26g 

 Fosfato sódico dibásico                                                             2.35g 

 

Todos los componentes se disolvieron con agua desionizada, se ajustó el pH a 7.4 

con HCl 1 N y se llevó a un volumen final de 1000 mL. Esta solución se filtró con 

membranas Millipore de 0.45 µm de diámetro de poro para eliminar impurezas. 

 

b) Regulador de fosfatos para citofluorometría (pH 7.4) 
 

Cloruro de sodio                                                                        81.2g 

Fosfato potásico monobásico                                                    02.6g 

Fosfato sódico dibásico                                                             23.5g 

Cloruro potásico                                                                         02.8g 

EDTA                                                                                          03.6g 

Cloruro de litio                                                                            04.3g 
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Todas las sales se disolvieron en agua desionizada, se ajustó el pH a 7.4, se llevó 

a un volumen de 10 L y se filtró con membranas Millipore de 0.22 µm de diámetro 

de poro para eliminar impurezas. 

 
c) Anticuerpos  

 

1er  anticuerpo monoclonal IgG de ratón anti-IL-2 de humano. (R&D, Systems) 

2º anticuerpo IgG  de conejo anti IgG de ratón acoplado a Isotiocianato de 

fluoresceína (FITC)  (Zimed) 

 

d) IL-2 
 

IL-2 recombinante (R&D, Systems) 

 

3. PREPARACIÓN DE LIPOSOMAS 
 

En este trabajo se utilizaron liposomas neutros y catiónicos, estos se utilizaron en 

diferentes técnicas y estudios como citoflurometria-liposomal y 31P-NMR. 

Generalmente los liposomas fueron preparados el mismo día en que se efectuaron 

los estudios.  

 

Los liposomas neutros se prepararon disolviendo  10 µmol de lípidos totales: 

fosfatidilcolina (PC): fosfatidiletanolamina (PE): colesterol (CHOL), en relación 

molar  4:2:4, respectivamente. Los lípidos se colocaron en un matraz de dos bocas 

en 1 mL de cloroformo, posteriormente se evaporó el disolvente y los lípidos 

quedaran distribuidos de manera uniforme en el fondo del matraz. Después los 

lípidos se disolvieron en 1.2 mL de éter dietílico y se les agregaron 333 µL de 

regulador PBS  a pH 7.4. El matraz se agitó con un vortex  a su velocidad máxima 

durante 45 segundos y se procedió a evaporar el disolvente durante 45 seg más, 

durante este procedimiento se formó un gel viscoso el cual se transformó en una 
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suspensión de liposomas. Esta suspensión de liposomas se llevó a un volumen 

final de 1 mL con regulador de PBS. 

 

Los liposomas catiónicos se prepararon disolviendo 10mmol de los siguientes 

lípidos: fosfatidilcolina (PC) y espermidin-colesterol (ESP-CHol), 1:1 

respectivamente; los lípidos se colocaron en un tubo de 13 x 100 mm y se 

adicionó  1 mL de cloroformo, posteriormente  se evaporó el disolvente con vacío 

para que los lípidos quedaran distribuidos de manera uniforme en el fondo del 

tubo, después los lípidos se resuspendieron en 333 µL de PBS a pH 7.4 y se 

procedió a sonicar por tres ciclos de cinco segundos por 30 segundos de reposo, 

finalmente la suspensión de liposomas se llevó a un volumen de 1000 µL. 

 

Para encapsular la IL-2 en los liposomas, ésta se adicionó en los 333 µL de PBS a 

la capa de lípido formada después de la evaporación del cloroformo, en una 

cantidad de 33Ul. 

 

4. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRASMISIÓN DE LOS LIPOSOMAS 
QUE ENCAPSULAN IL-2. 

 

Se prepararon liposomas catiónicos y neutros vacíos y con IL-2 encapsulada, 

posteriormente se tomaron alícuotas de 5 µL 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 eliminó el liquido por 

decantación con papel filtro. Posteriormente las muestras se tiñeron con una 

solución acuosa de acetato de uranilo al 4% durante 5 minutos, se elimina el 

exceso de líquido y se deja secar durante 24 hr. Las muestras se observaron en el 

microscopio electrónico de transmisión y se tomaron fotografías a 40 K, 75 K y 

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

Se prepararon liposomas catiónicos y neutros vacíos y con IL-2 encapsulada. A 

los liposomas que tenían IL-2 se lavaron con PBS y se centrifugaron  45 min a 

40,000 rpm, empleando tubos para ultracentrífuga (Beckman ultra-clear No. 

