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RESUMEN

En este artículo se evalúa el desarrollo actual de las formulaciones liposomales de ADN como producto
biofarmacéutico. La discusión se enfoca específicamente en la potencialidad comercial de estas formulaciones, los
resultados de la mayoría de los diferentes ensayos clínicos en que han sido probadas y las características de las
tecnologías empleadas para su fabricación. Se discute además, cómo la propiedad intelectual existente en este
campo marca los límites del desarrollo comercial de estos productos basados en liposomas. Por último, se analizan
las tendencias actuales de las investigaciones encaminadas al mejoramiento de los sistemas de administración de
genes basados en liposomas, que incluyen la síntesis química de nuevas estructuras lipídicas de una menor toxicidad
y mayor eficiencia de transfección, el desarrollo de nuevas tecnologías de formulación de estos lípidos, así como el
desarrollo de la selectividad de la acción de las medicinas de genes formuladas en liposomas.
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ABSTRACT

Biopharmaceutical Formulations of Liposome-associated Desoxyribonucleic Acids. In this paper the current
development of liposome-based DNA formulations as a biopharmaceutical product is evaluated. The discussion is
focused on the commercialization potential of these formulations, results of different clinical trials where they have
been tested and features of technologies used for their production. It is also discussed how the intellectual property
in this field marks the limits of the commercial development of these liposome-based products. Finally, it is analyzed
current trends on the research of liposome-based gene delivery systems, including chemical synthesis of new lipid
structures with lower toxicity and higher transfection efficiency, development of new formulation technologies of
these lipids, as well as development of the selectivity of action of these liposome-based gene medicines.
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Introducción
Fraley y colaboradores en el año 1980 utilizaron, por
primera vez, los liposomas para la administración de
genes al interior de las células. En estos experimentos,
sin embargo, los liposomas sólo encapsulaban del 30
al 50% de los plásmidos [1]. Posteriormente, Felgner
y colaboradores [2] trabajaron en la solución de este
problema tecnológico y para ello idearon preparar
liposomas en los que algunos de los lípidos estándares
fueran reemplazados por otros que llevaran una carga
positiva en su extremo hidrofílico. En 1983 había muy
pocos ejemplos de lípidos cargados positivamente
(catiónicos) que tuvieran la estructura adecuada para
formar liposomas, pero ya en 1987 el grupo de Felgner
sintetizó variantes de lípidos catiónicos que
encapsularon al 100% de los plásmidos de ADN [2].

Estos primeros trabajos y otros que demostraron
las potencialidades del uso de los liposomas como
sistema de administración de ADN en la terapia génica
[3-6] fueron las bases para una investigación intensa
en este campo que, en un tiempo relativamente corto,
progresó hacia la realización de ensayos clínicos. Al
mismo tiempo, sobre la base de la propiedad intelec-
tual generada se formaron varias compañías dedicadas
al desarrollo de productos para esta terapia.

En este artículo se evalúa el desarrollo actual de las
formulaciones liposomales de ADN como producto

biofarmacéutico. Se discute la potencialidad de estas for-
mulaciones desde el punto de vista comercial, se ex-
ponen los resultados de la mayoría de los ensayos clínicos
en los que han sido probadas y las características de las
tecnologías empleadas para su fabricación. Se muestra
cómo la propiedad intelectual existente en este campo
marca los límites del desarrollo comercial de los produc-
tos basados en liposomas. Por último, se analizan las
tendencias actuales de la investigación encaminada al
mejoramiento de los sistemas de administración de genes
basados en liposomas. Estos sistemas incluyen la sínte-
sis química de nuevas estructuras lipídicas de una menor
toxicidad y mayor eficiencia de transfección, el desarro-
llo de nuevas tecnologías de formulación de estos lípidos,
así como el desarrollo de la selectividad de la acción de las
medicinas de genes formuladas en liposomas.

Perspectiva Comercial
de las Formulaciones
de ADN Basadas en Liposomas
No existen actualmente en el mercado productos far-
macéuticos que contengan ADN encapsulado en
liposomas, ni hay alguno que haya sido aprobado por
las autoridades reguladoras de Estados Unidos (FDA)
o de la Unión Europea (EMEA) para su uso en huma-
nos [7-11]. Se pudiera especular que ello está asociado,
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fundamentalmente, al poco tiempo que lleva el ADN
como producto farmacéutico, y en menor grado, a las
dificultades enfrentadas en su desarrollo, tales como la
limitada eficiencia o inseguridad de los métodos actua-
les de administración de genes, y la inmunogenicidad
relativamente baja mostrada por el ADN como candi-
dato vacunal en ensayos clínicos [12].

Algunas formulaciones de ADN encapsulado en
liposomas se encuentran en distintas fases de ensayos
clínicos. Entre las más adelantadas, la formulación del
gen HLA-B7 del sistema principal de histocompatibili-
dad (MHC) en liposomas catiónicos, que fue desarrolla-
da por la compañía Vical Inc. (EE.UU.) para el tratamiento
del melanoma metastático y el cáncer de cabeza y cuello
no operable, se encuentra en ensayo clínico fase III. Se
prevé por parte de esta compañía que este producto
estará disponible comercialmente en el año 2005 [13].

