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RESUMEN

Se describe la separacion de solutos no encapsulados en preparaciones de liposomas, por filtracion en gel
y por centrifugacion en minicolumnas de gel, usando en ambos casos Sephadex G-50. Se comparan ambos
métodos de acuerdo a diferentes criterios: % de recuperacion de fosfolipido, rapidez, dilucion de la muestra,
etcétera, y en cuanto a su efectividad para la medida del volumen encapsulado por los liposomas, para tres
tipos diferentes de vesiculas: liposomas multilamelares (MLV), liposomas unilamelares sonicados (SUV) y
liposomas unilamelares grandes (LUV).

Los resultados obtenidos por ambos procedimientos son similares, aunque el método de centrifugacion en
minicolumnas presenta varias ventajas, esencialmente mayor rapidez, ausencia de dilucion de la muestra,
posibilidad de usar pequenos volimenes y posibilidad de procesar varias muestras a la vez. Los valores del
volumen encapsulado determinado por los dos métodos son similares y concuerdan muy bien con los mencio-
nados en la bibliografia.

Palabras clave: liposomas, filtracion en gel, volumen encapsulado.

Abreviaturas: MLV, vesiculas multilamelares; SUV, vesiculas unilamelares sonicadas; LUV, vesiculas
unilamelares grandes; DCP, dicetilfosfato: EDTA, acido etilendiamino-tetraacético; TES, acido N-Tris-(hidro-
ximetil)-metil-2-aminoetanosulfonico.

ABSTRACT

We describe the separation of non-trapped material from a liposome preparation, both by gel-filtration and
by centrifugation in Sephadex G-50 minicolumns. Both methods are compared according to different criteria:
% of phospholipid recovery, sample dilution and calculation of the trapped volume for three different types of
vesicles: multilamellar liposomes (MLV), sonicated unilamellar liposomes (SUV) and large unilamellar liposo-
mes (LUV).

The results obtained for the two procedures are similar, but there are several points wich favor to the
centrifugation in gel minicolumns, esentially, the method is considerably faster, there is no sample dilution,
small sample volumen can be processed and several samples can be processed at the same time. The values for
the trapped volume measured by the two methods are similar and they are in good agreement with those
mentioned in the literature.

Keywords: liposomes, gel filtration, encapsulated volume.

Abreviations: MLV, multilamellar vesicles; SUV, sonicated unilamellar vesicles; LUV large unilamellar
vesicles; DCP, dicetyl phosphate: EDTA, etylen diamino tetraacetyc acid; N-Tris-(hidroxymethyl)-methyl-2-
aminoethano sulfonic acid.
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INTRODUCCION

El uso de liposomas en biotecnologia y bio-
medicina se ha visto muy incrementado en los
ultimos afos (1-4). Asi, los liposomas se estan
mostrando como vehiculos idoneos para la in-
corporacion de moléculas a las células tanto «in
vitro» como «in vivo». Cuando se trabaja «in
vitro», con células en cultivo tanto animales
como vegetales 0 microorganismaos, para incor-
porar, esencialmente, material genético a las
mismas e inducir la transformacion genética (5,
6). Cuando se usan «in vivor», como vehiculos
transportadores de farmacos, enzimas, hormo-
nas, etcétera, para el tratamiento de enferme-
dades y como métodos de diagnodstico, tanto en
animales como en el hombre (7).

Se han encapsulado una amplia variedad de
sustancias en liposomas, entre ellas agentes
quimioterapéuticos (8-14), nucleotidos y acidos
nucleicos (15) y enzimas (16-19) y se han desa-
rrollado métodos para la preparacion de dife-
rentes tipos de liposomas (32), vesiculas multi-
lamelares (MLV); vesiculas unilamelares soni-
cadas (SUV) y vesiculas unilamelares grandes
(LUV).

Es obvio, por lo tanto, que todos estos estu-
dios con sustancias encapsuladas se veran muy
favorecidos si se dispone de un método rapido,
sencillo y eficaz para la separacion del material
que no ha sido encapsulado en los liposomas.
Usualmente se han utilizado la filtracion en gel
(20-22), dialisis (20, 21, 23) y filtraciéon por Mi-
llipore (24, 25). También se ha descrito un mé-
todo sencillo y eficaz que utiliza la centrifuga-
cion en minicolumnas de Sephadex G-50 (26).
En el presente articulo se compara dicho mé-
todo con el de filtracion en gel para los tres
tipos de liposomas que se han descrito, MLV,
SUV y LUV. Para ello se ha encapsulado ferri-
cianuro en los liposomas, dado que es una sus-
tancia con un peso molecular medio v que se
puede determinar facilmente por medidas de
absorbancia en el espectro visible.

