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INTRODUCCION

Los liposomas, o vesiculas son cuerpos esféricos por una o varias bicapas de
fosfolipido, los cuales son considerados como los componentes principales de las
membranas celulares. Estos agregados se forman debido a su comportamiento anfifilico,
esto es, poseen una parte lipofilica que no le gusta estar en presencia de medios acuosos

y una parte lipofobica que puede sentirse comoda en presencia del agua.

Es importante realizar estudios acerca de estas vesiculas de fosfolipido debido a
que sirven como modelos de membranas bioldgicas por lo que su estudio es importante
para la comprensién de los procesos que lleva a cabo el organismo a nivel celular. Pero
no solamente en biologia tiene aplicaciones, si no que su rango esta siendo expandido

gracias a la nanotectonogia.

Existe una variedad de tamafios relativamente amplia entre este tipo de
agregados, van desde los 15 nm hasta los 200um, lo que hace que también varien las

propiedades fisicas de las membranas.

La técnica de manipulacion mediante el uso de micropipetas permite estudiar con
detalle los cambios que sufre la membrana ante un esfuerzo generado por la succién de
las vesiculas dentro de las micropipetas, con una diferencia de presiéon. Basandonos
principalmente en el estudio del modulo de expansion de area y el médulo de curvatura.
El estudio de las propiedades mecénicas de las vesiculas de lipido juega un papel
importante en el sentido de tratar de comprender la estabilidad de estas, asi como de sus
propiedades fisicas como permeabilidad y deformacién que son importantes en relacién
al estudio de las membranas celulares. También, estas propiedades son de gran
importancia ya que el campo de los liposomas no esta centralizado en biologia, si no,
més bien este es un subconjunto del ramo de las aplicaciones, ya que se aplican en
farmacologia, cosmetologia, inclusive en bioingenieria, como transportadores de

sustancias, 0 reservorios.

En este trabajo de tesis se presenta una recopilacion bibliografica de lo necesario



para llevar a cabo la formacion de liposomas y el estudio de sus propiedades mecanicas
mediante el uso de micropipetas. En el primer capitulo analizamos la composicién de las
membranas celulares, la funcién de sus constituyentes primarios, pero centrandonos en
las caracteristicas de los fosfolipidos, en este apartado veremos su estructura,
nomenclatura y denotamos una clasificacion de los lipidos basada en su comportamiento
en soluciones acuosas. También observamos algunos parametros estructurales de los
fosfolipidos mas usuales en las membranas, que también estin relacionados con el

cambio en las propiedades de las vesiculas.

En el segundo capitulo nos familiarizaremos con las vesiculas de fosfolipidos,
que como puntualizamos anteriormente, estan siendo utilizadas en distintas ramas de la
ciencia, comentando la teoria de formacién de vesiculas, asi como sus principales
métodos de formacion, ventajas, desventajas entre ellos y nomenclatura de las vesiculas

en base a su tamarfio y numero de capas de la cual esta formada, es decir, su lamelaridad.

Para el capitulo tres estudiamos las propiedades mecanicas de vesiculas mediante
el ‘uso de micropipetas, deduciendo y recopilando las relaciones mas importantes que
existen en las publicaciones entre el cambio relativo en el area de las vesiculas y la
diferencia de presién en la pipeta, trabajando especialmente con vesiculas gigantes ya
que son bien observables con microscopio optico. Las propiedades que estudiamos son
en particular dos médulos relacionados con la deformacién de la membrana, el primero
es el médulo de expansion que nos permite observar la respuesta del cambio en el 4rea
con respecto a la tensién generada por la succién, y el segundo es el modulo de
curvatura, que es el que esta representado por el esfuerzo a curvarse una bicapa. Estas
propiedades son las que definen bajo que circunstancias nos pueden servir las vesiculas

de fosfolipido.