En la Tabla 1 se muestran las formulaciones de ADN
encapsulado en liposomas que actualmente se prue-
ban en ensayos clínicos. Como característica común

de las formulaciones usadas se puede indicar que to-
das incluyen un lípido catiónico en su composición, y
que el gen administrado ha sido empleado en la mayo-
ría de los casos con propósitos terapéuticos. Las afec-
ciones tratadas están relacionadas principalmente con
el cáncer, las enfermedades cardiovasculares, y la
fibrosis quística. En comparación, la utilización de los
liposomas con propósitos vacunales en humanos es
mucho más incipiente. Se han obtenido sólo modestos
resultados en la inmunización con complejos ADN-
lípido catiónico, donde las respuestas inmunes han
sido similares [14] o ligeramente superiores [15] a las
obtenidas con la inmunización de ADN solo.

Los resultados de los estudios clínicos mostraron
que la administración de los genes en liposomas, en
cantidades terapéuticamente activas, es segura. Los
estudios clínicos con genes de citoquinas mostraron lo
atractivo de su empleo como alternativa al uso de
citoquinas directamente. La eficacia de la aplicación
del gen terapéutico de la interleuquina 2 (IL-2) en un

Tabla 1. Formulaciones de ADN en liposomas evaluadas actualmente en ensayos clínicos. 
Compañía Producto Resultado del ensayo clínico  

Vical 
Incorporate
d (EE.UU.) 

Leuvectin�. Un vector de ADN que 
contiene el gen de la IL-2 es 
formulado con un lípido catiónico 
(DMRIE/DOPE). 

Ensayos clínicos fase II. País: EE.UU., 1999-2001. Resultados: Figlin y colaboradores inyectaron Leuvectin� a 
pacientes con cáncer metastático de células renales. Sin efectos adversos. De 14 pacientes evaluables, 2 tuvieron 
respuestas objetivas parciales (ROP) en el tumor inyectado durante más de 15 meses. En un paciente, un tumor no 
inyectado se redujo en más del 50% de su masa [17]. 

 Allovectin-7®. Usa un complejo 
lípido (DMRIE/DOPE)- gen HLA-B7 
para ayudar al sistema inmune a 
reconocer y atacar las células 
cancerígenas. 
 

Ensayos clínicos fase II (1998, EE.UU.): Hersh y colaboradores administraron Allovectin® en pacientes con melanoma 
metastásico [18]. Resultado: De 48 pacientes, 4 tuvieron respuestas parciales y 6 tuvieron una regresión de la 
enfermedad. De 48 pacientes 10 estuvieron estables. No se observaron toxicidades grado III o IV relacionadas con el 
tratamiento. Se realizan ensayos clínicos fase III (1999-2001, EE.UU.) en el que se aplica el complejo HLA-B7 
plásmido/lípido directamente a pacientes con melanoma metastático. También se realizan (2001) estudios fase I/II
con Allovectin® en combinación con bajas dosis de IL-2. 
Ensayos clínicos fase II en pacientes con cáncer de cabeza y cuello no operable (2001). Los ensayos clínicos fase I 
(1998, EE.UU.) no mostraron efectos tóxicos durante el tratamiento. 

Targeted 
Genetics 

Corp. 
(Seattle,  
EE. UU.) 

Complejo gen E1A /lípido catiónico 
DC-colesterol, para el tratamiento 
del cáncer de cabeza y cuello (a 
través de la inyección intratumoral) y 
del cáncer de ovario (a través de una 
infusión en la cavidad peritoneal) 
para disminuir la resistencia de los 
tumores al tratamiento con 
radioterapia o quimioterapia. 

Mayo 2000. Ensayo clínico fase II de tgDCC-E1A en pacientes con cáncer de cabeza y cuello [19]. De 21 pacientes 
evaluables, 1 experimentó una respuesta completa y otros 9 mostraron una estabilización o disminución del tamaño 
del tumor tratado.  
Estudios fase I en pacientes con cáncer de cabeza y cuello, cáncer de ovario y cáncer de mamas demostraron que el 
gen E1A puede ser administrado sin riesgos.  
Estudio fase I de escalado de dosis del producto tgDCC-E1A en combinación con quimioterapia para el tratamiento 
del cáncer de ovario se inició en diciembre de 1999 y se espera que corra hasta principios del 2001. 
Estudio fase II de tgDCC-E1A en combinación con radioterapia para el tratamiento del cáncer de cabeza y cuello se 
inició en diciembre del 2000.  

 Gen E1A formulado en liposomas 
LPD (lípidos catiónicos con ADN 
condensado con protamina) para 
el tratamiento de cáncer 
metástico, se aplica sólo y en 
combinación con quimioterapia. 

