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Si piensas que te gustaría ganar, pero que no puedes, no lo lograrás; 

Si piensas que perderás, ya has perdido: 

Porque en el mundo encontrarás  

Que el éxito empieza con la voluntad del hombre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tienes que estar seguro de ti mismo, 

Antes de intentar ganar un premio; 

La batalla de la vida no siempre la gana, 

El hombre más fuerte o el más ligero; 

Porque tarde o temprano,  

El hombre que gana, 

Es aquél que cree poder hacerlo. 
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1.  RESUMEN 

 

 

 

En el presente trabajo se describe una metodología y diversas modificaciones aplicadas a 

ésta,  para  la  co‐encapsulación  de  dos  agentes  antineoplásicos:  doxorrubicina  y  5‐

fluorouracilo en una suspensión liposomal.  

 

Se presenta también el efecto de las técnicas de sonicación, liofilización y extrusión sobre 

la estabilidad de  las  formulaciones,  la homogenización del  tamaño de  las  vesículas  y  la 

eficiencia de encapsulado de las suspensiones liposomales. 

 

Finalmente,  se  describen  los  procedimientos  desarrollados  para  llevar  a  cabo  la 

caracterización de  los  liposomas. Éstos  incluyen  la determinación de algunos parámetros 

como el tamaño de las vesículas, el potencial zeta asociado a las mismas, la concentración 

de  fosfolípidos  en  la  suspensión,  y  la  cuantificación  del  fármaco(s)  atrapado(s),  en  los 

distintos lotes de liposomas preparados. 
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2.  LISTA  DE  ABREVIATURAS  

 

 

HSPC          Fosfatidilcolina hidrogenada de soya 

  

CHOL           Colesterol 

 

m‐PEG  Metoxi‐polietilenglicol en  forma de sal de amonio de 1,2‐

Diaesteroil‐sn‐glicero‐3‐fosfoetanoloamina‐N‐[Metoxi‐

Polietilen glicol‐2000] 

 

α‐Tocoferol         [(±)‐α‐Tocoferol] 

 

DOXO          Doxorrubicina (Adriamicina) 

 

5‐FU          5‐Fluorouracilo 

 

HPLC  Cromatografía  Líquida  de  Alta  Resolución  (High 

Performance Liquid Chromatography) 

 

PBS   Solución buffer de fosfatos (Phosphate Buffer Solution) 

 

MLV’s           Vesículas Multilaminares  

 

LUV’s  Vesículas Unilaminares Grandes 

 

SUV’s  Vesículas Unilaminares Pequeñas 

 

RES  Sistema Retículo‐endotelial 

 

Tc  Temperatura de transición de fosfolípido 

 

Tm   Temperatura de transición para una mezcla 
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3.  INTRODUCCIÓN  

 

 

Los datos estadísticos más recientes [1, 2] muestran que el cáncer es una de las principales causas 

de muerte en México y a nivel mundial [3, 4]. Esto probablemente se debe no sólo a la incidencia 

de  la  enfermedad  sino  también  a  la  poca  eficiencia  de  los  tratamientos  existentes  que  en  su 

mayoría traen al paciente efectos secundarios importantes. 

 

Actualmente  la  quimioterapia  es  uno  de  los  tratamientos  estándar  [5]  para  el  control  de  la 

enfermedad.  Con  ella  se  busca  disminuir  el  riesgo  de  recurrencia,  aparición  de  metástasis  e 

incrementar las posibilidades de supervivencia del paciente [6]. 

 

De manera general es bien sabido que los fármacos antineoplásicos se caracterizan por tener una 

farmacocinética poco favorable y ser altamente tóxicos, observándose como resultado que sólo un 

porcentaje mínimo de la cantidad suministrada logra ingresar al tejido u órgano blanco y el resto 

se  distribuye  en  diversas  zonas  adyacentes  y  órganos  sanos  del  paciente;  ocasionando  serias 

repercusiones en él.  

 

Con el desarrollo de liposomas cargados con combinaciones de agentes antineoplásicos, se busca 

incrementar  las  posibilidades  de  que  los  fármacos  que  se  aplican  lleguen  al  blanco  de  acción, 

disminuyendo  de  manera  notable  los  efectos  secundarios  y  toxicidad  que  comúnmente  se 

presentan [7, 8]. 

 

Se ha observado que  las características físicas y químicas de  los  liposomas constituyen un medio 

de transporte favorable para evadir el reconocimiento e  inmediata degradación por parte de  los 

medios de defensa del ser humano (sistema retículo‐endotelial, RES) [9, 10]. 

 

Las  vesículas  liposomales  como mecanismos  de  transporte  y  liberación  de  agentes  citotóxicos, 

permiten  depositar  de manera más  eficiente  la  dosis  terapéutica  necesaria  para  controlar  y/o 

eliminar el tumor, reduciendo de manera significativa los efectos secundarios asociados a la acción 
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citotóxica  de  los  fármacos.  Contrarrestando  la  inespecificidad  que  caracteriza  los  tratamientos 

existentes.  

 

Al encapsular el  fármaco dentro de  los  liposomas, no  sólo  se disminuye  la  toxicidad asociada al 

fármaco per  se,  sino que además, es posible generar una  liberación paulatina del medicamento 

disminuyendo los posibles efectos adversos que pueden producirse como resultado de una ingesta 

masiva del fármaco. 

 

La co‐encapsulación de agentes antineoplásicos en  liposomas constituye un modelo  idóneo para 

estudiar, en sistemas in vitro e in vivo, un posible incremento (sinergismo) de la respuesta que el 

paciente mostraría ante el tratamiento combinado [11, 12]. 
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4.  ANTECEDENTES 

 

4.1  GENERALIDADES DEL CÁNCER  

 

4.1.1  Definición 

 

El cáncer no es una enfermedad, sino más bien un conjunto amplio de enfermedades. El cáncer es 

un sistema renegado de crecimiento que se origina dentro del biosistema de un paciente. Existen 

al menos 100 tipos diferentes de cánceres, pero todos comparten una característica en común: el 

crecimiento descontrolado de las células que progresa hacia la expansión sin límites [13]. El cáncer 

puede  originarse  casi  en  cualquier  parte  del  cuerpo.  De  manera  general,  se  clasifican  en: 

carcinomas, sarcomas, linfomas y leucemias.  

 

El  cuerpo  está  compuesto  de muchos  tipos  de  células,  que  crecen  y  se  dividen  para 

producir  nuevas  células  conforme  el  cuerpo  las  necesita.  Cuando  las  células  envejecen,  éstas 

mueren y son reemplazadas por células nuevas. En  los tejidos normales,  las tasas de crecimiento 

de nuevas células y la muerte de células viejas se mantienen en balance. En el cáncer este balance 

se altera como resultado de un crecimiento celular descontrolado o de la pérdida de la capacidad 

de  la  célula  de  someterse  a  suicidio  celular mediante  un  proceso  conocido  como  "apoptosis". 

Cuando las células dañadas no mueren cuando deberían morir, pueden formar una masa de tejido 

llamada tumor, que puede ser benigno o maligno. 

 

   Las  células  cancerosas  pueden  invadir  el  tejido  a  su  alrededor  y  diseminarse  a  otros 

órganos del cuerpo mediante dos mecanismos: invasión y metástasis. La metástasis es la habilidad 

de  las células cancerosas para penetrar en  los vasos  linfáticos y sanguíneos, circular a través del 

torrente sanguíneo y después invadir los tejidos normales en otras partes del cuerpo.  

 

4.1.2  Estadísticas 

 

En los últimos años, el cáncer se ha establecido como una de las principales causas de muerte en 

el mundo. La organización mundial de  la salud  (OMS)  reporta que en el año 2005 el 13% de  las 
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muertes  ocurridas  se  debieron  a  diferentes  tipos  de  cáncer  y  se  pronostica  un  aumento  en  el 

número de muertes en los próximos años [1‐3]. 

 

El  Instituto Nacional  de  Estadística  y Geografía  (INEGI)  reporta  que  en  el  año  2006  los 

tumores malignos ocuparon el tercer lugar en la lista de principales causas de defunción en el país; 

por  dicha  causa  fallecieron  63  888  personas,  el  volumen  representa  12.9%  del  total  de 

defunciones registradas en el año [4]. En la Figura 1, se muestra la distribución porcentual, según 

el tipo de tumor maligno, por sexo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3  Tratamiento 

 

La selección del tratamiento es compleja, considera una serie de factores y debe ser basada en las 

características  clínico‐patológicas  de  la  enfermedad,  principalmente  en  la  etapa  o  estadio  del 

cáncer [14‐16]. 

 

Los tratamientos convencionales incluyen:  

a) Cirugía,  

b) Terapia con radiación dirigida al tumor,  

c) Quimioterapia,  

d) Drogas biológicas y,  

e) Tratamientos hormonales. 

3.6 2.6

2.5 0.4
16.6 7.7
0.1 15.0

8.6 9.2
5.6 5.8

10.4 8.4
3.5 2.2

17.1 Próstata Ovarios 5.5
Cuello del útero 13.9

5.0 4.6

7.0 5.8
4.0 3.0

16.0 15.9

La distribución es para cada sexo

Fuente: INEGI. Estadísticas Vitales. Defunciones 2006. Base de datos.

Otros

Vías urinarias

Colon

Leucemia
Linfoma no Hodgkin

Mama

Hígado y vías biliares intrahepáticas
Páncreas
Estómago

Encéfalo

Laringe
Tráquea, bronquios y pulmón

Figura 1. Distribución porcentual, según el tipo de tumor maligno, por sexo. 
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4.1.4  Quimioterapia 

 

La quimioterapia, tiene por objetivo detener  la proliferación de  las células cancerosas generando 

en ellas y en su información genética, daños importantes que la llevan a procesos de senescencia, 

arresto celular, o bien, de muerte o suicidio celular (apoptosis). 

 

Así mismo, esta terapia es empleada de manera simultánea con otros procedimientos para 

eliminar  cúmulos  microscópicos  de  células  metastásicas  con  el  fin  de  disminuir  el  riesgo  de 

recurrencias y poder incrementar la tasa de supervivencia de los pacientes [5, 6].  

 

La quimioterapia se administra, por vía intravenosa o de forma oral, en ciclos: un período 

de  tratamiento  seguido por un período de  recuperación y así  sucesivamente. Esto con el  fin de 

permitir la recuperación del paciente ante los efectos secundarios que se presentan. 

 

Una gran  limitante del uso de esta terapia son  los efectos secundarios que ésta produce, 

los  cuales  dependen  de  los  fármacos  que  recibe  el  paciente.  En  general,  los  fármacos 

antineoplásicos afectan  las  células del  cuerpo que  se dividen  con  rapidez. Éstas  incluyen, entre 

otras, las de la sangre (eritrocitos, linfocitos, macrófagos, etc.). Cuando las células de la sangre son 

afectadas,  los  pacientes  tienen más  probabilidades  de  contraer  infecciones,  o  de  sangrar  con 

facilidad y pueden tener menos energía durante e incluso cierto tiempo después del tratamiento. 

Como  resultado de  la quimioterapia,  los pacientes pueden perder cabello  (alopecia) y presentar 

síntomas  como:  falta  de  apetito,  náuseas,  vómitos,  diarrea  o  llagas  en  la  boca.  Esta  situación 

merma  en  gran medida  la  calidad  de  vida  de  los  pacientes  promoviendo  que  en  ocasiones  los 

tratamientos no se concluyan ante la deserción del enfermo. 

 

4.1.4.1  Agentes de quimioterapia 

 

Entre  los agentes de quimioterapia más utilizados,  las antraciclinas se han convertido en  la base 

sustancial  del  tratamiento  de  diversos  tipos  de  cáncer  siendo  la  adriamicina  (doxorrubicina)  el 

medicamento más estudiado. Diversos estudios han evaluado [17] el efecto de  la administración 

combinada  de  antraciclinas  con  fármacos  como  ciclofosfamida,  metotrexato  y  5‐fluorouracilo 

(CMF),  entre otros  agentes químicos utilizados  rutinariamente  en  la  terapia del  cáncer  [18‐22]. 
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Demostrando la posibilidad de incrementar la supervivencia libre de enfermedad (SVLE) mediante 

esta práctica.  

 

La administración combinada de agentes antineoplásicos puede potencializar la respuesta 

que  el  paciente  muestra  ante  el  tratamiento  ordinario  [23].  Estudios  de  investigación  clínica 

realizados durante  los últimos 30 años han determinado  las combinaciones más eficaces [11, 12, 

20].  En  el  Cuadro  1  se mencionan  algunos  de  los  fármacos  empleados  en  el  tratamiento  del 

cáncer. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 1. Fármacos de uso común en el tratamiento del cáncer. 

 

Dos  de  los  agentes  de mayor  uso  para  el  tratamiento  farmacológico  de  la  enfermedad  son  la 

doxorrubicina y el 5‐fluorouracilo. 

 

4.2  DOXORRUBICINA (Adriamicina) 

 

 Tipo de antibiótico que proviene del hongo Streptococcus peucetius. Las antraciclinas forman un 

grupo de antibióticos altamente citotóxicos utilizados como agentes antineoplásicos en una amplia 

variedad  de  indicaciones.  Son  utilizados  desde  hace  décadas,  casi  siempre  asociados  a  otros 

fármacos antineoplásicos con perfiles farmacológicos complementarios para potenciar su eficacia 

anticancerosa  [24‐27].  Actualmente,  están  comercializados  como:  doxorrubina,  daunorrubicina, 

epirrubicina, idarrubicina y mitoxantrona.  

 

Nombre de marca  Nombre genérico 

Adriamycin  Doxorrubicina 

Cytoxan  Ciclofosfamida 

Ellence  Epirrubicina 

Navelbine  Vinorelbina 

Taxol  Paclitaxel 

Taxotere  Docetaxel 

Xeloda  Capecitabina 

Gemzar  Gemcitabina 
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El término antraciclina deriva de su estructura química, que contiene un anillo antracénico 

(tres  anillos  hexagonales  condensados  linealmente),  aunque  la  mayoría  de  las  moléculas 

pertenecientes  a  este  grupo,  salvo  la mitoxantrona,  en  realidad  tienen un núcleo  formado por 

cuatro anillos condensados (naftafeno). Todos ellos contienen además amino azúcares o análogos 

de estos.  

 

4.2.1 Farmacología 

 

Las  antraciclinas  comparten  un  mismo  mecanismo  de  acción  citotóxico.  Son  activos  sobre  la 

cadena  de  ADN,  afectando  a  su  integridad  e  impidiendo  la  replicación  normal.  Actúan 

intercalándose entre las parejas de bases de la doble hebra de ADN, promoviendo la deformación 

de  la  cadena.  Al  intercalarse  afectan  la  acción  de  las  topoisomerasas,  enzimas  nucleares  que 

resuelven los problemas topológicos que surgen durante la replicación y transcripción [28‐30]. 

 

Además de otros cambios químicos importantes, generan un bloqueo de la topoisomerasa 

II  (ADN girasa), un mecanismo parecido al de  los alcaloides del podofilo  (etopósido,  tenipósido). 

Actúan preferentemente sobre la fase S (síntesis de ADN) del ciclo celular, aunque también actúan 

durante la fase G2 (post‐síntesis).  

 

Las antraciclinas también provocan cortes en el ADN por un mecanismo complejo. Por una 

parte forman radicales libres por reacción de la antraciclina con iones férricos (Fe
3+
), formando un 

complejo que participa en el  ciclo de óxido‐reducción,  como hace  la bleomicina. Por otro  lado, 

tienen acción directa sobre la membrana celular.  

 

Estos compuestos, pueden provocar una disminución en el número de células sanguíneas 

presentes  en  la  médula  ósea.  Su  uso  por  periodos  extensos  puede  provocar  daño  severo  al 

corazón, incluso años después de haber dejado de tomarlo. 

 

4.2.2 Toxicidad 

 

Los  pacientes  tratados  con  este  tipo  de  fármacos  son  susceptibles  de manifestar  importantes 

reacciones  adversas  cardiacas,  especialmente  insuficiencia  ventricular  izquierda  aguda, 
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principalmente con dosis superiores a 550 mg/ml lo que supone un evidente factor limitante de la 

dosis y, consecuentemente de  su utilidad  terapéutica;  también pueden aparecer con  frecuencia 

arritmias cardíacas o flebitis si se usan vasos sanguíneos pequeños o si se repiten  las  inyecciones 

en un mismo vaso.  

 

La cardiotoxicidad puede manifestarse en  forma de arritmia directamente después de  la 

administración del fármaco;  los cambios en el electrocardiograma, que  incluyen el aplanamiento 

de la onda T y la depresión S‐T, pueden durar hasta dos semanas después de la administración.  

Además de la dosis total administrada, la edad de los pacientes por encima de los 70 o por debajo 

de los 15 años se considera como un factor adicional de riesgo cardiotóxico para las antraciclinas. 

Así  mismo,  se  ha  indicado  que  el  tratamiento  concomitante  o  anterior  con  mitomicina, 

ciclofosfamida o dacarbazina potencializa la cardiomiopatía inducida por las antraciclinas [31‐33]. 

