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R E S U M E N 
 

Los liposomas son vesículas lipídicas usadas a nivel industrial y en ciencia básica y en 

medicina como herramienta de encapsulación y transporte de diversos compuestos, 

indirectamente disminuyendo efectos nocivos de dichos compuestos o aumentando 

su eficiencia al mantener la integridad de lo internalizado. 
Existen diversos métodos para la producción de liposomas. Pero entre ellos no se ha 

explorado el uso de las ondas de choque, las cuales son capaces de permeabilizar 

temporalmente las bicapas de lípidos por medio de microburbujas que colapsan en el 

medio donde se generan y propagan dichas ondas. 
En este trabajo de tesis se desarrolló un método de preparación de liposomas 

unilaminares por ondas de choque y, de manera simultánea, el encapsulamiento de 

DNA plasmídico dentro de los liposomas. 
Se produjeron distintos lotes de liposomas, con y sin cargos, con distintas 

composiciones de lípidos y con exposición a distintos tipos de tratamiento que 

variaban en intensidad y número de ondas de choque. 

Por medio de análisis de imágenes obtenidas mediante microscopía electrónica de 

transmisión (TEM) se caracterizó la morfología de los liposomas. Adicionalmente, se 

caracterizó el encapsulamiento del DNA plasmídico usando microscopía confocal. Se 

comprobó la estabilidad del material genético al ser expuesto ante ondas de choque 

mediante potencial zeta. El tamaño de las vesículas obtenidas después del tratamiento 

corresponde a lo esperado para vesículas unilaminares grandes, las vesículas formadas 

tienden a formar agregados; se demuestra la compatibilidad de las ondas de choque 

como método para la formación de vesículas unicapa para la encapsulación de 

material genético.  
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A B S T R A C T 
 

Liposomes are vesicles with lipid layers used at industrial level and basic research as 

tools for the entrapment and transport of a diverse variety of cargo, it allows decreasing 

of noxious effects or enhances its efficiency while maintaining the integrity of the 

encapsulated molecule. 

There is a variety of methods for the production of liposomes. But the use of 

underwater shock waves, known to permeabilize cell membranes, has not been 

explored for this purpose.  

In this project, DNA-encapsulating unilamellar vesicles were obtained by exposing 

multilamellar vesicles to shock waves.  

Different liposome batches were prepared with or without DNA, with distinct lipid 

compositions, and using different intensities and numbers of shock waves. 

Liposomes’ morphology was characterized by transmission electron microscopy. The 

encapsulation of plasmid DNA was assessed by confocal microscopy. The stability of 

the genetic material was proven with Zeta potential. 

The size of the obtained vesicles after the shock wave treatment corresponded to the 

expected size of large unilamellar vesicles, the acquired vesicles tend to form clusters. 

The mentioned results demonstrate the compatibility of the shock waves as a method 

for unilamellar vesicle formation for genetic material encapsulation. 
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I N T R O D U C C I Ó N 
 

 

A N T E C E D E N T E S 

Los liposomas son herramientas empleadas en ciencia básica y aplicaciones biomédicas, 

usadas como vehículos de una extensa cantidad de medicamentos, siendo la primer  y 

más común nanopartícula aprobada por la FDA  como acarreador desde finales de los 

años ochenta (Allen & Cullis, 2013). Son un vector que en algunos casos aumenta la 

eficiencia en la liberación de fármacos y/o reduce la toxicidad de los mismos (Huwyler, 

2008). 

Existe una gran diversidad de metodologías para la preparación de liposomas y se busca 

con gran interés el mejorar dichos métodos (Dua & Rana, 2012), cada uno con ventajas 

y desventajas. Uno de los principales obstáculos es la complejidad y eficiencia limitada 

en el proceso de encapsulamiento del cargo y el daño que se puede producir en el 

mismo, particularmente con ácidos nucleicos.  

Los liposomas que reportan mayor respuesta aplicados en tratamientos son las vesículas 

unilaminares grandes (100-500nm) (Shek, Yung & Stanacev, 1983). Actualmente en la 

industria farmacéutica se usan técnicas de sonicación, liofilización y rehidratación 

(Parthasarathy et al, 1994, Neopharm Inc, 2000) que rompe estructuras lipídicas grandes 

formando vesículas y micelas, logrando soluciones claras ópticamente como 

característica de los liposomas unilaminares (Saunders, Perrin & Gammackt, 1962). 

Las ondas de choque se han usado clínicamente desde principios de los años ochenta 

para la fragmentación no invasiva de cálculos urinarios y biliares, una técnica conocida 

como litotricia extracorpórea (Loske, 2007). Con este método también se ha logrado 

permeabilizar membranas celulares con fines de transfección. Recientemente se observó 

que, al exponer células eucariotas a ondas de choque, la membrana se modifica 

externamente con la aparición de poros y desprendimiento de vesículas (López-Marín et 

al, 2016), lo que sugiere su uso para la formación de liposomas. 

P L A N T E A M I E N T O   D E L   P R O B L E M A 

Particularmente en escenarios de terapia génica, donde los liposomas encuentran un 

área de aplicación de relevancia, la integridad de los ácidos nucleicos como cargo es 

fundamental en la metodología empleada para la fabricación de las vesículas. Sin 

embargo, los métodos tradicionales de fabricación de vesículas unilaminares se asocian 

con la desnaturalización de macromoléculas; un ejemplo de ello es el uso del ultrasonido. 

Hasta ahora, la encapsulación de biomoléculas en vesículas unilaminares ha sido lograda 

mediante el método de deshidratación-rehidratación, un proceso largo que involucra la 

formación de películas de Bangham, proceso que más adelante se describe con mayor 
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detalle; la extrusión de vesículas a través de membranas, deshidratación por liofilización 

durante varias horas para una rehidratación posterior (Cabral, Zollner, y Santana, 2004) 

o el uso de la electroporación de vesículas con la finalidad de permeabilizar 

momentáneamente la bicapa lipídica e integrar biomoléculas en el medio. En este trabajo 

se propone la aplicación de ondas de choque en agua, un proceso físico que ha sido 

usado para permeabilizar membranas de bacterias, hongos, y células de mamífero 

(Magaña-Ortíz et al, 2013, Rivera et al, 2014, López-Marín et al, 2018) . En todos los casos 

se ha identificado que el principal efecto de permeabilización de las membranas, al ser 

expuestas a ondas de choque es la cavitación acústica (Lauer et al, 1997, Zhou et al, 2012, 

Schlicher et al, 2006). El proceso de cómo se cree que este fenómeno puede llegar a 

producir vesículas unilaminares a partir de vesículas multilaminares está representado en 

la Figura 1. Se considera que la cavitación acústica es el efecto de mayor importancia, ya 

que, al minimizarla, ya sea con presiones hiperbáricas, o eliminando la interfaz líquido-

aire, los efectos de permeabilización disminuyen. 

 

 

Figura 1. Esquema que muestra vesículas multilaminares suspendidas en solución, expuestas a ondas de choque 
producidas por un generador piezoeléctrico 
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O B J E T I V O S 
 

 G E N E R A L 

Explorar la viabilidad de las ondas de choque como un método para la 

preparación de liposomas unilaminares con encapsulamiento simultáneo de 

ácidos nucleicos. 

 

 P A R T I C U L A R E S 

▪ Evaluar los efectos de las ondas de choque de distinta energía y dosis 

sobre la estabilidad de liposomas multilaminares preparados a partir de lípidos de 

células eucariotas. 

▪ Explorar la estabilidad ante ondas de choque del plásmido reportero 

pCX::GFP-GPI 2 purificado a partir de células de Escherichia coli transformantes. 

▪ Evaluar la preparación mediante ondas de choque de liposomas 

unilaminares grandes con DNA plasmídico encapsulado. 

 

H I P Ó T E S I S 
 

Las ondas de choque romperán las membranas de fosfolípidos de una suspensión 

de vesículas multilaminares permitiendo la formación de liposomas unilaminares. 

Aplicando ondas de choque es posible formar vesículas unilaminares sin 

comprometer la estabilidad de los ácidos nucleicos que se desean encapsular.  

Las ondas de choque son un método viable para la formación de liposomas 

unilaminares con cargo de ácidos nucleicos. 

 



Sánchez Téllez Alma Athenas  L I P O S O M A S: C O N C E P T O    Y         
A P L I C A C I Ó N 

 

9 |  
 

M A R C O       T E Ó R I C O 
 

1. L I P O S O M A S   :    C O N C E P T O    Y    A P L I C A C I O N E S 

Los liposomas son vesículas esféricas que consisten en al menos una bicapa lipídica que 

rodea un compartimiento acuoso. Su tamaño varía de 20 nm hasta 50 µm. Fueron 

observados (Figura 2) y estudiados por primera vez en 1964 (Bangham & Horne, 1964) 

después de ser descritos por serendipia al ultra-centrifugar soluciones de fosfatidilcolina 

(PC), también conocida como lecitina, de yema de huevo ( Saunders, Perrin & Gammackt, 

1962 ). Son  una herramienta básica en el estudio de la biofísica y bioquímica de 

membranas (Bangham, 1993) permitiendo hacer importantes avances en esa área y como 

modelo celular. A principios de los años 70 se comenzaron a usar para pruebas de 

encapsulamiento de enzimas e incluso  para tratamientos in vivo con gran éxito (Colley 

& Ryman, 1976). 

 

 
Figura 2 Una de las primeras microscopías electrónicas de transmisión de liposomas, preparada por tinción negativa, 
muestra proporciones molares iguales de lecitina de yema de huevo y colesterol tratados por ultrasonido (Bangham & 
Horne, 1964). Se observan estructuras multilámina en escala de micras. 
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1.1. B I C A P A   L I P Í D I C A   :   E S T R U C T U R A    Y     D I N Á M I C A 

Una bicapa lipídica es una barrera biológica, y dependiendo de su composición, su 

función además de separar, también regula procesos de intercambio de sustancias. La 

podemos encontrar como una de las estructuras principales en las membranas celulares, 

en algunos virus, alrededor del núcleo celular y otras estructuras subcelulares. 

 

1.1.1.  C O M P O S I C I Ó N   D E   L A M E M B R A N A    L I P Í D I C A 

El componente principal en los liposomas es el fosfolípido, que está constituido por un 

glicerol esterificado por dos cadenas de ácidos grasos y a un fosfato que a su vez puede 

estar esterificado a un segundo alcohol dando así una diversidad de lípidos. Este 

segundo alcohol puede ser nitrogenado (colina), un polialcohol cíclico (inositol), otra 

molécula de glicerol, etc. 

La membrana lipídica se forma con dos monocapas de lípidos anfifílicos cualquiera en el 

que las cadenas hidrocarbonatadas interactúan entre sí en forma horizontal y 

transversalmente creando un espacio hidrofóbico en el cual moléculas con la misma 

naturaleza pueden alojarse mientras que los extremos de las dos láminas son solvatados. 

Los lípidos pueden unirse covalentemente con moléculas que compartan su polaridad, por 

ejemplo, glicolípidos, proteínas aciladas, y preniladas, y no covalentemente con lipoproteínas 

y otras estructuras. La estructura de membrana de los liposomas es compatible con 

compuestos hidrofílicos y lipofílicos, por lo que pueden ser decorados con proteínas 

transmembranales, anticuerpos, nanopartículas, polímeros y otras biomoléculas como se 

muestra en la Figura 3, además pueden tener distintas cargas y tipos de superficie. Todo 

esto se traduce en características únicas que se pueden usar en el diseño para mejorar 

estrategias para liberación controlada, densidad de empaquetamiento, flexibilidad, 

resistencia osmótica, estabilidad in vitro e in vivo, permeabilidad, carga eléctrica, 

capacidad antigénica, aumentar su estabilidad, y biocompatibilidad, es decir su eficiencia 

como acarreadores. 

 



Sánchez Téllez Alma Athenas  L I P O S O M A S: C O N C E P T O    Y         
A P L I C A C I Ó N 

 

11 |  
 

 
Figura 3. A) Representación de una configuración de membrana lipídica con decoración de distintas moléculas tanto 
orgánicas como inorgánicas. B) Para darle una mayor estabilidad es normal que se decore el exterior del liposoma con 
polímeros. 

Las moléculas más usadas en la elaboración de liposomas son los fosfolípidos tipo L-α-

fosfatidilcolina (PC) y el colesterol, su estructura se muestra en la Figura 4 y 5. Suelen 

combinarse para regular la fluidez de membrana provista por la PC con la rigidez que el 

colesterol y su estructura tetracíclica otorgan, además de incrementar la estabilidad, pues 

agrega repulsión estérica y efectos electroestáticos que evitan la agregación, también 

reduce la permeabilidad de la membrana a solutos (Mozafari, 2007). 

 

Figura 4.  Estructura química de una PC con sustituyentes derivados comúnmente de ácidos palmítico, oleico o esteárico 
y linoleico o linolénico, compuesta por una parte polar, formada por un grupo colina y un ácido glicerofosfórico, y una 
parte hidrofóbica, compuesta por, una cadena de ácido graso saturado y otra de un ácido graso insaturada ambas 
varían en talla. 

 

Figura 5.  Estructura química del colesterol. Se localiza entre las cadenas de los ácidos grasos. En el acomodo de la 
membrana tiene una cabeza polar (grupo hidroxilo) 

A) 

B) 

Grupo 
colina 

Ácido 
glicero-
fosfórico 

Cabeza polar 
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1.1.2. D I N Á M I C A   D E   L O S   L I P O S O M AS 

El auto-ensamblaje de los lípidos polares que estructuran la membrana ocurre 

dependiendo las condiciones bajo las que se lleve a cabo la preparación. La exposición 

de la mezcla de lípidos a una atmósfera convencional de aire promueve una oxidación 

no deseada, la hidratación debe hacerse por arriba de la temperatura de transición de 

fase de los lípidos, y los disolventes usados son determinantes para la estructura que 

adquirirán. 

 

La variedad de lípidos que pueden usarse en la conformación de la membrana le 

conceden una carga y fluidez particular. En el caso de vesículas formadas con lípidos 

fluidos existe una mayor tendencia a fusionarse entre sí (Papahadjopoulis et al, 1974). 

 

Se reporta que la interacción entre liposomas y células eucariotas puede darse vía fusión, 

endocitosis, adsorción estable o mediante el proceso de transferencia de lípidos. Los primeros 

involucran la recepción de un cargo, mientras que el proceso de transferencia consiste en un 

intercambio de lípidos de la capa externa del liposoma, pero no de su contenido. (Sandra, & 

Pagano, 1979). 