Estudios preclínicos de tgLPD-E1A [20] han demostrado la habilidad del tgLPD-E1A administrado por vía sistémica 
para impedir el crecimiento del tumor en animales transplantados con dos tumores humanos diferentes. Estos efectos 
se incrementaron cuando se combinó con un tratamiento con quimioterapia.  

Complejo formado por plásmido 
con gen de la IL-2 humana y una 
preparación liposomal del lípido 
catiónico DOTMA y colesterol. 

Febrero 15, 2001. Se completó el reclutamiento de pacientes para su ensayo clínico aleatorizado fase IIb Se inyectó el 
complejo directamente en los tumores de pacientes con carcinomas de cabeza y cuello recurrentes o refractarios [21]. 
Los resultados de la fase I mostraron que la medicina del gen de IL-2 fue segura y bien tolerada, con evidencia de la 
expresión del gen por más de 7 días. Estos datos muestran, junto con múltiples estudios preclínicos, un decrecimiento 
en la velocidad de progresión del tumor o una remisión completa, y un claro crecimiento en la supervivencia. 

Gen IL-2 humana formulada con 
lípidos catiónicos (aplicada por vía 
i.v.) 

Abril 19, 2001. Se administró esta medicina por vía intravenosa a los primeros 4 pacientes en un ensayo clínico fase I.  
Esta medicina de genes usa un sistema de liberación optimizado de lípidos catiónicos que han mostrado localizarse 
eficientemente en los pulmones [22].  

Gen del VEGF (165) formulado 
con lípidos catiónicos (DOTMA) 
para tratar el estrechamiento de 
los vasos sanguíneos después de 
la angioplasia. 

Noviembre 10, 1999. Se completó un ensayo clínico fase II a doble ciegas, con placebo controlado del gen del
VEGF (165) con resultados positivos [23]. 
Fue administrado intravascularmente mediante un catéter a pacientes con enfermedad vascular periférica
inmediatamente después de la angioplasia. Los pacientes mostraron evidencias de angiogénesis con la misma efectividad 
que el grupo que fue tratado con VEGF en un vector de adenovirus y no mostraron efectos adversos.  
Esta formulación del VEGF (165) también se prueba en un ensayo fase II en pacientes con enfermedad de las arterias
coronarias.  
Más de 50 pacientes con enfermedad de arteria periférica o coronaria han sido tratados sin que se observen efectos 
adversos.  

Valentis, 
Inc.  

(California, 
EE.UU.) 

Gen CFTR formulado en un 
aerosol con lípidos catiónicos para 
la fibrosis quística.  

California, Noviembre 23, 1999. Se completó un ensayo clínico fase IIa sin que se encontraran evidencias de 
inflamación (tolerado). El gen fue administrado con lípidos catiónicos en un aerosol por las vías respiratorias hacia el
pulmón [24].  

Merck 
(Alemania) 

Gen HPV formulado con lípidos 
catiónicos. Vacuna de ADN contra 
el virus de papiloma humano [25]. 

Ya se realizan ensayos clínicos fase I. 
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ensayo clínico de fase I/II fue de 14 %, comparable a la
que se obtuvo con la aplicación de la citoquina directa-
mente y que osciló entre 10 y 20 %. En estos estudios
se encontró, además, una menor respuesta de efectos
adversos asociada al tratamiento [16].

Tecnologías Utilizadas para la
Obtención de las Formulaciones
de ADN Aplicadas en Ensayos
Clínicos
La primera generación de liposomas catiónicos de ADN,
los complejos ADN-lípido catiónico, que actualmente
se prueban en ensayos clínicos, tienen las siguientes
características [26]: i) no son mutagénicos ni
inmunogénicos, ii) se pueden producir en grandes can-
tidades, iii) no tienen un límite conocido para la talla
del gen a formular, iv) se agregan con el tiempo, no son
estables, por lo que hay que usarlos inmediatamente
después de formulados, v) presentan una eficiencia de
transfección relativamente baja en comparación con
los vectores virales.

Un ejemplo de la tecnología de obtención de es-
tas formulaciones se muestra en la Figura, la que
aparece referida en la patente de Vical Inc. (EE.UU.)
No. 6,147,055 y que describe la obtención de com-
plejos del ADN de la IL-2 con la mezcla lipídica de
marca comercial DMRIE y DOPE. Estos complejos
se obtuvieron por la simple unión del ADN con la
mezcla lipídica, que es facilitada por la interacción
electrostática del ADN cargado negativamente con
los grupos cargados positivamente en el lípido
catiónico DMRIE [27].