 

4.2.3 Uso común 

 

Este medicamento se usa para tratar: 

• Cáncer de mama 

• Cáncer de ovarios 

• Cáncer de células transitorias de la vejiga 

• Cáncer broncogénico al pulmón 

• Cáncer a la glándula tiroides 

• Cáncer gástrico 

• Sarcomas de tejido blando y osteogénicos 

• Neuroblastoma 

• Tumor de Wilms 

• Linfoma maligno (Hodgkin y no‐Hodgkin) 

• Leucemia mieloblástica aguda 

• Leucemia linfoblástica aguda 

• Sarcoma de Kaposi relacionado con el síndrome de inmunodeficiencia adquirido (SIDA) 
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La doxorrubicina también se usa para tratar el tumor de Ewing; carcinomas escamocelulares en la 

cabeza, el cuello, el cuello uterino y la vagina; carcinomas en los testículos, la próstata y el útero; y 

el mieloma múltiple refractario [34]. 

 

4.3  5‐FLUOROURACILO (5‐FU) 

 

El 5‐fluorouracilo es un potente antimetabolito utilizado en algunas formas de cáncer, algunos de 

éstos, de  la piel; sin embargo,  las  indicaciones de uso dependen de  la vía de administración y se 

maneja  en  presentaciones  tópicas,  crema  y  solución;  o  sistémicas,  solución  inyectable  por  vía 

endovenosa gota a gota. 

 

Los medicamentos conocidos como antimetabolitos toman una apariencia similar a  la de 

los  nutrientes  de  las  células  normales,  que  son  los  que  las  células  cancerosas  necesitan  para 

crecer. Las células cancerosas absorben el 5‐fluorouracilo,  lo que  luego dificulta  su crecimiento. 

Para  ejercer  su  efecto  antitumoral,  el  5‐FU  requiere  ser  metabolizado  hasta  la  forma  de 

ribonucleótidos  o  desoxiribonucleótidos  activos.  Los  nucleótidos  formados  son  el  5´‐fluoro‐2´‐

deoxiuridina‐5´‐monofosfato  (FdUMP)  y  la  5´‐fluorouridina‐trifosfato  (FdTMP).  El  FdUMP  es  un 

potente inhibidor de la enzima timidilato sintetasa (TS) enzima encargada de la síntesis de novo de 

pirimidinas,  el  FdTMP  se  incorpora  al  ADN  interfiriendo  en  su  síntesis.  El  5‐FU  a  través  de  su 

fosforibosilación  y  con  la  participación  de  enzimas  cinasas  se  convierte  a  5´‐fluorouridina‐5´‐

trifosfato (FUTP), compuesto que se incorpora al ARN limitando su síntesis [24‐26]. 

 

El  primero  en  informar  sobre  la  síntesis  y  actividad  biológica  del  5‐fluorouracilo  fue  el 

equipo  de  trabajo  del  doctor  Charles Heidelberger  y  sus  colegas  a  finales  de  la  década  de  los 

cincuenta. Fue uno de  los primeros fármacos utilizados en oncología y desde que se descubrió  la 

característica  carcinostática  del  5‐fluorouracilo,  se  han  buscado maneras  de  atacar  las  células 

tumorales  y  estudiado  la  forma  en  que  éste  fármaco  actúa.  Posteriormente  se  desarrollaron 

derivados con resultados más o menos satisfactorios. 
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4.3.1  Farmacología 

 

El 5‐fluorouracilo es un  fármaco que bloquea  la  reacción de metilación del ácido desoxiuridílico 

para convertirlo en ácido timidílico mediante la inhibición de una enzima que es importante para 

la síntesis de la timidina, que siendo parte de la molécula de ADN detiene su formación. El fármaco 

es específico de la fase S (síntesis) del ciclo celular.  

 

El  5‐FU  interviene  en  la  síntesis  de ADN  e  inhibe  en  poco  grado  la  formación  de ARN. 

Ambas acciones se combinan para promover un desequilibrio metabólico que resulta en la muerte 

de  la  célula.  La  actividad  inhibitoria del  fármaco, por  su  analogía  con  el  ácido nucleico uracilo, 

tiene  afectación  sobre  el  veloz  crecimiento  de  las  células  neoplásicas  que  aprovechan 

preferentemente la molécula del uracilo para la biosíntesis del ácido nucleico. Los efectos de una 

privación de ADN y ARN afectan en mayor medida a  las  células que  crecen y  se multiplican  sin 

control y en menor proporción a las células normales [35, 36]. 

 

4.3.2  Toxicidad 

 

Los efectos secundarios del 5‐fluorouracilo son comunes e incluyen: adelgazamiento del cabello o 

cabellos más quebradizos que  lo usual, cefalea  (dolor de cabeza), debilitamiento o dolores en el 

cuerpo, oscurecimiento o sequedad de la piel o de las uñas, ampollas en la piel o acné, pérdida de 

apetito o de peso [37]. 

 

4.3.3  Uso común 

 

El 5‐FU es empleado en el tratamiento de los carcinomas de mama, tracto gastrointestinal, vejiga, 

ovario y de células escamosas de cabeza y cuello. Se utiliza en enfermedad de Bowen, basaliomas 

superficiales solos o acompañados. Estados precancerosos y en situaciones en que la radiación sea 

imposible o no se pueda  intervenir quirúrgicamente. Se ha notado que el 5‐FU no  tiene eficacia 

alguna en espinaliomas.  La  solución  inyectable  se utiliza en  ciertos  casos  como paliativo de  los 

carcinomas de seno, recto y colon cuando no pueda intervenirse quirúrgicamente [27, 28]. 
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La administración secuencial con doxorrubicina brinda una mayor respuesta ante  la enfermedad 

(cáncer);  sin  embargo,  la  aplicación  de manera  simultánea  no  ha  sido  posible  debido  a  la  alta 

toxicidad que cada uno de los agentes antineoplásicos manifiesta. 

 

4.4 LIMITACIONES DE LA QUIMIOTERAPIA 

 

La falla terapéutica en un paciente con cáncer se debe a numerosas razones que en algunos casos 

pueden  ser atribuidas a  fallas  farmacocinéticas o  farmacodinámicas  tales  como el desarrollo de 

resistencia de  las células cancerosas hacia  los fármacos [38] y una  inadecuada concentración del 

fármaco a nivel  tumoral,  ya que el agente debe  ser  capaz de penetrar eficientemente al  tejido 

tumoral  y  alcanzar  todas  las  células  cancerosas  a una  concentración  suficiente  para  ejercer  un 

efecto terapéutico completo [39]. 

 

El micro‐ambiente dentro de un tumor es significativamente diferente al de otros tejidos 

normales. Factores como el flujo sanguíneo tumoral, permeabilidad celular y densidad celular, así 

como el  incremento de  la presión  intersticial, pueden  impedir  la penetración y deliberación del 

fármaco desde el plasma hasta el tumor y la distribución dentro del tumor, llevando a una relación 

compleja entre la concentración en el plasma, intersticio, y células neoplásicas [40].  

 

Evidencias  preliminares  han  sugerido  que  la  concentración  de  los  fármacos 

quimioterapéuticos  en  un  tumor  puede  correlacionarse  directamente  con  la  respuesta  a  la 

quimioterapia; así que  la eficacia de  los agentes antineoplásicos para el tratamiento de tumores 

sólidos depende, en parte, de su capacidad de  lograr concentraciones citotóxicas adecuadas del 

fármaco  dentro  del  tumor,  por  lo  que  es  necesario  desarrollar  e  implementar  técnicas  y 

metodologías  que  contrarresten  los  mecanismos  de  resistencia  y  que  garanticen  una  alta 

disposición  y  exposición  de  agentes  antineoplásicos  directamente  dentro  de  la matriz  tumoral. 

Pero que permitan a  la vez, disminuir  los efectos  tóxicos que  los  fármacos puedan ejercer en el 

organismo.  

 

Una alternativa es el uso de “vehículos o acarreadores” que permitan el  traslado de  los 

principios  activos  hasta  la  célula  cancerosa  evitando  en  cierta medida  que  la mayor  parte  del 
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agente  citotóxico  ingrese  a  órganos  o  tejidos  sanos.  Entre  estos  vehículos,  unos  de  los  más 

ampliamente estudiados han sido los liposomas o vesículas fosfolipídicas.  

 

4.5  LIPOSOMAS 

 

Los liposomas son vesículas esféricas de dimensiones coloidales (entre los 80 y los 200 nanómetros) 

hechas de una o más biláminas fosfolipídicas. El grosor de cada bilámina o bicapa es de alrededor 

de 4 nm [41]. Las vesículas liposomales están constituidas por un grupo de moléculas anfifílicas que 

dan a éstas, características especiales. Su estructura se podría describir como series concéntricas de 

moléculas que  tienen una  cabeza polar, una  cola no polar  y  en donde  cada molécula  tiene dos 

cadenas hidrofóbicas. 

 

Los liposomas pueden transportar fármacos: integrando las moléculas de dichas sustancias 

a su membrana, intercalándolas entre  las bicapas, disolviendo las moléculas en las bicapas o bien, 

atrapando los fármacos al interior del liposoma. 

 

4.5.1  Liposomas como vectores de transporte y liberación de fármacos 

 

Por  tres  décadas,  los  liposomas  han mostrado  un  gran  potencial  para  el  transporte  de 

fármacos y radiofármacos de uso terapéutico y en procedimientos de diagnóstico [42‐44]. Debido 

a su composición (lípidos comúnmente encontrados en soya y huevo) estos no muestran efectos 

tóxicos o  inmunológicos en el organismo. Además, su versatilidad para transportar fármacos y  la 

relativa  facilidad que manifiestan para  la manipulación de  su membrana que, a  su  vez permite 

controlar  su  comportamiento  cinético  dentro  del  organismo,  los  convierte  en  moléculas 

transportadoras de gran utilidad en un tratamiento de terapia dirigida para cáncer [45‐51]. 

 

Dependiendo del  fármaco de  interés,  los  liposomas pueden servir como  transportadores 

de  liberación  [52] controlada o simplemente como un vehículo solubilizante biocompatible para 

agentes  poco  solubles.  Debido  a  su  tamaño,  estas  vesículas  muestran  características 

farmacocinéticas únicas. Éstas  incluyen eliminación vía sistema retículo endotelial,  lo cual brinda 

un tiempo de circulación sistémica relativamente extenso y una distribución en hígado y riñón.  
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Las  vesículas  liposomales  exhiben  una  extravasación  y  acumulación  preferencial  en  el  sitio  de 

tumores  sólidos  debido  a  una  incrementada  permeabilidad  endotelial  y  a  un  drenado  linfático 

reducido en esos tejidos. Estos efectos han sido definidos como una permeabilidad aumentada y 

un efecto de retención  [53]. De acuerdo a  lo anterior,  la  liberación  liposomal es una manera de 

modificar las propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas de agentes terapéuticos.  

 

Estas modificaciones pueden, en  cierta medida,  aumentar  la eficacia  terapéutica de  los 

fármacos  antitumorales  (incrementando  la  concentración en el  tumor)  y  reducir o modular  sus 

perfiles de toxicidad [54, 55].  

 

Varios  fármacos  antineoplásicos,  incluyendo  paclitaxel  [56],  5‐fluorouracilo  [57]  y 

doxorubicina [58], han sido formulados con éxito utilizando vesículas fosfolipídicas como sistemas 

de liberación del fármaco. 

 

Ya  en  el  tumor,  el  liposoma  puede  interaccionar  con  las  células  ya  sea  por  fusión  o 

absorción  con  la membrana  celular.  En  el primer  caso,  la  carga  es  liberada directamente  en  el 

citoplasma. En el segundo caso,  la carga se  libera y acumula alrededor de  la membrana celular y 

ésta es absorbida por la célula [59].  

 

4.5.1.1  Liposomas Stealth 

 

Desde  sus  inicios, el diseño de  sistemas  liposomales para  la  liberación de agentes citotóxicos,  se 

enfrentó a diversos obstáculos farmacológicos; entre ellos, la identificación, captura y degradación 

por parte del sistema retículo‐endotelial (RES), la dificultad para predecir patrones de extravasación 

liposomal, así como la obtención de formulaciones estables fisicoquímicamente [60, 10]. 

Para resolver  la problemática del reconocimiento por parte del RES se adicionó un material  inerte 

(polietilenglicol,  PEG)  a  la  superficie  del  liposoma.  A  esta  tecnología  se  le  denominó  liposomas 

stealth [61].  

 

El  caso más  contundente  de  esta  aplicación  es  el  desarrollo  de  doxorubicina  liposomal 

pegilada  (Doxil en Estados Unidos y Caelyx en Europa y México),  la cual ha mostrado una mayor 

acumulación en el tumor sólido debida a la aumentada permeabilidad y al efecto de retención, y ha 
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permitido disminuir  la cardiotoxicidad  limitante de dosis, relativa al  fármaco  libre  [58]. A  la  fecha 

ésta es la única formulación liposomal pegilada aprobada por la Federal Drug Administration (FDA) 

en  los  Estados Unidos  y por  la  European Medicines Agency  (EMEA)  en  la Unión  Europa, para  el 

tratamiento  del  sarcoma  de  Kaposi,  el  cáncer  de  mama  metastásico  y  el  cáncer  de  ovario 

recurrente [58, 62]. 

 

Se  han  realizado  ya,  algunas  investigaciones  para  la  co‐encapsulación  en  liposomas  de 

agentes de quimioterapia, sin embargo, ninguna de estas formulaciones han sido aún aprobadas 

para su aplicación en pacientes.  

 

4.5.1.2  Co‐encapsulación de fármacos en liposomas 

 

Mayer  y  colaboradores  [64],  han  investigado  la  aplicación  de  liposomas  como  vehículos 

liberadores de combinaciones de  fármacos. El uso de combinaciones de agentes  terapéuticos se 

ha convertido en una estrategia adoptada con frecuencia en el tratamiento clínico del cáncer.  

 

A pesar de que la interacción entre fármacos a diferentes concentraciones y proporciones 

de  uno  respecto  a  otro,  ha  sido  sistemáticamente  estudiada  en  modelos  in  vitro,  estas 

proporciones  no  pueden  ser  trasladadas  fácilmente  a  sistemas  in  vivo  debido  a  características 

farmacocinéticas diferenciales de los diversos fármacos.  

 

La co‐encapsulación de dos fármacos en  liposomas puede “sincronizar”  la distribución de 

los fármacos, si éstos pueden ser atrapados de manera estable al  interior de  los  liposomas. Esto, 

teóricamente  permitiría  una  traslación  de  los  resultados  de modelos  in  vitro  a  in  vivo,  lo  que 

resulta sumamente importante ya que, actualmente, las combinaciones son evaluadas de manera 

empírica en el contexto de las pruebas clínicas.  

 

Los  liposomas  cargados  con  combinaciones  de  fármacos  exhiben  las  propiedades 

farmacocinéticas  de  los  propios  liposomas,  tales  como  circulación  prolongada,  eliminación  por 

ruta retículo endotelial, permeabilidad  incrementada y acumulación en el  tumor mediada por  la 

retención. Estas características pueden incrementar la eficacia terapéutica y reducir la toxicidad de 

esos fármacos.  
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Los  fármacos  atrapados  dentro  de  un  liposoma  no  son  activos  biológicamente  y  deben  ser 

liberados para ingresar a su blanco intracelular.  

 

En los tumores sólidos, se ha demostrado que los liposomas son tomados predominantemente por 

macrófagos  de  infiltración  tumoral  [65],  los  cuales  “activan”  el  fármaco  liposomal mediante  la 

degradación de la membrana liposomal.  

 

En  base  a  las  diferencias  inherentes  entre  agentes  terapéuticos,  los  agentes  co‐

encapsulados pueden  ser  liberados desde  los  liposomas a diferentes velocidades dificultando  la 

predicción de las concentraciones efectivas del fármaco libre dentro del microambiente tumoral.  

 

Sin embargo, una co‐encapsulación estable sincroniza la distribución del fármaco al menos 

al punto de extravasación de la vasculatura, brinda una liberación de la combinación de fármacos 

a  una  velocidad  específica,  y  puede  proveer  ventajas  terapéuticas  únicas  como  el  sinergismo 

terapéutico.  

 

Este  concepto  ha  sido  mostrado  por  Mayer  y  colaboradores  en  combinaciones  de 

irinotecan/fluoxuridine,  daunorrubicina/cytarabine,  y  cisplatino/daunorrubicina  [64].  En  otros 

estudios,  doxorrubicina  y  verapamil  co‐encapsulados mostraron  ser  altamente  efectivos  contra 

células que presentan resistencia multifármaco [66]. 

 

La  habilidad  de  los  transportadores  liposomales  de  fármacos  para  determinar  la 

farmacocinética de agentes  in  vivo, ha  favorecido enormemente el potencial  traslacional de  las 

combinaciones de  fármacos  identificadas  in vitro. Así mismo, provee una herramienta evaluable 

para proyecciones preclínicas de combinaciones de agentes terapéuticos para desarrollo clínico.  

 

4.5.2  Características químicas de los liposomas 

 

La afinidad que presentan  los  liposomas por diversos  tejidos puede  ser modificada mediante  la 

preparación de vesículas que contienen fosfolípidos con diferentes configuraciones en las cadenas 

de ácidos grasos. Estas micropartículas pueden ser sólidas o líquidas a temperaturas definidas [67, 

68]. 



ANTECEDENTES    18 
 

Modificando  la  carga  sobre  la  vesícula  liposomal  es  posible  influir  de  manera  importante  su 

distribución en el cuerpo humano. Las vesículas cargadas negativamente, por ejemplo, ingresan a 

la  célula  por  un  proceso  de  fusión.  Esto  permite  que  el  fármaco  sea  descargado  dentro  del 

citoplasma de  la célula. Por otro  lado,  las vesículas neutras, son  incorporadas dentro de  la célula 

por  fagocitosis.  Esto  genera  una  exposición  del  fármaco  al  sistema  hidrolítico  lisosomal  de  las 

células. Los  liposomas de carga positiva y  los neutros presentan procesos de difusión más  lentos 

que aquellos cargados negativamente.  