El capitulo cuatro es de aplicaciones, tanto de los liposomas como de las
micropipetas, aqui nos podemos dar cuenta del avance que existe hasta el momento, en
cuestion de aplicacion de liposomas y la relacion que existe entre sus propiedades y la
respuesta ante los estimulos externos. Vemos también algunos resultados publicados y

los discutimos en base a lo contenido en este material



CAPITULO 1

Membranas Biologicas

Las membranas bioldgicas son esenciales para la vida, debido a sus funciones a
nivel celular. Una membrana encierra a la célula, definiendo sus fronteras, y le sirve
también como interfase con el ambiente extracelular. Dentro de la célula, la membrana
de los organelos actia de interfase con el citoplasma y lleva a cabo funciones especificas

para cada organelo.

e Sirve de barrera, conteniendo las partes internas de la célula unidas, y permite
que los nutrientes pasen a través de ella, manteniendo fuera a las sustancias
dafiinas

e La membrana sirve para retrasmitir la informacion de los alrededores de la célula
hacia el interior de ella

e Provee de espacios en los cuales las enzimas pueden acomodarse

e Sirve como conversor de energia, ya que permite que la energia luminosa y
quimica pueda ser convertida en formas mas usuales de energia

¢ Sirve también para reconocer y diferenciar otros tipos de células, e interactuar de
distintas maneras con ellas, como por ejemplo protegiendo y atacando a bacterias

dafiinas que se pueden encontrar en el cuerpo humano

A pesar de la variedad de procesos en los que se ven involucradas, las
membranas bioldgicas tienen una estructura comin: son una pelicula muy delgada de
moléculas de lipidos, proteinas y otros compuestos en menor proporcién, unidas en su
mayoria mediante interacciones no covalentes. En 197257¢" S 1972 " Qinoer y Nicolson
propupusieron un modelo el cual consiste de un mosaico fluido, (Fig. 1.1), el cual
actualmente es aceptado como base para entender las membranas celulares. Dicho

modelo se compone esencialmente de una bicapa de fosfolipidos, con proteinas,



colesterol, y otros tipos de moléculas insertadas entre ellos. Estas componentes estan
restringidas al plano de la bicapa pero pueden moverse lateralmente. La composicién
quimica es diferente a ambos lados de la membrana, por lo cual, la membrana

usualmente es asimétrica.

En las secciones siguientes describiremos las componentes principales de las
membranas biolégicas. Sin embargo, dado que en esta tesis nos enfocaremos a vesiculas
de fosfolipido, dedicaremos una seccién mas amplia a estos ultimos. En ella
comentaremos las propiedades quimicas, fisicas, y caracteristicas de aquellos lipidos que

se encuentran mas comunmente en la membrana.

Membrana plasmatica
Glicoproteina

Fig. 1.1. Modelo de mosaico
fluido para una membrana biologica,
en el cual los componentes de la
membrana se encuentran incrustados

en una bicapa de lipidos.

Regiones
hidrofilicas

Regiones
hidrofobicas

http://linux.ajusco.upn.mx/fotosintesis/membrana html

1.2.- Componentes principales de las membranas celulares

En este apartado analizaremos la composicién de las membranas celulares. Los
lipidos, en especial los fosfolipidos, son los componentes que se encuentran en mayor
proporcion en la membrana, pero también podemos encontrar proteinas, carbohidratos y

colesterol entre otras. Veamos un poco de su funcion.

1.2.1.- Proteinas



Las proteinas son tal vez las estructuras mas complicadas que hay en las células.
Estan formadas por la unién de 20 unidades diferentes, los aminoacidos, los cuales estdn
ligados quimicamente mediante enlaces tipo peptidico'. A partir de estas unidades se
forman moléculas mas grandes, unidas siempre de acuerdo a un orden definido para

cada proteina especifica.

Puesto que cada aminoécido tiene caracteristicas especiales de tamafio, nimero
de cargas, hidrofobicidad, etc., al formarse cadenas, se produce una organizacién
especial que se traduce en estructuras de gran complejidad, cuyo papel dentro de las
células es realizar funciones complicadas. Por ejemplo, si en una proteina existen
aminoacidos de caracteristicas hidrofobicas, estos tenderan a unirse evitando el contacto
con el agua. Dicha proteina podra ser soluble en agua si los aminoédcidos hidrofébicos
quedan en el centro de la molécula rodeados de aminoacidos polares. En cambio, si los
aminoacidos hidrofébicos quedan en la superficie externa de la proteina, esta tendra una
tendencia a incorporarse a las membranas, dejando expuesta al agua solamente su parte

polar.

Las proteinas son en realidad lo que podriamos considerar como el motor de la
célula, y las que se encargan de la energia necesaria para dar lugar al funcionamiento
de las células. Por ejemplo, cada transformacion quimica de una sustancia en otra es

llevada a cabo por una proteina, llamada enzima, y hay miles diferentes de ellas.