 

Los procesos de interacción entre una célula y un liposoma donde se recibe un cargo podemos 

dividirlos en endocíticos y no-endocíticos. El modo de la interacción depende de las 

propiedades físicas y composición química de los liposomas y las células con las que están 

interactuando, siendo particularmente importante la carga superficial neta y la “fluidez” de la 

bicapa lipídica. Se reporta que el proceso no endocítico, como la fusión, ocurre 

predominantemente con vesículas cargadas negativamente formadas por fosfolípidos 

“fluidos” a una temperatura de 37°C (fosfatidilserina o PS / PC) (Martin, & Macdonald,  1974), 

mientras que el proceso de endocitosis ocurre en vesículas “neutras” fluidas (PC) (Rahman & 

Wright, 1975) y vesículas cargadas negativamente de fosfolípidos “sólidos” (fosfatidilserina / 

distearilfosfatidilcolina / dipalmitoilfosfatidilcolina) (Korn et. al, 1974). 

 

Si una vesícula interactúa mediante endocitosis entonces será dirigido al aparato lisosomal 

donde el liposoma se romperá liberando el cargo. Sin embargo, cuando el límite de 

permeabilidad en la membrana lisosomal es superado por materiales con peso molecular 

mayor a 230 g/mol  (Gordon & Cohn, 1973) existe la posibilidad de que este se difunda a otros 

sitios intracelulares. Si el mecanismo principal es fusión el contenido se liberará directamente 

al citoplasma con la posibilidad de modificar la membrana plasmática. La tendencia en esas 

interacciones con respecto a la fluidez de la membrana ocurre en vesículas unilaminares y 
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multilaminares con relevante similitud, lo que indica que la fluidez y carga son más relevantes 

que el tamaño en la forma en la que se incorporan a la célula (Poste & Papahadjopoulos, 1976).  

Siendo todo esto de suma importancia para el diseño del liposoma o bien del cargo. 

 

1.2. T I P O S 

Podemos clasificar a los liposomas de acuerdo con una nomenclatura que se basa en sus tallas 

y en la cantidad de láminas que tienen (Tabla 1). Esta particular forma de nombrarlos se acordó 

por la Academia de Ciencias de Nueva York en una reunión sobre el uso en biología y medicina 

de los liposomas (Papahadjopoulos, 1978). 

 

TABLA 1 Clasificación de liposomas de acuerdo a la nomenclatura acordada en la reunión de la ”New York Academy of 
Sciences” sobre liposomas del 14-17 de septiembre de 1977. En este proyecto en particular, nos interesamos 
principalmente por las vesículas unilaminares grandes o LUVs. 

NOMBRE DESCRIPCIÓN APLICACIONES 

Vesículas 

Multilaminares 

(MLV) 

(Gruner et al, 

1985) 

Vesículas con un diámetro que va 

desde unos cientos de nm hasta 

los 100 µm. Consisten en arreglos 

de una secuencia de bicapas 

lipídicas concéntricas que 

encierran un volumen acuoso. 

A partir de estas vesículas es 

posible obtener los liposomas 

unilaminares pequeños y 

grandes. En menor proporción 

se usa para encapsular 

fármacos y biomoléculas con 

una baja eficiencia reportada. 

 

Vesículas 

Unilaminares 

Pequeñas (SUVs) 

(Lin et al, 2011) 

Vesículas de diámetro <100 nm. 

Entre más pequeñas, el tamaño 

de la bicapa adelgaza, la tensión 

de membrana aumenta, la 

densidad de área de las cabezas 

polares exteriores disminuye 

mientras la interior incrementa. 

Usadas para el estudio de 

propiedades físicas de 

membranas donde el tamaño 

de la vesícula juega un papel 

importante. 

Se usan en menor medida para 

encapsulación de fármacos 

pequeños. 

 

Vesículas 

Unilaminares 

Grandes (LUV) 

(Kim & Baianu, 

1991) 

Vesículas con tamaños entre los 

100-500 nm, tienen una mayor 

eficiencia de encapsulación en 

comparación con las SUVs y son 

más homogéneas en su 

superficie comparadas con las 

MLV. 

 

Son el principal tipo de 

liposoma usado para terapia 

génica, y encapsulación en la 

industria farmacológica, 

cosmética y alimenticia. 
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NOMBRE DESCRIPCIÓN APLICACIONES 

Vesículas 

Unilaminares 

Gigantes (GUVs) 

(Wesoƚowska et 

al, 2009) 

Vesículas cuyo tamaño va hasta 

los 50 µm, se generan en su 

mayoría al aplicar un campo 

eléctrico. 

Modelo para el estudio de 

estructura, dinámica, y 

propiedades mecánicas 

membranales además de la 

interacción de moléculas no 

lipídicas con membranas 

liposomales y la respuesta 

membranal a distintos 

estímulos. 

 

 

Los liposomas también se llegan a diferenciar de acuerdo con las modificaciones que se les 

han hecho para fines específicos (Tabla 2), ya sea para trabajo en laboratorio o en la industria; 

principalmente son de la talla y laminaridad de las LUV. Estas implementaciones les confieren 

propiedades para aumentar su eficiencia en distintas áreas. Es común que los liposomas 

puedan entrar en más de una categoría de composición. 

 

TABLA 2 La composición de las vesículas también puede ser útil para clasificarlas, sin embargo, no es extraño que un 
liposoma pertenezca a más de una de las siguientes descripciones 

NOMBRE DESCRIPCIÓN 

Liposomas 

convencionales 

Son vesículas formadas a partir de fosfolípidos neutros, no están 

recubiertos, y son rehidratados en un medio acuoso sencillo. 

Tienen poco tiempo de vida en circulación in vivo. 

 

Liposomas 

sensibles a pH 

(Slepushkin et al, 

2004) 

Son una variante de liposomas que al entrar por vía de endocitosis 

a la célula se desestabilizan por el pH medianamente ácido en los 

endosomas, liberando su cargo acuoso al citoplasma y 

desestabilizando la membrana del endosoma. 

 

Liposomas 

catiónicos 

(Ahmad, Ali & 

Ahmad, 2012) 

Un tipo de vesícula funcionalizada compuesta de lípidos catiónicos, 

y neutros que se mezclan con ácidos nucleicos cargados 

negativamente formando complejos. 

 

Liposomas de larga 

circulación 

(Zalipsky et al, 1994) 

Son liposomas con una cubierta de polímero, generalmente 

polietilenglicol (PEG), que da una estabilidad estérica que permite 

tiempos largos de circulación en torrente sanguíneo. 
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NOMBRE DESCRIPCIÓN 

Inmuno-Liposomas 

(Eloy et al, 2017) 

Estas vesículas tienen ligandos en su superficie capaces de 

reconocer y unirse a células de interés. Pueden tener anticuerpos 

monoclonales o fragmentos de anticuerpos y suelen contener 

maleimida. 

 

Transferosomas 

(Cevc & Blume, 

1992) 

 

Consisten en un sistema de fosfolípido, colesterol y moléculas 

tensoactivas como colato de sodio, se deforman fácilmente siendo 

capaces de pasar a través de los poros para una liberación 

transdermal. 

Arqueoliposomas 

(Mozafari et al, 

2006) 

 

Se definen como vesículas hechas con lípidos extraídas de 

arqueobacterias. Son más estables y resistentes a la oxidación e 

hidrólisis enzimática que los liposomas convencionales, incluso a 

altas temperaturas por lo que se sugieren para proteger 

antioxidantes en procesamiento de alimentos. 

 

Sea cual sea el tipo de liposoma, lo deseable para aplicaciones comerciales es tener altas 

eficiencias de encapsulación, una distribución monodispersa de tallas, alta estabilidad 

térmica, y capacidades de liberación adecuadas a cada necesidad. 

 

1.3. A P L I C A C I Ó N 

Aparte de las ya mencionadas en la Tabla 1, vale la pena mencionar, aunque sea de manera 

superficial, sus aplicaciones particularmente relacionadas a la encapsulación, ya sea como 

herramienta en la ciencia básica, o en la industria, con el fin de remarcar su importancia. Si 

bien la investigación en el desarrollo de nuevos productos que sean capaces de aprovechar el 

diseño único de los liposomas lleva varios años trabajando arduamente, los resultados se han 

visto limitados por problemas como toxicidad en algunas formulaciones de lípidos, baja 

eficiencia de encapsulación dependiendo de la talla de los cargos, vesículas inestables y altos 

costos para la producción en grandes escalas. 

 

Las aplicaciones en la industria alimenticia para los liposomas se basan en encapsulado de 

saborizantes para su liberación controlada y colorantes, modifican la textura de los alimentos 

y mejoran la absorción y viabilidad de nutrientes. También pueden usarse para prevenir el 

envejecimiento y deterioro de los productos (Reineccius, 1995). 
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Los liposomas también se usan ampliamente en la rama cosmética, principalmente a través de 

geles, cremas, ungüentos, bloqueadores y otros tipos de soluciones que son capaces de liberar 

cargos al estrato córneo con fines anti oxidativos, de rehidratación, tratamiento de 

enfermedades y prevención de daños (Ashtiani et al, 2016). 

 

Las aplicaciones farmacéuticas y médicas consisten en el encapsulamiento de agentes para 

rayos X o resonancia magnética, liberación de enzimas, hormonas, antígenos, factores 

sanguíneos y como adyuvante en varios medicamentos ya aprobados y en el comercio. Otro 

tipo de uso y en el que este proyecto se centra es el de encapsulación de ácidos nucleicos. 

Generalmente esto es para terapia génica (Sercombe et al, 2015). 

 

1.3.1. L I P O S O M A S    E N    T E R A P I A    G É N I C A 

La terapia génica se visualiza desde las últimas décadas como una alternativa al tratamiento 

con mayor desarrollo de enfermedades hereditarias y adquiridas. El principal objetivo de este 

tipo de terapia es la transferencia de material génico a tejido específico in vivo, sin embargo, 

esta terapia requiere la implementación de un acarreador, ya que por sí solo el material 

genético tiene baja aceptación celular. Los liposomas son el vector más explorado en la 

terapia génica después de los métodos virales (Edelstein et al, 2013), y poseen 

importantes ventajas sobre ellos, como que no son inmunogénicos, son fáciles de 

producir en comparación, no tienen limitante de acuerdo al tamaño del DNA que se 

quiere insertar, y no son oncogénicos (Ly et al, 2006) como el caso del retrovirus como 

vector (Bouard, Alazard-Dany & Cosset, 2009). 

1.3.1.1. L Í P I D O S    C A T I Ó N I C O S 

Los lípidos catiónicos comenzaron a desarrollarse a partir de finales de 1980 (Felgner et al, 

1987). En la actualidad su síntesis puede adaptarse a aplicaciones específicas. Suelen estar 

compuestos de tres dominios, una cabeza polar, una mitad hidrofóbica que consiste en dos 

colas lipofílicas, o una porción esteroide y un grupo o un conector que una estos dos dominios, 

como lo muestra la Figura 6.   

  

Figura 6. Estructura del lípido catiónico DOTAP, consiste en una cabeza monocatiónica de trimetilamonio y dos 

cadenas de carbono insaturadas 

Colas lipofílicas Cabeza polar 
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Generalmente, la síntesis de este tipo de lípidos se realiza para la producción de liposomas 

para la liberación de ácidos nucleicos, suelen mezclarse con lípidos neutros como apoyo y el 

material genético. 

La carga parcial positiva facilita la unión con la superficie celular cargada negativamente, y la 

interacción con la membrana endosomal para la liberación citoplasmática de los ácidos 

nucleicos (Zhao & Huag, 2014). Entre las desventajas que presenta el uso de estos lípidos es 

una inestabilidad en fase acuosa por periodos de almacenamiento prolongado y un cierto 

nivel de toxicidad que al igual que su eficiencia de encapsulamiento depende de su 

concentración y proporción de otros lípidos en la composición final de la vesícula (Fehring et 

al, 2014). No sólo se usan para formar liposomas, también lipoplejos, que son estructuras no 

esféricas ni bien definidas.

 

1.4. M É T O D O S     D E    P R E P A R A C I Ó N    Y    E N C A P S U L A C I Ó N 

 

La preparación que Bangham estableció como base para los liposomas en general 

consiste en la mezcla de lípidos mediante disolventes orgánicos, evaporación de dichos 

disolventes y rehidratación con un medio acuoso mediante agitación manual. Esta 

metodología logra la formación de MLV. 

 

Y si bien, para la fabricación de liposomas como modelos de membranas, generalmente 

las GUVs, es una aplicación con fines meramente limitados a investigación dentro de un 

laboratorio, las metodologías necesarias para la aplicación de encapsulación y liberación 

de todo tipo de compuestos que son usados a nivel industrial dependen no solamente 

de la composición o estructura del liposoma, sino también de la factibilidad técnica y 

económica del método. El método debería de tener el potencial para producir liposomas 

teniendo en cuenta una variedad de moléculas como posibles ingredientes y proteger 

de degradación tanto el cargo como las moléculas incorporadas en la superficie. 

 

Como se muestra en la Tabla 1, las MLV actualmente se usan en mayor medida como 

punto de partida para obtener liposomas de una sola lámina. Para la formación de este 

tipo de vesículas existe una diversidad de métodos que podemos dividir entre dispersión 

física y química. Son muchos los métodos que logran vesículas unilaminares que van de 

los 20 nm hasta varias micras, sin embargo, la mayoría no son métodos aptos para el 

encapsulamiento de cargos, ya sea por el estrés mecánico o químico que estos 

procedimientos implican. No solo eso, existen varios métodos para fabricación de 

liposomas a escalas de laboratorio, pero muy pocos para su producción a gran escala.  
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La Tabla 3 muestra una breve descripción de dichos métodos con sus principales ventajas 

y desventajas. 

 

TABLA 3 Descripción de los métodos más comúnmente usados para la producción de liposomas unilaminares 

MÉTODOS DE DISPERSIÓN FÍSICA 

Método Descripción Ventajas Desventajas 

**Sonicación 

(Mendez & 

Banerjee, 2017) 

MLV en solución acuosa 

expuestas a ultrasonido. 

El tiempo de exposición 

depende de la intensidad 

usada y el intervalo de 

tallas que se busca. 

Simple y rápido. 

 

Sobrecalentamiento en 

la suspensión de 

lípidos ocasionando 

degradación. 

 

Contaminación de 

partículas metálicas 

con la sonda. 

 

Degradación de ácidos 

nucleicos. 

 

Lotes multilaminares. 