 

4.5.2.1  Proceso de formación 

 

Las moléculas  lipídicas que  constituyen  la bicapa adoptan de manera espontánea  (una  vez que 

están en solución acuosa) un arreglo que consiste en flexionarse o plegarse y exponer sus grupos 

polares  (cabezas)  hacia  la  fase  acuosa.  Las  partes  hidrocarbonadas  de  naturaleza  hidrofóbica 

(colas),  se empaquetan  formando un  retículo  regular en el que  cada una de ellas  se encuentra 

unida a sus vecinas mediante  interacciones de van der Waals. Es decir, se  forma una estructura 

esférica estable a partir de una bicapa de hojas cerradas, concéntricas, de  lípidos bimoleculares 

que aíslan los compartimentos acuosos.  

 

La  localización  exacta  del  fármaco  en  el  liposoma  depende  sobre  todo  de  las 

características  fisicoquímicas del  fármaco y de  la composición de  los  lípidos constituyentes  [69]. 

Liposomas estables son formados sólo a temperaturas superiores a  la temperatura de transición 

de  la  mezcla  de  fosfolípidos  (Tm)  de  la  fase  “gel  a  liquido‐cristalino,”  la  cual  representa  la 

temperatura  del  punto  de  fusión  de  las  cadenas  acilo.  Todos  los  fosfolípidos  tienen  una 

temperatura de transición (Tc) característica y ésta depende de la naturaleza del grupo polar y de 

cuan largas son las cadenas acilo así como del grado de insaturación de las mismas [69, 70]. 

 

Por  encima  de  la  temperatura  de  transición,  los  fosfolípidos  forman  una  fase  líquida‐

cristalina  que  presenta  una  incrementada  movilidad  de  las  cadenas  acilo.  Al  disminuir  la 

temperatura por debajo de Tc, se genera una transición a un estado de gel mucho más rígido. Esta 

transición restringe  la movilidad de  las cadenas acilo, estrechamente empaquetadas. Cuando  las 

moléculas  líquidas adoptan un arreglo para  formar estructuras de bicapas cerradas conteniendo 

agua y  solutos,  los  fármacos  son atrapados entre  los planos adyacentes de  las  cabezas polares. 
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Esta generación de compartimentos ha sido ampliamente estudiada por Roerdink y colaboradores 

[71]. 

Dado que  los fosfolípidos con doble cadena presentan una configuración espacial de tipo 

cilíndrica, la estructura que resulta favorecida es la bicapa lipídica. Esto es contrastante con el caso 

de  fosfolípidos con una sola cadena, cuya configuración espacial es más bien cónica, generando 

una estructura estable de tipo micelar, como se observa en la Figura 2 [72, 73]. 

 

 

FIGURA 2. Esquema comparativo de la estructura micelar y la estructura liposomal. 

 

Las vesículas liposomales pueden adoptar 

diferentes conformaciones y de acuerdo a 

ellas  se  clasifican  en  multilaminares 

(MLV),  si  poseen  varias  bicapas 

concéntricas, o unilaminares. A su vez, las 

unilaminares pueden ser pequeñas  (SUV) 

o grandes (LUV) como se muestra en la Figura 3 [41, 74‐76]. 

Estas  conformaciones  están  en  función del  tipo  y  longitud 

del  fosfolípido,  del  grado  de  insaturación  que  presenta  el 

ácido  graso,  así  como  del  método  empleado  para  la 

preparación de las vesículas [76]. 

Figura 3. Conformaciones de vesículas liposomales [41]. 

 

4.5.2.2  Fosfolípidos 

 

Una gran variedad de fosfolípidos puede ser usada para preparar liposomas. El lípido más usado es 

la  fosfatidilcolina  [77, 78]  la cual ha sido empleada de manera  individual o bien en combinación 
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con colesterol. Se sabe que el colesterol ayuda a condensar el empaquetamiento de  fosfolípidos 

en las bicapas por encima de la Tc. Así mismo, el colesterol reduce la permeabilidad de las bicapas 

hacia los compuestos encapsulados. Al intercalarse entre los lípidos de la bicapa, el grupo hidroxilo 

(‐OH) permanece cerca de  las cabezas polares de  los  lípidos y es quien entra en contacto con  la 

fase  acuosa  [41,  79].  El  anillo  tipo  esteroideo  interactúa  con  las  cadenas  acilo  reduciendo  de 

manera significativa el movimiento de deslizamiento entre los fosfolípidos [73, 80].  

 

Para las moléculas de fármaco encapsulado en el espacio acuoso, la bicapa sirve como una barrera 

de  difusión,  permitiendo  que  los  liposomas  sirvan  como  un  sistema  de  ingreso  a  velocidad 

controlada.  

 

4.5.2.3  Estabilidad en suspensión 

 

Por su tamaño microscópico,  las fuerzas de unión en  la superficie del coloide y el  líquido son  las 

que  determinan  su  comportamiento.  Uno  de  los  mayores  efectos  de  la  superficie  es  el  de 

fenómenos electrocinéticos. Cada  coloide  contiene una  carga eléctrica que generalmente es de 

naturaleza  negativa,  aunque  también  puede  ser  positiva.  Estas  cargas  producen  fuerzas  de 

repulsión  electrostática  entre  los  coloides  vecinos.  Si  la  carga  es  suficientemente  elevada  los 

coloides permanecen discretos, dispersos y en suspensión. Reduciendo o eliminando estas cargas 

se obtiene el efecto opuesto y los coloides se agregan y sedimentan fuera de la suspensión [81]. 

 

Se  usa  el  modelo  de  la  doble  capa  para 

visualizar  la  atmósfera  iónica  en  la  proximidad  del 

coloide  cargado  y  para  explicar  como  actúan  las 

fuerzas  eléctricas  de  repulsión  (ver  Figura  4).  Es 

posible entender este modelo como una secuencia de 

etapas  que  ocurren  alrededor  de  un  solo  coloide 

negativo,  si  los  iones que neutralizan  sus  cargas  son 

extraídos repentinamente.  

 

Figura 4. Modelo de la Doble Capa. La vista izquierda muestra el cambio en la densidad de carga alrededor 

del coloide. La derecha muestra la distribución de iones positivos y negativos alrededor del coloide cargado. 
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La teoría DLVO (llamada así por Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek) es la clásica explicación de 

los  coloides  en  suspensión.  Esta  se  basa  en  el  equilibrio  entre  las  fuerzas  de  repulsión 

electrostática y atracción tipo van der Waals. La teoría DLVO explica la tendencia de los coloides a 

agregarse  o  permanecer  separados  al  combinar  la  atracción  de  van  der Waals  y  la  curva  de 

repulsión  electrostática:  la  curva  combinada  es  llamada  la  energía  neta  de  interacción. A  cada 

distancia  el  pequeño  valor  se  resta  del mayor  valor  para  dar  la  energía  neta.  El  valor  neto  se 

representa entonces arriba si es repulsivo o abajo si es atractivo, y así se forma la curva [82]. 

 

Dependiendo  de  nuestros  propósitos  es  posible  alterar  el  entorno  del  coloide  para 

aumentar  o  disminuir  la  barrera  energética.  Varios  métodos  pueden  ser  usados  para  este 

propósito,  tales  como  cambios en  la atmósfera  iónica, el pH o adicionando  compuestos activos 

para afectar directamente la carga del coloide. En cada caso la medida del potencial zeta indicará 

el efecto de la alteración, principalmente en su estabilidad. 

 

4.5.3  Preparación de liposomas 

 

4.5.3.1 Métodos de preparación 

 

Los dos métodos de mayor uso para la preparación de sistemas liposomales para la incorporación 

de  fármacos  son el de hidratación de  la bicapa  lipídica y el de evaporación de  fase  reversa. En 

ambos casos, los componentes del liposoma son mezclados y disueltos en un solvente orgánico, el 

cuál será posteriormente evaporado formándose una fina película lipídica (ver Figura 5). 

 

 

 

Figura 5. Preparación de liposomas. 
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En  el  primer método,  la  hidratación  de  los  lípidos  seguida  de  una  agitación  de  alta  intensidad 

produce  una  suspensión  de  vesículas multilaminares  grandes  (MLV).  Estas  resultan  demasiado 

grandes  y  heterogéneas,  y  su  capacidad  de  carga  se  ve  disminuida  por  la  irregularidad  de  las 

multiláminas  impidiendo  su uso. Diversos métodos mecánicos,  son empleados para disminuir el 

tamaño de la suspensión. Los liposomas son subsecuentemente homogenizados (ver Figura 6) por 

sonicación, filtración o bien, por extrusión [41]. 

 

Figura 6.Proceso de hidratación y homogenización de tamaño de las vesículas liposomales. 

 

En  el  segundo método  [76,  83]  para  la  preparación  de  vesículas  liposomales,  el  fosfolípido  es 

disuelto primeramente en un  solvente orgánico y posteriormente esta disolución  se adiciona al 

medio acuoso en agitación vigorosa. El solvente orgánico es removido bajo vacío y la dispersión o 

emulsión liposomal resultante es homogenizada por filtración o extrusión.  

 

El  tratamiento  mecánico  de  las  vesículas  multilaminares  (MLV’s)  produce  fragmentos 

pequeños de bicapas, los cuales pueden agregarse y formar una nueva estructura esférica cerrada. 

El tamaño de los liposomas resultantes depende de un balance entre las energías del sistema y la 

disipada, así como de la flexibilidad de la cadena hidrocarbonada.  

 

La  sonicación  (uso  de  ondas  sonoras)  también  puede  ser  empleada  a  fin  de  producir 

vesículas. Su uso favorece la obtención de vesículas unilaminares pequeñas (SUV’s) [72, 76]. 

 

Para usos terapéuticos, una suspensión liposomal debe ser definida de manera precisa en 

lo que respecta a la concentración de fármaco y de lípidos, distribución de tamaño, porcentaje de 

moléculas  de  fármaco  no  encapsulado,  pH,  osmolaridad,  conductividad,  presencia  de  posibles 

productos de degradación y endotoxinas.  
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4.5.3.2  Homogenización del tamaño de los liposomas 

 

La  homogenización  del  tamaño  de  las  vesículas  fosfolipídicas  resulta  sumamente  importante 

cuando  estas  se  pretenden  cargar  con  una  concentración  dada  de  algún  fármaco  para  alguna 

aplicación  posterior  de  tipo  terapéutico  [84].  Diferentes  estudios  han  determinado  que  los 

requerimientos básicos que deben cumplir estos sistemas para ser funcionales son: ser cerrados y 

unilaminares  y que  las  vesículas  sean  razonablemente  grandes para poder  atrapar un  volumen 

apreciable,  evitando  así,  problemas  asociados  con  sistemas muy  pequeños  [85]    o  altamente 

curveados. Al homogenizar el  tamaño  también  se  logra que  la vesícula posea  igual potencial de 

membrana en toda la bicapa y que la distribución de los fosfolípidos sea simétrica.  

 

Las  vesículas  preparadas  por  cualquiera  de  los métodos  antes mencionados  presentan 

heterogeneidad de  tamaño. Por  lo que es  indispensable  la aplicación de algún método adicional 

para producir  liposomas de menor tamaño y con una distribución regular del mismo. Uno de  los 

métodos más eficaces para llevar a cabo dicho efecto es la extrusión [86, 76]. 

 

El proceso consiste en hacer pasar varias veces la suspensión liposomal a través de filtros 

de  policarbonato  con  tamaños  de  poro  deseados.  Para  facilitar  el  paso  de  la  suspensión,  esta 

puede ser sometida a presiones de nitrógeno, argón o incluso aire. El proceso debe llevarse a cabo 

a la Tc del fosfolípido (ver Figura 7). 

 

 
 

Figura 7. Equipo de extrusión para homogenización de tamaño de liposomas [87]. 
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4.5.3.3 Purificación de los liposomas 

 

La purificación de los liposomas tiene dos principales objetivos:  

 

a) Remover el material de bajo peso molecular que no haya sido atrapado en el interior acuoso 

del liposoma por encapsulación (compuestos hidrofílicos) o bien, por una incorporación poco 

efectiva dentro de la bicapa lipídica (compuestos hidrofóbicos). 

 

b) Remover  fármaco  que  fue  atrapado  de  inicio  y  posteriormente  liberado  durante  la 

homogenización de tamaño  (por  la ruptura de multicapas), o bien, por difusión mediante  la 

membrana lipídica (al no alcanzar la estabilización dentro del liposoma). 

 

Existen tres principales métodos para la purificación de los liposomas:  

 

1) Columna de filtración:  Es  en  esencia  una  difiltración  bajo  fuerza  gravitacional  o  por 

diferencia hidrostática entre el reservorio del solvente y el orificio de salida. Sephadex G‐50 o 

G‐100 son usados comúnmente. También pueden ser utilizados Sepharose 2B‐6B o Sephacryl 

S200‐S1000 [88‐90]. 

 

2) Centrifugación:   Se  pueden  aplicar  tres  diferentes  tipos  de  centrifugación,  la  diferencial, 

por  gradiente  de  densidad  y  a  través  de  tamices moleculares. De manera  reciente,  se  ha 

implementado la ultracentrifugación diferencial de alta velocidad para eliminar los liposomas 

más grandes de  la  suspensión  liposomal, obteniéndose altas concentraciones de SUV’s  [76, 

91]. 

 

3)  Diálisis:   Es un proceso de difusión selectiva de iones a través de una membrana de carácter 

semipermeable,  que  se  utiliza  para  la  separación  de  moléculas  de  diferente  tamaño.  La 

suspensión  liposomal a purificar es vertida al  interior de membranas  (hechas de celulosa u 

otro material) con un tamaño de poro adecuado. Posteriormente, la membrana es sumergida 

en un medio provisto de iones que inducirán el intercambio y la consecuente purificación [44, 

57]. 
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4.5.4  Caracterización fisicoquímica de las suspensiones liposomales  

 

4.5.4.1  Cuantificación de fosfolípidos 

 

Existen dos métodos espectrofotométricos para  llevar a cabo  la cuantificación de  los fosfolípidos 

contenidos en las suspensiones finales de liposomas:  

 

a) Ensayo Bartlett [92, 76]:  

 

El  principio  de  Bartlett  se  basa  en  la  determinación  colorimétrica  de  fosfato  inorgánico.  El 

contenido fosfolipídico de los liposomas puede determinarse después de la destrucción de los 

fosfolípidos con ácido perclórico para obtener  fosfato  inorgánico a partir de ellos  [47, 93]. El 

fosfato inorgánico es convertido a ácido fosfomolíbdico por la adición de molibdato de amonio, 

el  cuál  es  reducido  a  un  complejo  de  color  azul  por  el  ácido  4‐amino‐2‐naftilsulfónico  en 

calentamiento. El complejo colorido puede ser determinado colorimétricamente a una longitud 

de onda (λ) de 830 nm. Este ensayo ha sido modificado por Barenholz y colaboradores [94]. 

 

b) Ensayo Stewart [95]:  

 

En  el  ensayo  de  Stewart  para  fosfolípidos,  la  habilidad  de  los  fosfolípidos  para  formar 

complejos con ferrotiocianato de amonio en una solución orgánica, es aprovechada. La ventaja 

de  este método  es  que  la  presencia  del  fosfato  inorgánico  no  interfiere  con  el  ensayo  (a 

diferencia del ensayo de Bartlett). Un simple  factor de conversión es usado para  transformar 

los valores de absorbancia (a una λ=488 nm) en miligramos de fosfolípido [95]. Dado que este 

factor  es  diferente  para  fosfolípidos  con  grupos  polares  diferentes,  el método  no  se  puede 

aplicar a muestras donde existe una mezcla desconocida de fosfolípidos.  

 

4.5.4.2  Cuantificación del principio activo encapsulado 

 

  La determinación de la cantidad del principio activo atrapado en los liposomas es esencial 

antes  de  poder  estudiar  el  comportamiento  de  dicho material  atrapado  en  sistemas  físicos  o 

biológicos. Una vez que se ha removido todo el material no asociado a liposomas, por las técnicas 
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de purificación antes descritas, se debe estudiar minuciosamente las características fisicoquímicas 

de la sustancia encapsulada y las técnicas analíticas aplicables según sea el caso [45, 76]. Entre las 

técnicas  de mayor  uso  y  precisión  se  encuentran  la  Cromatografía  Líquida  de  Alta  Resolución 

(HPLC) y las técnicas espectrofotométricas. 

 

4.5.4.3  Determinación del tamaño de partícula 

 

La  medición  del  tamaño  de  las  partículas  (vesículas  lipídicas)  presentes  en  una  suspensión 

liposomal, puede  llevarse a cabo por diferentes técnicas. Algunas de ellas son:  la Microscopía de 

transmisión electrónica, la microscopía confocal y la Espectroscopía de Correlación Fotónica.  

 

Esta última, se basa en el fenómeno de dispersión dinámica de luz (DLS) y en la dispersión 

cuasi‐elástica de luz (QELS). Es aplicable a partículas suspendidas en un líquido, que presentan un 

estado de movimiento aleatorio debido al movimiento Browniano. Cuando un haz de  luz se hace 

incidir en  la dispersión coloidal,  las partículas dispersan parte de  la  luz en todas direcciones. Si  la 

luz es coherente y monocromática, como en el caso de un láser (ver Figura 8), es posible observar 

fluctuaciones dependientes del tiempo en la intensidad dispersada usando un detector adecuado 

como un fotomultiplicador capaz de operar en modo de contador de fotones. Estas fluctuaciones, 

surgen  del  hecho  que  las  partículas  son  suficientemente  pequeñas  como  para  someterse  a  un 

movimiento térmico aleatorio (Browniano) y que la distancia entre ellas varía constantemente [96, 

97]. 

