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Introduccion. El uso de genes como farmacos
representa una de las técnicas con mayor potencial para
el tratamiento de enfermedades. Conocido como terapia
génica, el proceso se basa en la transferencia de acidos
nucleicos a fin de corregir la expresibn de genes
implicados en la patologia de una enfermedad. La
introduccién de material genético desnudo ha resultado
poco eficaz, inclusive con el uso de métodos fisicos para
permeabilizar células (1). Actualmente, la manera mas
eficaz de introducir &cidos nucleicos a células eucariotas
es el uso de virus defectuosos, en los que un gen
terapéutico ha sido introducido. Sin embargo, estas
construcciones han presentado problemas colaterales
graves, dificilmente previsibles, limitando el uso de esta
técnica.

El objetivo global de este trabajo es disefiar y producir
nanovectores para encapsulamiento y liberacion de
acidos nucleicos en células eucariotas. Por su
versatilidad y facilidad de produccién basada en el
autoensamblaje molecular, bicapas de lipidos anfipaticos
fueron seleccionadas para tal fin, y su obtencién es
presentada en este trabajo.

Metodologia. Liposomas  multilaminares  fueron
preparados por autoensamblaje en solucion tamponada
de fosfatos con una mezcla de fosfolipidos, colesterol y
di-O-acil 3-trimetilamonio-propano, y extruidos a través
de membranas de 100 y/o 220 nm para obtener vesiculas
unilaminares. La calceina, sustancia fluorescente &cida,
fue utilizada como un modelo de encapsulamiento de
moléculas éacidas (2). Células inmortalizadas HEK 293
fueron utilizadas para explorar la liberacion de calceina.
Los liposomas fueron purificados por exclusién molecular
en Sephadex G25. Los métodos de caracterizacion de
los sistemas incluyeron analisis de dispersion de luz,

microscopias electronica y confocal, espectroscopias
FTIR y Raman.
Resultados. Los lipidos anfipaticos seleccionados

comprenden fosfolipidos y colesterol y el lipido sintético
di-O-acil 3-trimetilamonio propano, de caracter catiénico.
La preparacion de vesiculas unilaminares por el método
de extrusién generd particulas nanométricas con una alta
uniformidad de tamafio, como puede observarse por
andlisis de la dispersion de luz dinamica (Fig. 1).
Almacenadas a 4°C, dichas nanoparticulas
permanecieron estables por periodos de 8 dias.
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Fig. 1. Analisis de la dispersion de luz dinamica (DLS) de liposomas
unilaminares preparados por el método de extrusion.

La preparacion de estas estructuras en presencia de
calceina 200 uM gener6 vesiculas fluorescentes, que
fueron separadas del material no encapsulado mediante
cromatografia de exclusion molecular. El uso de estas
particulas, de carga cationica, permitié la introduccion de
calceina, molécula impermeable en membranas
biolégicas, dentro de células HEK 293 en cultivo.

Conclusiones. Liposomas catiénicos fueron preparados
por autoensamblaje molecular, y utilizados para liberar
eficientemente moléculas impermeables 4cidas dentro de
una célula eucariota. Trabajos en curso se enfocan a
explorar el autoensamblaje de las bicapas sobre
nanoparticulas de ceramica, a fin de producir liposomas
estabilizados (3), generando asi nanovectores hibridos
mas robustos, capaces de brindar mayor simpleza para
el encapsulamiento de biomoléculas.
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