 

*Ciclos de 

congelación y 

descongelación 

(Traïkia et al, 

2000) 

MLV prefabricadas y 

rehidratadas congeladas 

con nitrógeno líquido, se 

calientan en baño maría 

a 60°C, y se repite varias 

veces. 

Eficiente con 

bicapas poco 

rígidas. 

 

Tardado. 

 

Se requiere de un crio-

protector para no 

dañar el cargo. 

 

Baja eficiencia en 

liposomas con 

colesterol incorporado. 

 

Método de 

Mozafari 

(Mortazavi et 

al, 2007) 

 

Hidratación de lípidos en 

presencia de glicerol al 

3% (vol) bajo agitación y 

calor (60-120°C 

dependiendo de la 

presencia de colesterol) 

Libre de disolventes 

orgánicos. 

Método nuevo que 

requiere verificar 

reproductibilidad y 

caracterización. 



Sánchez Téllez Alma Athenas  L I P O S O M A S:  M E T O D O L O G Í A S 
 

19 |  
 

MÉTODOS DE DISPERSIÓN FÍSICA 

Método Descripción Ventajas Desventajas 

Extrusión 

(Lapinski et al, 

2007) 

Se pasa la solución de 

MLV a través de filtros de 

policarbonato del 

tamaño deseado varias 

veces. 

Control de tamaño 

de partícula. 

 

Mayor eficiencia de 

encapsulación 

comparada con 

sonicación o 

remoción de 

detergente. 

 

Se requiere cambiar los 

filtros constantemente. 

 

Maneja volúmenes 

pequeños. 

 

Es difícil alcanzar una 

temperatura y 

mantenerla. 

Hidratación y 

rehidratación 

de vesículas 

preformadas 

vacías 

(Zadi & 

Gregoriadis, 

2000) 

En este método se usan 

vesículas preformadas sin 

cargo de tallas pequeñas 

mezcladas con sacarosa y 

el soluto que se desea 

encapsular. 

La mezcla se deshidrata y 

rehidrata en repetidas 

ocasiones fusionando las 

SUVs en LUV con cargo. 

Alta eficiencia de 

encapsulamiento 

cuando la sacarosa 

se mantiene al 

mínimo. 

 

La sacarosa da 

estabilidad a las 

vesículas. 

La estabilidad de las 

vesículas es 

inversamente 

proporcional a la 

eficiencia de 

encapsulación. 

 

*Evaporación 

de fase reversa 

(Szoka & 

Papahadjopoul

os, 1978) 

La mezcla de lípidos se 

disuelve en un disolvente 

orgánico, se añade una 

fase acuosa y se sonica 

para producir micelas 

inversas, se evapora el 

disolvente y se obtiene 

un gel donde están los 

liposomas. 

 

Niveles buenos de 

encapsulación. 

 

Simple. 

No es apto para 

encapsulación de 

material sensible 

debido a los 

disolventes usados. 

 

Tardado. 

 

Problemas de 

esterilidad. 
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MÉTODOS DE DISPERSIÓN FÍSICA 

Método Descripción Ventajas Desventajas 

Inyección de 

etanol/éter 

(Batzri & Korn, 1973) 

 

Los lípidos se 

disuelven en una 

mezcla de 

disolventes que 

después se 

inyectan en una 

fase acuosa. En 

caso de inyección 

de éter se tiene 

que calentar para 

evaporar 

disolvente. 

 
Procedimiento 

simple. 
 

Alta eficiencia en 
cargos 

hidrofóbicos. 
 

Se desarrolló una 

versión fácilmente 

escalable 

(Hauschild, S. et 

al., 2005). 

 
Residuo de disolventes 

orgánicos. 
 

Tardado. 
 

Problemas de esterilidad. 
 

Baja eficiencia en cargos 
hidrofílicos. 

 
Baja homogeneidad en 

vesículas. 

 

Diálisis 

(Alpes et al, 1986) 

Se usa detergente 

en concentración 

micelar crítica para 

solubilizar lípidos, 

al retirar el 

detergente 

mediante diálisis 

las micelas de 

lípidos en solución 

se estabilizan y se 

unen para formar 

LUV. 

Dispersión de 

tamaños estrecha. 

 
Es un proceso que puede 

llevar varios días. 
 

El volumen que maneja no 
supera los 10 ml. 

 
Exposición del cargo a 

detergente. 
 

No se puede retirar por 

completo el detergente. 

 

*Son métodos que se describirán gráficamente más adelante. 

**Método utilizado como paso extra en muchos otros procesos. 

 

Como se puede observar, hay dos tendencias en la formación de LUV, los métodos de síntesis 

descendente (top-down), donde se parte ya sea de MLV, geles y capas de lípidos 

deshidratados y los métodos de síntesis ascendentes (bottom-up) (Trevisan et al, 2011, Deng, 

Yelleswarapu & Huck, 2016; Göpfrich, Platzman & Spatz, 2018), donde vesículas preformadas 

vacías de tallas correspondientes a SUVs se fusionan entre sí para aumentar su diámetro.  

 

El método de síntesis no es el único factor relevante para la eficiencia del método de 

encapsulamiento, también recae en la modificación de temperaturas, presiones y la interacción 

que se tiene con el disolvente usado para rehidratar. Sin embargo, es importante que estos 
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cambios en el ambiente no sean lo suficientemente intensos o prolongados como para causar 

daños al material que se desea encapsular.  

 

Es común que en la mayoría de los métodos se obtenga una población de tamaños dispersa, 

que muchas veces, por necesidad de la aplicación, se requiere homogeneizar. Un método 

común para separar liposomas de distintas tallas es la ultracentrifugación 

 

No todos los métodos descritos anteriormente son óptimos para la encapsulación de 

biomoléculas. Varios de los métodos son tardados y con diversas desventajas. En la Figura 7  

se pueden observar algunas de las metodologías más usadas para la encapsulación por sus 

altos rendimientos reportados. 
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Figura 7. Se muestran algunas de las metodologías frecuentes para la elaboración de liposomas con cargo. En ellas se 
ejemplifica el tiempo empleado en su elaboración y el uso de disolventes inadecuados para biomoléculas A) El método 
de evaporación de fase reversa (Szoka & Papahadjopolous, D. 1980, B) La técnica de ciclos repetitivos de congelación y 
descongelación (Costa, Xu, & Burgess, 2013, C) El método de hidratación y rehidratación de vesículas preformadas sin 
cargo (Zadi, & Gregoriadis, 2000)  
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1.5. C A R A C T E R I Z A C I Ó N    D E   L I P O S O M A S 

 

Para verificar el potencial de vesículas para una aplicación es necesario observar su morfología 

y laminaridad, su diámetro, estabilidad, carga superficial, fluidez de membrana y eficiencia de 

encapsulamiento. 

A continuación, se presentan las técnicas de caracterización relevantes para este trabajo. 

 

1.5.1. M I C R O S C O P Í A   E L E C T R Ó N I C A   D E   T R A N S M I S I Ó N 

(TEM) 

 

La microscopía electrónica de transmisión (TEM, transmission electron microscopy) consiste 

en hacer incidir un haz de electrones 

acelerados por potenciales eléctricos de 

decenas hasta cientos de kV, los cuales 

son focalizados en alto vacío sobre una 

muestra o estructura de escala 

nanométrica para atravesarla y proyectar 

una imagen a blanco y negro contrastada 

por la densidad electrónica de la 

muestra. Es decir, las zonas que 

aparezcan con mayor luz representan 

áreas donde mayor cantidad de 

electrones pudieron pasar y se 

consideran poco electrodensas. Esta 

particularidad provee la forma, tamaño, 

estructura de la muestra y ciertas 

características de textura. 

En la Figura 8 se muestra una 

representación de los elementos de un 

microscopio electrónico de transmisión. 

 

 

Figura 8. El cañón de electrones consiste de un filamento generalmente de tungsteno, los electrones emitidos 

atraviesan un sistema que los acelera y focaliza para atravesar la muestra, un sistema de lentes termina por corregir 

y aumentar la proyección 
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Se requiere que las muestras tengan una cierta transparencia electrónica para poder ser 

atravesadas y en algunos casos deben cortarse para observar estructuras, también tienen que 

resistir la cámara de vacío y en el caso de muestras de origen orgánico, como los liposomas, 

se suele hacer una tinción previa para dar contraste. Se usan tintes electrodensos como acetato 

de uranilo, de plomo, tetróxido de osmio, ácido fosfotúngstico y muchos más. 

Para el caso de los liposomas, esta técnica proporciona la morfología, una noción de las tallas 

de la población de vesículas obtenidas, y la cantidad de láminas que tiene y la homogeneidad 

de la muestra. 

 

1.5.2. D I S P E R S I Ó N   D E L U Z    D I N Á M I C A  (DLS) 

 

Es un método también llamado dispersión de luz cuasi-elástica usado para determinar el 

tamaño y la dispersión de tamaños de muestras en suspensión. Como se muestra en la Figura 

9, consiste en hacer incidir el haz de un láser en un medio acuoso donde existen partículas en 

interacción con moléculas de disolvente obteniendo un espectro de dispersión que se ve 

alterado por el constante movimiento browniano de cada elemento, además de la 

interferencia, ya sea constructiva o destructiva, de la suma de dispersiones de la muestra total. 

Por lo mismo posee fluctuaciones en la intensidad dependientes del tiempo y que se 

relacionan con el radio de difusión que tenga la muestra en el disolvente, que a su vez se 

relaciona con el radio hidrodinámico de la muestra, obteniendo así no solo el tamaño estimado 

de las partículas suspendidas sino también una intensidad con la que se presentan estos 

eventos (Stetefeld, Mckenna & Pate, 2016).  

 

Figura 9. El movimiento de las partículas suspendidas puede ser más lento o rápido dependiendo el tamaño. Entre más 
grandes sean las partículas, menor será el movimiento Browniano, y no habrá tanta fluctuación de luz, al contrario de 
tamaños pequeños (gráficas de la primer caja a la derecha). 
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 La luz dispersada de las partículas en suspensión es detectada a un ángulo θ, se analiza la 

fluctuación en la intensidad de dispersión de luz (qué tanto se mueve la partícula), con esto y 

otros factores como la temperatura del medio y la constante de Boltzman se obtiene la 

constante de difusión, y con la ecuación de Stokes-Einstein se puede obtener el diámetro 

hidrodinámico de las partículas. 

 El patrón de dispersión también dependerá del ángulo de medición y éste puede determinar 

selectivamente intervalos de tallas excluyendo otros posibles tamaños, por lo que en 

soluciones multidispersas se sugiere hacer medición a varios ángulos (Naiim et al, 2015). 

 

1.5.3. POTENCIAL ZETA  

 

Como se muestra en la Figura 10 es un potencial electrocinético en muestras de coloides en 

función de la carga de superficie de una partícula en suspensión, y la interacción que ésta tiene 

con otras cargas en el medio, por ejemplo, las moléculas usadas para recubrir a los liposomas 

formando interfases y el medio de suspensión donde se encuentran. La información que este 

método de caracterización proporciona consiste en una carga parcial que puede relacionarse 

a la estabilidad en emulsiones. Entre mayor sea el valor absoluto del potencial zeta, la 

suspensión analizada resulta más estable, pues la magnitud de la carga produce una repulsión 

entre las partículas, evitado así la tendencia natural al agregarse, fusionarse y precipitar (Lu & 

Gao, 2010).  

Figura 10. Las partículas en suspensión tienen una carga en su superficie, que determina las cargas que serán atraídas 
a esa interfaz y se mantendrán de manera estática, entre mayor sea la distancia con respecto al grupo de cargas 
experimentan menor atracción. La diferencia entre estos dos potenciales, el estático y el móvil es el potencial zeta. 
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Las principales características que afectan al potencial zeta de un liposoma, son la fluidez de 

su membrana su talla y su composición, mientras que en una dispersión en general, las 

impurezas, pH, fuerza iónica y temperatura. 

En la Tabla 4 se enlista la relación entre la estabilidad de una suspensión y el potencial zeta de 

la misma (Riddick, 1968), indicando que las muestras presentarían un nivel de aglomeración y 

precipitación ligera.  

TABLA 4. Potencial zeta de suspensiones relacionado con la estabilidad de las mismas. (Riddick, 

1968) 

Características de estabilidad 
Promedio de PZ (mV) 

Máxima aglomeración y precipitación +3 a 0 

Excelente aglomeración y precipitación -1 a -4 

Aglomeración y precipitación razonable -5 a -10 

Umbral de aglomeración  -11 a -20 

Escasa estabilidad (poca aglomeración) -21 a -30 

Moderada estabilidad (sin aglomerados) -31 a -40 

Buena estabilidad -41 a -50 

Muy buena estabilidad -51 a -60 

Excelente estabilidad -61 a -80 

Máxima estabilidad y flotabilidad -81 a -125 
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2. O N D A S    D E     C H O Q U E 

Una onda de choque es un frente de energía que se propaga a una velocidad superior a la del 

sonido en algún medio (Loske, A.,2017). Para este proyecto las ondas de choque se generaron 

en agua. Cada onda de choque puede producir cambios drásticos en el medio, como aumento 

de temperatura, presión y entropía. La Figura 11 describe el comportamiento de la presión, 

que alcanza abruptamente valores de 30 a 150 MPa, para decaer de una manera relativamente 

lenta y por debajo la presión de equilibrio del líquido. Esto va acompañado del fenómeno de 

cavitación acústica. 

 

Figura 11. Diagrama de presión de un frente de choque típico en aplicaciones biomédicas, dónde el origen del eje de las 
ordenadas corresponde a la presión de equilibrio del medio por el que se propaga la onda de choque.  Se toma como 
tiempo = 0 el momento en que la presión aumenta súbitamente.  

 

Actualmente se sabe que los cambios drásticos de presión causados por las ondas de choque, 

originan varios mecanismos que ya se han aprovechado en algunas aplicaciones biomédicas. 