 

Para partículas con diámetro promedio de 250 nm,  la  intensidad de  la  luz dispersada es 

dependiente del ángulo. Esta dispersión dinámica de luz (Dispersión de Mie) usa la dispersión para 

medir  el  promedio  de  difusión  de  las  partículas.  Usando  la  ecuación  de  Stokes  Einstein  y 

conociendo la viscosidad del medio, el diámetro de las partículas puede se calculado. 
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Figura 8. Medición de tamaño de partícula mediante dispersión dinámica de luz (DLS). 

 

 

4.5.4.3  Determinación del potencial zeta. 

 

 Un  factor crucial para mantener el  flujo normal en  los capilares es  la conservación del máximo 

estado de dispersión de las partículas suspendidas en un coloide. Esto impide que las partículas se 

agreguen y formen precipitados bloqueando pequeños vasos. El potencial zeta es la medida de la 

fuerza eléctrica que existe entre átomos, moléculas, partículas y/o  células en un  líquido. En  los 

seres  vivos  esto  evita  la  coagulación  intravascular.  Por  esto,  cuanto  mayor  sea  esta  fuerza 

dispersora,  mayor  estabilidad  tendrá  la  solución  y  mayor  será  su  capacidad  para  acarrear 

partículas  en  suspensión.  A  su  vez  cuantas más  partículas  puedan  coexistir  en  el medio, más 

efectiva resultará la suspensión liposomal [98, 83].  

 

El  Cuadro  2 muestra,  de manera  simple,  la  relación  entre  la  estabilidad  de  una  solución  y  su 

potencial zeta [98]. 

 

Cuadro 2. Relación de estabilidad y potencial zeta de una suspensión. 

Estabilidad  Potencial Zeta (mV) 

Muy buena. Dispersión extrema   –100 a –60 mV 

Buena  –60 a –40 mV 

Moderada  –40 a –30 mV 

Umbral de leve dispersión  –30 a –15 mV 

Umbral de aglomeración  –15 a –10 mV 

Fuerte aglomeración y precipitación  –5  a +5 mV 
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El potencial zeta se presenta donde se unen la capa difusa y la de Stern y puede ser medido de una 

manera muy  simple, mientras  que  la  carga  de  la  superficie  y  su  potencial  resultan  difíciles  de 

determinar.  Este potencial puede  ser una manera  efectiva de  controlar  el  comportamiento del 

coloide puesto que  indica cambios en el potencial de  la  superficie y en  las  fuerzas de  repulsión 

entre los coloides. 

 

Su determinación en una solución, es posible aplicando un campo eléctrico en el líquido, lo 

que  hará  que  las  partículas  cargadas  se muevan  hacia  el  polo  positivo  o  negativo  del  campo 

aplicado. La dirección elegida por las partículas indica claramente el signo de la carga que poseen. 

La  velocidad  con  la  cual  se  trasladan es proporcional  a  la magnitud de  la  carga. Determinando 

ambas, dirección y velocidad, bajo la influencia de un campo eléctrico conocido es posible calcular 

la movilidad y el potencial zeta [99‐101]. 

 

 
Figura 9. Esquema para la determinación del potencial zeta (ζ). 

 

 

 

4.5.5  Liofilización de liposomas 

 

La  liofilización se usa frecuentemente para mejorar  la estabilidad fisicoquímica de  liposomas que 

serán empleados  como  sistemas  terapéuticos. Esta  técnica  remueve el agua  libre del  liposoma, 

mediante  un  proceso  de  sublimación  [102‐106],  provocando  que  el  agente  terapéutico  quede 

atrapado en una matriz sólida En este estado, la degradación química de compuestos lábiles, que 

pueden  ser  afectados  en  gran medida  durante  un  proceso  de  secado  convencional,  puede  ser 

retrasada de manera significativa [107]. 
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La liofilización involucra varias etapas: 

 

• Congelación (y acondicionamiento en algunos casos) a bajas temperaturas. 

• Secado  por  sublimación  del  hielo  (o  del  solvente  congelado)  del  producto  congelado, 

generalmente a muy baja presión. 

• Almacenamiento del producto seco en condiciones controladas. 

 

Generalmente,  al  liofilizar  adecuadamente  un material,  éste  se  puede  almacenar  por  períodos 

muy  largos  con  reducciones muy bajas de  sus  características organolépticas,  físicas, químicas  y 

biológicas.  

 

La congelación del material  

 

Cada producto debe congelarse de una manera tal que garantice que sufrirá pocas alteraciones en 

el proceso posterior de sublimación. Se debe conocer con precisión:  

 

• La temperatura en la que ocurre la máxima solidificación, 

• La velocidad óptima de enfriamiento, 

• La temperatura mínima de fusión incipiente. 

 

Se busca que el producto ya congelado tenga una estructura sólida sin  intersticios en  los 

que  haya  líquido  concentrado  para  propiciar  que  todo  el  secado  ocurra  por  sublimación.  Se 

pueden obtener distintas mezclas de estructuras luego de la congelación que incluyen cristales de 

hielo, eutécticos, mezclas de eutécticos y zonas vítreas/amorfas. Estas últimas son propiciadas por 

la  presencia  de  azúcares,  alcoholes,  cetonas,  aldehídos  y  ácidos,  así mismo  como  por  las  altas 

concentraciones de sólidos en el producto inicial. 

 

El secado por sublimación  

 

El proceso de secado como tal puede ocurrir o no a bajas presiones pero en tales condiciones es 

mucho más  eficiente  el  proceso  difusivo.  El  paso  de  hielo  a  vapor  requiere  gran  cantidad  de 

energía que suministrada en alto vacío pues la interface de secado se mueve hacia el interior de la 
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muestra  y  el  calor  tiene  que  atravesar  capas  congeladas  (sistemas  liofilizados  en  bandeja,  sin 

granular)  o  secas  (en  granulados),  generándose  un  considerable  riesgo  de  fusión  del material 

intersticial o quemar la superficie del producto que ya está seco.  

 

Cuando  se  realiza  el  secado mediante  la  liofilización  se  distinguen  tres  fases  o  etapas. 

Cuando en el proceso de liofilización se comienza el calentamiento, empieza a formarse un frente 

de  sublimación o  interfase entre  la  capa  seca y  la capa  congelada de  la muestra el  cual avanza 

progresivamente,  y  para  un  determinado  instante,  a  una  temperatura  de  interfase  (TS)  le 

corresponde una determinada Presión de saturación (Pi). 

 

La transferencia de masa ocurre por la migración de vapores a través de la capa seca de la 

muestra bajo la acción de una diferencia de presión, esta transferencia es alta cuando la diferencia 

de presión es grande. Las tres fases que se distinguen son [102, 103]: 

 

Fase 1: Llamada etapa conductiva. Inicialmente, por el calentamiento de  la muestra,  la velocidad 

de sublimación crece  rápidamente hasta  llegar a un máximo. El  tiempo para agotar esta  fase es 

relativamente  corto;  en  ella  se  lleva  a  cabo  la mayor parte de  remoción de  agua del producto 

(entre un 75‐90%), siendo el mecanismo preponderante la transferencia de calor por conducción.  

 

Fase 2: Primera etapa difusiva. Muestra un descenso  importante de  la velocidad de sublimación 

debido a la formación de una capa porosa de material seco que opone resistencia creciente al flujo 

de calor y al vapor a medida que procede el secado.  

 

Fase 3: Segunda etapa difusiva. La velocidad de sublimación continúa decreciendo de forma que se 

aproxima a cero. Esto debido a que el calor necesario para retirar el agua ligada es más alto que el 

calor de sublimación.  
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5.  JUSTIFICACIÓN  

 

 

En el presente proyecto se plantea el interés por desarrollar sistemas de transporte y liberación de 

agentes  citotóxicos,  que  permitan  depositar  de  manera  más  eficiente  la  dosis  terapéutica 

necesaria  para  controlar  y/o  eliminar  un  tumor,  y  reducir  de manera  significativa  los  efectos 

secundarios asociados con la acción citotóxica de los fármacos antineoplásicos. 

 

Baste  mencionar  que  una  gran  limitante  en  el  tratamiento  de  los  padecimientos 

oncológicos  que  actualmente  se  llevan  a  la  práctica  clínica,  está  asociada  con  el  alto  grado  de 

toxicidad que  se produce en  tejido  sano como efecto de  la  inespecificidad que caracteriza a  los 

tratamientos  de  quimio  y  radioterapia.  Los  efectos  secundarios  que  se  observan  durante  la 

realización del tratamiento no solo merman  la calidad de vida del paciente oncológico, sino que 

además  determinan  que  los  pacientes  no  puedan  continuar  con  la  totalidad  del  tratamiento, 

reduciendo la expectativa del éxito del procedimiento terapéutico.  

 

Al co‐encapsular diferentes fármacos antineoplásicos dentro de vesículas  liposomales, no 

solo se pretende disminuir la toxicidad asociada a estos y generar una liberación paulatina de los 

agentes citotóxicos, específicamente se pretende potenciar el mecanismo de acción al suministrar 

un  tratamiento  combinado que disminuya  los posibles efectos adversos que pueden producirse 

como resultado de una ingesta masiva de dichas sustancias en forma libre y por separado. 

 

Particularmente,  el  desarrollo  del  proyecto  plantea  ofrecer  a  los  pacientes  que  son 

atendidos en el Instituto Nacional de Cancerología, una alternativa de tratamiento de menor costo 

y menor toxicidad, mejorando su calidad de vida durante y después del tratamiento.  
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6.  OBJETIVOS  

 

 

6.1  OBJETIVO GENERAL 

 

Elaboración y caracterización fisicoquímica de una formulación liposomal para la co‐encapsulación 

y transporte de  los agentes de quimioterapia doxorrubicina y 5–fluorouracilo. 

 

 

6.2  OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Implementar  técnicas de encapsulación de doxorrubicina  (adriamicina) y 5–fluorouracilo 

en liposomas. 

 

 Realizar  pruebas  para  la  evaluación  fisicoquímica  de  la  formulación  liposomal,  que 

permitan  establecer  su  composición,  morfología,  eficiencia  y  estabilidad  de  carga  del 

fármaco, así como la estabilidad de las vesículas es suspensión.  
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7.  DESARROLLO  EXPERIMENTAL  

 

7.1  MÉTODO PARA LA ELABORACIÓN DE LA SUSPENSIÓN LIPOSOMAL 

 

A continuación se describen  las metodologías  implementadas en  la elaboración de  las diferentes 

suspensiones  liposomales  que  se  utilizaron  para  encapsular  doxorrubicina  y  5‐fluroracilo, 

mediante  la  técnica  de  rehidratación  de  lípidos.  Se  describen  primero  la metodología  general 

utilizada  en  la  elaboración  de  la  suspensión  y  posteriormente  se  especifican  las  variantes 

experimentales para cada caso particular de los fármacos.  

 

7.1.1  Preparación de bicapa lipídica [41, 76] 

 

En un vaso de precipitados de 50 ml se depositaron: Fosfatidilcolina hidrogenada de soya (HSPC) y 

Colesterol (CHOL) para la constitución de la membrana liposomal, Metoxi‐polietilenglicol (m‐PEG) 

en  forma  de  sal  de  amonio  de  1,2‐Diaesteroil‐sn‐glicero‐3‐fosfoetanoloamina‐N‐[Metoxi‐

polietilenglicol‐2000]  para  formar  el  recubrimiento  estérico  del  liposoma  y,  α‐Tocoferol  [(±)‐α‐

Tocoferol] como medio preservador  (antioxidante) de  los  fosfolípidos. Las proporciones molares 

utilizadas inicialmente se muestran a continuación:  

 

HSPC : CHOL : m‐PEG : α‐Tocoferol  

                                                           51   :    42.5   :    5       :        1.5 

 

Los componentes  fueron disueltos en 10 ml de cloroformo  (Sigma‐Aldrich, USA.), a  temperatura 

ambiente, empleando un agitador y parrilla magnéticos.  

 

Una vez obtenida una mezcla homogénea, ésta se trasvasó a un matraz de bola de 500 ml 

y  se  sometió  a  agitación  continua  en  un  rotavapor  (Laborota‐400,  Heidolph,  Alemania), 

manteniendo el sistema a 40°C, bajo una presión reducida de vacío y a una velocidad de agitación 

de 240 rpm, hasta evaporar por completo el solvente orgánico. Posteriormente, el matraz de bola 
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se mantuvo bajo condiciones de presión reducida y con una agitación constante de 60 rpm por un 

periodo de 30 minutos.  

 

Cabe resaltar que se debió tener especial cuidado durante la evaporación del disolvente a 

fin  de  que  los  fosfolípidos  no  llegasen  a  cristalizarse,  pues  se  observó  que  esto  repercute 

directamente en la formación de la bicapa lipídica y por ende en la de los liposomas.  

 

Una vez formada la bicapa lipídica (cama de lípidos) sobre las paredes del matraz, éste se 

retiró del  rotavapor y  se colocó dentro de un desecador, al que  le  fue aplicado vacío, donde  la 

muestra permaneció durante  24 hrs con el fin de secar por completo la cama lipídica. 

 

7.1.2  Hidratación de bicapa lipídica 

 

En función de la proporción másica: fármaco/fosfolípido (m/m), se procedió a pesar el fármaco (5‐

FU o DOXO) y disolverlo.   

 

La mitad de la masa del fármaco se colocó en un vaso de precipitados y se disolvió en una 

solución de  sulfato de amonio  ((NH4)2SO4) de  concentración 300 mM, previamente preparada y 

filtrada a través de un sistema Corning CA (Celluse Acetate) de acetato de Celulosa con tamaño de 

poro de 0.22 μm. 

 

El  resto  del  fármaco  se  agregó  y  disolvió  en  un  segundo  vaso  de  precipitados  con  una 

solución de PBS  (Phosphate Buffer Solution) esterilizada a 110°C por un periodo de 20 minutos, 

que contenía una concentración 300 mM de sacarosa y cuyo pH se ajustó a 6.3 unidades con HCl 

estéril.  

 

Ambas  soluciones  se  agitaron  vigorosamente  a  65°C  durante  30  min.  Al  término,  el 

fármaco en sulfato de amonio se agregó a la cama lipídica haciendo pasar la solución a través de 

un filtro de 0.22 m. El matraz con la cama lipídica y la solución de sulfato de amonio se colocó en 

el rotavapor donde se mantuvo a una velocidad de 120 rpm por un periodo de 30 minutos y a una 

temperatura de 65°C, que corresponde a la temperatura de transición (Tc) del fosfolípido (HSPC). 
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La segunda solución (PBS + fármaco) se adicionó al matraz de bola siguiendo el mismo proceso de 

filtrado y agitación.  

 

Una vez concluida  la agitación, el matraz se dejó en reposo a temperatura ambiente por 

una hora. Posteriormente  la  solución  fue  trasvasada  a un  tubo  cónico  (BD  Falcon™, USA.)  y  se 

conservó a 4°C hasta su posterior utilización.  

 

Todos  los procedimientos descritos anteriormente  se  realizaron dentro de una campana 

de  flujo  laminar  SterilGARD®  III  (BAKER  Company,  USA.),  utilizando  material  estéril  que  fue 

protegido de la luz al igual que los fármacos utilizados, con el fin de evitar la degradación de estos 

últimos.  

 

7.1.3  Remoción del fármaco no atrapado 

 

Para  este  fin  se  empleó  la  técnica  de  diálisis  pasiva  con membranas  para  diálisis  de  3500  Da 

(Spectra/PorÒ, Canada). Como medio de purificación se utilizó PBS con una concentración 300 mM 

de sacarosa y con un pH de 6.3, que se preparó y esterilizó previamente. 

  

Se usó una  relación 1/20  (volumen/volumen) de  suspensión  liposomal/medio de diálisis 

(PBS). Cada 24 horas el medio fue sustituido por medio libre de fármaco hasta completar 72 horas. 

Una vez  concluido este  tiempo,  la  suspensión  se extrajo de  la membrana y  fue  colocada en un 

tubo  cónico  estéril.  El  tubo  se  protegió  de  la  luz  y  se  conservó  a  4°C  hasta  el  siguiente 

procedimiento.  

 

7.1.4  Extrusión de las vesículas liposomales [84, 88] 

 

El proceso de  extrusión  se utilizó para homogenizar  el  tamaño de  las  vesículas  liposomales.  La 

extrusión se llevo a cabo del modo siguiente:  

 

Primero, el volumen de la suspensión se duplicó con PBS (sacarosa 300 mM y pH=6.3) para 

facilitar el proceso. Antes de la extrusión, la suspensión se llevó a 65°C sumergiendo el tubo cónico 
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con  la  preparación  liposomal  en  un  baño  de  agua  a  dicha  temperatura.  Posteriormente,  la 

suspensión se hizo pasar, bajo condiciones estériles, por un equipo de extrusión (LipexTM Extruder, 

Northern Lipids, Canada) que se mantuvo a la temperatura de transición de los fosfolípidos (HSPC, 

Tc=65°C) mediante  un  baño  recirculador.  Se  empleó  una  presión moderada  (300‐800  psi)  de 

nitrógeno  para  conducir  la  suspensión  a  través  de  los  filtros  de  policarbonato  Whatham 

(Nucleopore Northern Lipids, Canada) de 400 nm (2x), 200 nm (2x) y 100 nm (5x). Una vez que se 

completaron  los  ciclos de extrusión,  los  liposomas  se  conservaron a 4°C  y protegidos de  la  luz. 