344060) de 14 x 95 mm. A continuación se eliminó el sobrenadante y la pastilla de 

liposomas se resuspendió en 1,000 µL de PBS a pH 7.4, posteriormente se 

tomaron muestras de los liposomas vacíos y con IL-2 encapsulada a una 

concentración de 0.1 µmol del lípido en 100 µL de PBS a pH 7.4 en cada tubo; 

posteriormente se adicionaron 100 µL del primer anticuerpo monoclonal contra IL-

2 a una concentración de 5 µg / mL; estas preparaciones se incubaron durante 1 h 

a 37 ºC. Posteriormente se adicionó el segundo anticuerpo conjugado a FITC a 

una dilución 1:80 y se incubó 1 h a 37 ºC en obscuridad. Después de la 

incubación, se completó el volumen a 1,000 µL con PBS a pH 7.4 a cada tubo. Los 

testigos que se incluyeron fueron: con el 1er anticuerpo, segundo anticuerpo 

conjugado a FITC solos y el de los liposomas vacíos; a estas se les aplicó el 

tratamiento completo descrito. 

 

Las preparaciones liposomales obtenidas se colocaron en tubos para 

citofluorometría de 12 x 75 mm (Elkay Products, Inc.) y se leyeron en el 

citofluorómetro FACScalibur equipado con rayo láser de argón de 488 nm 

(Beckton Dickinson Co.), se empleó el regulador de fosfatos para citofluorometría, 

y se usaron los siguientes parámetros en el citofluorómetro: E00 = 2.96 LIN, SSC-

H = 232 LOG, FL1 = 412 LOG y TH = 90. Finalmente se realizó el análisis de los 

datos obtenidos con el programa de Cellquest (Beckton Dickinson). 
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6. RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE 31P DE LOS LIPOSOMAS  
QUE ENCAPSULAN IL-2.  

 

El método que se siguió para este estudio fue descrito por Jones y col, modificado 

por Baeza y col. Los liposomas catiónicos se prepararon por el método antes 

descrito y contenían 140 µmoles de los lípidos 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 espectrofotómetro (JOEL FX90Q), con 

transformadas de Fourier, a 36.23 MHz y 37 ªC, con una amplitud de 7.5 KHz, con 

pulso de 7 µseg, con un decaimiento de pulsos de 2.8 seg, y un total de 30,000 

acumulaciones. Para iniciar la señal en el espectrofotómetro se adicionó a las 

muestras agua deuterada. 
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XI. RESULTADOS. 
 

1. DETERMINACIÓN DE LA MORFOLOGÍA Y TAMAÑO DE LOS 
LIPOSOMAS POR MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRASMISIÓN. 

 

Para caracterizar la morfología de los liposomas, se hicieron  liposomas neutros o 

catiónicos, vacíos o con IL-2 encapsulada y se prepararon por la técnica de tinción 

negativa para observarlos en microscopio electrónico de transmisión JEM 1010 

JEOL. Al analizar las rejillas, se observó que los liposomas neutros vacíos son 

esféricos y presentan una variedad de tamaño entre 8 y 75 nm de diámetro, 

predominando los liposomas de mayor tamaño. Cuando los liposomas contenían 

IL-2 encapsulada, la morfología y el  tamaño de las vesículas no cambió (Figura 

6).  

                                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  (a) (b) 

Figura 6. Microscopía electrónica de trasmisión de liposomas neutros. 
a) Liposomas vacíos, b) Liposomas neutros que encapsulan IL-2. Aumento de 75,000 X 

 100 nm  100 nm 
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Con respecto a los liposomas catiónicos vacíos, se observó que son esféricos y 

que su tamaño varía de  25 hasta 125 nm de diámetro, predominando los 

liposomas pequeños. Cuando se encapsula la IL-2 en estos liposomas catiónicos 

no se observa una diferencia clara en cuanto el tamaño y la morfología en 

comparación con los vacíos (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 

2. DETERMINACIÓN DE LA MORFOLOGÍA Y TAMAÑO DE LOS 
LIPOSOMAS POR CITOFLUOROMETRÍA DE FLUJO. 

 

Con la finalidad de conocer si existe diferencia en la granularidad (complejidad) y 

el tamaño de los diferentes liposomas, se prepararon liposomas catiónicos o 

neutros, vacíos o con IL-2 encapsulada. Los resultados obtenidos por 

citofluorometría de flujo indicaron que los liposomas neutros o catiónicos no 

presentan diferencias en la granularidad y el tamaño, ya sea vacíos o con IL-2 

encapsulada (Figuras 8 y 9).  

