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RESUMEN

La formulacion de liposomas como adyuvantes a partir de membranas interna (MI) y externa (ME) de bacterias Gram(-)
permite estimular al sistema inmune ya que incorporan patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPs)
en su estructura, facilitando el reconocimiento de células presentadoras de antigeno como células dendriticas y
macrofagos. Para la obtencion de los liposomas, se utilizo la cepa de Escherichia coli (JM109) y posterior a un proceso
de solubilizacion con detergentes se pudo extraer diferencialmente ambas membranas. La formacion de los liposomas
se produjo por la didlisis continua a la que se sometié la muestra. Los liposomas fueron evaluados en cuanto a tamafio,
caracteristicas fisicoquimicas y eficiencia de incorporacion de un antigeno en su estructura. Los liposomas generados de
MI y ME incluyen MAMPs, miden 200 nm aproximados, presentan carga negativa e incorporan una proteina antigénica
con un porcentaje de eficiencia variable siendo mayor en los producidos a partir de la MI.

Palabras claves: liposomas, membranas interna y externa, MAMPs, adyuvantes.

1. Introduccion

La principal herramienta que permite detener la
invasion de microorganismos patdogenos en las
distintas especies de origen animal es la vacunacion.
Los protocolos de vacunacion tienen por objeto la
presentacion de antigenos exodgenos a células
presentadoras de antigeno (CPA) asociado a un
adyuvante que potencie la presentacion antigénica y
que genere la consecuente activacion de linfocitos T
y B (Heit et al., 2008). La produccion de anticuerpos
neutralizantes (inmunidad humoral) y la activacion
de importantes poblaciones de células T (inmunidad
celular) son la clave del éxito terapéutico, para lo
cual es necesaria la completa activacion de las CPA
(Mescher et al., 2006).

Las células de la inmunidad innata que controlan el
proceso de presentacion antigénica son las células

dendriticas (CD) y tienen un rol crucial en la
activacion de células T, pudiendo controlar parte
importante de la inmunidad adaptativa en respuesta a
la internalizacion y procesamiento de antigenos a
través de la via de moléculas de histocompatibilidad
clases [ y Il (MHC I y MHC 1I) y la presentacion de
péptidos antigénicos a los linfocitos T CD4+ y CD8+
(Reddy et al., 2006).

Las sefiales coestimuladoras necesarias para la
diferenciacion de la respuesta inmune adaptativa se
activan cuando las CD interactian con patrones
moleculares asociados a microorganismos (MAMPs,
del inglés Microorganism  Associated Molecular
Pattern) es decir, estructuras altamente conservadas
que estan presentes en la mayoria de los
microorganismos, incluidos los patogenos. Los
MAMPs tienen multiples efectos en las sefiales
generadas por las células del sistema inmune innato
y, por lo tanto, pueden ser utiles como adyuvantes
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naturales en el impulso de la respuesta adaptativa
(Kaufmann, 2004). Algunos MAMPs son el
lipopolisacarido (LPS), lipoproteinas de membrana,
proteinas de membrana externa, DNA desmetilado
con secuencias CpG, entre otros. La identificacion de
los MAMPs se realiza a través de la asociacion
ligando-receptor entre los MAMPs (también
llamados “sefiales de peligro”) y una serie de
receptores denominados Toll Like Receptors (TLR) y
otros como Pattern Recognition Receptors (PRR) que
se encuentran en varias células del sistema inmune
innato y que incluyen a las CPA (macroéfagos, CD y
células B), responsables de la activacion linfocitaria.