Todo el proceso se realizó dentro de la campana de flujo laminar.  

 

7.1.5  Remoción del fármaco liberado durante la extrusión 

 

Se empleó nuevamente  la técnica de diálisis pasiva. La suspensión se colocó en membranas para 

diálisis (Spectra/ PorÒ MWCO: 3500, Canada). Como medio de purificación se empleó PBS con una 

concentración 300 mM de sacarosa, y con un pH de 6.3, que se esterilizó previamente. Se utilizó 

una relación 1/20 (v/v) de suspensión liposomal/PBS, durante este proceso. 
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7.2 EXPERIMENTO 1  

 

7.2.1 Liposomas cargados con 5‐fluorouracilo (5‐FU) 

 

Se  prepararon  dos  lotes  de  12 ml  de  liposomas  tipo  Stealth  (100  y  50  nm  respectivamente), 

empleando  una  proporción másica  1:13  del  fármaco  respecto  a  los  componentes  hidrofóbicos 

(fosfolípidos), y un tercer lote (100 nm) usando una relación 1:6. Se consideró una concentración 

final de 5 mg/ml de 5‐FU en los tres lotes.  

 

7.2.2 Liposomas cargados con doxorrubicina (DOXO) 

 

Se  prepararon  dos  lotes  de  liposomas  (100  nm)  tipo  Stealth,  de  10  ml  c/u,  utilizando  una 

proporción  másica  1:40.5  de  DOXO  respecto  a  la  cantidad  de  componentes  hidrofóbicos.  Se 

consideró  una  concentración  final  de  0.74 mg/ml  de DOXO.  Fueron  aplicadas  dos  variantes  en 

términos del procedimiento de encapsulación: 

 

a. Lote 1.  Se  realizó  la hidratación  invirtiendo el proceso habitual  (descrito en  la  sección 

7.1),  es  decir,  en  este  caso  se  utilizó  primero  una  solución  de  DOXO  en  PBS,  y 

posteriormente se agregó la solución de DOXO en sulfato de Amonio (300 mM) a la cama 

lipídica. 

 

b. Lote 2. Se realizó el mismo procedimiento de rehidratación descrito para el Lote 1, pero, 

en un tercer paso de hidratación, fue agregada una solución de (NH4)2SO4 (700 mM) para 

inducir la formación de un gradiente con la finalidad de incrementar la encapsulación de 

DOXO. 
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7.3 EXPERIMENTO 2 

 

La  siguiente metodología  se  implementó para evaluar un posible  incremento en  la eficiencia de 

encapsulación de 5‐FU, así como una mejora en el proceso de homogenización del tamaño de las 

vesículas, en función de la cantidad de colesterol utilizada en la formulación.  

 

La  preparación  de  la  cama  lipídica  se  realizó  siguiendo  el  procedimiento  descrito 

anteriormente (Sección 7.1). La proporción molar utilizada en este caso fue la siguiente:  

 

HSPC : CHOL : m‐PEG : α‐Tocoferol  

                                                           55    :    35.5   :    7       :        2.5 

 

Se preparó un lote de liposomas (100 nm) tipo Stealth de 10 ml empleando una proporción másica 

1:6 (5‐FU: fosfolípidos). Se consideró una concentración final de 5 mg/ml de 5‐fluorouracilo.  
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7.4 EXPERIMENTO 3 

 

En este procedimiento se generó un gradiente mayor en la zona transmembrana de los liposomas, 

con el  fin de  facilitar el  ingreso de  los  fármacos a su  interior. Se consideró para este estudio,  la 

preparación de dos tipos de suspensiones, una para  la encapsulación de DOXO y otra para  la co‐

encapsulación de DOXO y 5‐FU.  

 

El gradiente se describe como el cociente de la relación:  

  
  

LIPOSOMAdelEXTERIOR

LIPOSOMAdelINTERIOR

SONH

SONH

__424

__424
 

Para  ello  se  desarrollaron  dos  estrategias.  Por  una  parte,  se  incrementó  la  concentración  de 

sulfato de amonio, que contendría la solución para rehidratar la cama lipídica; y por otro lado, se 

implementó  un  proceso  de  liofilización  a  fin  de  remover  la  totalidad  del medio  de  suspensión 

(PBS).   

El  procedimiento  utilizado  en  la  formación  de  estos  liposomas  es  el  mismo  que  se 

describió con anterioridad, salvo las siguientes modificaciones: 

 

 La proporción másica utilizada para  la preparación de  la suspensión  liposomal con DOXO fue 

1:8 (fármaco: componentes hidrofóbicos); y para la suspensión de co‐encapsulación de DOXO 

y 5‐FU  la proporción  fue 1:4. El cálculo de  la masa requerida para cada componente se hizo 

considerando una concentración final de 2 mg/ml en la suspensión de DOXO y de 1mg/ml para 

cada fármaco en la suspensión de co‐encapsulación.  

 

 En la rehidratación de la bicapa lipídica se utilizó, desde el inicio, un volumen total (10 ml) de 

sulfato de amonio 700 mM. A diferencia de la metodología anterior, en la solución de sulfato 

de amonio no se disolvió parte del fármaco (DOXO o 5‐FU) a encapsular. 

 

 Previo a la extrusión, se implementaron ciclos de sonicación, con un equipo D150H Ultrasonic 

Cleaner  (DELTA,  USA.)  con  una  potencia  de  salida  de  150  W,  con  el  fin  de  facilitar  la 
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homogenización del  tamaño de  los  liposomas. Se aplicaron cinco ciclos: 2 min de sonicación 

seguidos de 2 minutos de relajación a una temperatura de 30°C.  

 

 Después de la sonicación los liposomas, cargados con el sulfato de amonio, se liofilizaron por 

24 horas en un equipo Free Zone® 7670521 (Freeze Dry System Labconco, USA.). Al término, la 

suspensión se mantuvo en refrigeración (4°C). 

 

 Se  prepararon  soluciones  de  los  fármacos  en  PBS  (300 mM  de  sacarosa,  pH  6.3).  Para  las 

soluciones  de  doxorrubicina,  se  usó  clorhidrato  de  doxorrubicina  liofilizado  contenido  en 

frascos  ámpulas  de  la marca DOXOLEM®  (Lemery  S.A.  de  C.  V.).  Para  el  5‐fluorouracilo,  se 

utilizó este compuesto grado reactivo (pureza ≥99%, TLC) (Sigma, USA.). 

 

 La  suspensión  liofilizada  se  reconstituyó  con  la  solución del  fármaco a encapsular mediante 

agitación a 3000 rpm durante tres minutos hasta homogenizar  la mezcla:  liposomas – sulfato 

de amonio – fármaco – PBS. Posteriormente, esta mezcla se trasvasó a un matraz de bola que 

se agitó en el rotavapor a 180 rpm por 30 minutos y a una temperatura de 65°C. La suspensión 

resultante se almacenó a 4°C.  

 

 La suspensión de  liposomas cargados con alguno de  los fármacos (DOXO o 5‐FU) o bien, con 

una  combinación  de  ambos,  se  sometió  nuevamente  a  sonicación,  aplicando  dos  ciclos:  1 

minuto de sonicación y un periodo de relajación de 2 minutos a una temperatura de 30°.  

 

 Durante la extrusión, se tomaron muestras de 1 ml al término de cada ciclo de filtración (400, 

200 y 100 nm), a fin de evaluar el grado de liberación de fármaco del interior de los liposomas 

debido a este proceso.  
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7.5 EXPERIMENTO 4 

 

Al  observar  que  el  gradiente  de  sulfato  de  amonio  (Experimento  3)  funcionaba  de  manera 

favorable como promotor de  la encapsulación de  los fármacos doxorrubicina y 5‐fluorouracilo en 

sistemas  independientes  o  bien,  en  el  mismo  sistema  liposomal,  se  decidió  incrementar  la 

concentración de la solución de sulfato de amonio que se emplearía para cargar los liposomas con 

dicha  sal  y  con  ello  generar  una  fuerza  impulsora  que  permitiera  el  ingreso  de  cantidades 

superiores de los fármacos a la zona acuosa de las vesículas formadas.  

 

Para  este  fin  se  preparó  un  solución  1  M  de  sulfato  de  amonio  (NH4)2SO4  en  agua 

desionizada. La preparación de la suspensión liposomal se realizó siguiendo la misma metodología 

descrita con anterioridad,  salvo que en este caso el  tiempo de  liofilización  fue de 36 horas. Las 

proporciones molares que se emplearon fueron las mismas del Experimento 2:  

 

HSPC : CHOL : m‐PEG : α‐Tocoferol  

                                                           55    :    35.5   :    7       :        2.5 

 

Durante el experimento se evaluaron los siguientes lotes: 

 

1. Liposomas cargados con DOXO evaluando dos concentraciones de fármaco (2 y 4 mg/ml) 

en  la  suspensión  final  resultante.  En  ambos  casos  la  proporción  másica  (fármaco: 

fosfolípidos) fue de 1:8. 

 

2. Liposomas  cargados  con  5‐FU,  considerando  una  concentración  de  2  mg/ml  en  la 

suspensión final, y una proporción másica 1:8. 

 

3. Liposomas cargados con la combinación DOXO‐5FU, considerando una concentración final 

de 1 mg/ml para cada fármaco. La proporción másica también fue de 1:8. 
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7.6 EXPERIMENTO 5 

 

Para disminuir la pérdida de fármaco encapsulado durante el proceso de extrusión, se implementó 

una nueva metodología. En este caso los liposomas cargados con sulfato de amonio y preparados 

de acuerdo  con el procedimiento descrito en el Experimento 4,  se  sometieron primeramente a 

extrusión, hasta alcanzar un tamaño promedio de 200 nm, y posteriormente fueron  liofilizados y 

cargados con fármaco(s). Finalmente  los  liposomas fueron nuevamente sometidos a sonicación y 

extruidos para llevarlos a un tamaño ≈ 100 nm. 

 

 

7.7 TÉCNICAS  PARA  LA  CARACTERIZACIÓN  DE  LAS  SUSPENSIONES 

LIPOSOMALES 

 

7.7.1 Cuantificación de fosfolípidos en la suspensión liposomal por técnica de Stewart 

[76, 95] 

 

7.7.1.1 Preparación de ferrotiocianato de amonio (NH4FeSCN) 

 

Se pesaron 27 g de cloruro férrico hexahidratado (FeCl3∙6H2O) (Sigma‐Aldrich, Alemania) y 30 g de 

tiocianato  de  amonio  (NH4SCN)  (Sigma‐Aldrich,  Alemania)  y  se  disolvieron  en  un  litro  de  agua 

desionizada, agitando vigorosamente la mezcla por un periodo de 20 min, hasta homogenizarla. 

 

7.7.1.2 Curva patrón 

 

Se pesaron 25 mg de HSPC en un vaso de precipitado, y posteriormente éstos se disolvieron en 10 

ml de cloroformo (CHCl3). A continuación la solución se homogenizó agitándola a 3000 rpm por un 

periodo de 3 minutos, obteniendo una solución homogénea con una concentración de 2.5 mg/ml. 

Posteriormente,  se  realizó  una  dilución  1:10  de  dicha  solución.  Esta  nueva  solución,  con 

concentración de 0.25 mg/ml, se agitó nuevamente, hasta ser homogenizada.  
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Se tomaron volúmenes de 0.1, 0.2, 0.3 0.4 y 0.5 ml de dicha solución y se colocaron en tubos de 

vidrio con  tapa  (por  triplicado). Cada  tubo se aforó a 2 ml con cloroformo, y posteriormente se 

agitaron vigorosamente por un 1 min. En cada muestra se agregaron 2 ml de  ferrotiocianato de 

amonio (NH4SCN), se agitaron durante 1 min y posteriormente se centrifugaron (Centrifuge 5702 

R, Eppendorf, USA.) a una velocidad de 3500 rpm durante 5 min y manteniendo una temperatura 

de 4°C. 

 

Se observó  la  formación de una  fase colorida  (fase acuosa) en  la parte superior de cada 

tubo y una fase incolora (fase orgánica) en la parte inferior. La fase acuosa se retiró con una pipeta 

Pasteur, y la fase clorofórmica se depositó en una celda de cuarzo de 1 cm de longitud. La celda se 

colocó  en  un  espectrofotómetro DUÒ  530  (Beckman  coulterTM, USA.),  y  se  leyó  la  absorbancia 

correspondiente a una  longitud de onda λ=488 nm. El procedimiento se repitió con cada uno de 

los tubos.  

 

7.7.1.3 Cuantificación de fosfolípidos en muestras 

 

Se  tomó una muestra de 5 μl de cada uno de  los  lotes de  liposomas y se colocó en un  tubo de 

vidrio, posteriormente  se aforó  con  cloroformo hasta un volumen de 2 ml. Se  realizó el mismo 

procedimiento descrito anteriormente y se leyó la absorbancia correspondiente a la fase orgánica. 

De igual manera que para los puntos de la curva patrón, las muestras de liposomas se prepararon 

y evaluaron por triplicado.  

 

Debido a que la doxorrubicina presenta una absorbancia con λ=470 nm, muy cercana a la λ  

en  la  que  se miden  los  fosfolípidos,  para  las  suspensiones  que  contenían DOXO  fue  necesario 

remover dicho fármaco de las muestras antes de procesarlas con la técnica de Stewart.  

Para ello se realizó lo siguiente: 

 

1. Se  tomaron muestras  de  10  μl  (por  triplicado)  de  cada  uno  de  los  lotes  de  liposomas  y  se 

colocaron en un microtubo (Eppendorf, USA.) de 2 ml.  

2. Se  adicionaron  90  μl  de  agua  desionizada  y  se  agitó  la mezcla moderadamente  durante  1 

minuto.  
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3. Posteriormente, se tomaron 30 μl de  la dilución anterior  (1:10) y se colocaron en un tubo de 

vidrio con tapón. 

4. El agua presente en  la muestra, donde se disolvió  la mayoría de  la doxorrubicina, se secó con 

nitrógeno gaseoso. 

5. Posteriormente  se  agregaron 15  μl más de  agua desionizada,  a  fin de disolver  las  trazas de 

doxorrubicina que pudiesen estar presentes.  

6. El agua se removió nuevamente con nitrógeno. 

 

7.7.2 Medición de tamaño de partícula  

 

Las mediciones de tamaño de partícula se realizaron a 25°C utilizando un equipo 90PLUS Particle 

size & Zeta sizer (Brookhaven Instruments, USA.), basado en el fenómeno de dispersión dinámica 

de la luz [96, 97]. Para ello, se disolvieron muestras de 5 µl de cada lote de liposomas en 2.5 ml de 

una solución de KCl 10 mM dentro de una celda de plástico. Se realizaron tres mediciones de tres 

minutos cada una, empleando los siguientes parámetros: Temperatura=25°C, Viscosidad=0.890 cP, 

Índice de refracción= 1.330, Ángulo=90° y λ=657.0 nm. La calibración del equipo se realizó con una 

suspensión  de microesferas  de  poliestireno  en  agua  (Duke  Scientific  Corporation, USA.)  con  las 

siguientes  características:  Diámetro  Certificado=92  nm  ±3.7,  Desviación  estándar=7.0  nm, 

Coeficiente  de  variación=7.6%,  Diámetro  hidrodinámico=89–94  nm  (PCS),  Densidad  de  la 

microesfera=1.05 g/cm3, Índice de refracción=1.59 a 589 nm, Concentración aproximada=1%. 

 

7.7.3 Medición de potencial zeta 

 

 Se tomaron muestras de 5 μl de cada lote de liposomas. Posteriormente cada muestra se disolvió 

en 2.5 ml de una solución 1 mM de KCl dentro de una celda de plástico [99]. La celda se colocó en 

el equipo 90PLUS Particle size & Zeta sizer y se  llevó a cabo  la medición a 25°C, considerando un 

pH=5.30,  una  concentración  de  1 mg/ml  y  una  constante  dieléctrica=78.54.  La  calibración  del 

equipo se hizo utilizando el estándar de referencia BI‐ZR3  (Brookhaven  Instruments Corporation, 

USA.),  con  las  siguientes  características:  polvo  azul  obscuro  de  origen  inorgánico,  tamaño  de 

partícula≈300 nm, valor promedio de potencial zeta= – (53 ± 4) mV, conductancia ≈320 μS ± 10%.  
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7.7.4 Cuantificación de fármaco encapsulado 

 

7.7.4.1 Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC) 

 

Las  concentraciones  de  doxorrubicina  y  de  5‐fluorouracilo  en  las  suspensiones  liposomales  se 

cuantificaron utilizando métodos descritos previamente [58, 62, 63], con algunas modificaciones.  

  

Para la cuantificación de 5‐fluorouracilo se empleó un equipo Waters 650E solvent delivery 

(Waters Assoc. Milford MA, USA) con un inyector de 20 µl (Rheodyne, Cotati Ca, USA.), así como un 

detector UV486. En el caso de doxorrubicina, se utilizó el mismo equipo Waters 650E y además un 

equipo WATERS‐ALLIANCE 2695, acoplados ambos a un detector de fluorescencia. 