 

Figura 7. Microscopía electrónica de trasmisión de liposomas catiónicos. 
a) liposomas vacíos, b) Liposomas que encapsulan IL-2. Aumento de 75,000 X 

(a) 

 100 nm 

(b) 

 100 nm 
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Figura 8. Citofluorometría de liposomas neutros: Los liposomas se
prepararon con fosfatidilcolina:fosfatidiletanolamina:colesterol en proporción molar 4:2:4.
a) liposomas vacíos (control), b) Liposomas con IL-2 encapsulada. Las abscisas indican
el tamaño o la granularidad (complejidad) relativos en escala logarítmica y las ordenadas
el número de liposomas. 

Tamaño                                                 Granularidad 

 a) 

 b) 
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Figura 9. Citofluorometría de liposomas catiónicos: Los liposomas se
prepararon de fosfatidilcolina: espermidil-colesterol en proporción molar 5:5. a) liposomas
vacíos (control), b) Liposomas con IL-2 encapsulada. Las abscisas indican el tamaño o la
granularidad  (complejidad) relativos en escala logarítmica y las ordenadas el número de
liposomas. 

 a) 

      Tamaño                                                 Granularidad 

 b) 
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Utilizando el método estadístico de Kolmogorov-Smirnove se graficaron los 

histogramas de las comparaciones entre los liposomas neutros y catiónicos. Se 

obtuvo que no existe diferencia significativa entre los dos tipos de liposomas, 

vacíos o encapsulando la IL-2 en cuanto al tamaño y la granularidad (complejidad)  

(Figura 10-11). Se determinaron los valores de la diferencia (D) en escala 

logarítmica, del tamaño y la granularidad entre los liposomas vacíos 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Comparación de los histogramas obtenidos por
citofluorometría de los liposomas neutros. Histogramas sobrepuestos de
liposomas vacíos (control) / Liposomas con IL-2 encapsulada. a) Comparación del
tamaño. b) Comparación de la granularidad (complejidad) 

 Tamaño                                              Granularidad 

 a) 

 
 
 
 

  b 
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b) 

 
 
 
 

   b 

 
 
 

   a 



 
 
 

 46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2.  Análisis estadístico de los diferentes liposomas por 
el método de Kolmogorov-Smirnove. 

 
COMPARACIONES Tamaño Granularidad 
LINEVA -- LINEIL-2  0.23 0.33 

LICAVA -- LICAIL-2   0.02 0.07 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

encapsulada. Se realizo  el análisis estadístico con el programa

Cellquest que establece la diferencia significativa de tamaño y

granularidad entre los liposomas. 

Donde: 

LINEVA   =  Liposomas neutros vacíos 

LINEIL-2  = Liposomas neutros con IL-2 encapsulada 

LICAVA   =  Liposomas catiónicos vacíos 

LICAIL-2 = Liposomas catiónicos con IL-2 encapsulada 

Figura 11. Comparación de los histogramas obtenidos por
citofluorometría de los liposomas catiónicos. Histogramas sobrepuestos de
liposomas vacíos (control) / Liposomas con IL-2 encapsulada. a) Comparación del
tamaño. b) Comparación de la granularidad (complejidad) 

   Tamaño                                               Granularidad 

 a) b) 

 
 
 

  a 

 
 
 

 b 

 
 
 

  a 

 
 
 

  b 
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3. IDENTIFICACIÓN DE IL-2 ENCAPSULADA EN LIPOSOMAS POR 
CITOFLUOROMETRÍA. 

 

Con la finalidad de conocer la localización de la IL-2 en los liposomas, se procedió 

a preparar liposomas neutros o catiónicos vacíos o con IL-2 encapsulada. Cuando 

los liposomas contenían IL-2 encapsulada, se procedió a lavarlos por 

ultracentrifugación para eliminar la citocina no incluída. Los liposomas lavados se 

incubaron con el anticuerpo monoclonal contra IL-2 y posteriormente se agregó un 

anticuerpo marcado con FITC. Al analizar las muestras en el citofluorómetro de 

flujo, se encontró que los liposomas neutros con IL-2 encapsulada no presentan 

fluorescencia (Figura 12). En cambio, los liposomas catiónicos que tienen IL-2 

encapsulada, presentan fluorescencia (Figura 13). 