Entre ellos están la compresión directa, el efecto Hopkinson y la cavitación acústica. Esta última 

ha sido de particular importancia en este trabajo, por lo que se describe más adelante con 

mayor detalle. 
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2.1. G E N E R A C I Ó N    D E   O N D A S   D E    C H O Q U E 

 

Para aplicaciones biomédicas las ondas de choque se suelen generar a partir de aparatos 

electrohidráulicos, piezoeléctricos y electromagnéticos. En este proyecto se empleó un 

generador del tipo piezoeléctrico, del cual se presenta un diagrama en la Figura 12. Este tipo 

de generador consiste en un arreglo de cristales piezoeléctricos, montados sobre una sección 

de un cascarón esférico de aluminio, cubiertos por una membrana polimérica. Al recibir una 

descarga eléctrica de alto voltaje (2-10kV), cada cristal se expande súbitamente, produciendo 

una onda de presión que se propaga hacia el centro del arreglo (denominado “foco” o “punto 

focal”). La superposición de las contribuciones de todos los cristales, así como efectos no 

lineales, generan una onda de choque en la vecindad del punto focal. La suspensión a tratar 

dentro del vial generalmente se hace coincidir con dicho punto. Se suele tener un mando de 

control para ajustar la intensidad (traducida a presión positiva máxima P+), el número de 

pulsos por segundo y el número de ondas de choque generadas (Loske, 2017). En algunos 

modelos, como el que se usó para este trabajo, el equipo posee una doble capa de cristales 

piezoeléctricos. En este caso se excita primero la capa inferior y un tiempo después (~2 µs) la 

capa superior, de manera que las contribuciones de cada capa se superpongan de manera 

constructiva. Con este diseño es posible reducir el tamaño del generador. 

 
Figura 12. Diagrama simplificado de un generador de ondas de choque piezoeléctrico, montado en la base de una tina 
de acrílico, para la aplicación de ondas de choque a viales con suspensiones (Modificado de Rivera et al, 2012). 

 

2.2. C A V I T A C I Ó N    A C Ú S T I C A 
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El término cavitación acústica se refiere al crecimiento y colapso de microburbujas contenidas 

en un líquido. Dichas burbujas pueden formarse a partir de otras microburbujas, núcleos 

(impurezas) de cavitación suspendidas o en la parte interior de la pared del vial. En la Figura 

13 se muestran las tres principales etapas del fenómeno: compresión forzada, expansión y 

colapso. El frente de choque incide sobre la burbuja en t = 0, disminuyendo su volumen cientos 

de veces. La presión interna de la burbuja y la drástica disminución de la presión externa 

genera un crecimiento significativo. Después de varios cientos de microsegundos la burbuja 

sufre un colapso violento.  Por las condiciones externas a la burbuja, el colapso generalmente 

es asimétrico, formándose un toroide. El toroide es atravesado por un chorro microscópico de 

fluido de alta velocidad (hasta 400 m/s), denominado “microjet”. Aunque estos microjets 

tienen corto alcance, son capaces de perforar incluso láminas delgadas de aluminio.  El colapso 

de cada burbuja genera ondas de choque secundarias que a su vez pueden producir nuevos 

núcleos de cavitación.  Cabe mencionar que las burbujas grandes o interfases agua-aire suelen 

actuar como superficies que reflejan el frente de choque. Las características físicas de las 

burbujas y del medio afectan directamente a la cavitación, al igual que la temperatura del 

medio y el tipo de gas que se encuentre al interior de las burbujas. (Brennen, 1995; Loske, 

2017). 

 

Figura 13. Diagrama de la dinámica de burbujas dentro del medio acuoso donde se propaga un frente de choque, siendo 
t = 0 el momento en el que la presión se eleva. (Modificado a partir de Fernández, Fernández y Loske, 2009). 

Al generar ondas de choque con una frecuencia de repetición de 1 Hz, los sitios de nucleación 

generados por el paso de los microjets y las ondas secundarias aún pueden encontrarse 

presentes. 

 

2.3.  A P L I C A C I O N E S 

 

Como se mencionó con anterioridad, las ondas de choque se han aplicado clínicamente desde 

1980 como método para la fragmentación no invasiva de cálculos urinarios. Posteriormente 

surgieron otras aplicaciones médicas en la ortopedia y traumatología (Chaussy, Brendel & 

Schmiedt, 1980, Russo et al, 1998). Aplicaciones más recientes se han dado a nivel celular, 
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produciendo efectos de radicales libres, excitabilidad celular, permeabilidad, y aglutinación (Fu 

et al, 1979; Dinno et al, 1989; Mihran, Barnes & Wachtel, 1990, Pohl et al, 1995). 

Existen otras áreas donde la aplicación de ondas de choque a grandes volúmenes de líquidos 

y sólidos han mostrado resultados sobresalientes. Como ejemplo de lo anterior están las ondas 

de choque generadas por descargas eléctricas propagadas en agua para el ablandamiento de 

carnes (Bolumar, & Toepfl, 2016) y la inactivación de microorganismos patógenos en medios 

acuosos para procesos donde los métodos térmicos resultan contraproducentes (Sun et al, 

2018, Álvarez et al, 2004).  

 

2.3.1. A P L I C A C I O N E S    E N     B I O T E C N O L O G Í A 

 

Los efectos de permeabilidad en diversos tipos de células se han explorado a través de la 

internalización de moléculas grandes como fluorocromos (dextrano fluorescente) en líneas de 

células de HeLa, hepatoma, fibroblastos y otros (Fechheimer et al, 1986; Miller et al 1998). La 

cavitación y los esfuerzos a los que se somete una célula no tienen el mismo efecto en todas 

las líneas celulares, probablemente debido a las características de rigidez y fluidez de cada 

membrana. Los efectos también varían de acuerdo a factores físicos y a la preparación de las 

muestras. Los factores físicos incluyen la presión de la onda, la densidad del flujo de energía, 

la frecuencia de generación de las ondas de choque y el número de ondas de choque, mientras 

que los factores de preparación, puede ser la densidad de la muestra a tratar, el medio en el 

que están suspendidas y la posible interfaz de aire dentro del vial de transferencia (López-

Marín et al, 2016) 

3. T R A N S F E C C I Ó N 

Al proceso de introducir material genético extraño al interior de células permeando la 

membrana para su expresión se le llama transfección. Sus objetivos son el estudiar la función 

de los genes, las proteínas y la regulación en cuanto a expresión e inhibición de las mismas. 

Esta expresión puede darse de manera estable o transitoria; la diferencia consiste en que la 

expresión estable continúa aún después de la replicación de la célula hospedera, pues el 

material genético se ha integrado a su genoma, mientras que la expresión transitoria es por 

un tiempo limitado, pues el material genético se integra en una construcción independiente y 

autoreplicable, que puede perderse por factores del ambiente celular (Kim & Eberwine, 2010). 

La transfección genética es la base de los potenciales tratamientos a enfermedades que 

requieran la corrección de genes dañados responsables de un desbalance metabólico, el 

tratamiento consistiría en la incorporación de la variante normal del gen o genes dañados. 
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3.1. U S O   D E    Á C I D O S    N U C L E I C O S   C O M O    A G E N T E    

T E R A P É U T I C O 

 

El uso de ácidos nucleicos como agentes terapéuticos (TNAs) consiste en el uso de nucleótidos, 

nucleósidos, oligonucleótidos y polinucleótidos para bloquear efectos patológicos. Se usan 

principalmente como anticancerígenos y antivirales y en protocolos de vacunación con DNA 

que han llegado a fases clínicas (Parker et al, 1991, Reardon & Spector, 1991). 

En el caso de los nucleótidos y nucleósidos se modifica su estructura básica para la 

incorporación e interferencia en rutas metabólicas con el propósito de intervenir en la 

reparación o en la síntesis de DNA/RNA. También pueden producir citotoxicidad por varias 

vías produciendo apoptosis (Parker, Secrist & Waud, 2004). 

Con los TNAs con oligonucleótidos se buscan distintas acciones, tales como bloquear la 

transcripción (oligodeoxyribonucleicos formadores de triplex), estimular el sistema inmune 

innato (oligonucleótidos con CpG), inhibir la trascripción del mRNA (oligonucleótidos 

antisentido y oligonucleótidos catalíticos como ribozimas y DNAzimas, RNAs pequeños de 

interferencia), e inhibir funciones de proteínas por antagonismo (aptámeros de RNA) (Alvarez, 

2008). 

El ejemplo más claro del uso de polinucleótidos para terapia probablemente sean las vacunas 

de DNA usadas para la inducción de una respuesta inmune para enfermedades virales, 

bacterianas y parasíticas. Su aplicación se da principalmente mediante la transfección con 

plásmido (pDNA); este codifica para un antígeno bajo el control de un promotor fuerte. El 

pDNA se hace sin un origen de replicación eucariótico, es decir, no se puede replicar o integrar 

al DNA cromosomal del huésped, por lo tanto, sólo las células transfectadas serán capaces de 

expresar la información del pDNA y en este caso del antígeno, permitiendo el reconocimiento 

del sistema inmune. Entre sus ventajas está el potencial de incorporar múltiples epítopos 

inmunoestimulatorios y lograr la protección contra varias enfermedades por una sola vacuna. 

También pueden incorporar secuencias reguladoras usadas en las otras categorías de TNAs. 

Por último, en comparación con otras vacunas, las llamadas vacunas génicas son relativamente 

más seguras, estables y baratas (Schalk et al, 2006). 

Aún cuando suelen mostrar un éxito inicial en pruebas clínicas (Macgregor et al, 2002; Le et 

al, 2000), la eficiencia no ha resultado del todo buena y actualmente se trabaja en el desarrollo 

de la segunda generación de este tipo de vacunas. Entre los aspectos en los que se trabaja se 

debe incluir un método para mejorar/sistematizar la transfección, o bien hacer más preciso el 

direccionamiento del DNA, donde el uso de adyuvantes, nanopartículas y vesículas pueden 

jugar una parte importante (Alvarez, 2008) . 



Sánchez Téllez Alma Athenas  F L U O R E S C E N C I A   Y   S I S T E M A S  
R E P O R T E R O S 

32 |  
 

4. F L U O R E S C E N C I A     Y     S I S T E M A S     R E P O R T E R O S     D  E    

 E N C A P S U L A C I Ó N    D E    D N A 

 

La fluorescencia es un fenómeno espontáneo en ciertos materiales que consiste en emitir un 

fotón posterior al decaimiento de un estado inestable de excitación producido por la absorción 

de una longitud de onda generalmente en el rango de visible a ultravioleta, esto puede 

explicarse a través del diagrama de Jablonski, mostrado en la figura 14. Temporalmente 

hablando puede dividirse en tres etapas, la primera es la excitación donde un fotón externo 

de cierta energía hϑEX   es absorbido por la materia fluorescente, creando así un estado 

electrónico excitado. La siguiente etapa es el tiempo que dura el estado excitado, (1-10 ns), 

tiempo en el que el fluoróforo atraviesa cambios conformacionales e interacciones con el 

ambiente molecular. La última etapa es la de emisión, donde un fotón hϑEM es emitido y 

regresando el fluoróforo a su estado fundamental, dado que hay energía disipada en la 

segunda etapa, la energía de este fotón es menor y por lo tanto tiene una longitud de onda 

(λ) mayor que el fotón de excitación. Esta característica se puede aprovechar en procesos de 

tinción, análisis de estructuras, rastreo e indicadores de presencia de compuestos en muestras. 

 

 
Figura 14 Diagrama Jablonski del fenómeno de fluorescencia. Ejemplifica la formación del estado excitado de 
singlete por absorción óptica y la emisión de fluorescencia subsecuente. Los números en la parte superior del 

diagrama señalan las tres etapas de la temporalidad del fenómeno previamente explicadas. 
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4.1. F L U O R O C R O M O S    E N    V E S Í C U L A S 

 

Estas moléculas pueden tener un origen orgánico o sintético, y existir en diversidad de 

tamaños por lo que sus aplicaciones son diversas. En el área de biotecnología se suelen usar 

con mayor frecuencia para el marcaje de biomoléculas como lípidos, polisacáridos, proteínas 

y ácidos nucleicos. Otra aplicación que se le ha dado en proyectos similares al aquí presentado 

consiste en demostrar permeabilización de membrana observando internalización de un 

fluorocromo o la expresión de una proteína naturalmente fluorescente. Tomando en cuenta 

lo anterior, se describirá brevemente el fluorocromo usado en este proyecto. 

 

4.1.1. D A P I 

 

En la figura 15 se muestra el 4 ',6-diamino-2-fenilindol∙2HCl (DAPI),  es un tipo de diamidina 

aromática, una molécula catiónica que al adherirse al DNA mejora notablemente su emisión, 

es decir entre mayor cantidad de DNA mayor será su emisión, produciendo una fluorescencia 

de tono azul brillante (λexc: 344 nm; λem: 449 nm) (Stockert & Blazquez-Castro, 2017). La 

posible manera en la que interactúa con el DNA es a través del surco menor de la doble hélice 

con una preferencia hacia el clúster de adenina-timina (Chazotte, 2011). 

 

 

Figura 15. Estructura química del DAPI. Ha sido utilizado para estudiar la forma en la que la interacción del DNA con 
otras moléculas produce cambios conformacionales (Granzhan, Kotera & Teulade-Fichou, 2014) 

 

4.2.  P R O T E Í N A S    Y     G E N E S    R E P O R T E R O S 

 
De la misma manera en la que los fluorocromos permiten visualizar estructuras o comprobar 

encapsulación, los genes reporteros permiten la detección y medición de la expresión genética 

de una transfección transitoria, entre estos se incluye a los genes que codifican para proteínas 

fluorescentes y enzimas que ayudan a visualizar sustratos. 
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Entre los genes reporteros más comúnmente usados se encuentran los que codifican para la 

proteína verde fluorescente (GFP) y sus muchas variantes (Zimmer, 2009). La GFP se obtuvo a 

partir de la medusa Aequorea victoria, exhibe fluorescencia verde al ser excitada a 475 nm y 

desde mediados de la década de los 90 hasta el reconocimiento con el premio Nobel de 

química en el 2008 evolucionó en un monitor en terapia génica (Stripecke et al, 1999) para 

esclarecer procesos de transcripción, eficiencia de vectores, evaluar la actividad  y especificidad 

de promotores (Cheng et al, 1996, Levy et al, 1996, Uchida et al, 1998 .

 

5. P L Á S M I D O S 
 

Los plásmidos (pDNA) son pequeñas moléculas circulares de DNA extracromosomales con la 

capacidad para replicarse independientemente (Cole, 2016). El pDNA bacteriano se ha 

estudiado y modificado para clonar, transferir, y manipular genes con el fin de funcionar como 

vectores.  Su estructura básica, ejemplificada en la Figura 16, consiste en un origen de 

replicación bacteriano (ORI) un gen marcador, un promotor que es una región reguladora que 

es capaz de dirigir la transcripción de otras regiones adyacentes, y al menos un sitio de 

reconocimiento único para enzimas de restricción (Nierman & Feldblyum, 2001). 