En el producto Allovectin-7 desarrollado por la
compañía Vical Inc. (EE.UU.), se obtienen por sepa-
rado la solución estéril del ADN con 400 µg del gen
HLA-B7 del MHC, y la mezcla lipídica seca estéril
que contiene 77 µg de DMRIE y 90 µg de DOPE.
Estos dos componentes, en viales estériles separados
son estables durante al menos 8 semanas almacenados
en condiciones apropiadas, a -20 ºC para el ADN y a
4 oC para la mezcla DMRIE/DOPE. Justo antes de
inyectar al paciente, ambos componentes deben mez-
clarse [28].

 Otra de las tecnologías utilizadas para la formu-
lación del gen terapéutico consiste en compactar el
ADN con un polímero catiónico antes de ser
encapsulado en los liposomas catiónicos. Como re-
sultado se obtienen partículas de un menor tamaño,
que muestran una mayor estabilidad y mejor pro-
tección del ADN ante la acción de las enzimas in
vivo. La compañía Targeted Genetics Corp. (Seattle,
EE.UU.) ensayó en humanos una formulación del
gen E1A para el tratamiento de cáncer metástico en
la que el ADN se condensó con el policatión
protamina y luego se encapsuló en liposomas del
lípido catiónico DC-colesterol (Tabla 1). En com-
paración con la simple mezcla del ADN y el lípido
catiónico, esta formulación permitió una mayor ac-
tividad biológica del ADN aplicado por vía
intravenosa [29].

Las formulaciones de ADN en liposomas catiónicos,
con la inclusión de los complejos ADN-lípido catiónico
y los complejos ADN-lípido catiónico-protamina, se
exploraron clínicamente por varias vías de administra-
ción, entre ellas la intralesional, la intravenosa, la

alveolar y la intravascular (Tabla 1). La vía intralesional
fue utilizada en varios de estos estudios ya que permi-
tió alcanzar, de forma sencilla, una adecuada
biodisponibilidad del complejo ADN-lípido catiónico
en el tejido enfermo, y disminuyó en gran parte los
efectos adversos asociados a la toxicidad de los lípidos
catiónicos. En cambio, la administración del ADN con
lípidos catiónicos por las vías intravenosa y alveolar
resultó ser menos eficiente o producir una mayor can-
tidad de efectos adversos por lo que es necesario dis-
poner de un diseño y una optimización más cuidadosa
de las formulaciones. Sin embargo, no existe una infor-
mación detallada sobre estos estudios clínicos y las
características de las formulaciones usadas, puesto que
algunos de ellos no han concluido o no han sido publi-
cados los resultados por parte de las compañías que
los realizan.

Patentes que Fijan el Desarrollo
Comercial de las Formulaciones
de ADN con Lípidos Catiónicos
Bossart y Pearson en el año 1995 [30] propusieron
una jerarquía de la propiedad intelectual en la que las
patentes con reivindicaciones dirigidas a conceptos
de tratamiento de enfermedades tienen un impacto
más amplio, ya que éstas excluyen del mercado el
mayor número de productos. Le siguen por su forta-
leza para bloquear el desarrollo de productos alter-
nativos las patentes que reivindican la secuencia del
gen terapéutico, ya que usualmente no existen susti-
tutos para un gen terapéutico determinado. Con me-
nor grado de fortaleza se ubican las relacionadas con
los sistemas de liberación de genes, basados en

Mezcla de DMRIE y DOPE

DMRIE DOPE

Disolver en un
solvente orgánico

Disolver en un
solvente orgánico

Mezclar DMRIE
y DOPE

Eliminar el solvente orgánico mediante
evaporación a presión reducida

Esterilizar la mezcla lipídica hidratada

Almacenar bajo refrigeración la mezcla
lipídica esterilizada previo a su uso

Hidratar la mezcla lipídica con agua
estéril para inyección

Eliminar completamente el solvente 
orgánico al vacío

Eliminar el solvente orgánico mediante
evaporación a presión reducida

Proceso de formulación y llenado

Mezcla lipídica
hidratada y
esterilizada
DMRIE/DOPE
recibida de
formulación 

ADN en vehículo
de inyección 

recibido
de producción 

Combinar las soluciones de ADN y 
lípidos en condiciones asépticas

Llenar en viales estériles y 
despirogenizados, tapar

y retapar 

Congelar y almacenar a -20ºC 

Filtrar estéril
la solución de ADN
en una membrana

de 0.2   m
 

Figura. Proceso de obtención de complejos del ADN de la interleuquina 2 con la mezcla lipídica de
DMRIE y DOPE. Estos complejos se obtienen por la simple mezcla del ADN con la mezcla lipídica, que
es facilitada por la interacción electrostática del ADN cargado negativamente con los grupos cargados
positivamente en el lípido catiónico DMRIE [27].
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polímeros, lípidos, etc. y en último lugar las que rei-
vindican sistemas de expresión de genes ya sean pro-
motores, potenciadores etc.

Las patentes dirigidas a los sistemas no-virales de
liberación de genes comenzaron a ser aprobadas en los
años 1996 y 1997 [31].