Se establece la validez del método para los
tres tipos de liposomas estudiados, en términos
de la eliminacion del material no encapsulado y
del calculo del volumen encapsulado por los li-
posomas.,

MATERIALES Y METODOS

Fosfatidilcolina (Lecitina) de yema de huevo
se aislé y purificé de acuerdo al método des-
crito por Papahadjopoulos y Miller (27). Dice-
tilfosfato y p-D-octilglucésido se obtuvieron de
Sigma, Poole, U. K., Bio-beads SM-2 de Bio-
Rad, Sephadex G-350 (fine) de Pharmacia, Upp-
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sala, Sweden y ferricianuro potasico de Merck,
Darmstadt, FRG. Todos los demas reactivos y
productos fueron de grado analitico.

Para la preparacion de liposomas y de tam-
pones se usd agua bidestilada y desionizada en
aparato Milli-Q de Millipore.

MLV se prepararon esencialmente de
acuerdo al método descrito por Bangham y col.
(20). 10 pmol de lecitina y | pmol de dicetilfos-
fato disueltos en cloroformo se depositaron en
forma de una fina pelicula en el fondo de un
tubo de ensayo, por evaporacion del disolvente
bajo corriente de nitrogeno (g). Las dltimas tra-
zas de disolvente se eliminaron por evaporacion
a vacio durante 3-5 horas. Se anadio | ml de
tampon NaCl 150 mM, EDTA 50 uM, TES 10
mM pH 7°4, conteniendo ferricianuro potasico
02 M y la mezcla se agité en un Vortex-mixer
hasta obtener una suspension homogénea de li-
posomas,

Los SUV se prepararon segun se describe en
(28). Una suspension de MLV preparada segin
se describi¢ anteriormente se sometid a ultra-
sonidos en sonicador de sonda MSE, a 12 pm
de amplitud, durante 5 minutos a 4 °C, obte-
niéndose una suspension Opticamente lranspa-
rente. Esta suspension se centrifugo a 19.000 xg
durante 15 minutos en el rotor SS834 de una
centrifuga refrigerada Sorvall, para eliminar
restos de titanio desprendidos de la sonda y lo-
posomas grandes.

Los LUV se prepararon por el méetodo de
dialisis de detergente (29). 10 pmol de lecitina y
I pmol de dicetilfosfato se despositaron en el
fondo de un tubo tal y como se describié ante-
riormente. Se anadié | ml de tamp6n conte-
niendo octilglucdsido en relacion molar 6:1 con
respecto al fosfolipido y se agito el tubo hasta
que todo el liquido quedo disuelto. El deter-
gente se elimind por dialisis contra 200 ml de
tampon exento de detergente, a 4 °C. El tam-
pon se cambid 4 veces a intervalos de 12 horas
y se anadieron 2 gramos de Bio-beads activados
en el dltimo cambio, proiongandose la dialisis
hasta obtener una suspension lechosa de LUV
(aprox. 17 horas).

Todas las preparaciones de liposomas se de-
jaron estabilizarse un tiempo no menor de 30
minutos a temperatura ambiente antes de ser
utilizadas.,

Para la preparacion de la minicolumna, se
dejo hinchar Sephadex G-50 (fine) durante una
noche a 4 °C en el tampon descrito anterior-
mente. Se situd un pequeio disco de tela de
nylon de poro fino en el fondo de una jeringa de
insulina de | ml y la jeringa se llené con Sepha-
dex hasta obtener un volumen de lecho de
aproximadamente | ml, La columna se situo
dentro de un tubo de centrifuga de fondo conico



y se centrifugd a 1.250 xg durante 4 minutos en
una centrifuga de mesa P-Selecta (radio=10
c¢m), para eliminar el exceso de tampon del gel.
La jeringa se transfiridé a otro tubo y se aplica-
ron muestras de 100 pl de la preparacion de
liposomas que contenia tanto ferricianuro libre
como encapsulado. La columna se centrifugo
ahora a 1.250 xg durante diferentes tiempos
(apartado RESULTADOS Y DISCUSION)
obteniéndose los eluidos de liposomas libres de
ferricianuro no encapsulado en el fondo del
tubo. El material retenido en la columna se re-
cogio lavando ésta con 100 pl de tampon sin
liposomas en las mismas condiciones anterio-
res.