 
Figura 16.  Ejemplo de construcción típica de un plásmido. Generalmente un gen con resistencia a antibiótico se usa 
como marcador para indicar fácilmente la transfección, sin embargo, pueden añadirse otros tipos de marcadores. 
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5.1. O B T E N C I Ó N 
 

La obtención del pDNA se da mediante propagación y aislamiento. Generalmente se usan 

plásmidos adecuados para cepas de Escherichia coli (E. coli) no virulentas, pues se cultiva y 

multiplica con facilidad. Para aumentar la eficiencia de este proceso se usan células 

competentes de bacterias, este tipo de células tienen una susceptibilidad aumentada a la toma 

de DNA, lo cual se logra al añadir cloruro de calcio (Mandel & Higa, 1970). 

 

5.2. P R O P A G A C I Ó N 
Las células competentes se exponen a un choque térmico mientras tiene el plásmido a 

propagar en el medio de suspensión. El choque térmico permea la membrana permitiendo la 

entrada al DNA. La suspensión se transfiere a un medio rico en nutrientes para la multiplicación 

de las bacterias, tras unas horas se transfiere a una placa de agar con antibiótico en el que 

solo las bacterias transformadas y que exhiban la resistencia sobreviven. Se selecciona una 

colonia de células transformantes de la placa y se transfiere a un cultivo de medio selectivo y 

rico en nutrientes para fomentar el crecimiento y se añade antibiótico. La Figura 17 ejemplifica 

lo anterior. 

 
Figura 17. Diagrama de flujo sobre la propagación de un plásmido en un cultivo de bacterias. 

 

5.3. A I S L A M I E N T O 
 

Para la extracción del pDNA es necesario producir la lisis de la pared bacteriana para la 

extracción del material genético. Esto se logra generalmente con una solución de hidróxido 

de sodio (NaOH) y detergente dodecil sulfato de sodio (SDS). Con esto se solubiliza la 
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membrana celular y se rompen los enlaces de hidrógeno entre las bases de DNA, 

transformando el DNA genómico (gDNA) y el plásmido en sus formas monocatenarias por 

desnaturalización. A esto se le llama lisis alcalina (Birnboin, 1983). El material ribonucleico es 

eliminado mediante RNAsas. 

El paso siguiente es la neutralización donde tras agregar acetato de potasio que disminuye la 

alcalinidad de la solución permitiendo que los enlaces de hidrógeno se reestablezcan 

renaturalizando el DNA. Este proceso resulta sencillo para DNA circular en el plásmido, pero 

demasiado complicado para el gDNA, siendo este un paso selectivo entre el DNA que se desea 

recuperar. El pDNA es soluble, mientras que un precipitado blanco y espeso de SDS, y DNA 

genómico no renaturalizado, y proteínas desnaturalizadas pueden separarse mediante 

columnas de extracción o centrifugaciones. 

La solución con pDNA contiene RNAsas, sales, y otras biomoléculas que es importante retirar. 

Para ello se usan los métodos de extracción de fenol-cloroformo, precipitación con etanol, 

intercambio aniónico, columnas de sílice, entre otros. El método usado en este proyecto es el 

de intercambio aniónico. A grandes rasgos este consiste en colocar una resina en una columna, 

la matriz tiene grupos catiónicos y aniónicos. A la columna se le añaden buffers con una carga 

particular que interactuará de manera electroestática con los distintos elementos de la muestra 

que se quiere purificar. 

 

5.3.1. C A R A C T E R I Z A C I Ó N    D E   D N A   P R E V I O   A   S U  

T R A N S F E C C I Ó N   Y   E N C A P SU L A C I Ó N         

 

Es importante verificar la estabilidad y compatibilidad del material genético con los vectores a 

utilizar.  En el caso de las vesículas verificar que el cargo que se desea transportar sea 

encapsulado y no sólo se encuentre en el exterior de la membrana, verificar fugas de cargo, 

que el tratamiento usado para la formación de vesículas no dañe el material genético, 

finalmente también es importante asegurarse de la calidad del lote purificado de DNA. 

 

5.3.2. E S P E C T R O S C O P Í A   U V 

 

La estructura del DNA se conforma por grupos funcionales aromáticos y por lo tanto es posible 

la cuantificación y análisis de pureza mediante absorción ultravioleta. Los ácidos nucleicos 

tienen una absorbancia máxima a 260 nm y la relación de esta absorbancia con la obtenida a 

280 nm es utilizada para evaluar la pureza de una muestra de ácidos nucleicos. En el caso de 

DNA una relación 260/280 de   ̴ 1.8 es generalmente aceptado como puro. Como medida 
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secundaria para analizar la pureza del plásmido se usa la relación de 260/230, contaminantes 

presentes absorben a 230 nm. El valor esperado para este radio es a partir de 2.0. 

 

5.3.3. E L E C T R O F O R E S I S 

  

Para estudiar la longitud, fragmentación o separación de ácidos nucleicos se usa la 

electroforesis. El DNA ya se tiene una carga negativa en su grupo fosfato, de este modo al 

aplicar un campo eléctrico a una matriz inerte de gel los ácidos nucleicos migrarán del polo 

negativo, al igual que su carga, al polo positivo. Como se muestra en la Figura 18 se moldean 

unos pozos para colocar la muestra en el gel, en el caso de DNA generalmente es agarosa, y 

se puede modificar el empaquetamiento de la matriz para acelerar o retrasar el avance de las 

muestras.  

 

Figura 18. Las muestras para electroforesis suelen prepararse con un buffer de carga, que aumenta la densidad de la 
muestra evitando que salga de los pozos, y un colorante, que provee con la ubicación de las muestras en el gel mientras 
se aplica el voltaje y así obtener un buen revelado. Al final se suele incubar, protegido de la luz, con un colorante 
específico para ácidos nucleicos, que al ser excitado a una longitud de onda particular permite observar a través de un 
revelador el material genético, su tamaño, nivel de desdoblamiento, y calidad. 

Al pasar aproximadamente una hora se observan fragmentos formando una especie de 

escalera con bandas que corresponden a distintas longitudes y orden de compactación. 

Generalmente en el primer pozo suele ponerse como muestra un estándar el cual contiene 

fragmentos con tallas conocidas, esto permite conocer el tamaño de las muestras bajo análisis.  
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5.3.4. M I C R O S C O P Í A   C O N F O C A L 

 

Para poder determinar la ubicación del cargo, eficiencia de encapsulación, perfil de liberación 

y fugas que pueda tener el liposoma se suelen usar moléculas bioactivas solubles en el medio 

donde se encuentra el cargo, por ejemplo, marcadores fluorescentes o radioactivos. Estos 

marcadores pueden unirse ya sea al cargo o a la membrana lipídica (Lohse, Boligner & Stamou, 

2008).  

 

En este tipo de microscopía es posible enfocarse a un plano específico en una muestra al 

mismo tiempo que se rechaza la luz que proviene de otras regiones fuera de foco, ya sea 

procedente de un plano superior o inferior. Al tener una colección de planos es posible 

reconstruir una estructura tridimensional. Esto se logra de manera analógica, manipulando la 

luz antes de su medición. Como muestra la Figura 19, la idea básica del funcionamiento de 

este tipo de microscopía consiste en que un láser ilumina un filtro que enfoca a un sólo punto 

en la muestra tridimensional. Al introducir cargos a las vesículas las interacciones de estos 

pueden variar, dependiendo no sólo de las características de las vesículas sino también del 

cargo, particularmente su tamaño, carga y solubilidad. Como ya se había mencionado, el cargo 

puede interactuar anclándose a la superficie de la vesícula, puede quedar atrapado en la 

bicapa lipídica desestabilizando la estructura membranal o quedar encapsulado en el espacio 

acuoso del liposoma, siendo esto lo más deseable. 
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Figura 19. La fluorescencia emitida por el punto focal es enfocada por un segundo filtro 

(confocal). La fluorescencia emitida por cualquier otra zona del espécimen al no estar 

enfocada no contribuye a la imagen final. Se escanea el espécimen en el mismo plano del 

punto enfocado y así se reconstruye una imagen bidimensional. 
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E S T R A T E G I A    M E T O D O L Ó G I C A  
 

El proyecto gira en torno a la producción y caracterización de vesículas unilaminares que 

encapsulan pDNA, mediante la aplicación de ondas de choque, lo cual varía de acuerdo con la 

intensidad (control de la presión y de la cavitación acústica) y el número de ondas aplicadas. 

Distintos lotes de MLV que se distinguen de acuerdo al cargo contenido y a su composición 

fueron utilizados como materia prima.  

La composición base consiste en PC con colesterol, este último proporciona estabilidad a la 

muestra. 

El diseño experimental (Figura 20) consistió de cuatro etapas: la obtención de un lote de calidad 

de plásmido para su encapsulación, la preparación de vesículas multilaminares con y sin cargos, 

el tratamiento de ondas de choque a los distintos lotes y grupos para la obtención de vesículas 

unilaminares, y la caracterización de las vesículas obtenidas. 

De manera complementaria se evaluó la estabilidad del pDNA desnudo exponiéndole a los 

mismos tratamientos de ondas de choque. 

Cada etapa de la experimentación se llevó a cabo bajo las medidas necesarias de higiene y 

seguridad en el laboratorio. 

Finalmente es importante mencionar que la mayoría de los distintos tipos de caracterización 

se hicieron casi de manera simultánea, como ejemplo, cuando se midió el potencial zeta de 

estas muestras no se tenía la interpretación del DLS, por lo que, con la limitación de la 

disposición de algunos equipos se decidió considerar a los tratamientos más intensos, es 

decir 1000 y 500 ondas de choque a una P+ = 18.1MPa, mientras que en otras sí fue posible 

hacer las caracterizaciones a todas las muestras. 

 



Sánchez Téllez Alma Athenas                             M E  T O D O L O G Í A 
 

42| 
 

 

Figura 20. Diseño experimental; se muestra breve descripción de cada sección del proyecto.
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1. O b t e n c i ó n   d e   p l á s m i d o 
 

El método de purificación se repitió varias veces para obtener suficiente material para 

trabajar en el proyecto. La cantidad necesaria para el análisis de electroforesis suele bastar 

con 10 ng, y para la espectroscopía UV, bastan desde 1µl. sin embargo había que considerar, 

la cantidad de muestras, sus repeticiones, y el hecho de que se diluirían. 

1.1. P L Á S M I D O P C X : : G F P – G P I 2  
 

El plásmido pCX::GFP-GPI2 se encuentra descrito en la Figura 21 y 

se propagó en E. coli.  Consiste en una construcción de 6 kbp, 

contiene un gen reportero para producir la proteína verde 

fluorescente (Kondoh, 1999), un gen con resistencia al antibiótico 

ampicilina, una secuencia de señalización translocacional de 

membrana N-terminal de la proteína secretora acrosina de 

esperma, la secuencia C-terminal de anclaje de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) de membrana plasmática, y el 

promotor de actina de pollo CAG (Rhee et al, 2006). 

 

Figura 21 Representación esquemática de componentes del plásmido pCX::GFP-GPI2. Comenzado después del origen 
de replicación: SV40 ori, (origen de replicación del virus SV40), Hind III (sitio de restricción en donde reconoce y corta 
dicha enzima), rab b-globin Pa (Beta-globina de conejo con señal de poliadenilación  para término de transcripción, 
Thy1 GPI(codifica para una glicoproteina de superficie de membrana con anclaje para GPI), Xhol (sitio de restricción 
de dicha enzima), EGFP (codifica para la proteína verde fluorescente mejorada), acrosin ss (señalización 
translocacional de acrosina), pro ( promotor de beta-actina de pollo)  
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 1.1.1. T R A N S F O R M A C I Ó N   D E    E.  C O L I    C O N   P L Á S M I D O  

La unidad de servicios de proteogenómica del Instituto de Neurobiología de la UNAM (INB) 

proporcionó dos viales de células ultracompetentes de E. coli, uno como control y otro para 

la obtención del plásmido. Se incubaron durante 10 min en hielo. Para el vial destinado a 

transformación se agregaron 100ng del plásmido pCX::GFP-GPI 2 de stock diluidos en 50 µl y 

se agitó suavemente bajo condiciones de esterilidad. 

El choque térmico se aplicó a ambos viales al incubarlos 90 segundos en baño maría con 

temperatura controlada y fija. Los contenidos se transfirieron a tubos Falcon con 1ml de medio 

LB, se incubaron bajo agitación durante 30 minutos a 37°C. 

Alícuotas de 50 µL de cada tubo Falcon se transfirieron a cajas Petri con agar LB-AMP (con 

500 µL de ampicilina de una solución de stock a 100 µg/ml en 500ml de medio LB). El medio 

con bacterias fue dispersado con ayuda de perlas estériles de cristal mediante agitación 

manual. Las cajas se sellaron y se dejaron en incubación a 37°C por una noche. 

 

1.1.2. I N O C U L A C I Ó N    Y     C U L T I V O     B A C T E R I A N O  

 

Se tomó una colonia de bacterias de la caja Petri y se resuspendió en 5ml de medio LB-AMP 

en un tubo Falcon de un volumen 4 veces mayor. El cultivo se dejó en agitación constante a 

200 rpm a una temperatura de 37°C durante 5 hrs. 

El cultivo se transfirió a un matraz de 2L con 500mL de medio LB-AMP y se dejó en incubación 

bajo condiciones similares, 200 rpm, 37°C y por un periodo de entre 12-16 hrs.  

El cultivo, con una apariencia turbia, se transfirió para su centrifugación a 4°C durante 15 

minutos a 6000 x g para la obtención de un pellet, el peso de este suele estar alrededor de 3 

g/l de medio. 

 

1.1.3. P U R I F I C A C I Ó N     D E    P D N A     P O R      

C R O M A T O G R A F Í A    D E     I N T E R CA M B I O     A N I Ó N I C O 

 

El protocolo (QIAGEN, 2005) se llevó a cabo con el material (columnas, reactivos y filtros) de 

QIAGEN Plasmid MaxiKit, Cat.No. 12263, Venlo Holanda. 

El sedimento proveniente de 250 ml de cultivo se transfirió a un tubo Falcon de 30 mL y fue 

resuspendido en 10 mL con RNAsa I y LyseBlue. A continuación, se agregaron 10 ml de un 

buffer del kit que contiene detergente que produce lisis en las bacterias. La suspensión se 

homogeneizó suavemente hasta observarse un tono azul marino viscoso a toda la suspensión 

y que cúmulos cafés de células desaparecieran por completo.  
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 La mezcla se dejó en incubación durante 5 min a temperatura ambiente (15-25°C). 