Vacunas y Adyuvantes

Las necesidades actuales, en relacion a las
enfermedades emergentes, determinan que las
tradicionales vacunas existentes, basadas en
patdgenos vivos atenuados, organismos inactivados o
toxinas bacterianas inactivadas, sean modificadas
para generar una respuesta inmune mas efectiva,
segura y duradera. Con el fin de mejorar esta
respuesta se han utilizado adyuvantes para generar
una respuesta inmune cuando se administran
conjuntamente con un antigeno de eleccion (Heit et
al., 2008). Los adyuvantes facilitan el reconocimiento
del antigeno por parte de las CPA. La capacidad de
activar e inducir en las CPA, es una caracteristica de
los adyuvantes destinados a estimular los receptores
presentes en estas células como los PRR, ya que éstos
reconocen principalmente moléculas de origen
bacteriano (Wagner y Bauer, 2006; Heit et al., 2008).

Las vacunas peptidicas o de subunidad, son una
version purificada de un patégeno o un fragmento
peptidico de éste, que funciona como un antigeno
vaccinal. Las proteinas y péptidos antigénicos usados
como subunidades en vacunas, frecuentemente son de
baja inmunogenicidad cuando son administradas
solos, por ello son formulados con la adicion de
adyuvantes, vehiculos de transporte o ambas cosas
para mejorar la inmunogenicidad (Richards et al.,
1996). La baja inmunogenicidad que presentan se
debe a que carecen de la mayoria de los MAMPs
como LPS, lipoproteinas de membrana, DNA
desmetilado, entre otros (Saenz et al., 2009).

Existen diferentes tipos de adyuvantes para ser
usados en vacunas. Se pueden mencionar los que
funcionan como sistemas de liberacion de particulas
y que incluyen microparticulas, emulsiones,
ISCOMs, virosomas, liposomas, entre otros. Estos
tienen dimensiones que los hacen comparables a los

patdégenos, lo que permite al sistema inmune
reconocerlos de manera mas eficiente. Los liposomas
han mostrado ser efectivos como vehiculos de
vacunas y tienen buena actividad adyuvante
(Richards et al., 1996).

Los liposomas pueden ser sintéticos o naturales.
Estos se definen como vesiculas compuestas de una
bicapa de fosfolipidos y colesterol con un
compartimento interno acuoso. Los fosfolipidos
forman parte de la estructura primaria y el colesterol
le confiere caracteristicas de rigidez a la membrana
generando asi una mayor estabilidad (Richards et al.,
1996; Peetla et al., 2009). Estas estructuras
fosfolipidicas son similares a las membranas
celulares y de gran aplicacion farmacéutica. Ademas
se describe que serian capaces de inducir una potente
respuesta inmune humoral, sin la generacion de
granulomas en el sitio de inyeccion ni reacciones de
hipersensibilidad (Piovesan y Andrade, 2004).

Los liposomas son muy versatiles en sus
caracteristicas fisicoquimicas, inmunolédgicas, de
composicién y tienen un tamafio entre 50 nm y 10
pm. Debido a sus caracteristicas son usados como
transportadores de drogas biocompatibles, péptidos,
proteinas, DNA plasmidial, oligonucledtidos o
ribosomas, para la industria farmacettica, cosmética
y propositos bioquimicos (Ulrich, 2002; Kaufmann,
2004).

Una caracteristica fisicoquimica importante es el
potencial zeta del liposoma, el cual indica la
interaccion que se produce en particulas en
suspension, permitiendo medir la velocidad de las
mismas mediante movimientos de atracciébn o
repulsion, dependiendo de la carga que posean y el
ambiente en el que se encuentran (Kaufmann, 2004).

El uso de membranas provenientes de diferentes
microorganismos seria una eficiente via al ser usadas
como adyuvantes, ya que tendrian incorporados en su
estructura los MAMPs que facilitarian el
reconocimiento por parte del sistema inmune
(Robinson et al., 2003).

Las bacterias Gram (-) presentan una envoltura
celular compuesta por una membrana citoplasmatica
(membrana interna), una pared celular delgada de
péptidoglicano, que rodea a la anterior, y una
membrana externa que recubre la pared celular de
estas bacterias.