Una de las membranas que tiene mayor contenido de proteinas es la
mitocondrial, y es explicable, pues este organelo celular tiene a su cargo entre otras

cosas, la funcion de proveer de energia al resto de la célula.

Las proteinas alcanzan un grado de complejidad suficiente para realizar tan
delicadas funciones como, por ejemplo, introducir glucosa a la célula ain en contra de
un gradiente de concentraciones. Esta tarea es compleja puesto que la glucosa se

encuentra en el exterior celular disuelta junto con otras miles de sustancias diferentes.

Hay dos tipos de moléculas de proteinas membranales (Fig. 1.2), las cuales se
clasifican en periféricas e intrinsecas, las proteinas periféricas son las proteinas que se

encuentran en las afueras de la membrana, pero unida a ella mediante enlaces i6nicos, en

" El enface peptidico es un enlace covalente y se establece entre el grupo carboxilo (-COOH) de un aminoacido y el
grupo amino (-NH,) del aminoacido contiguo inmediato, con el consiguiente desprendimiento de una molécula de
agua. 5



cambio, las proteinas intrinsecas se encuentran alojadas en el ambiente hidrofébico de la
bicapa y algunas de ellas se extienden a lo ancho de la membrana incluso atravesando la
bicapa, estas proteinas son conocidas también como transmembranales. Las proteinas
incrustadas en la bicapa de lipido llevan a cabo la mayor parte de las otras funciones de

la membrana, es decir, transporte, sintesis de ATP, etc.

roteinas perfiericas ——— (@, 7

Fig. 1.2. Diagrama de una
bicapa seccionada por el método de

criofractura. Podemos observar las

proteinas  periféricas y  las 3 - Flano de fa
R Al fractura
transmembranales. .;;ligmﬂmn M}mg% : 5534!*!#!%85}}1&?‘ ;‘ltfi%‘
) 0“ wooo.........t‘.a .
Proteinas transmembranales Lriotracturs

http://cellbio.utmb.edu/cellbio/membrane_intro.htm

1.2.2.- Carbohidratos

Son numerosas las membranas celulares que contienen carbohidratos (aztcares).
En la mayoria de los casos se trata de cadenas de azicares simples o sus derivados,
Ilamados polisacaridos, que llegan a ser extremadamente complejos. Se encuentran en la
parte exterior de la bicapa de lipido, formando macromoléculas donde la mitad es un
carbohidrato y la otra mitad un fosfolipido o una proteina. Estas macromoléculas
reciben el nombre de glicolipidos y glicoproteinas respectivamente. Una de las
funciones importantes de estas sustancias parece consistir en servir de elementos de
reconocimiento por parte de otras células u organismos. Tal vez el caso més conocido
sea el de los polisacaridos de los gldbulos rojos, que por la presencia en sus membranas
dan lugar a los grupos sanguineos. La cuestion es muy simple, hay dos polisacéridos, el
Ay el B; la presencia de ninguno, uno o ambos puede dar lugar a los tipos sanguineos
O, A, B, y AB, con las consecuencias que ello tiene para las transfusiones sanguineas.
Al administrar un tipo de glébulos rojos diferente a los que tiene un individuo, su

organismo los desconoce y los destruye, y el mecanismo de reconocimiento tiene como

6



base la presencia de estos polisacaridos.

1.2.3.- Fosfolipidos

Desde 1925, los investigadores Gorter y Grendel ™" '***) propusieron que las
membranas de las células estan formadas por una capa doble de fosfolipidos. La
propuesta resultd de un experimento muy sencillo: estos autores aislaron los fosfolipidos
de una cantidad conocida de globulos rojos (eritrocitos) y los colocaron sobre la
superficie del agua, de manera que formaran una capa de una sola molécula de grueso, y
midieron el drea. Tomando en cuenta la forma y las dimensiones de los glébulos rojos,
calcularon el 4rea de la superficie de los eritrocitos de donde provenian los fosfolipidos y
encontraron que el area de los fosfolipidos dispersos era el doble de la calculada para las
células. Con este sencillo experimento y una serie de consideraciones tedricas, basadas
en las propiedades de las moléculas, estos investigadores propusieron entonces que los
fosfolipidos deberian estar formando una capa doble en la membrana, ademas, con las