 

 

7.7.4.2 Extracción de doxorrubicina y 5‐fluorouracilo  

 

Para extraer  la DOXO y el 5‐FU de  las vesículas  liposomales, se desarrolló el procedimiento que a 

continuación se describe:  

 

1. Se tomó una muestra de 100 µl de cada suspensión y se colocó al interior de un tubo Corning® 

Cryogenic de 5 ml. 

2. Se adicionaron 10 µl de una solución del estándar interno correspondiente con concentración 10 

µg/ml (daunorrubicina para la DOXO y 5‐clorouracilo para el 5‐FU).  

3. Se agregaron 2 ml de una mezcla Isopropanol/cloroformo en proporciones 1/1 (v/v). 

4. La mezcla contenida en el tubo se homogenizó, agitando a 3000 rpm por un periodo de 3 min.  

5.  La solución se centrifugó a 6000 rpm, 4°C y por un periodo de 10 min.  

6. Se tomaron y desecharon 500 µl de la parte superior de la solución. 

7. Del sobrenadante (1.5 ml) se tomó 1 ml y se trasvasó a un microtubo (Eppendorf, USA.) de 2 ml 

donde se llevó a sequedad total colocándolo en un baño a 40°C y sometiéndolo a una corriente de 

nitrógeno gaseoso. 
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8. Tras  secar  por  completo  la  muestra,  ésta  se  resuspendió  en  100  µl  de  la  fase  móvil 

correspondiente, formiato de amonio (pH=3) para el caso de doxorrubicina y KH2PO4 (pH=3) en el 

caso de 5‐fluorouracilo. 

9. La nueva solución se homogenizó e inyectó en el equipo de HPLC. 

10. La concentración de  fármaco presente en  la solución  liposomal se calculó mediante una curva 

patrón preparada con cada fármaco. 

 

 

7.7.4.3 Preparación de la curva patrón para la cuantificación de los fármacos 

 

Se  prepararon  soluciones  a  cuatro  diferentes  concentraciones  de DOXO  y  5‐FU:  20,  10,  5  y  2.5 

µg/ml en PBS (pH=6.3 y con una concentración 300 mM de sacarosa).  

 

Se  siguió  el  mismo  procedimiento  descrito  anteriormente,  utilizando  liposomas  blanco  (sin 

fármaco) como vehículo.  
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Condiciones para la cuantificación de 5‐fluorouracilo por Cromatografía Líquida de Alta Resolución 

(HPLC): 

 

Columna:  µBondaPack C‐18, 3.9 x 150 mm 

Fase móvil:  KH2PO4 con pH=3.0 

Flujo:  1.5 ml/min 

Presión:  1200‐1300 psi 

Temperatura:  20°C 

Tiempo de corrida:  5 min 

   T de retención para 5‐Fluorouracilo:  2.5 min 

   T de retención para 5‐Clorouracilo:  4.1 min 

λ:      266 nm 

 

 

Condiciones para la cuantificación de doxorrubicina por Cromatografía Líquida de Alta Resolución 

(HPLC): 

 

Columna:  µBondaPack C‐18, 3.9 x 150 mm 

Fase móvil: 
  55 % de formiato de amonio con pH=3.0 

    45 % de acetonitrilo 
Flujo:  2.0 ml/min 

Presión:  1500‐1600 psi 

Temperatura:  20°C 

Tiempo de corrida:  3 min 

    T de retención para Doxorrubicina:  1.0 min 

    T de retención para Daunorrubicina:  1.3 min 

Xλ  480 nm 

eλ  580 nm 

Gain  1 

EUFS  1000 
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8.  DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

8.1  EXPERIMENTO 1 

 

8.1.1  Tamaño de partícula 

 

En  la  Tabla  1  se  presentan  los  tamaños  de  partícula  que  se midieron  para  los  lotes  1,  2  y  3, 

cargados  con  5‐fluorouracilo  (5‐FU),  y  de  los  dos  lotes  que  fueron  cargados  con  doxorrubicina 

(DOXO). El Lote 2 de 5‐FU se hizo pasar por ciclos adicionales (5x) de extrusión a través de filtros 

de 50 nm, a fin de evaluar posibles mejoras en la homogenización del tamaño al compararlo con el 

Lote 1 de 5‐FU que se preparó de  la misma manera, pero que se sometió al proceso normal de 

extrusión  (hasta  filtros  de  100  nm).  En  el  Lote  3  se  modificó  la  proporción  másica 

(fármaco:fosfolípidos). Para los lotes de DOXO la variación se realizó en términos de la técnica de 

rehidratación (Ver Desarrollo Experimental) así como en  la relación másica empleada del agente 

antineoplásico respecto a los fosfolípidos.  

 

Tabla 1. Tamaño de partícula de liposomas del Experimento 1.

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Diámetro 

efectivo (nm)
Índice de 

polidispersión 

Tipo de 
distribución 
poblacional 
de tamaño 

1  5‐FU  1:13  167.3 ± 0.7  0.128  Bimodal 

2  5‐FU  1:13  158.8 ± 0.3  0.189  Bimodal 

3  5‐FU  1:6  121.5 ± 0.7  0.145  Bimodal 

1  DOXO  1:40.5  205.1 ± 1.0  0.155  Bimodal 

2  DOXO  1:40.5  191.5 ± 0.9  0.177  Bimodal 

 

El  índice de polidispersión mide  la homogeneidad de  la muestra de  liposomas con respecto a su 

diámetro. Un valor de 0.0 representa una muestra completamente homogénea, mientras que un 

valor de 1.0 representa una muestra totalmente heterogénea. El tipo de distribución poblacional 

de  tamaño  indica  la  presencia  de  una,  o más  zonas  o  distribuciones  de  tamaños.  La  Figura  1 

ejemplifica el caso del Lote 3 de 5‐FU, donde se observan dos poblaciones de tamaño, 103.5 nm y 

338.9 nm. Un comportamiento similar se observa en los otros lotes. 
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Figura 1. Determinación del tamaño de partícula del Lote 3 de 5‐FU en 90Plus Particle Sizing Software Ver. 

4.09. Arriba a  la derecha, se observa el histograma con  las dos concentraciones de tamaño en  la muestra. 

Abajo, distribución poblacional de tamaño. 

 

Los resultados indican que la proporción fármaco:fosfolípidos, posiblemente influye en el tamaño 

de los liposomas después de la extrusión. En el caso de los Lotes 1 y 2 de 5‐FU, preparados con una 

relación 1:13 (fármaco:fosfolípidos), el tamaño promedio de las vesículas es 167.3 ± 0.7 y 158.8 ± 

0.3 nm respectivamente, mientras que para el Lote 3, elaborado con una relación 1:6, el tamaño 

pudo  ser  disminuido  hasta  121.5  ±  0.7  nm.  Aparentemente,  una  concentración  mayor  de 

fosfolípidos  en  la  suspensión  produce  vesículas  con  una membrana más  rígida,  dificultando  la 

disminución de su tamaño durante el proceso de extrusión [109‐111]. Por otra parte, también es 

posible  que  la  presencia  de  las  moléculas  de  fármaco  al  interior  de  las  vesículas  genere  un 

requerimiento estérico impidiendo que el volumen de las vesículas pueda ser reducido más allá de 

un cierto límite [112, 113].  
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8.1.2  Potencial zeta 

 

La Tabla 2 muestra el  los valores de potencial zeta para  los diferentes  lotes preparados durante 

este experimento.  

 

Tabla 2. Datos correspondientes a la medición del potencial zeta. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Potencial zeta 

(mV) 
Estabilidad asociada 

1  5‐FU  1:13  ‐33.14 ± 2.52  Moderada 

2  5‐FU  1:13  ‐28.11 ± 2.09  Umbral de leve dispersión 

3  5‐FU  1:6  ‐33.06 ± 3.37  Moderada 

1  DOXO  1:40.5  ‐34.84 ± 3.40  Moderada 

2  DOXO  1:40.5  ‐32.13 ± 2.78  Moderada 

 

En la tabla anterior se observa que, con excepción del Lote 2 de 5‐FU, los lotes preparados poseen 

potenciales  superiores  a  los  ‐30 mV.  Dichos  valores  de  potencial  zeta  permiten  inferir  que  la 

metodología  implementada  y  el  uso  del  buffer  de  fosfatos  como  medio  dispersor,  producen 

suspensiones estables,  independientemente del  fármaco que ha  sido atrapado al  interior de  las 

vesículas. 

 

El valor de potencial para el Lote 2 de 5‐FU, muestra que al hacer pasar  la suspensión por filtros 

con  tamaño de poro de 50 nm, es probable que  se  indujera una variación en  la distribución de 

cargas  presentes  alrededor  de  los  liposomas,  reduciéndose  la  fuerza  de  dispersión  entre  los 

mismos [83, 99]. 

 

Los  resultados  también  indican  que  el  potencial  zeta  no  se modificó  en  función  de  la  relación 

fármaco/fosfolípidos  (masa/masa).  Es  decir,  se  obtuvieron  valores  semejantes, 

independientemente de la proporción utilizada (1:6, 1:13 o bien 1:40.5). Esto último sugiere que el 

valor para dicho potencial es afectado únicamente por el tamaño de las vesículas, la naturaleza del 

fosfolípido  que  constituye  la membrana  de  los  liposomas  y  el método  que  se  emplea  para  su 

elaboración.  



DISCUSIÓN DE RESULTADOS    51 

 

8.1.3  Cuantificación del fármaco encapsulado 

 

La Figura 2, muestra la curva patrón utilizada para la cuantificación de doxorrubicina encapsulada 

en liposomas mediante la técnica de Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC). En la figura 

se grafica la concentración (g/ml) del fármaco (DOXO) vs el cociente de la altura del pico (señal) 

de DOXO entre  la altura del pico de daunorrubicina  (DAUNO), que es el estándar  interno. Este 

cociente se utiliza para corregir posibles variaciones asociadas con el proceso de preparación de la 

muestra. Se muestra la regresión lineal de la ecuación asociada a la curva.  
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Figura 2. Curva patrón para la cuantificación de doxorrubicina en liposomas. 
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En la Figura 3, se muestra la curva patrón para la cuantificación de 5‐FU. Es importante mencionar 

que la cuantificación de los fármacos (DOXO y 5‐FU) se hizo de manera independiente, aún cuando 

una misma suspensión liposomal contuviera ambos fármacos. Esto, es debido a que cada fármaco 

requiere una fase móvil y un sistema de detección diferentes. Al igual que en la Figura 1, se grafica 

la concentración vs el cociente de  la altura de  los picos. En este caso el estándar  interno  fue 5‐

clorouracilo (5‐CU). 
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Figura 3. Curva patrón para la cuantificación de 5‐fluorouracilo en liposomas. 
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En la Tabla 3, se presentan las eficiencias de encapsulación de los Lotes 1 y 2 de DOXO.  

 

Tabla 3. Cuantificación de doxorrubicina en liposomas del Experimento 1. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos) 
Concentración 
Inicial (μg/ml) 

Concentración 
final (μg/ml) 

Eficiencia 
(%) 

1  DOXO  1:13  740  4.7 ± 0.87  0.63 

2  DOXO  1:13  740  3.9 ± 0.20  0.53 

 

Como se puede observar, las eficiencias de encapsulación para ambos lotes fueron menores al 1%.  

Es posible que  la baja eficiencia se deba a  la manera en que  fue realizada  la rehidratación de  la 

bicapa  lipídica:  en  ambos  lotes  el  proceso  se  llevó  acabo  primeramente  con  la  solución  de 

(NH4)2SO4  y  posteriormente  con  la  solución  de  PBS,  en  ambas  soluciones  se  incluyó  parte  del 

fármaco a encapsular. Al quedar atrapados de manera simultánea el sulfato de amonio y la DOXO 

durante  la  formación de  las vesículas, se esperaba  tener una concentración similar de cada uno 

dentro y fuera del  liposoma, y al agregar una cantidad adicional de DOXO en el PBS, se esperaba 

producir un gradiente de concentración, que en teoría produciría un intercambio de moléculas del 

fármaco, proveniente del exterior del  liposoma, por  las moléculas del sulfato de amonio que fue 

atrapado al interior del mismo.  

Sin embargo, es posible que  la ausencia de un gradiente de pH adecuado  (mediante una mayor 

concentración  de  (NH4)2SO4)  limitara  el  ingreso  de  los  fármacos  al  interior  de  los  liposomas. 

Abraham  S.A.  y  colaboradores  [114],  han  demostrado  que  la  carga  eficiente  de  bases  débiles 

amfipáticas (como DOXO y 5‐FU) debe ser inducida mediante métodos de carga activa basados en 

la formación de un ΔpH de transmembrana, así como en la acumulación de niveles de fármaco que 

exceden  la solubilidad de  los agentes terapéuticos dentro del  liposoma. Madden y colaboradores 

en  su  trabajo de 1990  [115], probaron que  los gradientes de pH a  través de  los  liposomas dan 

lugar  a  una  precipitación  del  fármaco mediante  una  asociación  de  éste,  o  bien, mediante  la 

interacción  del  agente  terapéutico  con  sales  presentes  en  el  espacio  acuoso  del  liposoma 

produciendo una acumulación del principio activo al  interior de  las vesículas. En nuestro caso el 

ΔpH de transmembrana no fue generado, y por consiguiente, el ingreso de fármaco al interior de 

liposomas no  fue posible. Probablemente el  fármaco encapsulado se  logró durante  la  formación 

de  las  vesículas  y es muy posible que durante el proceso de extrusión,  gran parte del  fármaco 

inicialmente  encapsulado  se  haya  liberado  dejando  al  final  una  pequeña  cantidad  de  éste  al 

interior del liposoma (< 5 μg/ml). 
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Las eficiencias de encapsulación para los Lotes 1, 2 y 3 de 5‐FU son presentadas en la Tabla 4. 

 

Tabla 4. Cuantificación de 5‐fluorouracilo en liposomas del Experimento 1. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos) 
Concentración 
Inicial (μg/ml) 

Concentración 
final (μg/ml) 

Eficiencia 
(%) 

1  5‐FU  1:13  5000  55.4 ± 4.15  1.11 

2  5‐FU  1:13  5000  46.6 ± 1.08  0.93 

3  5‐FU  1:6  5000  8.8 ± 0.32  0.18 

 

La eficiencia de encapsulación para el Lote 2 (extruido hasta 50 nm), fue  ligeramente menor a  la 

alcanzada por el Lote 1, pese a que ambos  lotes fueron preparados bajo  las mismas condiciones. 

Tras el paso de  las vesículas multilaminares (MLV’s) o bien, de  las vesículas unilaminares grandes 

(LUV’s)  a  través de  los  filtros de policarbonato,  se ha  reportado  [116] que nuevas  vesículas de 

menor  tamaño  (SUV’s)  son  formadas y éstas  logran atrapar parte del  fármaco que  fue  liberado 

durante la ruptura de las vesículas más grandes. Sin embargo, en nuestro caso no se observó que 

la  eficiencia  de  encapsulación mejorara  al  tratar  de  reducir  el  tamaño  de  las  vesículas,  y  se 

considera que gran parte del  fármaco  se  libera durante  la extrusión y no  logra  ser encapsulado 

nuevamente.  

 

Respecto  al  Lote  3,  se  observa  una  importante  disminución  en  la  concentración  final  de  5‐FU 

respecto a la conseguida en los Lotes 1 y2. Esta disminución se asocia con el cambio en la relación 

másica de fármaco:fosfolípidos. Se considera que al disminuir  la concentración de fosfolípidos en 

la  suspensión,  el  número  de  vesículas  producidas  es menor,  y  en  consecuencia  la  cantidad  de 

fármaco encapsulado también es menor.  
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8.2  EXPERIMENTO 2 

Modificación de proporciones molares en la formulación de la suspensión liposomal. 

 

Considerando la importancia que tiene el colesterol en la membrana liposomal, al ser éste uno de 

los  parámetros  que  determinan  la  rigidez  de  las  vesículas,  se modificó  la  proporción molar  de 

colesterol en la formulación liposomal pasando de un 42.5 % a un 37.5%.  

 

8.2.1  Tamaño de partícula 

 

La  Tabla  5,  muestra  la  medición  del  tamaño  de  partícula  para  la  suspensión  liposomal 

correspondiente al Lote 4 de 5‐FU preparado con la nueva formulación. 

 

Tabla 5. Tamaño de partícula de liposomas del Experimento 2.

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Diámetro 

efectivo (nm)
Índice de 

polidispersión 

Tipo de 
distribución 

poblacional de 
tamaño 

4  5‐FU  1:6  126.8 ± 0.2  0.092  Unimodal 

 

 

8.2.2  Potencial zeta 

 

En la Tabla 6, se muestra el potencial zeta medido para el Lote 4 de 5‐FU.  

 

Tabla 6. Datos correspondientes a la medición del potencial zeta 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos) 
Potencial 
zeta (mV) 

Estabilidad 
asociada 

1  5‐FU  1:6  ‐38.02 ± 2.78 Moderada 

 

 

8.2.3  Cuantificación del fármaco encapsulado 

 

La eficiencia de encapsulación para el Lote 4, se muestran en la Tabla 7.  
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Tabla 7. Cuantificación de 5‐fluorouracilo en liposomas del Experimento 2. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos) 
Concentración 
Inicial (μg/ml) 

Concentración 
final (μg/ml) 

Eficiencia 
(%) 

1  5‐FU  1:6  5000  13 ± 0.34  0.26 

 

El  tamaño  de  las  vesículas  (Tabla  5)  no  presentó  una  diferencia  substancial  respecto  al 

Experimento  1.  Sin  embargo,  el  índice  de  polidispersión  disminuyó  considerablemente  en  esta 

suspensión.  Así  mismo,  la  distribución  poblacional  fue  unimodal  vs  una  distribución  bimodal 

obtenida para el Lote 3 de 5‐FU, preparado en el experimento anterior. Diferentes autores han 

demostrado que al disminuir el porcentaje de colesterol, la membrana liposomal adquiere menor 

rigidez facilitando la homogenización de su tamaño [41, 73, 79, 81].  