A finales del año 1996 y principios del año 1997 la
oficina de patentes de Estados Unidos aprobó dos
patentes a la compañía dedicada a la terapia de genes
Vical Inc., la USP 5,580,859 y la USP 5,589,466 que
cubren la administración de ADN desnudo con pro-
pósitos terapéuticos y vacunales respectivamente.
Esta tecnología parece ser útil para la vacunación y ha
sido autorizada a varias compañías productoras de
vacunas como Merck (Whitehouse Station, Nueva
Jersey, EE.UU.) y la transnacional Pasteur Merieux
Connaught.

Otra patente, la USP 5,676,954 inventada por
Kenneth Brigham fue otorgada en Octubre de 1997 a
la Universidad de Vanderbilt (Nashville, Tennessee,
EE.UU.), la cual la había autorizado a la compañía
GeneMedicine Inc. (EE.UU.). La compañía Valentis
Inc. (EE.UU.) asumió esta autorización al ocurrir la
fusión de las compañías GeneMedicine con Megabios
Inc. (EE.UU.). Esta patente demanda ampliamente
el uso de complejos de lípido catiónico con ADN
administrados por vía intravenosa o por inhalación.
Por otro lado, a la compañía Megabios Inc se le ha-
bían autorizado la patente USP 5,827,703 y la USP
5,756,353 de la Universidad de California (EE.UU.).
Estas patentes plantean variaciones sutiles del siste-
ma de liberación formado por complejos de lípido
catiónico con ADN, que fueron descritas en la inven-
ción de Kenneth Brigham. Con la formación de la
compañía Valentis Inc., las dos patentes complemen-
tarias quedaron bajo el control exclusivo de una sola
compañía.

Las patentes sobre la síntesis y el uso de lípidos
catiónicos que actualmente se prueban en ensayos clí-
nicos (Tabla 1) fueron concedidas a las compañías
patrocinadoras en los años 1993-1995 (Tabla 2).

Tendencias de la Investigación sobre
los Sistemas de Administración
de Genes Basados en Liposomas
La mayoría de las formulaciones de ADN-liposoma
que se encuentran en ensayos clínicos son complejos
de ADN con lípidos catiónicos, las cuales se recono-
cen en la literatura como mejorables en término de
eficiencia de transfección, toxicidad y estabilidad de la
formulación in vitro e in vivo [32-34].

Las investigaciones para el mejoramiento de estas
formulaciones comprenden dos áreas principales: i) la
síntesis química de nuevas estructuras lipídicas de una
menor toxicidad y mayor eficiencia de transfección, y
ii) la obtención de nuevas tecnologías de formulación
de estos lípidos.

Síntesis química de nuevas estructuras
lipídicas
Para identificar moléculas lipídicas más eficaces fue
necesario que los investigadores sintetizaran un gran
número de moléculas estructuralmente relacionadas
que luego fueron probadas en ensayos in vivo. Como
un ejemplo del desarrollo en este campo de investiga-

ción, Felgner de la compañía Vical Inc. (EE.UU.), ob-
tuvo en el año 1996 estructuras lipídicas que produje-
ron un incremento en la expresión del transgén en el
pulmón de ratón de 1 000 veces comparado con la
obtenida cuando se usaron las estructuras lipídicas de
sus estudios iniciales en el año 1993 [35].

A pesar que de que la eficacia de estas formulaciones
liposomales de ADN, medida en término de la expre-
sión total del transgén (masa total de proteína expre-
sada), se acerca a la lograda con vectores virales,
todavía los virus son sistemas de administración de
genes mucho más eficientes [36]. Por ejemplo, los
adenovirus son típicamente usados in vitro a una mul-
tiplicidad de infección de cerca de 100. En estas condi-
ciones, en las que cada célula se expone a un promedio
de sólo 100 partículas de virus funcionales, la mayoría
de ellas pueden ser transfectadas. Para lograr niveles
comparables de la expresión del transgén con liposomas
catiónicos, las células deben ser expuestas a cerca de
106 de copias del plásmido por célula, 5 µg de
plásmido/millón de células. Diferencias similares en la
eficiencia de estos dos sistemas de administración de
genes son aparentes en los estudios in vivo. En el
pulmón de ratón, fueron usadas cerca de 2 x 1013 co-
pias del plásmido que corresponde a 130 µg ADN
formuladas en liposomas, mientras que en un estudio
típico de vector de adenovirus se administraron sólo
109 partículas de virus. Por lo tanto, la eficacia es
comparable para los liposomas catiónicos y los
vectores virales, pero las eficiencias relativas, en tér-

Tabla 2. Principales patentes concedidas en el período de 1993 a 1999 sobre la síntesis  
y uso de los lípidos catiónicos en la terapia génica. 

Patente Composición de la formulación/propiedades  
Lípidos catiónicos. 
Año: 1994 
No: USP 5334761 
Firma: Life Technologies Inc. (EE.UU.). 

Lípidos catiónicos de la familia DORI  donde los grupos 
R1 y R2 (cadenas laterales)  son grupos alquilo o 
alquenilo  de 23 átomos de carbono. 