porciones apolares opuestas y alejadas del agua,

Los fosfolipidos son los componentes primarios de las membranas celulares.
Forman parte de la bicapa de lipido. Estas moléculas estan formadas por diglicéridos que
son unidos por medio de un enlace covalente a un grupo fosfato mediante una union tipo
éster. El diglicérido esta compuesto por un glicerol que es esterificado a dos acidos
grasos. Ademas del grupo fosfato, unido a este se encuentra una base. La mayoria de los
fosfolipidos pertenece a los fosfoglicéridos, debido a la molécula de glicerol que
contienen. Los grupos polares pueden variar desde los fosfolipidos zwitterionicos como
la fosfatidilcolina, hasta moléculas cargadas, como el fosfatidilinositol, fosfatidilserina,
fosfatidilglicerol y el 4cido fosfatidico. La representacion general de los fosfolipidos la
podemos observar en la figura 1.3. En esta figura distinguimos como R y R’ como las
cadenas de hidrocarbonos, mientras que X representa la base nitrogenada, o la parte
principal del fosfolipido. Una de las caracteristicas de los fosfolipidos es que son
anfipaticos, esto es: una parte de su estructura es soluble en agua (hidrofilica), mientras
que la otra, es soluble en lipidos (hidrofébica). En la parte hidrofilica (la cabeza del

fosfolipido) se encuentra una base nitrogenada. Esta caracteristica estructural hace



posible que los fosfolipidos participen en el intercambio de sustancias entre un sistema
acuoso y un sistema lipidico, separando y aislando a los dos sistemas, a la vez que los

mantiene juntos.

(H,— CH —CH, g
| | | I

Fig. 1.3. Estructura general de los fosfolipidos. | ? Qs II’—— Sl
Varia solamente en las cadenas de 4cidos grasos =0 (=0 O
(denotadas por R y R*) y en el grupo nitrogenado. ] |
R R’

Los &cidos grasos, los cuales forman parte de la cola hidrofébica, son
compuestos por un grupo carboxilico (COOH, COQO’) unido a una cadena de
hidrocarbonos. Su estructura general es escrita como COOH-(CH,),-CHs, donde la n

varia generalmente de 14-24 dtomos de carbono, dependiendo del fosfolipido.

Los 4cidos grasos, en los fosfolipidos son generalmente dos cadenas, usualmente
una de ellas es saturada y la otra es no saturada, también se pueden encontrar
fosfolipidos con ambas colas saturadas como es el caso de dipalmitoil lecitina. Esto
determina en gran medida su solubilidad en agua®™* 19 Una cadena saturada es
aquella en la cual cada atomo de carbono de la cadena de hidrocarburo es enlazado a dos
atomos de carbono y dos dtomos de hidrégeno, por medio de enlaces sencillos y obtiene
el maximo de posibles hidrogenos que pueda albergar. En cambio, las cadenas de 4cidos
grasos no saturadas son aquellas en las cuales no se alberga el maximo nimero de
hidrégenos, en cambio uno o varios atomos de carbono se unen entre si mediante enlaces

dobles (Fig. 1.4).

HOHOHOHOHOHOH O OH
H=C' = =0 =G —C =0 S = Gt
] ] i i i N
HHHHHHHH 0
Cadenas saturadas
Fig. 1.4. Ejemplos de cadenas
de hidrocarbonos. Podemos observar
que las cadenas saturadas contienen el H H H H H H /OH
oo ] I I I
maximo de 4tomos de hidrogeno, H-C-C-C-C=C-C-C-C-C
i ! | ! ] | 1 | QD
HHHHMHHUHH O

(Cadenas no saturadas



mientras que las cadenas no saturadas no.

