Utilizacion de liposomas
en vacunas

En los dos articulos anteriores de esta serie
dedicada al desarrollo de autovacunas
veterinarias, se explico el papel de los
exopolisacaridos en la virulencia bacteriana.
Este tercer articulo aborda el empleo de los
lipidos en la preparacion de vacunas,
especialmente en las gue incluyen
exopolisacaridos purificados
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Aplicaciones actuales
de los liposomas en el
campo de la medicina

Los lipesomas son microesferas huecas for-
madas por una o varias bicapas de lipidos
(Fig. 1). Hace ya més de 30 afios que se
empez0 a ensayar con ellos como vehiculado-
res de drogas, y, desde entonces, el conock
miento de su comportamiento comportamien-
to "in vivo" ha permitido un disefio mas racio-
na enfocado al tratamiento especifico de
determinadas enfermedades. En la actualidad
existen varias empresas de hiotecnologia que
trabajan exclusivamente con liposomas para
el desarrollo de diversos tratamientos: antibi¢-
ticos, antitumorales, de sensibilizacion aérgr
ca, terapia génica... siendo la vehiculacion de
antigenos vacunales la que aqui nos interesa.
Muchos de estos productos antifingicos, antk
tumoralesy vacunas estan ya registrados para
su uso en humana y algunos se encuentran
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en fase lll (ensayos en pacientes).

_Caracterl'stias
interesantes de los
liposomas

El interés de los liposomas radica en su
membrana, constituida de colesterol y fosfoli-
pidos (como la fostatidilcolina y el dicetilfosfa-
to) y cuya estructura, composicién y propor-
cién es practicamente igual a la membrana de
las células del hospedador. Los fosfolipidos
tienen una cola hidrofobica y una cabeza
hidrofilica que, al disolverse en agua, se auto-
organizan de la siguiente manera: las colas
hidrofébicas se atraen entre si y las cabezas
hidrofilicas contactan con el exterior e interior

acuoso. De este modo se forman bicapas de lip-
dos que se cierran formando pequefias vesicu-
las, similares a las céluas corporales y a sus
organelos (Fig. 2).

Estas esferas o lippsomas son pequefios
depositos (Fig. 1) que pueden contener un anti-
geno, un antibiético, un alergeno, una droga o un
gen (terapia géenica) y ser introducidos dentro del
cuerpo sin producir respuestas inmunes de
rechazo. De hecho, 70 afios después de que se
permitiera el uso del Hidroxido de Aluminio en las
vacunas, los liposomas han sido autorizados en
medicina humana. (Gregoradis 1998).

Dependiendo de las necesidades de cada far-
maco, se pueden modificar las caracteristicas de
los liposomas. Asi, para disminuir la velocidad de
degradacion del lipssoma y rakentizar la libera
cidén de su contenido, se procede a variar su com-
posicién y tamafio. También podemos aumentar
la afinidad de los liposomas por un tejido deter
minado modificando su composicién, su carga
eléctrica o bien afiadiendo receptores o factores
de adherencia con lo que se consigue aumentar
la concentracion de la droga en el drgano diana.

Un ejemplo de este efecto es el de la
Doxorubicina, un antitumoral caro y toxico que se
aplica en medicina humana: incluido en liposo-
mas de un tamafio y carga determinados, se ase-
gura una difusion lenta del producto aumentando
su vida media, lo que permite inocular cantida-

Los macréfagos y otras
celulas del SRE fagocitan
con avidez los liposomas,
convirtiéndolos en
excelentes adyuvantes
para muchos antigenos
purificados

des mucho menores y disminuyendo a la vez el
coste yla toxicidad del tratamiento.

Los liposomas como
adyuvantes vacunales

Una de las caracteristicas mas importantes de
los liposomas es que son fagocitados con avidez
por macréfagos y otras células del sistema ret
culoendctelial, lo que los convierte en fantasticos
adyuvantes para muchos antigenos purificados.
Para explicar esto podemos tomar como ejemplo
un exopolisacarido bacteriano o una proteina
recombinante. Sabemos que son caros de pro-
ducir y purificar. sin embargo, si inoculamos en
liposomas pequefias cantidades, se obtienen
respuestas inmunes adecuadas.