La concentracion de ferricianuro se midié a
420 nm, de acuerdo con un coeficiente de ex-
tincién molar de 1.040 M ™' ¢m ™', Para medir
el ferricianuro encapsulado en los liposomas se
solubilizaron éstos por adicion de Triton X-100
al 2%.

El fésforo lipidico se determiné de acuerdo al
método de Bartlett (30).

Las microfotografias electronicas se realiza-
ron por la técnica de tincion negativa con hep-
tamolibdato sobre soporte de Formvar (31) en
un microscopio electronico Zeiss EMI10.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las preparaciones de liposomas utilizadas en
el presente trabajo se caracterizaron por técni-
cas de microscopia electronica. La figura |
muestra una microfotografia obtenida por tin-
cion negativa de MLV, SUV y LUV, que se
usaron para los estudios posteriores. Como se
observa, los MLV presentan multiples bicapas
concéntricas con un tamano medio entre 0°2 y
0'3 um de didgmetro. Los SUV obtenidos por
sonicacion de MLV presentan una sola bicapa
pero son considerablemente menores que los
MLV, con un diametro medio de 0.1 pm. La
microscopia electronica de liposomas por tincion
negativa es muy utilizada para comprobar la
bondad de las preparaciones y debe de ser
siempre un paso previo a la utilizacion de lipo-
somas en otros estudios.

Para determinar el tiempo Optimo de centri-
fugacion de las minicolumnas se utilizaron
MLV conteniendo ferricianuro encapsulado y
ferricianuro libre y se centrifugaron a 1.250 xg y
diferentes tiempos. Para un tiempo de centrifu-
gacion de 4 minutos en el eluido aparecio un
maximo en la concentracion de fosfolipido que
coincidié con un minimo en la de ferricianuro
(ferricianuro encapsulado). Cuando estos elui-
dos se recentrifugaron de nuevo en las mismas
condiciones en una nueva columna, se obtuvo

Microfotografias electrénicas de diferen-
tes tipos de liposomas, por tincion, negativa con

FIGURA .

heptamolibadato, a) MLV (x96000);
(x195000); ¢) LUV (x20000).

b) SUV

en el eluido la misma concentracion de fosfoli-
pido y de ferricianuro que antes, lo que indica
que en la primera centrifugacion todo el ferri-

29



a A
—08f ‘N 12_
=
9E
6’
3
1 '35 7.9 11 1315
Fraccion No.
B
_2.5 i [*] '20
E20} ! 3
N S R
—on - = : S
0 /'\\. -‘OT
o101 =
gosy 15 T
 —— ! .
1 2 3 4
Fraccidn No.
FIGURA 2. Separacion de ferricianuro no encapsu-

lado en MLV por filtracion en gel (A) y por centrifu-

gacion en minicolumnas de gel (B). ( o----0 ) Con-

centracion de ferricianuro; ( e——e ) Concentra-
cion de fosfolipido.

cianuro no encapsulado habia sido retirado. En
los experimentos que siguen todas las prepara-
ciones se centrifugaron a 1.250 xg durante 4
minutos a temperatura ambiente.

La figura 2A muestra el perfil cromatogra-
fico para la filtracion en gel (Sephadex G-50) de
una preparacion de MLV conteniendo ferricia-
nuro potasico. La filtracion se realiz6 del modo
convencional, en una columna de 1x20 cm, a
temperatura ambiente y con una velocidad de
flujo de 50 ml/hr. La figura 2B muestra la sepa-
racion del ferricianuro no encapsulado por
centrifugacion en minicolumna de Sephadex
G-50 para la misma muestra. Las fracciones si-
guientes a la primera se obtuvieron por adicion
a la columna de 100 pl de tampoén sin ferricia-
nuro y centrifugacion en las mismas condicio-
nes. En las fracciones obtenidas por ambos
métodos se determiné la concentracion de fos-
folipido y la de ferricianuro, anadiéndose Triton
X-100 para determinar el ferricianuro encapsu-
lado en los liposomas.

En la figura 2A se observan dos picos para
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ferricianuro: uno correspondiente al ferricia-
nuro libre, que eluye mas retardado v otro a
ferricianuro encapsulado que esta asociado al
pico de los liposomas y que eluye con el volu-
men muerto. En la figura 3B (centrifugacion en
minicolumnas) se observa que los liposomas se
obtienen en el primer eluido, junto con una pe-
quena cantidad de ferricianuro que corresponde
al ferricianuro encapsulado. Los siguientes la-
vados de la columna arrastran cada vez menos
cantidad de fosfolipido, mientras que la con-
centracion de ferricianuro va aumentando (fe-
rricianuro libre).