 

Los resultados del análisis estadístico por el método de Kolmogorov-Smirnove, se 

graficaron en histogramas y se realizaron las comparaciones entre liposomas 

vacíos y con IL-2 encapsulada. En los liposomas neutros no se observó ninguna 

diferencia significativa entre los vacíos y los que encapsulan IL-2 (Figura 14). En 

cambio en los liposomas catiónicos se observó una diferencia significativa entre 

los vacíos y los que encapsulan IL-2 (Figura 15), obteniéndose una D de 0.55.   

(Tabla 3). 
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Figura 13. Citofluorometría de los liposomas catiónicos: Los liposomas se
incubaron con el primer anticuerpo  monoclonal IgG anti-IL-2, con el segundo anticuerpo
anti-IgG acoplado a FITC. a) Liposomas vacíos (control), b) Liposomas con IL-2
encapsulada lavados por ultracentrifugación. Las abscisas indican la intensidad de la
fluorescencia  relativa en escala logarítmica y las ordenadas el número de liposomas. 

Fluorescencia 

Figura 12. Citofluorometría de liposomas neutros: Los liposomas se
incubaron con el primer anticuerpo  monoclonal IgG anti-IL-2, con el segundo anticuerpo
anti-IgG acoplado a FITC. a) Liposomas vacíos (control), b) Liposomas con IL-2
encapsulada lavados por ultracentrifugación. Las abscisas indican la intensidad de la
fluorescencia  relativa en escala logarítmica y las ordenadas el número de liposomas. 

  Fluorescencia 

 a)  

a) b) 
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Figura 14. Comparación de los histogramas obtenidos por
citofluorometría de los liposomas neutros. Histogramas sobrepuestos de
liposomas, a) vacíos (control) / b) Liposomas con IL-2 encapsulada.  Comparación de la
fluorescencia relativa. 

  Fluorescencia  

Figura 15. Comparación de los histogramas obtenidos por
citofluorometría de los liposomas catiónicos. Histogramas sobrepuestos de
liposomas, a) vacíos (control) / b) Liposomas con IL-2 encapsulada.  Comparación de la
fluorescencia relativa. 

  Fluorescencia  
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Tabla 3.  Análisis estadístico de los diferentes 
liposomas por el método de Kolmogorov-Smirnove. 

 
COMPARACIONES Fluorescencia 

LINEVA -- LINEIL-2  lavados 0.11 

LICAVA -- LICAIL-2  lavados 0.55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. DETERMINACIÓN POR CITOFLUOROMETRÍA DE FLUJO DE LA 
MORFOLOGÍA Y TAMAÑO DE LOS LIPOSOMAS LAVADOS MEDIANTE 
ULTRACENTRIFUGACIÓN. 

 

Debido a que los resultados de la detección de la IL-2 mostraron diferencias en los 

liposomas catiónicos lavados con respecto a los vacíos, se repitieron los estudios 

de tamaño y granularidad para todos los liposomas lavados. Los resultados 

indicaron que únicamente los liposomas que contenían IL-2 encapsulada lavados 

por ultracentrifugación, presentaron un aumento en su granularidad (complejidad) 

(Figuras 16-19). Lo que se confirmó por el método estadístico de Kolmogorov-

Smirnove (Tabla 4). 

Se prepararon liposomas catiónicos y neutros, vacíos o con IL-2

encapsulada lavados por ultracentifugación, se incubaron con el

primer anticuerpo  monoclonal IgG anti-IL-2 y después se le

adicionó el segundo anticuerpo anti-IgG acoplado a FITC. Se

realizó el análisis estadístico con el programa Cellquest que

establece la diferencia significativa de fluorescencia entre los

liposomas. 