 

Se agregaron 10mL del buffer del kit para neutralizar, obteniendo un precipitado blanco que 

contiene DNA genómico, proteínas, y restos celulares. Una solución incolora indica la 

precipitación total de dodecil sulfato de potasio (KDS) y SDS. 

 

A continuación, el DNA genómico desnaturalizado se descarta usando los filtros Cartridge de 

QIA-GEN® , de acuerdo a las instrucciones del proveedor. A la muestra obtenida se le hicieron 

varios lavados con buffers del kit para retirar la mayoría de los contaminantes en las 

preparaciones de pDNA. 

 

En un tubo de fondo cónico y resistente a alcohol se recuperó el DNA plasmídico, 

posteriormente el plásmido se precipitó mezclándolo con 10.5 mL de isopropanol a 

temperatura ambiente. Inmediatamente se centrifugó a 5000 x g por 60 minutos a 4°C. Se 

decantó con cuidado el sobrenadante pues el pellet no estaba fuertemente fijo a las paredes 

del tubo y tenía una apariencia vidriosa. 

El pellet se resuspendió con 5ml de etanol al 70% a temperatura ambiente y se centrifugó a 

5000 x g por 60 minutos a 4°C, esto disuelve sales y sustituye al isopropanol por un disolvente 

más volátil permitiendo una resuspensión más sencilla del pellet de pDNA resultante. 

Para finalizar se removió el sobrenadante y se dejó secar el pellet y se resuspendió con 500 µl 

de agua inyectable (PiSa Farmacéutica). 

 

1.1.4. A N Á L I S I S   C U A N T I T A T I V O 

 

Para determinar la concentración y pureza del plásmido obtenido se usó 

espectroscopía UV mediante el Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) de la unidad de Proteo-

genómica del INB. 
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2. P R E P A R A C I Ó N    D E    L I P O S O M A S    M U L T I L A M I N A R E S 

Se usaron dos tipos de lotes, usando una mezcla del fosfolípido zwitteriónico PC (L-α-

phosphatidylcholine, Sigma) con colesterol (Sigma) y otros con PC, colesterol y 1, 2 – Dioleil -3- 

Trimetilamonio-Propano (DOTAP). Estos lotes se describen en cuanto a su contenido y composición 

en la Tabla 5. Los porcentajes descritos de lípido en cada mezcla se obtuvieron de experimentos 

previos en el laboratorio.  

 

En un vial de vidrio se colocó la cantidad y mezcla correspondiente de lípido de acuerdo al volumen 

a preparar, se disolvieron en disolventes orgánicos para después ser secados bajo corriente de 

nitrógeno y obtener una película gelificada.  

 

TABLA 5. Distintos lotes de liposomas usados, los elementos mencionados en composición se agregaron tras disolverlos en una 
mezcla de cloroformo y metanol 9:1 respectivamente, después de su evaporación, se agregaron los lípidos mencionados en el 
contenido en las proporciones indicadas (Caballero, 2013, Were et al, 2003).  

 

 

El lote sin cargo se rehidrató con PBS 1X preparado recientemente a 1mg de lípido/ml. En el caso 

de vesículas con pDNA como cargo se añadió un total de 50 µg del plásmido pCX::GFPGPI2  por 

cada mililitro de PBS 1X.  

En ambos casos la rehidratación se hizo sobre la temperatura de transición ( - 15°C para PC y  5°C 

para DOTAP) en la mezcla de los lípidos. Posterior a la integración de la fase acuosa el vial de vidrio 

se mantuvo en agitación hasta que la película de lípidos adherida al vial se resuspendió y la muestra 

obtuvo un tono opalescente y turbio, lo cual es característico de la formación de MLVs. 

Su almacenamiento fue a 4°C en atmósfera inerte de nitrógeno. 
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3. O B T E N C I Ó N    D E   L I P O S O M A S    U N I L A M I N A R E S 

 

 

Para la ruptura de MLV a vesículas unilaminares se aplicaron distintos tratamientos de ondas 

de choque, variando el número de ondas aplicadas a cada muestra y la presión máxima 

positiva. Los parámetros de los tratamientos, que se especifican más adelante, se obtuvieron 

de experimentos previos con células en el Laboratorio de Ondas de Choque del CFATA.  

 

3.1. T R A T A M I E N T O   C O N    O N D A S    D E    C H O Q U E 

 

El generador de ondas de choque utilizado fue el modelo Piesozon 100 Plus (Richard Wolf, 

GmbH, Knittlingen, Alemania), mostrado en la Figura 22. Este equipo es de uso comercial 

ortopédico, y fue acondicionado para la exposición de muestras biológicas pequeñas 

mediante el acoplamiento a un contenedor de agua y un posicionador XYZ, para la colocación 

precisa de las muestras inmersas en agua en la región focal.  
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Figura 22 Diagrama del dispositivo experimental modificado a partir del Piesozon 100 Plus. 

Se colocó 1 ml de MLV del lote correspondiente en pipetas de transferencia de polietileno 

suave y se sellaron herméticamente.  

Para aplicar las ondas de choque a cada muestra, esta se ubicaba en la región focal del 

generador con el agua de su entorno a una temperatura constante de 37 ºC.   

 

Para determinar el mejor tratamiento para la formación de vesículas unilaminares se trataron 

los grupos presentados en la Tabla 6, por triplicado, todos a una frecuencia de generación de 

ondas de choque de 1 Hz. En el caso de los liposomas con una composición con lípido 

catiónico los tratamientos aplicados sólo fueron con una presión P+ = 18.1 MPa. 

Además de las muestras tratadas también se manejó como control una prueba para cada tipo 

de vesícula sin tratamiento a ondas de choque. 

El número de ondas a aplicar y la presión se definieron en experimentos previos (Camacho, 

2012). 

 
 

TABLA 6 Tratamiento de ondas de choque aplicadas a MLV vacías. 

PRESIÓN POSITIVA MÁXIMA, P+ NÚMERO DE ONDAS DE CHOQUE 

15.1 MPa 
63 125 250 500 1000 

18.1 MPA 

 

Las muestras se mantuvieron en hielo en los periodos cuando no se les aplicaban ondas de 

choque. Al terminar los tratamientos, las muestras fueron transferidas a tubos Eppendorf y 

almacenados en refrigeración a 4 °C y con atmósfera inerte. 

 Se puede suponer que, en promedio, todas las vesículas dentro de la pipeta de transferencia 

reciben la misma dosis de ondas de choque, porque cada frente de presión que pasa por la 

suspensión genera turbulencias. 

El aire dentro de la pipeta de transferencia, aumenta la cavitación acústica pues las ondas de 

choque cambian de fase al reflejarse en la interfaz suspensión-aire, es decir, son reflejadas 

como un pulso de rarefacción. El frente reflejado es un pulso de presión negativa con respecto 

a la presión de equilibrio del medio, que fomenta el crecimiento y colapso de las burbujas en 

la suspensión.



Sánchez Téllez Alma Athenas                           C A R A C T E R I Z A C I Ó N   P D N A                 
E X P U E S T O   A  O CH 

 

49| 
 

4. C A R A C T E R I Z A C I Ó N   D E    L I P O S O M A S 

En esta sección se describe la preparación y análisis de muestras en cada método de 

caracterización para determinación de morfología, tamaño, dispersión de tallas, estabilidad, y 

evaluación de encapsulación.  

Se buscó evidencia de la formación de vesículas unilaminares, y las características más 

deseables con fines de encapsulamiento, es decir LUV (100-500 nm) y SUVs (<100 nm) como 

se mencionó en la Tabla 1. 

4.1. L I P O S O M A S   S I N    C A R G O 

4.1.1. M I C R O S C O P Í A   E L E C T R Ó N I C A    D E      

T R A N S M I S I Ó N ( T E M ) 

Se hicieron diluciones 1:10 de muestras seleccionadas a 

partir del análisis de DLS en agua destilada filtrada y se 

colocaron 5 µl sobre rejillas de cobre, malla 200, y película de 

carbono. Un grupo de muestras fueron preparadas dejando la 

rejilla al vacío hasta que la gota dejara de ser visible en la 

superficie de la rejilla, otras, se colocaron en un ambiente libre 

de polvo y se secaron al aire libre, hasta que la gota se 

evaporara por completo.  

Las muestras se tiñeron con acetato de uranilo al 2%, 

incubándolas en una parrilla durante 10 minutos dentro de 

placas de Mazzini, después se hicieron tres lavados en distintos 

vasos con agua destilada. El microscopio utilizado fue un JEM-

1010 (Jeol Co., Peabody) a 80kV. 

  

4.1.2. D I S P E R S I Ó N   D E   L U Z    D I N Á M I C A ( D L S ) 

Los liposomas sin cargo se analizaron en un equipo de dispersión de luz B1.2005M 

(Brookhaven Instruments CO., HolBvelle, NY, USA) para la determinación de tamaños de 

partícula a ángulo fijo a 90°.  

Cada muestra se diluyó 1:1000 en agua destilada previamente pasada a través de membranas 

con poros de 0.2µm de nitrocelulosa (MF-Millipore™, Membrane Filters) con el fin de evitar 

interferencias asociadas a impurezas. 

Dado que las condiciones del medio, particularmente la temperatura, pueden modificar la 

dinámica de las vesículas lipídicas, se hicieron mediciones del tamaño de partícula a 25°C y a 

4°C. 
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Con el fin de obtener mayor información, cada muestra fue medida 5 veces, resultando un 

total de 15 mediciones por cada tratamiento, ya que se hizo por triplicado. Los resultados 

fueron analizados mediante el algoritmo de mínimos cuadrados no negativos (NNLS). 

 

4.1.3. P o t e n c i a l    z e t a  

Los liposomas sin cargo se analizaron en el equipo Nanosizer Zs (Malvern Instruments Ltd, 

Worcestershire, UK) con láser de 632.8 nm en celdas de cuarzo, a ángulo fijo de 173 ° y 13°. Las 

muestras se diluyeron previamente a 1:100 en agua destilada.  

La estabilidad de las muestras proporciona información sobre su tendencia a formar clusters, 

precipitar y también da una idea de la relación que tendrá en el medio o para la aplicación 

deseada. 

 

4.2. L I P O S O M A S   C O N    P D N A     C O M O    C A R G O 

 

 
 

 

La caracterización en estos liposomas se centró en morfología, tamaño y carga electrostática 

de atracción/repulsión entre las vesículas. 

 

Como primer punto, se analizó la estabilidad del plásmido a utilizar ante los tratamientos de 

ondas de choque que fueron capaces de inducir la formación de LUV.  

Posteriormente, las caracterizaciones para este lote de liposomas se enfocaron en observar si 

existían diferencias en las características físicas (tamaño, distribución y estabilidad) de las 

vesículas sin cargo y con pDNA, y en estas últimas corroborar la internalización del cargo. 
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Dado que la encapsulación de material genético no es solamente con el fin de observar la 

relación entre nuestra metodología de producción de LUV y biomoléculas, sino también la 

posibilidad de una aplicación futura para transfección, se justifica la producción de un lote con 

lípido catiónico (DOTAP) que, como se mencionó anteriormente, permite una interacción de 

las membranas celulares de carga negativa.  

 

4.2.1.  R E S I S T E N C I A    D E L    P D N A      A N T E     O N D A S    D E      

C H O Q U E 

Para determinar la viabilidad de las ondas de choque como una metodología para producir 

LUV capaces de mantener la integridad del cargo, se aplicaron los tratamientos 

correspondientes a 63, 125, 250, 500 y 1000 OCh, con P+ = 18.1 MPa a plásmido no 

encapsulado.  

Cada muestra expuesta consistió en 1 ml contenido, con 6000 ng/ml de plásmido en agua 

destilada en los mismos viales de transferencia usados para la exposición de MLV a las ondas 

de choque. 

Las muestras se mantuvieron en hielo en los periodos donde no se les aplicaba ondas de 

choque. Al terminar los tratamientos, las muestras fueron transferidas a tubos Eppendorf y 

almacenados a -20°C. 

Se llevó a cabo el método de electroforesis por gel de agarosa en una cámara horizontal 

(Biorad) para evaluar posibles fragmentaciones del pDNA, el control usado consistía en 

muestras del mismo plásmido, con la misma dilución, y manteniendo en hielo al mismo tiempo 

que las demás muestras, con la diferencia que no se le aplicaron ondas de choque. 

El plásmido se diluyó a manera de tener 100 ng por carril en 16 µl de agua inyectable (PiSa 

Farmaceutica), se mezcló con 4 µl de buffer de carga (Nucleic Acid Sample Loading Buffer, 5x, 

Biorad). Éste contiene glicerol para dar mayor densidad a la muestra y que permanezca en los 

pozos. También se cargó como referencia 16 µL de escalera de peso molecular para 1-15 kbp 

(EZ Load®1kb Molecular Ruler, Biorad) mezclado con el mismo buffer de carga. Las mezclas 

se prepararon previamente sobre papel Parafilm®. 

El gel se preparó al 0.8% pesando 400mg de agarosa (UltraPure TM Invitrogen) y diluyéndolo 

en 50 ml de TAE 1X caliente (preparado previamente a partir de TAE 50X de Biorad y agua 

destilada) se dejó gelificar por completo a temperatura ambiente y sobre una superficie lo más 

recta posible. 
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Se cubrió en su totalidad el gel con buffer de corrida TAE. La posición del gel fue de acuerdo 

a la sección 5.3.3 Electroforesis del Marco Teórico, es decir los pozos con la muestra del mismo 

lado que el cátodo para poder observar su migración hacia el ánodo. El voltaje aplicado fue  

 

de 100 V por un total de 1 hora. Al terminar el gel se dejó incubando bajo agitación en 30 mL 

de TAE 1X y 3 µl del colorante SYBR®Safe DNA 10,000X (Invitrogen), cubierto de papel 

aluminio para proteger de la luz durante 15 minutos. 

El revelado del gel se hizo en un fotodocumentador GelDoc TM EZ Imager (Biorad) y se usó la 

charola de UV. 

 

Se sabe que los métodos físicos son capaces de inducir mutaciones en el plásmido (Doida, 

Brayman, y Miller,1992). El método inequívoco para verificar si la metodología produjo 

mutaciones en el DNA tratado es la secuenciación.  

En este trabajo, se realizó un análisis de transformación con el plásmido tratado, a fin de tener 

una indicación de funcionalidad, de manera previa a análisis de secuencia. En resumen, se hizo 

la transformación de E. coli usando el plásmido con los distintos tratamientos.  