Ambas membranas, interna (MI) y externa (ME),
presentan  diferencias  estructurales,  distintas
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concentraciones, tipos de MAMPs asociados, y
métodos de solubilizaciéon para su obtencion. Estas
caracteristicas podrian determinar diferencias en la
presentacion antigénica. Los liposomas que incluyen
ME y MI de origen bacteriano y que incorporan
proteinas de membrana se conocen como
proteoliposomas  (Kaufmann, 2004; Pérez et al.,
2007). Estas vesiculas son obtenidas mediante
procesos como la solubilizacion en solventes
organicos o detergentes que son retirados
posteriormente en un proceso de dialisis. Durante el
proceso de solubilizacion de membranas y
reconstitucion de vesiculas  por medio de la
extraccion del  solvente, quedan atrapados
componentes del microorganismo, como DNA,
proteinas de membrana o LPS, estructuras esenciales
para el reconocimiento por parte de las CD vy
macrofagos para ser presentados posteriormente a los
linfocitos (Pérez et al., 2004).

El objetivo de este estudio es formular y caracterizar
liposomas a partir de membranas internas y externas
de bacterias Gram(-) y determinar su capacidad para
incorporar un antigeno peptidico como posible
modelo de formulacion de vacunas

2. Materiales y métodos

Extraccion de lipidos de membrana externa e interna
para formular liposomas

Solubilizacion de MI y ME de Escherichia coli (cepa
JM 109)

La bacteria Gram (-) E.coli IM 109
(recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rK-mk+),
el4—(mcrA-), supE44, relAl, A(lac-proAB)/F'
[traD36, proAB+, lac  Iq, lacZAM15]), cepa no
patogena, fue la fuente de membranas para la
reconstitucion de liposomas.

Un cultivo bacteriano de 1000 ml de E.coli con 24 h
de incubacion a 37°C fue sometido a centrifugacion
por 10 min a 7000 x g. El sedimento se lavd y
resuspendié en 40 ml de tampon Tris-HCI (10 mM;
pH 8,0). Las bacterias se lisaron por sonicado en
hielo (pulsos de 100 s, 40% de amplitud en Digital
Sonifier 450®). La mezcla fue centrifugada a 7000 x
g por 5 min en microcentrifuga y el sobrenadante se
recuper6 y se centrifugd a 14000 x g por 30 min. A
partir de este sedimento que contiene la fraccion de
membranas, se resuspendié en 20 ml de tampon

(Tris-HC1 10 mM; pH 8, MgCI2 10 mM, Triton X-
100 2%), luego se agitd vigorosamente en vortex e
incubo por 30 min a 37°C. La ME al ser insoluble en
detergentes no idnicos como el triton X-100, se
sedimentd mediante centrifugacion a 14000 x g por
30 min. Se separd el sobrenadante con la MI y el
sedimento con la ME se resuspendi6 en 16 ml de
tampon Tris-HCI 10mM; pH 8, MgC12 10 mM, SDS
2% (Bucarey, 2006).

Formulacion de liposomas en conjunto con una
proteina antigénica

2.1. Incorporacion del antigeno

Ambas membranas solubilizadas, MI y ME, fueron
tratadas con una solucién de proteina para obtener
una concentracion de 0,5 mg por cada ml de solucién
de membranas. Las proteinas usadas fueron, BSA
(albtimina sérica bovina) y OVA (ovoalbiimina).

2.2. Reconstitucion de liposomas

Al remover progresivamente el detergente desde las
membranas solubilizadas, se produce la formacion de
vesiculas de bicapas lipidicas con la solucion de
proteina incorporada. El detergente se removid
mediante dialisis continua, utilizando membranas de
15000 de tamafio de corte (SPECTRA/POR®) y
mantenidos en cuatro litros de agua desionizada con
constante agitacion para favorecer la difusion del
detergente. El agua desionizada fue cambiada dos
veces al dia durante cinco dias consecutivos.

2.3. Secado por atomizacion de los liposomas

El secado por atomizacion (“Spray Dryer”) es un
sistema de secado que reduce tiempos de uso y
material, para convertir incluso, pequefias cantidades
de sustancia en polvo. Permite mayor rendimiento y
tiempos de procesamientos mas cortos frente a la
liofilizacion. Los bajos tiempos de residencia y el
efecto de refrigeracion a través de la evaporacion
posibilitan trabajar eficazmente con productos
sensibles a la temperatura.