 

El valor del potencial zeta mostrado en la Tabla 6 no presenta diferencia significativa con respecto 

a los valores de las suspensiones del Experimento 1. Como ya se ha comentado, este potencial no 

está  relacionado  con  las  proporciones  de  cada  componente  que  fueron  empleadas  para  la 

preparación de la película lipídica; sino con la naturaleza de los fosfolípidos, el tamaño de partícula 

y el método de preparación empleado para la generación de los liposomas. [117‐119] 

 

Se  observó  un  ligero  incremento  en  la  eficiencia  de  encapsulación  (Tabla  7)  de  5‐FU,  en 

comparación al Lote 3 (Tabla 4). Como ha sido reportado por El Maghraby G.M.M., y cols. en 2005 

[120] y por Glavas‐Dodov M. y cols. [121], el colesterol brinda a la membrana del liposoma rigidez 

y  estabilidad  al  intercalarse  entre  las  cadenas  de  fosfolípidos.  Así  mismo,  el  incremento  o 

disminución de  la cantidad de colesterol, hace que  la permeabilidad, es decir,  la capacidad de  la 

membrana para permitir el  ingreso o egreso de  sustancias,  se vea  limitada en el primer  caso y 

optimizada en el  segundo caso. Es probable que al aumentar  la permeabilidad de  la membrana 

liposomal en el Lote 4, se favoreciera el ingreso de 5‐FU a las vesículas, sin embargo el incremento 

es mínimo y se considera que  la pobre eficiencia de encapsulación está más bien asociada con el 

proceso de rehidratación y extrusión.  

 

Se decidió utilizar la proporción molar de colesterol de 37.5% para el resto de los experimentos.  
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8.3  EXPERIMENTO 3 

 Incremento del gradiente y secado por liofilización.  

 

Durante este experimento se generó un mayor gradiente de sulfato de amonio entre la zona intra 

y extraliposomal, a  fin de aumentar  la  concentración de  fármaco al  interior de  los  liposomas al 

incrementar de manera indirecta el gradiente de pH de transmembrana.  

 

Para tal efecto se adoptaron dos estrategias, por una parte, la solución de sulfato de amonio con 

que se rehidrató la película lipídica fue modificada de 300 mM a 700 mM. 

 

Por  otra  parte,  el  sulfato  de  amonio  extraliposomal  se  removió  mediante  un  proceso  de 

liofilización de 24 horas, creando una diferencia más grande entre  la concentración de esta sal al 

interior del liposoma y la concentración presente en el medio dispersor.  

 

8.3.1  Tamaño de partícula 

 

En la Tabla 8 se muestran las mediciones del tamaño de partícula de los Lotes 1, 2 y 3 – liofilizados.  

 

Tabla 8. Tamaño de partícula de liposomas del Experimento 3.

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)

Diámetro 
efectivo 
(nm) 

Índice de 
polidispersión 

Tipo de 
distribución 
poblacional 
de tamaño 

1  DOXO  1:8  158.2 ± 2.8  0.236  Bimodal 

2  DOXO  1:8  139.3 ± 5.9  0.139  Unimodal 

3  DOXO‐5FU  1:4  151.5 ± 2.3  0.265  Bimodal 

 

Como  se  puede  apreciar  los  tamaños  de  partícula  son  semejantes  a  los  alcanzados  en  los 

Experimentos  1  y  2.  Únicamente  el  Lote  2  presentó  una  distribución  de  tipo  unimodal  en  la 

población de tamaños disminuyendo el índice de polidispersión. 
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8.3.2  Potencial zeta 

 

En la Tabla 9, se muestran las mediciones de potencial zeta para los lotes 1, 2 y 3 –liofilizados. 

 

 

Como  se  puede  apreciar,  los  lotes  de  liposomas  preparados  con  esta  técnica  presentaron 

potenciales zeta inferiores a los alcanzados durante los Experimentos 1 y 2.  

 

Considerando que  la  liofilización es un proceso que permite  la remoción del medio dispersor de 

los  liposomas  para  evitar  la  degradación  de  los  compontes  de  la membrana  y  estabilizando  el 

tamaño  de  las  vesículas  cuando  se  utiliza  un  crioprotector  [122,  123,  124],  como  la  sacarosa 

utilizada  en  este  caso  [121], no deberían  existir modificaciones  en  la distribución de  las  cargas 

capaces de inducir un cambio en el potencial zeta.  

 

Se ha reportado que un factor que puede afectar de manera directa en el valor de dicho potencial 

es el pH o el cambio en la atmósfera iónica [82, 99]. Hope y Wong en 1995 constataron que, si un 

fármaco  es  incubado  con  LUV’s  (vesículas  unilaminares  grandes)  que  han  sido  cargadas 

previamente con sulfato de amonio en una solución no equilibrada, una cierta cantidad de amonio 

neutro se difundirá hacia el exterior de la vesícula creando un sistema desequilibrado y acidulado 

(pH~2.7), en la zona interna del liposoma. 

 

Al respecto,  los valores obtenidos en esta medición podrían ser resultado de un cambio en el pH 

del medio; sin embargo, en el experimento no se midió el pH de las suspensiones, por lo que no es 

posible confirmar esta hipótesis.  

 

Tabla 9. Datos correspondientes a la medición del potencial zeta. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos) 
Potencial 
zeta (mV) 

Estabilidad asociada 

1  DOXO  1:8  ‐8.78 ± 1.25  Umbral de aglomeración

2  DOXO  1:8  ‐11.58 ± 0.71  Umbral de aglomeración

3  DOXO‐ 5FU  1:4  ‐9.40 ± 1.05  Umbral de aglomeración
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8.3.3  Cuantificación del fármaco encapsulado 

 

En las Tablas 10 y 11, se presentan las eficiencias de encapsulación de DOXO y 5‐FU para los lotes 

preparados con esta metodología. Se muestran las eficiencias de encapsulación durante el proceso 

de extrusión a través de los diferentes tamaños de membrana. Esto permitió evaluar la pérdida de 

fármaco encapsulado en cada cambio de membrana. 

 

Tabla 10. Cuantificación de doxorrubicina en liposomas del Experimento 3. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Concentración 
Inicial (μg/ml)

Concentración 
final (μg/ml) 

Eficiencia 
(%) 

1, pre‐extrusión  DOXO  1:8  2000  175.9  8.8 

1, 400 nm  2000  96.5  4.8 

1, 200 nm  2000  84.8  4.2 

1, 100 nm  2000  59.6  3.0 

2, pre‐extrusión  DOXO  1:8  2000  131.6  6.6 

2, 400 nm  2000  58.3  2.9 

2, 200 nm  2000  44.5  2.2 

2, 100 nm  2000  26.0  1.3 

3, pre‐extrusión  DOXO‐5FU  1:8  1000  26.5  2.6 

3, 400 nm  1000  17.8  1.8 

3, 200 nm  1000  16.4  1.6 

3, 100 nm  1000  16.0  1.6 

 

 
Tabla 11. Cuantificación de 5‐fluorouracilo en liposomas del Experimento 3. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Concentración 
Inicial (μg/ml)

Concentración 
final (μg/ml) 

Eficiencia 
(%) 

3, pre‐extrusión  DOXO‐5FU  1:8  1000  22.5  2.2 

3, 400 nm  1000  18.1  1.8 

3, 200 nm  1000  15.6  1.6 

3, 100 nm  1000  15.3  1.5 

 

Para el caso de los Lotes 1 y 2 de DOXO, se observó una pérdida considerable (≈ 50%) del fármaco 

encapsulado al pasar por la membrana de 400 nm. Al finalizar la extrusión por membrana de 100 

nm la eficiencia de encapsulación se redujo en un factor de entre 3 y 4. Los resultados muestran 

que  las modificaciones  en  la  técnica  de  preparación  de  los  liposomas  (gradiente  de  sulfato  de 

amonio y  la  liofilización)  favorecieron  la eficiencia de encapsulación. Sin embargo, se aprecia de 



DISCUSIÓN DE RESULTADOS    60 

 

manera  notable  que  el  proceso  de  extrusión,  a  través  de  las  distintas membranas,  favorece  la 

liberación del fármaco del interior del liposoma.  

 

En el caso del Lote 3 (Tabla 10), se observó que al finalizar el proceso de extrusión el porcentaje de 

fármaco  liberado  fue  ≈ 40%. A diferencia de  los  Lotes 1 y 2, en esta  suspensión no  fue posible 

incrementar  de  manera  importante  la  encapsulación  inicial  empleando  el  método  de  carga 

remota. Las eficiencias de encapsulación alcanzadas fueron similares para ambos fármacos tanto 

al inicio de la extrusión (2.6 % para DOXO y 2.2 % para 5‐FU), como al final de ella (1.6 % y 1.5 % 

respectivamente).  

 

Es  posible  que  la  inclusión  de  ambos  agentes  antineoplásicos  en  la  misma  solución  de 

rehidratación restrinja la encapsulación simultánea de los mismos. Por una parte, el gradiente de 

concentración  de  sulfato  de  amonio  podría  no  ser  suficiente  para  llevar  a  cabo  el  intercambio 

simultáneo de los fármacos por iones NH3. Por otro lado, DOXO y 5‐FU tienen valores semejantes 

de pKa y ambos son bases débiles anfipáticas, lo que podría producir una competencia entre ellos 

limitando su ingreso a la cavidad acuosa de los liposomas.  

 

Aunque  la metodología para generar  las vesículas de  los  tres  lotes  fue  la misma: hidratación de 

película lipídica, S.B. Kulkarni y colaboradores han descrito una serie de factores que pueden llegar 

a afectar las características del liposoma y la eficiencia de encapsulación [125, 126], entre ellas se 

incluyen las condiciones de preparación o el tiempo y velocidad de agitación durante el proceso de 

rehidratación. 

 

 



DISCUSIÓN DE RESULTADOS    61 

 

8.4  EXPERIMENTO 4 

Variación del Gradiente 

 

Con el  fin de mejorar  la encapsulación  simultánea de DOXO y 5‐FU,  se empleó una  solución de 

sulfato  de  amonio  1 M  durante  la  rehidratación  de  la  cama  lipídica  para  inducir  una  fuerza 

impulsora  (“driven  force”), generada por el gradiente de pH que se produce como un efecto del 

gradiente de  sulfato de amonio, que  indujera el  flujo de ambos  fármacos hacia el  interior de  la 

vesícula.  En  el  experimento  se  utilizó  la  técnica  de  liofilización  durante  la  elaboración  de  los 

liposomas, y se consideraron dos concentraciones de DOXO en la solución de rehidratación: 2 y 4 

mg/ml.  

 

8.4.1  Tamaño de partícula 

 

En  la  Tabla  12,  se  muestran  las  mediciones  de  tamaño  de  partícula  de  las  suspensiones 

liposomales. 

 

Tabla 12. Tamaño de partícula de liposomas del Experimento 4.

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Diámetro 

efectivo (nm)
Índice de 

polidispersión 

Tipo de 
distribución 

poblacional de 
tamaño 

1B  DOXO (4 mg/ml)  1:8  176.3 ± 8.9  0.162  Bimodal 
2B  DOXO (2 mg/ml)  1:8  136.8 ± 5.3  0.122  Unimodal 
3B  DOXO‐5FU  1:8  120.7 ± 1.4  0.087  Unimodal 
4B  5FU  1:8  116.7 ± 1.4  0.078  Bimodal 

 

Los datos indican que la implementación del proceso de sonicación, previo a la extrusión, facilitó la 

homogenización y  la disminución del tamaño de  las vesículas. Esto se explica en virtud de que  la 

sonicación causa  la  ruptura de  las MLV´s de gran  tamaño, produciéndose vesículas unilaminares 

más pequeñas, cuyas dimensiones pueden ser reducidas con facilidad.  

 

No obstante, en  los Lotes 1 y 2 se aprecia un  incremento del diámetro efectivo, en comparación 

con los de los Lotes 3 y 4. Es probable que esta diferencia se relacione con la mayor concentración 

de  fármaco  encapsulada  en  los  primeros  lotes.  Es  decir,  que  el  requerimiento  espacial  de  un 
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mayor número de moléculas atrapadas en  la  cavidad acuosa  impida disminuir el  tamaño de  las 

vesículas por debajo de cierto umbral.  

 

8.4.2  Potencial zeta 

 

En  la Tabla 13, se muestran  los valores de potencial zeta para  las suspensiones preparadas en el 

Experimento 4. 

 

Tabla 13. Datos correspondientes a la medición del potencial zeta. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Potencial 
zeta (mV) 

Estabilidad asociada 

1B‐liofilizado  DOXO (4 mg/ml)  1:8  ‐33.04 ± 0.89  Moderada 

2B‐liofilizado  DOXO (2 mg/ml)  1:8  ‐37.38 ± 1.47  Moderada 

3B‐liofilizado  DOXO‐5FU  1:8  ‐38.69 ± 1.58  Moderada 

4B‐liofilizado  5FU  1:8  ‐32.37 ± 1.06  Moderada 

 

Los  valores  de  potencial  zeta  para  todos  los  lotes  fueron  semejantes  a  los  obtenidos  para  las 

suspensiones de  los experimentos anteriores. Estos potenciales  corresponden a una estabilidad 

moderada. 

 

8.4.3  Cuantificación de fármaco encapsulado 

 

La Tabla 14, muestra las eficiencias de encapsulación de doxorrubicina para los lotes 1B, 2B y 3B. 
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Tabla 14. Cuantificación de doxorrubicina en liposomas del Experimento 4. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos) 
Concentración 
Inicial (μg/ml) 

Concentración 
final (μg/ml) 

Eficiencia 
(%) 

1B, pre‐
extrusión 

DOXO  1:8  4000  441.01  11.03 

1B, 400 nm  4000  296.11  7.40 

1B, 200 nm  4000  217.65  5.44 

1B, 100 nm  4000  172.41  4.31 

2B, pre‐
extrusión 

DOXO  1:8  2000  262.47  13.12 

2B, 400 nm  2000  83.59  4.18 

2B, 200 nm  2000  42.82  2.14 

2B, 100 nm  2000  27.92  1.40 

3B, pre‐
extrusión 

DOX‐5FU  1:8  1000  127.93  12.79 

3B, 400 nm  1000  52.07  5.21 

3B, 200 nm  1000  38.54  3.85 

3B, 100 nm  1000  25.05  2.50 

 

Los  resultados muestran que existe una dependencia entre  la  concentración  inicial del  fármaco 

que se utilizó durante la rehidratación de la cama lipídica y la concentración final encapsulada. Se 

observa  que  al  incrementar  la  concentración  inicial  del  fármaco  en  el  PBS,  la  cantidad 

intraliposomal también aumenta. En el caso del Lote 1B, al utilizar 4000 μg/ml de DOXO/PBS para 

reconstituir  los  liposomas,  la concentración encapsulada antes de  iniciar  la extrusión  fue de 441 

μg/ml, mientras  que  en  el  Lote  2B  al  reconstituir  con  2000  μg/ml  (DOXO/PBS)  se  obtuvo  una 

encapsulación  de  262  μg/ml.  Para  el  Lote  3B,  se  observa  un  comportamiento  similar.  Este 

resultado muestra que el  incremento en el gradiente de  (NH4)2SO4 aunado a una saturación del 

medio dispersor  (PBS)  con  fármaco, promueve el  intercambio entre  la DOXO  y  los  iones NH3  a 

través de la membrana [127], incrementando la cantidad de fármaco encapsulado. 

 

Sin  embargo,  los  resultados hacen  también  evidente que  el proceso de  extrusión  conlleva  a  la 

liberación del fármaco, resultando en una reducida eficiencia de encapsulación después de utilizar 

la membrana de 100 nm. Si bien el  tamaño  final de  los  liposomas  se encuentra en el  rango de 

tamaño  esperado  (≈  100  nm),  tal  como  se muestra  en  la  Tabla  12,  la  reducida  eficiencia  de 

encapsulación hizo necesario considerar una modificación en el proceso de homogenización del 

tamaño por medio de la extrusión.  
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En la Tabla 15, se muestran las eficiencias de encapsulación de 5‐fluorouracilo para los Lotes 3B y 

4B‐ Liofilizados.  