Donde: 

LINEVA   =  Liposomas neutros vacíos 

LINEIL-2  = Liposomas neutros con IL-2 encapsulada 

LICAVA   =  Liposomas catiónicos vacíos 

LICAIL-2 = Liposomas catiónicos con IL-2 encapsulada 
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Figura 16. Citofluorometría de liposomas neutros. a) Liposomas vacíos
(control), b) Liposomas con IL-2 encapsulada lavados por ultracentrifugación.  Las
abscisas indican el tamaño o granularidad (complejidad) relativos en escala logarítmica y
las ordenadas el número de liposomas. 

 a) 

 b) 

 Tamaño                                                  Granularidad 
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 Tamaño                                                  Granularidad 

 a) 
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Figura 18. Comparación de los histogramas obtenidos por
citofluorometría de los liposomas neutros lavados. Histogramas
sobrepuestos de liposomas a) vacíos (control) & b) Liposomas con IL-2 encapsulada.  

Figura 19. Comparación de los histogramas obtenidos por
citofluorometría de los liposomas cationicos lavados. Histogramas
sobrepuestos de liposomas a) vacíos (control) & b) Liposomas con IL-2 encapsulada. 

 Tamaño                                                  Granularidad 

  Tamaño                                                Granularidad 
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Tabla 4.  Análisis estadístico de los diferentes liposomas por 

el método de Kolmogorov-Smirnove. 

 

COMPARACIONES Tamaño Granularidad 
LINEVA -- LINEIL-2  lavados 0.08 0.32 

   

LICAVA -- LICAIL-2  lavados 0.28 0.70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.  CARACTERIZACIÓN POR RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE 
31P DE LOS LIPOSOMAS CATIONICOS. 

 

Con el objeto de determinar la forma en que los lípidos se asocian en los 

liposomas vacíos o con IL-2 lavados por ultracentrifugación, se prepararon los 

diferentes tipos de liposomas para determinar la resonancia magnética nuclear de 
31P con señales angostas y con un máximo cercano a 0.0 ppm. Los liposomas 

catiónicos vacíos o con IL-2 encapsulada empleados en este estudio, presentaron 

espectros de absorción similares que indican únicamente la presencia de bicapas 

lipídicas y en el caso de las muestras sin lavar se aprecia un pico correspondiente 

a liposomas pequeños (Figuras 20-22).   

 

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

encapsulada lavados por ultracentrifugación. Se realizó  el análisis

estadístico con el programa Cellquest que establece la diferencia

significativa de tamaño y granularidad entre los liposomas. 

Donde: 

LINEVA   =  Liposomas neutros vacíos 

LINEIL-2  = Liposomas neutros con IL-2 encapsulada 

LICAVA   =  Liposomas catiónicos vacíos 

LICAIL-2 = Liposomas catiónicos con IL-2 encapsulada 
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Figura 20. Caracterización de liposomas catiónicos vacíos. Se muestra el
espectro de resonancia magnética nuclear de 31P. Los espectros se tomaron de liposomas
catiónicos vacíos. 
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Figura 21. Caracterización de liposomas catiónicos con IL-2 encapsulada
sin lavar. Se muestra el espectro de resonancia magnética nuclear de 31P. Los espectros
se tomaron de liposomas catiónicos con IL-2 sin lavar. 
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Figura 22. Caracterización de liposomas catiónicos con IL-2 encapsulada
lavados. Se muestra el espectro de resonancia magnética nuclear de 31P. Los espectros se
tomaron de liposomas catiónicos con IL-2 lavados. 
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XII. DISCUSION 
 

El Carcinoma Cérvico-Uterino (CaCu), representa aproximadamente un 30% de 

todos los padecimientos y muertes por cáncer, tanto en las mujeres mexicanas 

(Cáceres et al., 2001), como en las mujeres de otros países del tercer mundo 

(Polednak, 1993; González et al., 1995).  

 

En el tratamiento del cáncer en estadios avanzados se ha empleado IL-2 sola o en 

combinación con otros fármacos para inducir la respuesta citotóxica anti-tumoral 

con resultados alentadores (LoRusso et al., 1990; Szoka et al., 1994; Lode et al., 

1999 a y b). Sin embargo, su administración en altas dosis, vía sistémica, perturba 

vías de regulación hematopoyética y puede generar una serie de efectos 

secundarios adversos, como son: síndrome de goteo-capilar, fiebre, dolor de 

cabeza, hipotensión, disfunciones respiratorias, renales y hepáticas (Smith, 1988; 