Acido graso

Estructura

Abreviacion

taquigrafica >

SATURADOS

Acido Butirico

CH; (CH,), COOH

4:0

Acido Caproico

CH; (CH)s COOH

6:0

Acido Céprico

CH; (CH,)s COOH

10:0

Acido Laurico

CH;, (CH,);0 COOH

12:0

Acido Miristico

CH; (CH,);, COOH

14:0

Acido Palmitico

CHj3 (CHz)14 COOH

16:0

Acido Estearico

CH; (CHa),6 COOH

18:0

NO SATURADOS

Acido Palmitoleico

CH; (CHy);s CH=CH(CH,); COOH

Acido Oleico

CH; (CHz); CH=CH(CH,); COOH

Acido Linoleico

CH; (CHz), CH=CHCH, CH=CH(CH,),
COOH

Acido Linolénico

CH3 CHg CH:CHCHz CH:CHQ CH=
CH(CH,); COOH

Acido Araquidénico

CH; (CH»)s CH=CHCH, CH=CHCH,;
CH=CHCH, CH= CH(CH,); COOH

Acido

Eicosapentaenoico

CH; CH, CH=CHCH, CH=CHCH;
CH=CHCH, CH=CHCH, CH=CH(CH,)3
COOH

Acido

Docosahexaenoico

CH; CH, CH=CHCH, CH=CHCH,
CH=CHCH, CH=CHCH, CH=CHCH,
CH=CH(CH,), COOH

% Numero de atomos de carbono (C): numero de dobles ligaduras y posicion de la primer doble ligadura, contada a partir
del grupo metilo (CHj;) terminal, en el acido graso

9



Tabla 1.1. Ejemplos de dcidos grasos comunes en los fosfolipidos.

En la tabla 1.1 se mencionan algunos ejemplos de 4cidos grasos saturados y no
saturados.

La molécula de glicerol se une al acido graso mediante uniones tipo éster, al
igual que al grupo fosfato, de manera que cada grupo hidroxilo (OH) del radical del
glicero!l se sustituye por la cadena —COO del acido graso. El H sobrante del grupo

carboxilo se une al grupo OH para formar una molécula de agua (Fig. 5).

acido graso alcohol
CH3- (CHy),- COOH + OH-CH,-R

Fig. 1.5.- Proceso de
esterificacion en la formacién del

fosfolipido .. ) .,
Reaccion de estenficacion H0

CHs- (CH,),~ COO - CH-R

enlace éster

1.2.3.1.- Nomenclatura de los fosfolipidos

Generalmente, la nomenclatura de los fosfolipidos se divide en dos partes, la
primera de ellas describe la parte hidrofébica, y la segunda nos da informacién de la
parte polar.

La mayoria de los fosfolipidos que forman las estructuras bioldgicas estan
compuestos de dos combinaciones de sus partes apolares, una de ellas es la molécula de
glicerol, que se une a una o dos cadenas de cadenas de acidos grasos. Virtualmente en
todos los fosfolipidos bioldgicos el grupo principal de los fosfolipidos (cabeza polar) es
unido a la molécula de glicerol en la tercera posicion.

El nombre sistematico que se les da a las cadenas hidrocarbonadas es derivado
del 4cido graso del cual proviene, sin nombrar 4cido y la terminacién cambia de —ico, -

leico a —oil (Ej. Acido palmitico por palmitoil).

Los mas sencillos de nombrar son los que tienen sus dos cadenas iguales, los

lipidos de este tipo son llamados formalmente derivados fosfodiester de 1,2-diacil-sn-

10



glicero-3-fosfato donde el grupo acil es llamado como describimos anteriormente.
Debido al hecho que los fosfolipido mas importantes, en cuanto a su presencia en

membranas bioldgicas, son los que tienen un grupo de atomos que generalmente tienen

nitrégeno, vamos a dirigir mds nuestra atencion hacia ellos, especialmente son 3

fosfolipidos:

o Fosfatidilcolina (PC)
o Fosfatidilserina (PS)
¢ Fosfatidiletanolamina (PE)

La estructura quimica de estos fosfolipidos aparece en la figura 1.6.

La fosfatidilcolina es uno de los fosfolipidos mas abundantes en los tejidos
humanos. Contiene usualmente acido palmitico o estedrico en la posicién sn-1 y un
acido graso no saturado de 18 carbonos, oleico, linoleico y linolénico en el carbono sn-2.
En el tejido nervioso, se halla en concentraciones relativamente elevadas en el cerebro.

La fosfatidiletanolamina es uno de los fosfoglicéridos mas frecuentes en las
membranas. Contiene 4cido palmitico y oleico en sn-1, pero en sn-2 contiene uno de los
acidos grasos de cadena mas larga, es decir, araquidénico. La fosfatidiletanolamina

predomina en la capa lipidica interna de la membrana.

Como los dos fosfolipidos anteriores, la fosfatidilserina es un fosfolipido que es
un componente estructural de membranas bioldgicas de plantas, de animales y de otras
formas de la vida. La fosfatidilserina se obtuvo primero del aislamiento en los lipidos del
cerebro llamados cefalinas. Las cefalinas mas importantes son fosfatidilserina y

fosfatidiletanolamina.