Lípidos catiónicos para la liberación 
intracelular de moléculas biológicamente 
activas  
Año: 1993 
No: USP 5264618  
Firma: Vical, Inc., San Diego, CA, EE.UU.  

Complejos lípido catiónicos-ADN. Lípido catiónico 
incluido: DMRIE. 
Propiedades: 
Facilitan el transporte de agentes biológicamente 
activos (ej, ADN) al interior de las células.  

Lípidos catiónicos para la liberación 
intracelular de moléculas biológicamente 
activas  
Año: 1995.  
No: USP 05459127 
Firma: Vical, Inc., San Diego, CA, EE.UU.  

Complejos lípido catiónicos-ADN. Lípido catiónico 
incluido: DMRIE. 
Propiedades: 
Facilitan el transporte de agentes biológicamente 
activos (ej, ADN) al interior de las células. 

Método para liberar ácidos nucleicos dentro 
de las células.  
Año: 1994. No: USP 5283185 
Firmas: University of Tennessee Research 
Corporation, Knoxville, TN. 
McMaster University, Ontario, Canadá.  

Complejos lípido catiónicos-ADN. Lípido catiónico 
incluido: DC-Chol. 
Propiedades: 
Facilitan la transferencia de ácidos nucleicos al interior 
de las células. 

Composiciones y métodos para la terapia 
génica in vivo  
Año: 1998 
No: USP 5827703 
Firma: univ.CALIFORNIA (US), Licenciada a 
Valentis Inc. (EE.UU.). 

Vesículas constituídas  por lípidos catiónicos (DOTMA, 
DDAB, DOTAP, DOPE, L-PE (lisinil-fosfatidilamina)) y de 
manera opcional,  lípidos no catiónicos (colesterol) en 
una relación molar desde 1:19 hasta 1:0. El cassette de 
expresión para el ADN puede ser lineal o plasmídico. 
Cubre la liberación sistémica de genes en complejos 
ADN: lípido, incluyendo la vía intravenosa o 
intraperitoneal. 

Complejos DNA-lípido catiónico para la 
transfección de ADN  
Año: 1999 
No: USP 5932241 
Firma: Valentis Inc. (EE.UU.) 

Complejo ADN-liposoma constituido por una mezcla de 
lípidos neutros  (colesterol o DOPE) y un lípido catiónico 
de cadenas laterales R1 y R2 de 11 a 29 átomos de 
carbono  y un residuo catiónico de fórmula:  
--CH2--(CH2)n--N+(R2)3. ( EDMPC, O-etil-dimiristoil-
fosfatidilcolina).  
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mino del número de copias del transgén requeridas
para lograr una expresión del gen óptima y segura,
difieren al menos 104  veces.

A pesar de estas diferencias, los liposomas repre-
sentan una alternativa al uso de sistemas virales de
administración de genes in vivo. Los sistemas no-virales
de administración de genes, en particular los liposomas
catiónicos, tienen como características una expresión
temporal del producto del gen y una menor eficiencia
de transfección, mientras que no generan una aprecia-
ble respuesta de anticuerpos contra sus estructuras al
ser administrados repetidamente.

Por su parte los vectores virales como el asociado a
adenovirus (VAA) tienen como propiedades la expre-
sión prolongada del producto del gen, tienen una alta
eficiencia de transfección y generan una respuesta de
anticuerpos contra sus estructuras al ser administra-
dos repetidamente.

Esto hace que los liposomas catiónicos sean más
apropiados para las aplicaciones en las que hay que
administrar el gen repetidamente y se necesite una
expresión temporal del gen. Este es el caso del trata-
miento con genes de citoquinas como la IL-2, el
interferón alfa (IFN-alfa) o el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) para el tratamiento de cé-
lulas que se dividen con rapidez como son las del
cáncer o las del tejido endotelial vascular.

Los vectores virales como el VAA son más apro-
piados, sin embargo, para las aplicaciones en las que
se necesita una sola administración del gen y la expre-
sión del mismo por tiempo muy prolongado. Este es
el caso de la generación de una respuesta inmune pro-
tectora mediante la aplicación de vacunas de ADN.

La diferencia en eficiencia de transfección entre los
liposomas y los vectores virales define la oportunidad
para el desarrollo de una nueva generación de sistemas
sintéticos de administración de genes. Esta tercera ge-
neración de formulaciones de liposomas debe ser va-
rios órdenes de magnitud más eficiente que las
formulaciones que actualmente están en investigación.