 

4.2.2. E l a b o r a c i ó n    d e   l i p o s o m a s    c o n    p D N A      
c o m o   c a r g o  

La composición lipídica de los liposomas neutros y catiónicos al igual que la concentración del 

plásmido corresponde al expresado en la Tabla 5, es decir, una mezcla de lípidos con PC y 

colesterol y otro lote con PC, colesterol y DOTAP. Al igual que los liposomas sin cargo, este 

lote se trató con ondas de choque después de su rehidratación. El estudio de los liposomas 

con pDNA internalizado se hace posterior a una ultra centrifugación, desechando el 

sobrenadante, las condiciones para esto fueron 45,000 rpm, por una hora a 4°C. De este modo 

se asegura que las características obtenidas no sean producto de plásmido no encapsulado. 

 

4.2.3. D i s p e r s i ó n    d e    l u z    d i n á m i c a ( D L S )  

Los liposomas preparados con pDNA se analizaron antes y después de ser ultracentrifugados 

con el fin de observar posibles modificaciones como fusión de vesículas o formación de 

cúmulos grandes en la población. Para ello, se utilizó un equipo Nanosizer Zs (Malvern 

Instruments Ltd, Worcestershire, UK) 
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La ultracentrífugación se realizó en un quipo Beckam Coulter, modelo Optima XL-100K. El 

pellet se resuspendió en PBS1x. 

Las muestras se diluyeron 1:200 en agua destilada filtrada de la misma forma que para las 

vesículas sin cargo. Se midieron a temperatura de 25°C; el número de mediciones hechas a 

cada muestra fue determinado por los estándares del análisis del software de acuerdo a la 

calidad de la muestra. 

 

4.2.4. M i c r o s c o p í a   c o n f o c a l 

La presencia de pDNA encapsulado en el grupo de vesículas con pDNA como cargo se observó 

a través de microscopía confocal.  La ultracentrífuga usada fue Beckam Coulter, modelo Avanti 

J-301, con un rotor JA 18.1, para tubos Eppendorf, las muestras fueron resuspendidas en PBS1x 

se incubaron 20 µl de las vesículas con 40 µL de 4´,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) al ser 

preparadas en el portaobjetos para su observación. El microscopio utilizado fue un Zeiss 

Axiovert 200 LSM 510 Meta-Multifonótico de la Unidad de Microscopía del INB. Se usó un láser 

multifotónico chameleon Argón multilínea (750 nm) y el software LSM 4.2 

 

4.2.5.  E s t a b i l i d a d 

Se midió el potencial zeta de las vesículas con un equipo Nanosizer ZS. Las vesículas con pDNA 

analizadas fueron ultracentrifugadas en un rotor angular para retirar el material no 

encapsulado. Cada muestra se analizó al menos tres veces. 
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R E S U L T A D O S 
 

1. O B T E N C I Ó N    D E    L O T E     D E    P L Á S M I D O     
P C X : : G F P -G P I 2 
 

La transformación de E. coli con el plásmido pCX::GFP-GPI2 con resistencia a ampicilina fue 

exitosa, esto se demuestra en la Figura 23, donde se observan varias colonias bacterianas en 

un medio con antibiótico. En el caso de que el plásmido no fuera asimilado por las bacterias 

sería improbable que varias colonias se formaran sobre esta placa. El control, o bacterias que 

experimentaron el mismo tratamiento, sin el plásmido, no generaron crecimiento de colonias 

en este medio (resultados no mostrados). 

 

Figura 23 Fotografía de colonias de la bacteria E. coli transformada con el plásmido pCX::GFP-GPI2 
propagada en una placa LB con ampicilina. 

 

2.  A N Á L I S I S     C U A N T I T A T I V O     D E     P L Á S M I D O 
A partir de la placa anterior se hizo el cultivo en medio líquido y purificó para obtener el materia 

genético suficiente, como se describió en la sección de metodología. 

La relación de la intensidad de absorbancia a 260/280 de los lotes purificados siempre fue 

mayor a 1.8, mientras que el radio 260/230 fue mayor a 2.2. La cantidad del plásmido purificado 

se mantuvo por arriba de los 1000 ng/µl y por debajo de los 2000 ng/µl.  Esto se muestra en 

la Figura 24, y tal como fue mencionado en Antecedentes, los resultados obtenidos 

corresponden al nivel de pureza esperado (260/280>1.8, 260/230>2). 
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Figura 24  Gráfica de absorbancia típica de ácidos nucleicos a 260 nm, a un costado están los valores obtenidos tras 

la espectroscopía de las muestras. 

 

3. M I C R O S C O P Í A    E L E C T R Ó N I C A     D E     T R A N S M I S I Ó N   

D E    L I P O S O M A S    S I N   C A R G O 
 

Los experimentos para producir vesículas unilaminares a partir de ondas de choque incluyeron 

el uso de dos valores de presión aplicada, así como un número de ondas creciente. 

Como experimento exploratorio, se observó a las vesículas con el tratamiento más agresivo, es 

decir, aquellas expuestas a 1000 ondas de choque (OCh) con P = + 18.1 MPa. En las micrografías 

mostradas en la Figura 25 se observan dos tomas con sus respectivos acercamientos. En ambas 

imágenes aparecen aglomerados formados de vesículas y restos de lípido. Las vesículas lucen 

redondas, y sobrepuestas. En la micrografía superior se observa un cúmulo de vesículas 

homogéneas de alrededor de 50 nm. En la micrografía inferior se muestran grupos de partículas 

de lípido semi esféricas de alrededor de 10 nm, cuya talla es compatible con formaciones 

micelares. En la Tabla 1 se menciona que los MLV tienen tallas a partir de los cientos de 

nanómetros, lo que indicaría que estas vesículas son monocapa. 
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Figura 25 Micrografías de vesículas expuestas a ondas de choque, mezcla de lípidos PC-chol 7:3, las 
microscopías del lado derecho corresponden a una ampliación de la selección de la microscopía de lado 
izquierdo. En los cuadrantes superiores se aprecian vesículas de decenas de nanómetros, lo que es indicativo 
de una muestra monocapa. En el cuadrante inferior, las partículas lipídicas que se observan son alrededor de  
nm lo que sería característico de micelas, no de liposomas. 

En la Figura 26 se observa otra muestra de liposomas con la misma composición y 

tratamiento al anterior, pero con un montaje para la microscopía distinto, donde se 

secó sin vacío y la muestra se diluyó 1:10 en agua destilada, se distingue con claridad la 

membrana y evidencía que las vesículas obtenidas son monocapa. La muestra luce muy 

polidispersa a comparación de la Figura 23; el set de micrografías muestra vesículas 

que van de los 30 nm a los cientos de nanómetros, siendo en su mayoría liposomas de 

tallas menores a los 100 nm. En los cuadrantes A y B se observan cuerpos muy 

electrodensos que aparecen en la parte superior. Esto puede deberse a artefactos con 

respecto a la tinción negativa, sin embargo, se carece de una explicación a estos 

cúmulos. 
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Figura 26 Set de micrografías electrónica de transmisión de vesículas tratadas con ondas de choque. Mezcla 
PC-chol. 

La tinción negativa aplicada a las vesículas suele usarse para la observación de muestras 

biológicas en TEM. Es una técnica que estabiliza las muestras para resistir el alto vacío del 

microscopio, y si bien para muestras orgánicas, como la tinción de proteínas, este método 

resulta generalmente idóneo, pues se conserva la estructura nativa de estas (Silva, Guerra, y 

Magalhães, 1968), no suele ser igual para los lípidos, haciendo este tipo de muestras 

particularmente susceptibles a artefactos. Al no fijar los lípidos de acuerdo a su estructura 

nativa, las interacciones que estos pueden llegar a tener con la película de carbono de las 

rejillas resultan en modificaciones de los liposomas. Los lípidos se pueden “extender” y 

modificar sus estructuras, las vesículas grandes se pueden romper en el proceso de secado, 

formar fases onduladas de lípidos, micelas alargadas y otras configuraciones (Zhao y Craig, 

2003). En la Figura 27 se muestra un ejemplo de este tipo de interacción entre las vesículas y 

la película de carbono. 
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La fijación de los lípidos se logra a través del uso tetróxido de osmio, que genera uniones entre 

doble ligaduras de lípidos, sin embargo, este es un reactivo altamente tóxico por lo que no fue 

utilizado en las muestras. 

Una forma de descartar los artefactos generados por la tinción negativa es la observación de 

las vesículas a través de microscopía electrónica de criofractura (cryo-EM), sin embargo, no se 

pudo acceder a este tipo equipo (Milne et al, 2012). 

 

Figura 27 Esquema sobre las interacciones entre liposomas y la película de carbón de la rejilla. Del lado 
izquierdo se muestra el incremento de diámetro cuando una vesícula se aplana. Del lado derecho superior un 
liposoma aplanado intacto y en el lado inferior un artefacto donde el liposoma está extendido. Modificado de 
Baxa., 2017. 

Indiferentemente a los artefactos que puede tener una muestra, los liposomas teñidos se 

“aplanan” en la superficie de la rejilla y su tamaño aumenta. Empíricamente se han encontrado 

que la diferencia máxima de tamaño de vesículas entre micrografías tipo TEM y las cryo-TEM 

tienen un factor de aproximadamente 1.5, o bien la mitad del perímetro del liposoma en 

suspensión (Baxa, U., 2017). Esto es un factor que debe tomarse en cuenta al analizar el tamaño 

de las micrografías.  

Una complicación que se tiene para el análisis de micrografías de las vesículas previas al 

tratamiento de ondas de choque es que como ya se mencionó se carece del acceso a un 

equipo de cryo-TEM que sería lo ideal, y es que para una micrografía de transmisión de 

electrones se requieren espesores muy finos, posibles con liposomas unilaminares, sin 

embargo, incluso en las primeras muestras por las aglomeración se puede llegar a dificultar el 

análisis, pues la luz no se transmite y la suspensión se ve opaca. Es por esto que células y tejidos 

se observan después de ser cortadas en microtomo. Aparte de caracterización con cryo-TEM, 

hay otras técnicas sugeridas para el caso de MLVs como la microscopía de fluorescencia donde 

es posible usar un fluoróforo para la membrana y otro para el medio acuoso interno, y la 

microscopía óptica (Placzek y Kosela, 2016). 
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4. D I S P E R S I Ó N    D E    L U Z    D I N Á M I C A    D E    L I P O S O M A S   

S I N    C A R G O   
 

Las Figuras 28 y 29 corresponden a las vesículas con un tratamiento de intensidad media P = 

+ 15.1 MPa, las temperaturas de registro correspondieron a 4°C, temperatura a la que los 

liposomas son almacenados y a 25°C, es decir, la temperatura asociada al manejo y al 

tratamiento de las vesículas y a la que se sometieron., mientras que las Figuras 30 y 31 

corresponden a las vesículas con tratamiento de mayor intensidad, P =  + 18.1 MPa. 

Todas las muestras son de carácter multimodal y presentan tallas que van desde pocos 

nanómetros a varias micras. En todas ellas se encuentra la presencia de vesículas de múltiples 

tallas, en general, las tallas de unos ciertos de nanómetros se encuentran mayormente en todas 

las muestras. 

Los resultados fueron normalizados con respecto al control igual a 1. 

T R A T A M I E N T O S    D E     M E D I A N A     I N T E N S I D A D   ( 1 5 . 1   M P A ) 

La Figura 26 corresponde a las muestras tratadas con ondas de choque de una presión P+ = 

15.1 MPa analizada a 4°C. 

 

Figura 28 Liposomas expuestos a OCh con una P+ = 15.1 MPa, a una temperatura de 4°C. En el eje de las ordenadas 
esta la intensidad relativa promedio (u.a.) y en el eje de las abscisas están los intervalos de tallas de los liposomas en su 
diámetro hidrodinámico (nm). En la parte superior de la gráfica se representan que color corresponde a los distintos 
tratamientos de ondas de choque, ■ Control o 0 OCh, ▲1000 OCh, ▼500 OCh, ♦ 250 OCh,  ● 125 OCh, ■ 63 OCh. 

Se aprecia una tendencia en todos los tratamientos, y donde el intervalo de liposomas que 

corresponde a 500-1000 nm aumenta con respecto al control de manera notoria, las vesículas 

mayores a 2 µm pertenecen a los intervalos de menor abundancia, y conforme su tamaño 

aumenta su intensidad se asemeja más al control.  

La Figura 29 muestra a las vesículas tratadas con ondas de choque de P+ = 15.1 MPa analizadas 

a 25°C.   
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Figura 29 Histogramas de intensidad relativa del diámetro hidrodinámico y densidad en intervalos de tallas entre 
CONTROL y tratamientos de OCh a P+ = 15.1 MPa, T = 25°C. En el eje de las ordenadas esta la intensidad relativa 
promedio (u.a.) y en el eje de las abscisas están los intervalos de tallas de los liposomas en su diámetro hidrodinámico 
(nm).  En la parte superior de la gráfica se representan que color corresponde a los distintos tratamientos de ondas de 
choque, ■ Control o 0 OCh, ▲1000 OCh, ▼500 OCh, ♦ 250 OCh,  ● 125 OCh, ■ 63 OCh. 

Los dos análisis coinciden en que el intervalo de tallas de 500-1000 nm es el de mayor 

intensidad, este tamaño está en el intervalo menor de las dimensiones esperadas para LUV , 

confirmando que al aplicar ondas de choque se forman este tipo de vesículas. Sin embargo, se 

distingue una diferencia del patrón en el análisis de 4° a 25° C, el intervalo de menor intensidad 

se recorre  de 2-5 µm a las vesículas de 1-2 µm conforme la temperatura aumenta, y conforme 

el tamaño de los liposomas aumenta su intensidad con respecto al control también. 

 

T R A T A M I E N T O S   D E   A L T A   I N T E N S I D A D   ( 1 8 . 1   M P A ) 

En la Figura 28 se muestran las vesículas tratadas con P+ = 18.1 MPa analizadas a 4°C. Este 

análisis posee una similitud con los resultados del análisis de P + =15.1 MPa a la misma 

temperatura, donde los intervalos con mayor intensidad coinciden en los 500-1000 nm, 

seguidos de 1-2 µm, y a partir de los 2000 nm la intensidad disminuye notoriamente, para 

después acercarse a lo registrado por el control. 
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Figura 30 Histogramas de MLV expuestos a OCh con una P+ = 18.1 MPa, a 4°C. En el eje de las ordenadas esta la 
intensidad relativa promedio (u.a.) y en el eje de las abscisas están los intervalos de tallas de los liposomas en su 
diámetro hidrodinámico (nm). En la parte superior de la gráfica se representan que color corresponde a los distintos 
tratamientos de ondas de choque, ■ Control o 0 OCh, ▲1000 OCh, ▼500 OCh, ♦ 250 OCh, ● 125 OCh, ■ 63 OCh. 