La fosfatidilserina es una molécula anfifilica porque se compone de las colas
lipofilicas del 4cido graso en un lado y el grupo principal hidrofilico que contiene el
fosfato y la serina en el otro lado de la molécula. La fosfatidilserina est4 situada en las
capas internas de membranas bioldgicas, haciendo frente al citoplasma con su grupo
principal polar. Quimicamente es conocido como 1,2-diacyl-sn-glycerol-(3)-L-

fosfoserina.
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Fig. 1.6.- Representaciéon quimica de los
fosfolipidos mads importantes. En el primer cuadro
vemos la estructura quimica de la fosfatidilserina, cuya
carga es neutra, al igual que la fosfatidiletanolamina,

representada en el tercer cuadro. En medio tenemos a la

fosfatidilcolina.

T g 0

o] a D—P—Q—C‘HQ-CK—C—O
L P

I | H

R R

Fosfandilserina

(TIZ_CIH ~CtH, g CH:
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r|:=o IcL-o a CH;
R

G O O-P-0-CH{H—NH;
| | =

(=0 (=0 o

I |

R R’

Fostmdiletanolamma

1.2.3.2.-Pardmetros estructurales de fosfolipidos

Los parametros geométricos de los componentes de los fosfolipidos estan

representados por el tamafio de sus componentes y vamos a considerar una la

configuracién de DMPC, en estado cristalino hidratado® orientado hacia el plano de la

bicapa, como se muestra en la figura 1.7, para ilustrarlos. En el diagrama se puede

identificar el area trasversal media de la cadena perpendicular al eje de la cadena o, el

angulo de la cadena con respecto al plano de la bicapa ©, el grosor de la regién polar

d,, el ancho de la region del grupo principal, y el drea superficial sobre el plano de la

bicapa que ocupa la moléculaS . De los datos de la celda unitaria de Bravais

(Cevc 1993)

podemos calcular el ancho de la bicapa, el volumen molecular, el volumen de la regién

* Se considera con hidratos de carbono con dos moléculas de agua
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polar, la subcelda o el modo de empaquetamiento de las cadenas de hidrocarbonos y el
volumen medio por grupo -CH,- a lo largo de la cadena. La gran diversidad de
estructuras y configuraciones de los diferentes fosfolipidos es ilustrado por las
configuraciones moleculares de cuatro fosfolipidos conocidos mostrados en la figura 1.8.

Los datos derivados de estas estructuras son tabulados en la tabla 1.2

Seccion transversal proyectada plano
sobre el plano basal (D nnrmal

Fig.  1.7.  Notacion Seccion i
estructural. La estructura de 1,2- transversal de la cadena [P e
dimyristoil-3-fosfatidilcolina
cristalizada nos sirve de referencia
para definir varias distancias,

angulos 'y regiones de los

fosfolipidos.
osfolipidos . T Ancho de la regidn
region polar dy polar
Interfase
frea molecular
en la interfase
(Cevc 1993)

Caracteristicas como el ancho de la bicapa varian mucho. Esta variacidén es
parcialmente atribuida a la pequefia diferencia que existe entre la longitud de las
cadenas. Pero la razén principal de la variacién del grosor de la bicapa es que el angulo
de inclinacion de las colas varia desde casi nada en 1,2-dilauroil-DL-glicerol-3-
fosfatidiletanolamina (DLPE) hasta una inclinacién extrema de 57.5° en 1-palmitoil-DL-
glicerol-3-fosfatidiletanolamina (LPPE) (Figura 1.8). Entonces, la bicapa es
considerablemente mds delgada en LPPE debido al alto grado de inclinacion de la

cadena de hidrocarbonos.

El angulo de inclinacion de la molécula es reflejado también en S, el 4rea sobre el
plano de la bicapa, asi que S incrementa conforme la desviacion incrementa. Es

actualmente el grupo de la cabeza polar el que determina el &ngulo de inclinacion.
13



Veremos mas adelante estados especificos y como se dan los cambios de estado

con las modificaciones en el grupo polar en fosfolipidos especificos.