Nuevas tecnologías de formulación
de liposomas
A diferencia de las formulaciones de vectores virales,
los complejos ADN-liposomas catiónicos no son es-
tables en término de tamaño de partícula [37-39]. Ha
sido difícil obtener complejos ADN-liposomas
catiónicos con una distribución de tamaño de partícu-
la adecuado para la inyección sistémica, y, en la mayo-
ría de los estudios publicados, se han utilizado
preparaciones inestables. Frecuentemente, estos com-
plejos fueron usados dentro de un período de tiempo
de 30 min hasta unas pocas horas. En estudios clíni-
cos en los que se usaron lípidos catiónicos para la
formulación de ADN terapéutico, los dos componen-
tes fueron mezclados al lado de la cama del paciente y
usados inmediatamente [39]. La inestabilidad estruc-
tural junto con la pérdida de la eficiencia de
transfección de los complejos de ADN-liposomas
catiónicos han sido importantes obstáculos para el
desarrollo de la terapia génica basada en liposomas.

Complejos estables de ADN-liposomas catiónicos
se han podido obtener mediante dos estrategias: i) la
adición de pequeñas cantidades de un conjugado de
polietilenglicol con fosfolípido que es incorporado en

la estructura del liposoma, y ii) la compactación del
ADN con pequeños polímeros catiónicos (poliaminas)
antes de la formación del complejo ADN-liposoma.
Estas preparaciones fueron estables a 4 ºC por varios
meses y dieron altas y reproducibles eficiencias de
transfección del gen después de ser administradas en
ratones por vía intravenosa [40]. En cambio, las
formulaciones similares pero no estabilizadas perdie-
ron completamente su capacidad de transfectar las
células en sólo 4 días.

Otra de las estrategias que han sido utilizadas para
la estabilización de los complejos ADN-liposomas
catiónicos fue la adición del surfactante Tween 80.
Las formulaciones así obtenidas forman complejos
estables con el ADN que no experimentan un cambio
en su eficiencia de transfección o tamaño de partícula
al ser almacenadas a 4 °C durante al menos 10 días
[41]. Adicionalmente, la eficiencia de transfección de
estas formulaciones no se afectó por la presencia de
suero en los experimentos in vitro. Se supone que la
estabilización de los complejos ADN-liposomas
catiónicos por parte del Tween 80 se produce por la
presencia en la superficie de las partículas lipídicas de
las estructuras ramificadas de polietilenglicol presen-
tes en el Tween 80, las cuales forman una barrera
estérica que minimiza las interacciones entre el ADN
y los lípidos catiónicos, responsables de la agregación
de los complejos.

Como materia prima para la producción de com-
plejos ADN-liposomas, el Tween 80 es atractivo ya
que su uso en humanos ha sido aprobado por la FDA
(Food and Drug Administration, EE.UU.) pero ade-
más, esta sustancia sintética puede ser comprada a las
compañías suministradoras en grandes cantidades y
con una alta pureza a precios relativamente bajos.

Estas formulaciones de ADN no tienen que ser
preparadas al momento de usarse, ya que pueden
ser elaboradas como un solo producto listo para su
uso, el cual es estable durante su almacenamiento y
transportación.

El detergente octilglucósido es otro surfactante que
se ha empleado en la formulación de los complejos de
ADN-liposomas catiónicos para obtener preparacio-
nes de ADN estables. Los complejos estables de ADN-
liposomas catiónicos se obtuvieron al solubilizar los
liposomas catiónicos en octilglucósido al 1 % y mez-
clar el ADN con el lípido en presencia del detergente
[42] La eliminación del detergente mediante una diálisis
produjo una suspensión de lípido-ADN que fue ca-
paz de transfectar las células cultivadas de tejido has-
ta 90 días después de su almacenamiento a 4 ºC, sin
ninguna pérdida en su eficiencia de transfección. Se
obtuvieron niveles similares en la transferencia de los
genes cuando se mezclaron los lípidos catiónicos en
forma de liposomas con el ADN justo antes de añadir-
lo a las células. Sin embargo, la capacidad de transfectar
las células se perdió completamente pasadas 24 h.

 Como una alternativa para la disminución de la toxi-
cidad de las formulaciones de ADN-liposomas se ela-
boraron formulaciones de ADN-liposomas que evitan
el uso de lípidos catiónicos. En una de estas nuevas
tecnologías [43], el ADN se compacta con el policatión
espermina, en una emulsión de agua-cloroformo
estabilizada con fosfolípidos. Después de eliminar el
solvente orgánico, las partículas formadas pueden ser
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homogeneizadas hasta un tamaño promedio de alrede-
dor de 200 nm, que retienen en su interior el ADN que
se protege de la digestión con nucleasas. Estas prepara-
ciones liposomales fueron activas en la transfección de
varias líneas celulares, y su eficiencia de transfección en
cultivo tuvo el mismo orden de magnitud que la obteni-
da con los lípidos catiónicos, no obstante fueron mu-
cho menos tóxicas para las células.