Este proceso incluye cuatro etapas: atomizacion del
producto en una boquilla, contacto con aerosoles,
secado de las gotas de rocio y coleccion del producto
s6lido (Chougule et al., 2007). El equipo que se uso
fue Buchi B-290 y pulverizd la mezcla que contenia
los liposomas mediante atomizacion de aire
comprimido caliente a través de una boquilla de 0,7
mm. Los parametros usados fueron los siguientes:
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temperatura de entrada de 150 °C, temperatura de
salida de 90+5°C, 100% de aspiracion y un flujo de
aire de 30 mm. El polvo obtenido con los liposomas,
fue mantenido a 4 °C antes de usar.

Caracterizacion de liposomas
2.4. Identificacion de MAMPs

La presencia de LPS, proteinas de membrana
(porinas) y DNA contenidos en los liposomas, fueron
determinados con el ensayo Purpald, SDS-PAGE y
electroforesis en geles de agarosa respectivamente
(Pérez et al., 2007).

2.5. Ensayo purpald

Los extremos residuales azucarados del LPS como el
kdo (2-ceto-3-deoxioctonato) y la heptosa son
sometidos a una oxidacion peryddica a temperatura
ambiente y el rendimiento cuantitativo del
formaldehido es medido por el reactivo purpald (Lee
y Tsai, 1999).

En una placa de 96 pocillos, se agregd 50 pl de la
muestra que contiene el LPS junto a su duplicado. Se
adicionod 50 pl de acido peryodico (NalO4) 32 mM y
se incubd por 25 min, luego se agregd 50 pl de
reactivo purpald 136 mM en hidroxido de sodio
(NaOH) 2N, se incubo por 20 min y se adicion6 50 ul
NalO4 64 mM e incubd por otros 20 min. La espuma
se elimind con 20 pl de 2- propanol. La absorbancia
de cada pocillo se midi6 a 550 nm. Para la
cuantificacion de los niveles de LPS en cada muestra
se generd una curva estdndar con concentraciones
conocidas de LPS (Sigma-aldrich).

2.6. Electroforesis en geles denaturantes de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se agregaron 10 ul del tampon de carga (Tris HCI
200 mM, pH 6,8; DTT (ditiotreitol) 10 mM; Glicerol
20%, SDS 10%, Azul de bromofenol 0,05%) a 10 pul
de la muestra que contiene los liposomas y se calentod
la mezcla en un bafio de agua hirviendo por 5 min.
Las concentraciones de acrilamida usadas fueron de
4% en el gel concentrador y 12,5% en el gel
resolutivo La electroforesis se realizo a 150 volts
constante usando estandares de proteina pretefiidos
como referencia. Una vez terminada la electroforesis,
el gel fue sumergido en una solucioén de tinciéon con
azul de Coomassie P250 por 2 h como minimo, y se
destifid con una solucién de acido acético al 10%
(Bucarey, 2006).

2.7. Electroforesis en geles de agarosa

Los geles fueron preparados usando agarosa a una
concentracion de 1% en tampon TAE (Tris-acetato
40 mM; pH 8,0 y EDTA 1 mM) mezclados con gel
red. Los geles se cargaron con 15 pl de muestras por
carril. La electroforesis se realizo a 90 volts constante
por 40 min. Las bandas de DNA presentes en los
geles se visualizaron y fotografiaron sobre un
transiluminador ultravioleta.

2.8. Determinacion de la eficiencia de carga

Para determinar la eficiencia de incorporacién de la
proteina antigénica en los liposomas se cuantifico la
presencia de la proteina que permaneci6 soluble en el
sobrenadante, utilizando la técnica de Bradford y
BCA.