Parametros

Unidades

DLPE)HA ¢Hauser

1981)

DMPC)2H,0tH2user
1981)

LPPC)2H,0"auser
1981)

Sistema cristal

Monoclinico®

Monoclinico

Monoclinico

Monoclinico

Celda unitaria a

47.7

8.72

24.82

7.66

7.77

8.92

9.53

9.08

9.95

55.4

10.94

37.08

92.00

97.40

99.70

90.2

Grosor de la
bicapa

47.7

54.9

24.5°

37.1

Grosor de la
region polar (dp)

7.9

10.4

7.3

7.1

S, area molecular
proyectada en el
plano

38.9

Area molecular
por cadena
proyectada en el
plano

19.5

Volumen de la
region polar
(Vpol)

d
Vpol'volsolvente

Subcelda

Seccion
trasversal de la
cadena de
hidrocarbonos

Volumen
medio/-CH,-

Inclinacion de la
cadena de
hidrocarbonos

Tabla 1.2. Parametros estructurales de ,2-dilauroil-DL-glicerol-3-fosfatidiletanolamina

(DLPE), 1,2-dimyristoil-DL-glicerol-3-fosfatidilcolina (DMPC), 1-palmitoil-DL-

* La celda monoclinica es aquella en la cual los tres bordes pueden ser diferentes, dos de sus angulos

deben medir 90° y el otro varia.
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glicerol-3-fosfatidilcolina (LPPC), 1-palmitoil-DL-glicerol-3-fosfatidiletanolamina

Fig. 1.8. Angulo que
forman los fosfolipidos con
referencia al plano de la bicapa.
Como podemos observar, pesa mas
el é4ngulo de inclinacién que la
longitud de las colas en el grosor de

las membranas.

1.3.- Propiedades fisicas de las membranas
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Es importante conocer las propiedades de las membranas ya que estas se

encuentran intimamente ligadas a las funciones de la célula, por ejemplo, nuestra

primera propiedad analizada, la impermeabilidad. Hay solventes téxicos que lesionan

las membranas, como el tolueno, que vuelve mas permeable a la célula, dafiandola.

1.3.1.- Permeabilidad

Dado que la més importante de las funciones de las membranas es tal vez la de

formar una capa protectora alrededor de las células, la impermeabilidad es una de las

principales propiedades de las bicapas. No sélo ha sido posible demostrar la
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impermeabilidad, sino también algo que debia esperarse a partir de la composicidn
grasosa o lipidica de la membrana. A finales de la década de los cuarentas, Collander,
haciendo investigaciones, encontré que las sustancias pueden pasar a través de la
membrana en muy estrecha relacién con su solubilidad en las grasas. Esto es
precisamente lo que debia esperarse si la membrana equivale en cierta forma a una capa

de grasa que rodea a la célula.

Sin embargo, en el mismo experimento realizado por Collander fue muy claro
que el agua difiere del comportamiento general de otras sustancias. Siendo poco soluble
en aceite, entra con gran velocidad a las células. Este comportamiento no tiene una
explicacion clara hasta ahora, pero si es un hecho que tanto las membranas bioldgicas
como las bicapas artificiales tienen una gran permeabilidad al agua. En los organismos
animales, por ejemplo, no hay membrana celular alguna que el agua no pueda atravesar;
inclusive hay algunas que ademads tienen mecanismos para aumentar esta permeabilidad;
como en el caso, por ejemplo, de la piel de la rana o de algunas células de rifion en las

cuales los movimientos del agua ademas se pueden regular por medio de hormonas.

1.3.2.- Elasticidad

Otra propiedad importante de las membranas es la elasticidad. Las células y otras
estructuras membranosas contenidas en ellas deben ser eldsticas. Por numerosas razones
serfa inconveniente tener membranas rigidas, que impedirian el movimiento o al

acomodo de las células.

La elasticidad de la membrana parece deberse a una razéon muy simple: sucede
que las cadenas de atomos de carbono de los fosfolipidos que se encuentran en el centro
de la doble capa se comportan como las moléculas de cadenas libres, y tienen una gran
movilidad, como si se encontraran en estado liquido. Esto, por otra parte, se puede
demostrar por medio de diversos procedimientos; ademads, es posible ver que esta
"fluidez” o estado fisico de las membranas, como para cualquier sistema, depende de la

temperatura.