En otra de las tecnologías que evita el uso de lípidos
catiónicos [44] se produce una eficiente encapsulación
del ADN en liposomas neutros pequeños mediante la
adición de etanol y cloruro de calcio a una mezcla
acuosa de vesículas unilaminares pequeñas (SUVs) y
ADN plasmídico. Los complejos lipídicos neutros,
compuestos por 1,2-dioleoyl-sn-phosphatidylcholi-
ne (DOPC), DOPC/DOPE (1,2-dioleoyl-sn-phospha-
tidylethanolamine) (1:1) o DOPC/DOPE/colesterol
(1:1:1), tienen un diámetro promedio efectivo de me-
nos de 200 nm y encapsulan hasta el 80% del ADN el
cual es retenido a pH 4,0 y en el suero a 37 ºC. Se
espera que la toxicidad de esta formulación sea signifi-
cativamente menor que la de otros sistemas no-virales
de administración de genes.

Desarrollo de la selectividad de la acción
de las medicinas de genes formuladas
en liposomas
Si bien la vía de administración intra-lesional es la más
utilizada por su simplicidad, también se ha presenta-
do la necesidad de desarrollar formulaciones de ADN-
liposoma que puedan ser aplicadas con efectividad
por vía sistémica.

Entre los problemas que aparecen en el desarrollo de
formulaciones para la aplicación por esta vía está la
posibilidad de diseminación de estas medicinas en va-
rios órganos y tejidos del organismo [45, 46], que pue-
den conducir a una mayor toxicidad del tratamiento y
una menor efectividad de su acción terapéutica [47].

Una estrategia que se ha planteado para solucionar
este problema es el desarrollo de sistemas de adminis-
tración de genes basados en liposomas que se puedan
dirigir a regiones específicas del organismo, como pue-
den ser un órgano o un tejido, en los que se quiere
combatir la enfermedad [48].

Esta especificidad se logra mediante el acoplamien-
to en la superficie de los liposomas de ligandos o frag-
mentos de anticuerpos, llamados inmunoliposomas
[49], que tienen una alta afinidad por receptores o
antígenos que se expresan en el exterior de las células
del tejido enfermo.

Liposomas dirigidos con ligandos como el folato,
la transferrina o un fragmento de anticuerpo contra
el receptor de la transferrina han mostrado un alto
nivel de expresión del transgén en modelos preclíni-
cos de cáncer humano de mama, próstata y cabeza y
cuello.

También se han utilizado diferentes ligandos, como el
beta-sitosterol beta-D-glucósido (Sit-D), para dirigir las
formulaciones liposomales hacia el hígado. Los comple-
jos de ADN/liposoma-Sit-D, de un tamaño promedio
pequeño de 100 a 250 nm, produjeron una expresión
alta y selectiva del gen marcador de luciferasa en el híga-
do de ratones una vez administrados por vía intravenosa
[50]. Mediante la inclusión de la transferrina en la for-
mulación de ADN liposomal fue posible expresar el
transgén marcador beta-galactosidasa exclusivamente en
la masa de un tumor de carcinoma hepatocelular implan-
tado en el hígado de ratones, después de ser aplicada
esta formulación en la arteria hepática [51].

Para que las formulaciones de ADN-liposomas ten-
gan una alta eficacia al ser administradas por vía
sistémica, es necesario además que éstas se manten-
gan en el torrente sanguíneo por un tiempo prolonga-
do en concentraciones relativamente altas. Los
complejos de ADN-liposoma ordinarios, de carga su-
perficial positiva y tamaño de partícula grande son
eliminados con facilidad por el sistema retículo-
endotelial, por lo que tienen un tiempo de vida en
sangre relativamente corto y sus mayores niveles de
actividad son sólo observados en determinados órga-
nos como los pulmones, el bazo y el hígado [52].

En la actualidad se desarrollan formulaciones de
ADN-liposomas que tienen un mayor tiempo de cir-
culación en sangre. Estas nuevas formulaciones se
obtuvieron a través del acople en sus estructuras de
polímeros como el polietilenglicol [49] o con un me-
nor tamaño promedio de partícula,70 nm, y carga
superficial neta neutra. Estos polímeros evitan, ade-
más, la absorción y eliminación de estas formulacio-
nes al disminuir la interacción con las estructuras
del sistema retículo-endotelial y los componentes
de la sangre [52].

Consideraciones Finales
Los liposomas catiónicos han sido utilizados en mu-
chas aplicaciones de la terapia génica. A pesar de que
las investigaciones en este campo se encuentran en
etapas tempranas, un número de estudios ya tienen
resultados en humanos y mostrado la baja toxicidad
del tratamiento. Aunque no hay una evidencia inequí-
voca de la eficacia, se han demostrado cambios fisioló-
gicos que son relevantes para el proceso de las
enfermedades tratadas.

Unos de los mayores retos que todavía enfrenta este
campo es el diseño de formulaciones más eficientes. Los
sistemas actuales de administración de genes serán, in-
dudablemente, vistos como en su infancia cuando sean
comparados con los desarrollados en el futuro. Es poco
probable que alguna vez exista una formulación de
liposomas universal, sino que serán varias formulaciones
diseñadas específicamente para determinados sitios de
órganos y determinadas enfermedades.
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