Para ello se centrifugd 400 ul de cada muestra a
14000 x g durante 30 min para sedimentar los
liposomas. Del sobrenadante se sacaron 10 pl y se
mezcld con 500 pl de reactivo de Bradford (Thermo
Scientific®) para ser finalmente medidos por
espectrofotometria. El ensayo se repitié utilizando la
técnica de BCA, el cual se baso en la preparacion de
1 ml de la solucion de BCA (Thermo Scientific®) y
20 pl de sulfato cuprico al 4%, ambos se mezclaron
con 50 pl de la muestra, se incubaron por 30 min a
37°C y se midieron en espectofotdometro a 595 nm.

2.9. Caracterizacion de los liposomas

La caracterizacion de los liposomas se realizd
mediante la determinacion de la forma, tamafio y
potencial zeta de las muestras.

La morfologia fue determinada por medio de
microscopia electronica de transmision (TEM). Para
realizar estos ensayos los liposomas fueron
montados en grillas, tefiidos con acetato de uranilo al
2% como tincion negativa y visualizados en
microscopio TEM (Zeiss Electron Microscope EM
109). El tamafio y caracteristicas fisicoquimicas
como potencial zeta de los liposomas fueron medidos
por medio del equipo ZetaPlus (Brokehaven
Instruments). Para esto 10 pl de cada muestra fueron
resuspendidas en 20 ml de una soluciéon de KCl
ImM, pH 5.5

3. Resultados y discusion

Segin lo obtenido de la solubilizacion de
membranas, ambas, presentan diferentes
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concentraciones de porinas, DNA, LPS y permiten
una desigual incorporacion de las proteinas
antigénicas, lo que determina finalmente diferencias
en las caracteristicas fisicoquimicas de los liposomas
generados y que son visualizados en el TEM.

En la Fig. 1 se puede observar una gran cantidad de
proteinas de pesos moleculares similares a porinas
que se encuentran preferentemente en los liposomas
formulados a partir de ME. Esto es debido a que las
bacterias Gram (-) tienen una MI rodeada de una ME
que presenta en su estructura diversas proteinas, entre
las cuales se destacan diferentes clases de porinas de
membrana o canales proteicos que permiten el
transporte pasivo de muchos iones, azucares Yy
aminoacidos a través de la ME (Sutcliffe y
Harrington,  2004).  Algunas  porinas  mas
representativas se encuentran entre los 30 y 46 KDa
(indicadas con flechas).

kDa
178

30

25
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Fig. 1. Gel poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%. El
carril 1 corresponde al estandar de peso molecular
pretefiido con tamafios entre los 7 KDa y los 175
KDa. Los carriles 2 y 3 corresponden a la MI y los
carriles 4 y 5 a la ME de la cepa JM 109 de E.coli.

En la Fig.2 se visualizan fragmentos correspondientes
al DNA que se encuentra libre y unido a membrana,
debido a que no presentan nicleo definido (Sutcliffe
y  Harrington, 2004). Considerando  estas

caracteristicas, su union a la ME se asociaria al
proceso de solubilizacion realizado para separar
ambas membranas. En la ME se observa claramente
una banda (indicado con la flecha) de un tamafo
aproximado de 10000 bp (pares de bases). En la MI
también puede observarse, pero en menor cantidad.

Fig. 2. Gel agarosa TAE 1%. DNA bacteriano de una
cepa JM 109 de E.coli en liposomas de MI y ME con
proteinas incorporadas. El carril 1 corresponde a ME-
BSA (albimina sérica bovina). EI carril 2
corresponde a MI-BSA. El carril 3 al estandar de 1 kb
con tamanos entre los 250 y los 10000 bp y el carril
4 a ML

El LPS es una estructura propia de la ME de los
microorganismos Gram(-) (Cué y Morejon, 1998;
Pérez et al., 2004; Pérez et al., 2007), por lo tanto, es
esperable que al separar ambas membranas, éste se
encuentre principalmente en la ME. Producto del
proceso de solubilizacion de membranas es posible
encontrar LPS en la MI pero en una menor
concentracion. Esto se observa claramente en el
Grafico 1.
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Grafico 1: Determinacion de LPS en mg/ml con ensayo Purpald. Evaluacion de muestras de MI y ME de cepa JM 109
de E.coli, asociadas a BSA (albiimina sérica bovina) y OVA (ovoalbumina).
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El LPS de bacterias Gram (-) es el MAMP mas
potente descrito, ademas es altamente toxico cuando
estd libre. Sin embargo al ser incorporado en
estructuras vesiculares reduce su toxicidad y
reactogenicidad (Pérez et al., 2007).