La Figura 31 muestra las mediciones de las vesículas tratadas con P+ = 18.1MPa y analizadas a 

25°C. Al igual que la gráfica anterior mantiene una relación con los resultados mostrados por 

su contraparte de mediana intensidad, las poblaciones de 500-1000 nm se distinguen como de 

mayor intensidad en todos los tratamientos, mientras que el siguiente intervalo, 1-2 µm, tiene 

en común una baja intensidad sin importar el número de ondas aplicadas. Para el resto de los 

intervalos no parece haber una tendencia común entre los tratamientos. 

 

 

Figura 31 Histogramas de intensidad relativa del diámetro hidrodinámico y densidad en intervalos de tallas 
entre CONTROL y tratamientos de OCh  a P+ = 18.1 MPa, T = 25°C. En la parte superior de la gráfica se 
representan que color corresponde a los distintos tratamientos de ondas de choque, ■ Control o 0 OCh, ▲1000 
OCh, ▼500 OCh, ♦ 250 OCh,  ● 125 OCh, ■ 63 OCh. 

Es claro que las ondas de choque fomentan la formación de vesículas unilaminares, hay 

tendencias presentes en todos los tratamientos y análisis a distinta temperatura que lo 
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muestran, sin embargo, parece no haber una diferencia clara entre mayor o menor aplicación 

de ondas de choque. 

5. P O T E N C I A L     Z E T A   D E    L I P O S O M A S    S I N     C A R G O  
 

En la Figura 32 se muestran los resultados representativos del potencial zeta en vesículas 

tratadas con la mayor intensidad correspondiente a P = +18.1 MPa, sin una diferencia 

significativa entre las vesículas multilaminares o control y las vesículas tratadas, los promedios 

corresponden a -12mV y -13mV respectivamente. 

 

Figura 32. Potencial zeta de liposomas neutros, sin cargo, tratados con ondas de choque y diluidos en agua destilada 

 

6. R E S I S T E N C I A    D E    P L Á S M I D O    A    O N D A S    D E    C H O Q U E  
 

Los resultados de la estabilidad del plásmido ante las ondas de choque se muestran en la 

Figura 33. En ninguno de los casos se observa fragmentación o diferencia aparente entre las 

muestras tratadas y el control (pDNA sin ser expuesto a ondas de choque). 
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Figura 33.  Análisis de la integridad de pDNA expuesto a ondas de choque. Gel de agarosa con tinción de SybrSafe® del 
plásmido pCX::GFP-GPI2. Los carriles corresponden 1 a escalera de 1-15 kbp, 2: control con 0 ondas de choque, 3: 63 
OCh, 4: 125 OCh, 5: 250 OCh, 6: 500 OCh, 7: 1000 OCh, El gel A, corresponde a una P+ = 18.1 MPa, mientras que el gel B, 
a P+ = 15.1 MPa 

Los geles presentan dos bandas, que corresponden a la forma relajada del plásmido (primera 

banda de arriba hacia abajo, a 6000 pb aproximadamente) y una forma super enrollada (banda 

a aproximadamente 3000 pb). 

El DNA plasmídico puede presentarse en diferentes conformaciones como lo son la forma 

lineal, súper enrollada, circular abierta y otras. Bajo condiciones in vivo el plásmido se encuentra 

en una configuración circular súper enrollada. Sin embargo, tras la manipulación de un proceso 

de purificación y tiempo de almacenamiento una parte seguirá en esa conformación súper 

enrollada, pero otra fracción se desnaturaliza y toma una forma más relajada. La conformación 

súper enrollada tiene menos estructura expuesta e interacciona menos la matriz de agarosa 

que el plásmido “desdoblado” por lo tanto llega más lejos en el gel. Esto justifica las dos 

bandas, a pesar de sólo haber un tipo de plásmido en las muestras.  

Este análisis confirma que no hay fragmentación o desnaturalización del plásmido por el 

tratamiento de ondas de choque, al contrario de como suele ocurrir con la sonicación (Sarker 

et al, 2019), un método de dispersión física para la preparación de LUV (Tabla 3). 

Aunque este análisis indica que las ondas de choque no producen la fragmentación del 

plásmido, todavía queda la posibilidad que el proceso pudiera generar cambios que alteran la 

estructura química de las bases y su función generando mutaciones. 

En la Figura 35 se muestra que la aplicación de ondas de choque en distintas dosis no produjo 

la pérdida de bioactividad del plásmido. Todas las placas mostraron colonias resistentes al 

antibiótico, indicando la funcionalidad del plásmido. Por lo tanto, estos resultados sugieren 

que el plásmido mantiene no solo su talla, sino también su funcionalidad, al menos en parte 

del lote tratado. Queda por confirmarse la ausencia de daños en la secuencia completa 
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Figura 35 Fotografías con resultados típicos de colonias de E. coli transformantes, obtenidas con plásmidos tratados 
con ondas de choque 

Cabe mencionar que los resultados mostrados en esta figura fueron equivalentes con todas las 

variantes entre intensidad de ondas de choque y número de ondas por muestra. 

 

7. D I S P E R S I Ó N   D E    L U Z     D I N Á M I C A     D E    V E S Í C U L A S    C O N    

P D N A    D  E    C A R G O 
 

Los liposomas usados en esta caracterización corresponden a una mezcla de PC-colesterol 7:3. 

Dado que el equipo previamente usado estuvo fuera de servicio un tiempo se nos presentó la 

oportunidad de usar un equipo mucho más moderno, propiedad del Cinvestav del estado. 

 La Figura 36 muestra una comparación entre los liposomas neutros tratados con 125 OCh a 

P+ = 15.1 MPa, rehidratados con pDNA y MLV sin tratamiento y sin cargo.  A diferencia de la 

multidispersidad continua a lo largo de toda la escala mostrada en el equipo Brookhaven, se 

observa que el tamaño máximo de partícula es de alrededor de 1 µm, y que parece haber dos 

poblaciones principales, una alrededor de los 100 nm y otra por los 600 nm.  
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Figura 36 Vesículas neutras con pDNA analizadas antes de ser ultracentrifugadas 

Es claro que el control tiene mayor cantidad de vesículas en un intervalo de 350-1500 nm, 

mientras el tratamiento con ondas de choque refleja un aumento en la población de vesículas 

alrededor de 100 nm y una disminución en la población cercana a 1 µm. 

En la Figura 37 se muestra el mismo lote de vesículas, pero después de haber sido ultra 

centrifugado.  

 

Figura 37 Vesículas neutras con pDNA después de ser ultracentrifugadas y resuspendidas 

Como puede observarse, el proceso de ultracentrifugación utilizado parece haber generado la 

agregación de las vesículas previamente obtenidas por OCh. Posterior al tratamiento, las 

vesículas mostraban una subpoblación abundante cuya talla se había reducido desde 1 µm a 

100 nm (Figura 36). En contraste, al ultra-centrifugar a fin de concentrar las vesículas, la moda 

de tallas obtenidas se situó en unos 500 nm (Figura 37). Esto puede implicar que las vesículas 

tienen una tendencia a fusionarse y disociarse con el proceso de centrifugación. 
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8. M I C R O S C O P Í A    C O N F O C A L 
 

El objetivo de este análisis fue observar la internalización del material genético.  Las 

microscopías presentadas corresponden a los tratamientos más intensos, es decir  1000 OCh a 

P+ = 18.1 MPa. 

La Figura 38 muestra liposomas neutros rehidratados en un medio con pDNA sin exposición a 

ondas de choque. El tamaño aproximado del cluster es cercano a los 10 µm y se alcanzan a 

distinguir vesículas con amplia diversidad en tallas. Se observa fluorescencia correspondiente 

al pDNA marcado con DAPI en los planos focales medios indicando la internalización. Como 

es de esperarse, cuando se rehidrata una película lipídica en el proceso de elaboración de los 

MLV, lo que se encuentre disuelto en el medio quedará al interior de la vesícula. El no encontrar 

fluorescencia alrededor del liposoma indica la ausencia de material genético en el exterior de 

la bicapa. La fluorescencia conservada al interior confirma la retención suficiente del material 

genético en la mezcla de lípidos usados. 

 

Figura 38.  Microscopía confocal de liposomas neutros sin tratamiento de ondas de choque rehidratados con pDNA y 
teñidos con DAPI 

La Figura 39 corresponde a un barrido en Z de liposomas neutros tratados con 1000 OCh a 

una  P+ = 18.1 MPa. A través de distintos planos focales se forma una imagen tridimensional. 

Las vesículas que forman los distintos clusters son de distintas tallas que, hasta donde permite 

la resolución de imágenes mediante el software, se alcanzan a distinguir dimensiones de 1 

hasta 25 µm, en el primer caso, demasiado grande para ser detectado por DLS. Al igual que 
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en la microscopía anterior se distingue la internalización del cargo y la ausencia de pDNA al 

exterior del cluster de liposomas.  

 

Figura 39 Barrido en Z de liposomas neutros obtenidos con un tratamiento de 1000 ondas de choque rehidratados 
con pDNA y teñidos con DAPI, la escala está a 20 µm. 

La Figura 40 muestra liposomas catiónicos rehidratados en un medio con pDNA sin exposición 

a ondas de choque, es decir liposomas multilaminares. El tamaño aproximado del agregado es 

cercano a los 15 µm y si bien no se distingue con claridad la talla de los liposomas que lo 

forman se logra identificar un tamaño homogéneo en general, al contrario de las vesículas 

neutras que se destacan por una diversidad de tallas sin importar si fueron o no expuestas a 

ondas de choque. La fluorescencia sólo se logra observar de manera parcial en la parte superior 

del cluster de las vesículas, sin embargo, no se hizo un stack en Z por lo que no se puede 

afirmar que la parte inferior no presenta encapsulamiento de pDNA. 
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Figura 40. Liposomas catiónicos multilaminares rehidratados con pDNA y teñidos con DAPI, analizados en un plano 
focal único 

En la Figura 41 se muestra un cúmulo de vesículas catiónicas con tratamientos de 1000 OCh, P 

+ = 18.1MPa de tamaños más o menos uniformes entre sí, sin embargo, de manera tenue se 

distingue fluorescencia azul fuera del cúmulo o sobre las vesículas, en lugar de aparecer 

internalizado, particularmente en el perímetro del agregado. Esto podría deberse a un artefacto 

o bien a que el material genético se asocia a la superficie de las vesículas y debido a su carga 

negativa y a las interacciones iónicas entre el plásmido y los liposomas, no fue retirado a pesar 

de la ultracentrifugación . 

 

Figura 41. Liposomas catiónicos con 1000 ondas de choque a P+= 18.1MPa, rehidratados con pDNA, teñidos con DAPI 

 

9. P O T E N C I A L    Z E T A     D E     L I P O S O M A S     C O N     P D N A     
 C O M O     C A R G O 
 

Los lotes analizados corresponden a liposomas catiónicos, mostrados en la Figura 42, (control 

y tratados con 63, 250 y 500 ondas de choque a P+ = 18.1 MPa), así como a liposomas 
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neutros, mostrados en la Figura 43, (control y tratados con 63, 250, y 500 OCh a una P+=18.1 

MPa) .  

En la primera gráfica se distingue que el potencial tiende a aumentar conforme el número de 

ondas de choque aumenta. El cambio más drástico es a partir del primer tratamiento.   

3.  

Figura 42 Potencial zeta de liposomas catiónicos con pDNA, tratados con ondas de choque. 

Sin embargo, se sabe que cambios mínimos en temperatura, pH, viscosidad y conductividad 

del medio de la muestra pueden generar cambios drásticos en la medición del potencial zeta 

de una misma muestra (Clogston y Patri, 2016) , siendo el pH la variable de mayor peso, y si 

bien esto es un factor que se omitió y debió considerarse, se ha reportado que liposomas 

catiónicos usando DOTAP muestran no ser afectados significativamente ante cambios en esta 

medición, debido a la amina cuaternaria que vuelve al lípido catiónico muy poco reactivo 

(Smith et al, 2017). El resultado obtenido con nuestras formulaciones podría indicar que la 

agregación de liposomas ocurre aún antes del tratamiento con ondas de choque y que la 

estabilidad de la muestra no se ve significativamente modificada. 

A diferencia del lote catiónico,  no se muestra una variación del potencial zeta con respecto 

al número de ondas de choque aplicadas en liposomas neutros (Figura 42).  Se puede 

observar un potencial cercano a -6 mV para el control y de -6.5 mV para las vesículas 

tratadas, lo que concuerda con la Figura 32, donde tampoco se observa una diferencia entre 

el potencial zeta de distintos tratamientos de liposomas neutros sin cargo.  
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4.  

Figura 42 Potencial zeta de liposomas neutros con pDNA tratados con ondas de choque.
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C O N C L U S I O N E S 

 

• Las ondas de choque son capaces de formar liposomas unilaminares a partir de una 

mezcla de liposomas multicapa, manteniendo encapsulado el material genético 

agregado en la fase de rehidratación. 

  

 

• Los liposomas obtenidos mediante ondas de choque presentan multidispersidad de 

tallas que van de pocas decenas a cientos de nanómetros. Para determinar, de manera 

más precisa, las tendencias poblacionales de las vesículas con respecto a cada 

tratamiento, se tiene que recurrir a un análisis compatible con muestras tan 

multidispersas y con un amplio rango de tallas. En este trabajo se empleó la técnica de 

DLS de ángulo fijo, el cual permitió obtener un estimado preliminar, pero no es 

adecuado para un análisis detallado de tallas. 

 

 

• Las ondas de choque no dañan el material genético modificando su enrollamiento o 

alterando su funcionalidad al ser expuesto a las mismas condiciones en las que se 

forman los liposomas unilaminares. Análisis de su funcionalidad indican la ausencia de 

daños moleculares. 

 

 

T R A B A J O    FU T U R O  
• Dada la imposibilidad de caracterizar por TEM los liposomas previos a ondas de 

choque, se piensa añadir un análisis de opacidad óptica comparando muestras 

tratadas y sin tratar. 

• Conocer la dispersión de tallas en las muestras a través de un método apropiado. 

• Desarrollar un método de separación de las vesículas unilaminares formadas por 

ondas de choque. 

• Verificar la viabilidad y efectividad de las vesículas tratadas como un vector de 

transfección celular. 
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