Ardizzoni et al.,1994; Becker et al., 1996 a), por lo que se ha limitado su uso en la 

clínica y se buscan otras formas de administración sin disminuir su actividad. Con 

el propósito de administrar altas dosis de IL-2 vía 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 además de proteger 

al compuesto permite dirigirlo a un tipo celular en particular dependiendo, de la 

composición 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 Oncología de la UIDCC, se utilizaron liposomas catiónicos 

dirigidos a células epiteliales como acarreadores de altas concentraciones de IL-2 

para el tratamiento de ratones con tumores inducidos con células CaCu, con lo 

que se obtiene una importante reducción de la masa tumoral y disminución de los 

efectos adversos (Nieves, 2003). Actualmente se está realizando la 

farmacocinética para conocer con precisión el sitio a donde van los liposomas así 

como la concentración de IL-2 que llega a diferentes sitios del organismo. 
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El presente trabajo se realizó con la finalidad de caracterizar a los liposomas 

catiónicos, vacíos o con IL-2 encapsulada, para poder explicar su mecanismo de 

acción así 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 morfología de los liposomas se analizó en las fotografías adquiridas por 

microscopía electrónica de trasmisión, éstas indicaron que los liposomas 

catiónicos al encapsular IL-2 no cambian su morfología. Los datos obtenidos 

muestran que la presencia de IL-2 no provoca cambios en la morfología de los 

liposomas que en un momento dado pudieran permitir la exposición de la citocina 

en la superficie. 

 

Los datos obtenidos a partir de los estudios por citofluorometría de flujo de tamaño 

y granularidad (complejidad) realizados a los liposomas neutros y catiónicos sin 

lavar, muestran que no existe diferencia significativa entre los liposomas vacíos y 

los liposomas con IL-2 encapsulada; lo anterior sugiere que la IL-2 queda 

totalmente encapsulada sin alterar la superficie ni el tamaño de dichos liposomas. 

Estos resultados son congruentes con el hecho de que al realizar la detección de 

la posible presencia de la citocina en la superficie de los liposomas neutros 

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

 

En contraste, los resultados obtenidos por citofluorometría de flujo de los 

liposomas catiónicos lavados por ultracentrifugación, indican que la IL-2 se 

encuentra presente en la superficie de los liposomas. Este interesante hallazgo 

podría deberse a cambios morfológicos causados por el proceso de 

ultracentrifugación en el  cual  permitiría  que  la  citocina (pH fisiológico 7.4) con 

carga negativa en estas condiciones, interaccione con el lípido catiónico de la 

bicapa lipídica de los liposomas y se exponga en el exterior. Lo anterior resulta 
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relevante debido a que ayudaría a explicar la capacidad de estas partículas de 

interaccionar con sus células blanco (epiteliales). 

 

Los estudios realizados por citofluorometría de flujo de granularidad (complejidad) 

y tamaño para detectar posibles cambios morfológicos en los liposomas catiónicos 

lavados, confirman lo anterior ya que no se observó cambio en el tamaño 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 inducción de tumores desarrollado en el Laboratorio de Oncología de la UIDCC 

produce una fuerte regresión 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 fósforo, mostraron la 

presencia de una población de liposomas muy  pequeños en las preparaciones sin 

lavar, la cual desaparece al ser lavados, datos relevantes ya que se cuenta con 

una metodología para obtener poblaciones de liposomas homogéneos en donde 

se puede encapsular una cantidad equivalente de IL-2. También se demostró que 

los liposomas fabricados corresponden a una organización de bicapa semejante a 

las membranas biológicas 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 proliferación de 

células tumorales como sucede in vitro. 

 

Finalmente, la principal aportación de mi trabajo es contar con una metodología 

que permitirá la localización de liposomas catiónicos en masas tumorales 

inducidas en ratones, además, de demostrar que IL-2 se encuentra como una 

proteína  transmembranal  que al unirse a su receptor puede activar una respuesta  
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inmunológica de rechazo tumoral por medio de células T citotóxicas; o bien, 

producir directamente la muerte de células tumorales que expresen el receptor 

para IL-2. 
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XIII. CONCLUSIONES 
 

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

tamaño al encapsular IL-2. 

 

2.- Los liposomas catiónicos con 100 UI/mL de IL-2, al ser tratados por el 

procedimiento de lavado por ultracentrifugación, no presentan ningún cambio en el 

tamaño, pero si presentan cambios en la granularidad. 

 

3.- La resonancia magnética nuclear de fósforo indica que el procedimiento de 

lavado por ultracentrifugación elimina los liposomas más pequeños, generando 

poblaciones homogéneas organizadas en  bicapa lipídica.  

 

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

liposomas catiónicos. 

 

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

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