La determinacion de la proteina antigénica BSA
incorporada en las vesiculas de liposomas fue medida
con la técnica Bradford. De una concentracion inicial
de incorporacion de 500 pg/ml de proteina en
muestras de MI y ME, se obtuvo los siguientes datos
observados en la Tabla 1

Tabla 1: Concentracion de proteina incorporada
(ng/ml) y porcentaje de eficiencia promedio (%) de la
proteina antigénica BSA en MI y ME de la cepa
JM109 de E.coli.

En la Tabla 2 se observan los diferentes valores de
tamafio y potencial zeta de los liposomas al
incorporar BSA y OVA medidas en diferentes
ensayos.

Las muestras que contienen BSA presentan valores
de tamafio mayores tanto en MI (434,6 nm) como
ME (350,8 nm) en relacion a los obtenidos al medir
muestras con OVA con valores de MI de 290,1 nm y
de ME de 336,2 nm, considerando iguales
condiciones de formulacién, pero generadas en
diferentes ensayos.

Se han descrito tamafios de liposomas incluso mas
pequetios de 83,2 nm y 163,5 nm, pero sin proteina
incorporada (Wang et al., 2010).

Tipode Incorporacion Eficiencia

membrana BSA (ug/ml) (%)

Al comparar los valores de tamafio y potencial zeta
obtenidos para las particulas que contienen BSA y
OVA medidas frescas (F) y después del secado por
atomizacion (S) se observan leves aumentos de

MI 425,5 85,1
ME 365,5 73,1

tamafio en las particulas posterior al secado. El
potencial zeta presenta rangos de negatividad que
fluctian entre los -17,4 mV y los -42,6 mV. Estos
valores indicarian diferentes niveles de estabilidad de

La Tabla 1 muestra que la concentracion de proteina
incorporada es altamente eficiente, principalmente en
la MI, donde el porcentaje de eficiencia fue de
85,1%.

particulas en suspension debido a la carga superficial
que presentan los liposomas a un pH determinado. Se
sabe que valores > 30 mV indican micelas coloidales
positivas muy estables y que valores < -30 mV
corresponden a micelas negativas estables (Malvern
Instrument, 2004).
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El reconocimiento por parte de las CPA pareciera ser
mas eficiente al incorporar particulas cargadas
positivamente, pero también se describen respuestas
con particulas de carga negativa (Carmona-Ribeiro,
2010).

Tabla 2: Tamafio de particula (nm) y potencial zeta
(mV) en muestras de MI y ME provenientes de la
cepa JM 109 de E.coli frescas (F) y secas (S). Se
midi6 BSA (alblimina sérica bovina) y OVA
(ovoalbumina).

Ensayo BSA
OVA

MI(F) ME MI(F) ME
(F) (F)
434,6 350,8 290,1 336,2
nm nm nm nm
-30,3 -17,6  -17,4 -42,6
mV mV mV mV
(S) (S) (S) (S)
419,6 452,1 301,7 510,8
nm nm nm nm
-18,3 -324  -26,1 -322
mV mV mV mV

Las Fig.4 y 5, muestran particulas de alrededor de
100 y 200 nm. Estas se observan redondeadas, de
contornos definidos y se pueden ver aisladas y
agrupadas. En relacion al tamafio de las particulas,
las fotografiadas por el TEM no concuerdan con los
datos obtenidos en el equipo Zeta Plus. Esto seria
producto de que las particulas se encontraban
aglomeradas al momento de la medicion. Un tamafio
inferior de los liposomas, entre 100 y 200 nm, es
posible ya que éstos presentan grandes variaciones de
tamafio, pudiendo fluctuar entre los 50 nm y los 10
pm (Kaufmann, 2004). Pero se ha descrito que el
optimo reconocimiento por parte de las CPA, seria
con particulas de diametros aproximados de 500 nm
(Carmona-Ribeiro, 2010).