En la produccion de vacunas podemos utilizar
todas las madificaciones de los liposomas citadas
anteriormente, pero también podemos introducir
en su cavidad citoquinas o adywantes como el
muramil dipéptido o el lipido A, que nos permiten
modular la respuesta celular y humoral de acuer-
do a nuestras necesidades, o introducir algunos
antigenos en la membrana. En € caso de los
lipopdlisacaridos bacterianos, la parte lipidica -

hidrofébica, quedaré integrada en el espesor de
la membrana, mientras que la parte exopolisaca-
ridica -hidrofilica-, sobresaldré de la misma, que-
dando en el interior 0 en €l exterior de los liposo-
mas.

Con determinados antigenos, la combinacion
de liposomas e hidroxido de aluminio estd dando
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excelentes resulttados debido a que el hidréxido
de aluminio actiia como un reservorio que libera
lentamente los liposomas.

Alternativa en la
produccion de vacunas
y autovacunas: los DRV
(Vesiculas secas
reconstituidas)

El mayor problema de los liposomas es que,
una vez fabricados, tienen poca estabiidad. Esto
es debido a que las membranas que los constitu-
yen tienden a agregarse formando vesiculas de
gran tamafio que son menos efectivas "in vivo".
Ademas, en este proceso de autoagregacion,
gran parte del material encapsulado se libera al
medio.

Para minimizar esta autoagregacion necesita-
mos mantener refrigerados los lippsomas, aun-
que aln asi, su estabiidad sdlo se prolongarg, en
el mgor de los casos, unas semanas. Resulta evi-
dente e problema que esto supone cara a su uti-

Los liposomas son
pequefios depdsitos que
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fizacion préactica. Una attemativa seria la liofiliza-
cion, pero tampoco resulta sencillo lidfiizar lipo-
somasya que en el proceso, y a pesar de los cri-
protectores, las vesiculas terminan por romper-
se.

Precisamente esta fragmentacién de los lipo-
somas durante el proceso de liofilizacion es la
propiedad que se aprovecha para en la produc-
cion de DRV (Dry Reconstitued Vesicles;
Vesiculas Secas Reconstituidas). En la liofiliza-
cion, el agua congelada se sublima, es decir, se
evapora y se transforma directamente en gas sin
pasar por el estado liquido. Al licflizar los liposo-
mas, el agua que esta en el exterior de las vesi-
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culas se sublima antes, aumentando la con
centracionde saesy con elo la presion osmé-
tica que rompe los lippsomas.

En la mayoria de los productos lippsoma
dos, la molécula que se introduce en las vesi-
culas se afiade durante el proceso de fabrica-
cion de los liposomas, porque una vez forma-
dos ya noes posible introducir nada en su inte-
rior. Por el contrario, en el sistema DRV los
lposomas se fabrican sin introducir dentro el
antigeno, de modo que éste queda en el exte-
rior. En el momento de la liofiizacion, la mem-
brana de los liposomas se rompe y en
reconstitucion con agua los lippsomas se
vuelven a cerrar, atrapando asi el antigeno en
su interior (Fig. 3). Con este sistema se consk
guen porcentajes de encapsulacion de antige-
no, superiores al 80%.

La gran ventaja que ofrecen los DRV en la
fabricacion de autovacunas y vacunas veter
narias es que pemite utilizar liposomas como
vehiculadores de antigenos y adyuvantes
vacunales, y, d mismo tiempo, permite dispo-
ner de un producto liofilzado de muy faci con
servacion y transporte. Utiizar hidroxido de
aluminio para resuspender los liposomas
mejora la respuesta nmune inducida por los
lposomas y minimiza el riesgo de efectos
secundarios en el punto de inoculacion.
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