Las figuras 3 y 4 muestran los resultados ob-
tenidos para SUV y LUV que son practica-
mente similares a los descritos para MLV, va-
riando solo cuantitativamente, pues cada tipo
de liposoma tiene una capacidad de encapsula-
miento diferente.

El % de recuperacion de fosfolipido fue del
orden del 96% para el método de filtracion en
gel y del 98% para la centrifugacion en minico-
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FiGURA 3. Separacion de ferricianuro no encapsu-

lado en SUV por filtracién en gel (A) y por centrifu-

gacion en minicolumnas de gel (B). ( o----0 )

Concentracion de ferricianuro; ( e——e ) Concen-
tracion de fosfolipido.
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FiGUra 4. Separacion de ferricianuro no encapsu-
lado en LUV por filtracion en gel (A) v por centrifu-
gacion en minicolumnas de gel (B). ( o----0 )
Concentracion de ferricianuro; ( e#——e ) Concen-

tracion de fosfolipido.

lumnas, resultados tan similares que no se de-
cantan a favor ni de uno ni de otro método.

Una de las ventajas fundamentales del meé-
todo de centrifugacion en minicolumnas de gel
es su rapidez. Una filtracion en gel puede durar
20 6 25 minutos mientras que la centrifugacion
en minicolumnas se realiza en tan sélo 4 minu-
tos. Otro factor muy importante es que en el
método de centrifugacion en minicolumnas se
pueden procesar varias muestras a la vez
mientras que en la filtracion en gel se han de
procesar una tras otra, con lo que esto supone
en cuanto al tiempo necesario.

Un punto decisivo a favor de la centrifuga-
cion en minicolumnas es que no hay dilucion de
la muestra. Al realizar la filtracién en gel de una
muestra de liposomas de | ml el eluido de lipo-
somas tiene un volumen del orden de 5 ml. En
la centrifugacion en minicolumnas se pueden
procesar muestras de hasta 25 pl y no hay dilu-
cion de las mismas, lo cual es muy importante
cuando se trabaja con muestras biologicas que
son muy dificiles de preparar.

El volumen encapsulado para cada tipo de
liposomas se calculé midiendo la cantidad de
ferricianuro encapsulado en liposomas, tras se-
parar el ferricianuro libre por los dos métodos.
Dicha cantidad se puede transformar en volu-
men pues se conoce el coeficiente de extincion
molar del ferricianuro y la concentracion a la
que se encuentra el ferricianuro encapsulado.
La tabla | muestra los volumenes encapsula-
dos, expresados en litros/mol de fosfolipido,
para MLV, SUV y LUV. Los valores obteni-
dos son similares por una y otra técnica y am-
bos concuerdan muy bien con los citados en la
bibliografia (32). Esta concordancia para los
valores de volumen encapsulado establece el
soporte mas firme para demostrar la validez de
la centrifugacion en minicolumnas como técnica
para separar solutos no encapsulados en lipo-
somas.

Finalmente, a las ventajas ya enunciadas del
método de centrifugacion en minicolumnas con
respecto a otros métodos y en particular con
respecto a la filtracién en gel, podemos desta-
car que el mismo es perfectamente valido para
cualquier tipo de liposomas, MLV, SUV, LUV,
segun queda demostrado por los resultados ex-
puestos en el presente trabajo.

El procedimiento podria extenderse a solutos
de mayor peso molecular utilizando un gel con
el tamano de particula adecuado. Por otra parte
presenta otras posibles aplicaciones, como po-
drian ser el estudio tanto de la salida como de la
captura de sustancias por liposomas, tras la se-
paracion rapida de las mismas que queden li-
bres.

TasrLa |

VOLUMENES ENCAPSULADOS PARA
DIFERENTES TIPOS DE LIPOSOMAS,
MEDIDOS TRAS SEPARAR EL FERRICIANURO
LIBRE POR FILTRACION EN GEL Y POR
CENTRIFUGACION EN MINICOLUMNAS DE
GEL (SEPHADEX G-50 FINE). EL VOLUMEN
ENCAPSULADO SE EXPRESA EN LITROSImol
DE FOSFOLIPIDO

PROCEDIMIENTO MLV LUV Y
Filtracion en gel 1.25=0.10 2.16=0.15 0.99=0.10
Centrifugacion en
minicolumnas
de gel 1.29+0.12 2.24=0.09 1.06+0.08

Este trabajo se realizo como parte de un
Proyecto de Investigacion financiado por la
CAICYT (n.” 3401-83003-01).
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