La Fig.4 permite comparar liposomas formulados a
partir de MI, con distintas proteinas (BSA y OVA) y
sometidas a dos procedimientos que permiten
comparar variaciones fisicas de los liposomas
(muestras congeladas y secas por atomizacion). Los

liposomas, en las condiciones antes mencionadas, se
observan de tamafios similares. El tamafio fue
medido en relacion al diametro de la circunferencia
del liposoma y no considera el halo difuso que se
forma alrededor de éstos. Las muestras que contienen
BSA se visualizan con contornos bien definidos, a
diferencia de los liposomas que contienen OVA.

oy

Fig. 4. Imagenes de liposomas en Microscopia
Electronica de Transmision (TEM) a 50000X en
muestras de MI de cepa JM 109 de E. coli sometidos
a dos procedimientos (congelados y secos). (1)
liposomas de MI con BSA congelados; (2) MI con
BSA secos; (3) MI con OVA congelados y (4) MI
con OVA secos.

La Fig. 5 permite comparar liposomas formulados a
partir de ME con distintas proteinas (BSA y OVA)
sometidos a dos procedimientos (congelados y secas
por atomizacion). Los que contienen BSA se
observan ovalados y de contornos definidos. En
relacion al tamafio, los secos se visualizan levemente
mas grandes que los congelados. Los que contienen
OVA son mas redondeados y de un diametro
levemente mayor.
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Fig. 5. Imagenes de liposomas en Microscopia
Electronica de Transmision (TEM) a 50000X en
muestras de ME de cepa JM 109 de E. coli sometidos
a dos procedimientos (congelados y secos). (1)
liposomas de ME con BSA congelados; (2) ME con
BSA secos; (3) ME con OVA congelados y (4)
patrén de medicion.

El secado por atomizacion, permite pulverizar la
muestra sometiéndola a altas temperaturas, entre 100
y 150 °C, sin alterar las propiedades fisicas de los
liposomas ya que son rapidamente enfriados
(Chougule et al., 2007). Esto es corroborado al
visualizar las imagenes entregadas por el TEM (Fig.
4 y 5) donde se observan los liposomas sin dafio
aparente. El tamafio de las particulas secas es
levemente superior a las no secas, segun los datos
entregados por el equipo Zeta Plus como por las
imagenes del TEM.

4. Conclusiones

Se pueden formular liposomas de MI y ME de
microorganismos apatégenos.

La ME de los microorganismos contiene mayor
cantidad de LPS, porinas y DNA bacteriano.

El DNA bacteriano unido a ME se obtiene debido al
proceso de solubilizacion realizado.

La MI contiene menor cantidad de LPS, porinas y
DNA Dbacteriano, lo que permitiria generar
adyuvantes menos reactogénicos, pero con la

cantidad necesaria de MAMPs para estimular la
respuesta inmune.

La eficiencia de incorporacion de la proteina
antigénica en ambas membranas es variable, siendo
levemente mayor en la MI. Esto demuestra que es
factible generar liposomas como adyuvantes con
diferentes antigenos.

El proceso de secado por atomizacion al que fueron
sometidos los liposomas no altera su estructura al ser
observados en el TEM.

Los liposomas generados presentan cargas negativas
debido a que provienen de membranas de
microorganismos igualmente cargadas.

Las imagenes entregadas por el TEM muestran
diferencias en relacion a la medicion realizada por el
equipo Zeta Plus debido a la aglomeracion de
particulas que se produce posterior a la dialisis.
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