 

Tabla 15. Cuantificación de 5‐fluorouracilo en liposomas del Experimento 4. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Concentración 
Inicial (μg/ml) 

Concentración 
final (μg/ml) 

Eficiencia 
(%) 

3B, pre‐
extrusión 

DOXO‐5FU  1:8  1000  1.03  0.10 

3B, 400 nm        1000  0.127  0.013 

3B, 200 nm        1000  0.063  0.006 

3B, 100 nm        1000  0.037  0.003 

4B, pre‐
extrusión 

5‐FU  1:8  2000  0.320  0.016 

4B, 400 nm        2000  0.150  0.007 

4B, 200 nm        2000  0.116  0.007 

4B, 100 nm        2000  0.086  0.004 

 

Contrario a  lo observado para  la DOXO,  las eficiencias de encapsulación para 5‐FU disminuyeron 

notablemente  con  respecto  a  lo  obtenido  en  los  experimentos  anteriores.  Esta  disminución  se 

apreció  cuando  el  5‐FU  se  combinó  con DOXO  (Lote  3B),  así  como  en  la  suspensión  que  sólo 

incluyó 5‐FU (Lote 4B). Es posible que la baja encapsulación de 5‐FU, se deba principalmente a la 

naturaleza  de  dicha molécula  y  la  pobre  respuesta  de  ésta  con  el método  de  carga  remota  al 

utilizar un gradiente de sulfato de amonio. Es decir, el gradiente de sulfato de amonio parece no 

favorecer  el  ingreso  de  este  fármaco  al  interior  del  liposoma;  o  bien,  que  el  ΔpH  de 

transmembrana  es  insuficiente  para  hacer  que  esta molécula  tienda  a  acumularse  en  la  fase 

acuosa de la vesícula liposomal.  

 

Se ha reportado [128] que el 5‐fluorouracilo no se acumula dentro del liposoma si la zona acuosa 

interior presenta un pH inferior a 4, esto sin importar que el 5‐FU posea un pKa de 8.04. Situación 

que  contrasta  con  la  incorporación  de  la  DOXO,  que  posee  un  pKa  de  8.2.  Pese  a  que  la 

doxorrubicina  es  una  amina  lipofílica  (en  su  forma  libre),  presenta  un  coeficiente  de  partición 

octanol/agua de 12.6 aproximadamente  [129]. Por otro  lado, 5‐fluorouracilo no  tiene un grupo 

libre amino y posee un coeficiente de partición mucho menor (0.13 aproximadamente). Ello indica 

una  mayor  dificultad  de  esta  molécula  para  lograr  atravesar  una  barrera  lipofílica,  como  la 

membrana liposomal. 
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Otra posible razón para la baja eficiencia de encapsulado es que, cuando el pH es cercano a 7, se 

ha observado que  la forma neutra del 5‐FU tiene una  importante actividad de superficie con una 

concentración micelar crítica estimada en 80 nM  [130]. Por  tanto, si algunas moléculas de 5‐FU 

adoptan  la  forma de micelas,  su permeabilidad a  través de  la bicapa  lipídica y  su  captura en el 

núcleo acuoso de la vesícula resultan más difíciles debido a un mayor tamaño y a la consiguiente 

limitación en la transferencia de masa.  
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8.5  EXPERIMENTO 5 

Modificación en los procesos de Extrusión y Sonicación. 

 

Con esta metodología se planeó reducir  las pérdidas de fármaco encapsulado debidas al proceso 

de  extrusión.  Para  ello,  una  vez  que  los  liposomas  fueron  cargados  con  sulfato  de  amonio 

(concentración 1M), éstos se sonicaron y extruyeron posteriormente hasta completar  los ciclos a 

través de filtros con tamaño de poro de 200 nm. A continuación, las vesículas fueron liofilizadas y 

más tarde reconstituidas con  la solución del fármaco a encapsular. Finalmente, el tamaño de  los 

liposomas se homogenizó complementando el proceso de extrusión al hacerlas pasar a través de 

filtros de 100 nm.  

 

8.5.1  Tamaño de partícula 

 

En la Tabla 16, se presentan las mediciones de tamaño de partícula de los lotes 1 a 4. 

 

Tabla 16. Tamaño de partícula de liposomas del Experimento 5.

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Diámetro 

efectivo (nm)
Índice de 

polidispersión 

Tipo de 
distribución 
poblacional 
de tamaño 

1  DOXO (2 mg/ml)  1:8  208.8 ± 1.2  0.254  Bimodal 
2  5FU  1:8  161.4 ± 0.6  0.109  Bimodal 
3  DOXO (4 mg/ml)  1:8  232.3 ± 1.5  0.285  Bimodal 
4  DOXO‐5FU  1:8  138.7 ± 3.1  0.189  Bimodal 

 

Pese  a  que  de manera  posterior  a  la  carga  del  fármaco,  los  liposomas  se  hicieron  pasar  por 

extrusión a través de filtros de 100 nm, los diámetros promedio de las vesículas no se redujeron al 

intervalo esperado de  los 100 nm. Tal como se explicó anteriormente, el proceso de  liofilización 

puede actuar como un estabilizante del tamaño [121], en consecuencia, es posible que al llevar a 

los liposomas hasta el tamaño de los 200 nm, y liofilizarlos posteriormente, el proceso resulte en la 

estabilización  de  la membrana  debido  a  que  la  sacarosa,  incluida  en  el  PBS  y  utilizada  como 

crioprotector,  forma  junto con  los grupos polares una matriz vítrea durante el congelamiento y 

exhibe una movilidad molecular baja después del  secado. Probablemente,  la  formación de esta 

matriz sólida dificulte el proceso de extrusión para reducir el tamaño.  
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Por otra parte, Crommelin y colaboradores en 1994 [131] así como van Winden y Crommelin en 

1999  [132], demostraron que  además de  la presencia de  crio‐protectores, parámetros  como  la 

composición de  la bicapa,  intervalo y  temperatura de congelamiento y el nivel de agua  residual 

desempeñan un papel crítico en la conservación de la estructura, tamaño y forma de la membrana 

después que ésta es liofilizada.  

 

8.5.2  Potencial zeta 

 

La Tabla 17, se muestran los potenciales zeta de las suspensiones preparadas. 

 

Tabla 17. Datos correspondientes a la medición del potencial zeta. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Potencial 
zeta (mV) 

Estabilidad asociada 

1  DOXO  1:8  ‐17.65 ± 2.27 Umbral de leve dispersión 
2  5FU  1:8  ‐28.66 ± 1.08 Umbral de leve dispersión 
3  DOXO (doble [C])  1:8  ‐24.71 ± 1.99 Umbral de leve dispersión 
4  DOXO‐5FU  1:8  ‐12.06 ± 2.54 Umbral de aglomeración 

 

Los  valores de potencial  zeta muestran que  las  suspensiones preparadas  con  esta metodología 

constituyen soluciones poco estables que denotan una tendencia a la formación de precipitados.  

 

Al rehidratar la película lipídica con una solución de concentración elevada de sulfato de amonio, 

el entorno de coloide se modifica aumentando o disminuyendo  la barrera energética o punto de 

máxima dispersión.  Es decir, podría producirse una modificación de pH debida  a un  exceso de 

iones que podría dar lugar a la agregación de los liposomas [81, 98, 117, 133]. 

 

8.5.3  Cuantificación de fármaco encapsulado 

 

En  la Tabla 18,  se presentan  las eficiencias de encapsulación de DOXO para  los  Lotes 1, 2  y 3, 

preparados con esta metodología. 
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Tabla 18. Cuantificación de doxorrubicina en liposomas del Experimento 5.    

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Concentración 
Inicial (μg/ml)

Concentración 
final (μg/ml) 

Eficiencia 
(%) 

1, 200 nm  DOXO  1:8  2000  1564.69  78.23 

1, 100 nm   2000  144.3  7.21 

3, 200 nm  DOXO  1:8  4000  3407.87  85.20 

3, 100 nm  4000  903.83  22.6 

4, 200 nm  DOX‐5FU  1:8  1000  686.49  68.65 

4, 100 nm  1000  34.46  3.45 

 

La eficiencia de encapsulación inicial de doxorrubicina, previa a la extrusión por filtro de 100 nm, 

se  incrementó considerablemente en  los tres  lotes de  liposomas (68 – 85 %). La mayor eficiencia 

de  encapsulación  (22.6 %),  observada  después  de  la  extrusión,  corresponde  al  Lote  3  que  fue 

reconstituido con una solución de DOXO de concentración 4000 μg/ml. En el Lote 1, reconstituido 

con una solución de concentración 2000 μg/ml, la eficiencia de encapsulación final fue de 7.21 %. 

Estos  resultados,  coinciden  con  el  efecto  de  saturación  [123,  124]  observado  y  descrito  en  el 

experimento anterior.  

 

En la misma Tabla 18, se aprecia una pérdida del fármaco encapsulado superior al 40% durante la 

última etapa de  la extrusión  (200 a 100 nm), evidenciando nuevamente que este proceso no es 

óptimo  para  la  homogenización  de  vesículas  que  ya  han  sido  cargadas  con  algún  agente 

antineoplásico. 

 

En la Tabla 19, se presentan las eficiencias de encapsulación de 5‐FU de los Lotes 2 y 4, preparados 

durante este experimento. 
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Tabla 19. Cuantificación de 5‐fluorouracilo en liposomas del Experimento 5. 

Lote 
Fármaco 

encapsulado 
Proporción másica 

(fármaco:fosfolípidos)
Concentración 
Inicial (μg/ml)

Concentración 
final (μg/ml) 

Eficiencia 
(%) 

2, 200 nm  5FU  1:8  2000  192.69  9.63 

2, 100 nm   2000  12.01  0.60 

4, 200 nm  DOXO‐5FU  1:8  1000  125.87  12.59 

4, 100 nm  1000  5.00  0.50 

 

Las  eficiencias  de  encapsulación  para  los  lotes  de  liposomas  cargados  con  5‐fluorouracilo 

disminuyeron apreciablemente. Este mismo efecto se observó en las suspensiones preparadas con 

los Experimentos 3 y 4,  lo que sugiere que el método de carga mediante un gradiente de sulfato 

de amonio no es adecuado para  inducir el  ingreso de este  fármaco al  interior de  liposomas con 

estas condiciones.  
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8.6  CUANTIFICACIÓN DE FOSFOLÍPIDOS EN SUSPENSIONES LIPOSOMALES. 

 

Se cuantificó por el método colorimétrico de Stewart [95], la concentración de fosfolípidos (HSPC) 

en cada una de las suspensiones liposomales. La cantidad cuantificada se comparó con la cantidad 

empleada para la preparación de la película lipídica que posteriormente fue rehidratada. Dado que 

el HSPC es el componente primordial de la membrana liposomal, es posible estimar la eficiencia de 

formación de vesículas mediante cada metodología. Para ello se empleó la siguiente fórmula:  

 

100
______

_____
____ 










lípídicacamalaenHSPCdeg

finalsuspensiónlaHSPCendeg
liposomasdeformacióndeEficiencia  

 

Tabla 20. Cuantificación de HSPC en suspensiones liposomales. 

Lote  Experimento  Fármaco  g finales de HSPC  g Iniciales de HSPC  % Eficiencia 

1  1  5‐FU  0.23  0.43  52.11 

2  1  5‐FU  0.26  0.43  59.16 

3  1  5‐FU  0.06  0.17  37.68 

1  1  DOXO  0.05  0.08  58.32 

2  1  DOXO  0.05  0.08  68.90 

1  1  5‐FU  0.06  0.17  36.21 

1  2  DOXO  0.02  0.10  16.19 

2  2  DOXO  0.02  0.09  24.25 

3  2  DOX‐5FU  0.03  0.09  28.70 

1  3  DOXO (4 mg/ml)  0.07  0.22  31.44 

2  3  DOXO (2mg/ml)  0.01  0.09  16.78 

3  3  DOXO‐5FU  0.03  0.18  16.79 

4  3  5‐FU  0.03  0.09  32.31 

1  4  DOXO (2mg/ml)  0.01  0.09  16.32 

2  4  5‐FU  0.02  0.09  17.66 

3  4  DOXO (4 mg/ml)  0.09  0.22  41.55 

4  4  DOXO‐5FU  0.02  0.18  10.45 

 

En la Tabla 20, se observa que la metodología más eficiente para la generación de vesículas fue la 

empleada durante el Experimento 1. 

 

Al comparar el Lote 3 del Experimento 1 y el Lote 1 del Experimento 2, se aprecia que la eficiencia 

con que se generaron las vesículas fue semejante para ambos lotes. Considerando que para el Lote 
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3 se empleó el 42.5% de colesterol en la formulación mientras que en el Lote 1 del Experimento 2 

se utilizó el 35.7%, los resultados (37.68 y 36.21 % de eficiencia respectivamente) sugieren que la 

formación de las vesículas depende principalmente del método de preparación y de la naturaleza 

de los componentes y no de las proporciones en que éstos son combinados para la formación de la 

película lipídica.  

 

Aparentemente, durante los Experimentos 3, 4 Y 5, la formación de vesículas fue deficiente y una 

variabilidad  importante  entre  lotes  preparados  bajo  las mismas  condiciones  podría  indicar  que 

otros factores como el tiempo y la velocidad de la agitación podrían ser fundamentales. 

 

En  lo que  respecta al Lote 3 del Experimento 5,  la eficiencia  lograda  (22%) al encapsular DOXO, 

podría estar relacionada con una formación efectiva de vesículas (> 40%), en comparación al resto 

de lotes realizados siguiendo el mismo método.  
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8.7  RESUMEN DE RESULTADOS 

 

A continuación se enlistan los resultados más relevantes observados durante este trabajo: 

 

 La encapsulación de doxorrubicina (DOXO) y 5‐fluorouracilo (5‐FU) en liposomas mediante un 

método de carga pasiva en los Experimentos 1 y 2, resultó ser ineficaz.  

 La modificación de la proporción de colesterol en la formulación favoreció la homogenización 

del tamaño de las vesículas al proporcionar menor rigidez a la membrana de las mismas. Sin 

embargo, no tuvo un efecto significativo en la eficiencia de encapsulación.  

 La  implementación del proceso de  sonicación  aunado  a  la  extrusión, permitió  eficientar  la 

reducción  del  tamaño  de  los  liposomas  una  vez  que  éstos  habían  sido  cargados  con  los 

fármacos. 

 Se observó que el proceso de extrusión propicia pérdidas importantes (≈50%) de los fármacos 

inicialmente encapsulados afectando  fuertemente  la eficiencia  final. Estas pérdidas pueden 

ser  controladas  sometiendo  las  vesículas  a  extrusión  (hasta  100  nm)  una  vez  que  se  ha 

encapsulado  sulfato  de  amonio  en  ellas  y  antes  de  ser  cargadas  con  algún  agente 

antineoplásico.  

 Las  modificaciones  realizadas,  durante  los  Experimentos  3‐5,  sobre  el  método  de  carga 

remota de bases débiles anfipáticas, mediante un gradiente de sulfato de amonio, permitió 

mejorar  la encapsulación de DOXO. No obstante, pese a tener características semejantes, el 

5‐FU tuvo poca respuesta ante el mismo método. Por consiguiente se recomienda el uso de 

otras técnicas para su encapsulación, o bien, su inclusión en la zona lipofílica del liposoma.  

o Se observó que el  incremento en  la eficiencia de encapsulación de  la DOXO está 

relacionado con la diferencia de concentraciones de sulfato de amonio utilizadas, 

y  con  el  grado  de  saturación  del medio  dispersor  con  el  fármaco  a  encapsular 

durante la rehidratación.  

 El  tamaño  de  las  vesículas  aparentemente  está  relacionado  con  la  proporción  másica 

fármaco:  fosfolípidos,  así  como  con  la  concentración  final  de  cada  suspensión.  Una 
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concentración elevada posiblemente  implica  la necesidad de un espacio  intraliposomal que 

no puede ser reducido y que se manifiesta como un mayor diámetro efectivo.  

 El  valor  de  potencial  zeta  (ζ)  de  las  suspensiones  fue  fuertemente  afectado  por  variables 

como: tamaño de partícula y el pH. Pese a ello, los valores de dicho potencial registrado para 

los  diferentes  Experimentos,  mostraron  que  las  formulaciones  posen  por  lo  menos  una 

estabilidad moderada.  

 La  experiencia  desarrollada  en  este  trabajo  permitió  establecer  los  parámetros  necesarios 

para  la cuantificación de  los fármacos, extraídos de  los  liposomas preparados, por  la técnica 

de Cromatografía Líquida de Alta Resolución.  
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9.  CONCLUSIONES  

 

 

Los  procedimientos  desarrollados  y  evaluados  durante  este  trabajo  permitieron  establecer  los 

pasos  necesarios  para  llevar  a  cabo  una  metodología  que  permita  la  co‐encapsulación  de 

doxorrubicina  y  5‐fluorouracilo.  Sin  embargo,  los  resultados  mostraron  que  las  técnicas 

implementadas  no  fueron  adecuadas  para  lograr  dicha  co‐encapsulación.  Particularmente,  la 

eficiencia de encapsulación del 5‐fluorouracilo en las vesículas liposomales, de manera individual, 

fue muy inferior a lo logrado con la doxorrubucina. A pesar de los resultados, el trabajo realizado 

permitió identificar los parámetros que deben ser optimizados y vislumbrar los cambios necesarios 

en  la  metodología  efectuada  en  este  estudio,  con  el  fin  de  incrementar  la  eficiencia  de 

encapsulación  de  ambos  fármacos,  en  un  sistema  liposomal  estable  y  con  las  dimensiones 

adecuadas (≈ 100 nm), cuya concentración sea adecuada para su uso terapéutico.  

Se considera para el  trabajo a  futuro, el utilizar variaciones en  las proporciones molares y en  la 

relación másica  fármaco/fosfolípidos;  profundizar más  en  la  técnica  sonicación‐extrusión  para 

homogenizar el  tamaño de  las vesículas en el  rango de  los 100 nm, sin que esto  resulte en una 

reducción  de  la  eficiencia  de  encapsulación  de  los  fármacos  así  como  la  estabilidad  de  la 

suspensión  liposomal.  Particularmente  se  plantea  la  opción  de  incluir  el  5‐FU  en  la membrana 

liposomal y mantener la DOXO al interior de la vesícula. 
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