1.3.3.- Resistencia

Aunque pudiera pensarse que las membranas celulares son fragiles, éste no es el

caso; su resistencia es considerable; esto es cierto inclusive para las membranas
16



formadas artificialmente por un sélo tipo de fosfolipido, como la fosfatidiletanolamina.
Pero hay otros elementos que pueden agregar resistencia a la bicapa, como pueden ser,
por ejemplo, las fuerzas de atraccion entre las cabezas de los fosfolipidos con diferente
signo en su carga. Tal es el caso de las moléculas de lecitina, que tienen una carga
positiva y una negativa en la porcién polar y se atraen entre si. Alin en el caso de
moléculas con un solo signo en la carga, como la fosfatidiletanolamina, que l6gicamente
presentan repulsion de sus cabezas, cuando se encuentran en presencia de Ca’+ o de
Mg+, estos cationes, no sélo neutralizan las cargas, sino que forman ademas puentes
entre ellas, transformando la condicién desfavorable para aumentar la atraccién y con

ello la resistencia de la membrana.
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CAPITULO 2

Vesiculas y métodos de formacion

Las vesiculas, o liposomas se pueden definir como una o varias bicapas de
fosfolipido encerrando un volumen de algin solvente. Esto hace que una de sus
aplicaciones principales sea como agentes encapsuladores de sustancias quimicas
(medicamentos, alimentos, cosméticos)’. Sin embargo, también se utilizan como
modelos para estudiar membranas celulares. Hay una variedad de métodos para la
fabricacién de ese tipo de agregados. Cada método arroja un resultado diferente (tamaiio,
forma, distribucién de agregados) debido al diferente protocolo experimental. En este
capitulo describiremos las vesiculas de fosfolipido, asi como los diferentes métodos de

fabricacion.
2.1. Nomenclatura

De acuerdo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemestry), los
términos vesicula y liposoma se pueden usar como sinénimos. Con relaciéon a las
propiedades morfolégicas de las vesiculas se utiliza frecuentemente un conjunto de
letras que diferencian los distintos tamafios que pueden alcanzar estas, (S) para distinguir
las vesiculas pequefias, (L) para las grandes y, (G) para las gigantes. También, las
vesiculas se distinguen entre si por el nimero de bicapas que contienen, esto es, una
vesicula que es encerrada por una bicapa es llamada unilamelar [U], tenemos también las
vesiculas oligolamelares, [OL] que se componen de aproximadamente S bicapas de
lipidos y, por altimo, tenemos las vesiculas multilamelares [ML] que varian de 5 a 20

bicapas de lipido. Con este conjunto de letras, usamos las abreviaciones mas comunes de

* Vease capitulo 4
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los nombres de las vesiculas, como SUV, LUV, LOV, GOV. En el caso cuando las
vesiculas encapsuladas no son concéntricas, se definen los liposomas multivesiculares

(MVL).

Tipo de Vesicula

Abreviacion

Tamaiio del

diametro

Niuimero de bicapas

de lipido

Vesiculas pequeiias

unilamelares

SUV

30-100mm

1

Vesiculas unilamelares

grandes

LUG

100 -200nm

Vesiculas multilamelares

>0.5um

Vesiculas oligolamelares

0.1-1um

Vesiculas gigantes

50— 200m

unilamelares

Tabla 2.1. Nomenclatura base para distinguir cada tipo de vesiculas

Un parametro importante a considerar al formarse las vesiculas es la rigidez de la
bicapa, la cual puede estar en fase gel o fase fluida (liquido-cristalina)®e" Apendice),
Incrementando la temperatura, la fase gel se funde y se convierte en una fase liquida.
Esto ocurre a una temperatura fija para cada fosfolipido, conocida como temperatura de

transicion (Tc). La temperatura de transicidén en una bicapa depende de:

1. Longitud de las cadenas de carbonos.
2. grado de saturacion.

3. Grupo polar.

La temperatura de transicion puede variar entre los 15°C para la fosfatidilcolina

obtenida a partir de huevo hasta arriba de los 50°C para DSPC completamente saturada.
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2.2. Parametro de empaquetamiento

La formacion de vesiculas puede verse como un proceso que se descompone en
dos partes, una es en la cual, los fosfolipidos forman una bicapa, y como segundo paso,
esta se cierra para formar una vesicula.

Las moléculas anfifilicas pueden asociarse en estructuras que pueden
transformarse al variar su medio ambiente como por ejemplo, la concentracion

electrolitica o el pH.

El drea dptima de la cabeza polar en una bicapa es de gran importancia, ya que se
toma en consideracién para calcular la forma geométrica que pueden formar los lipidos
en solucion. Analicemos a grandes rasgos las fuerzas que estan envueltas en la
agregacion de moléculas anfifilicas: cuando tenemos una monocapa de fosfolipidos en
una superficie acuosa, este, a causa de las fuerzas hidrofébicas tendera a unirse con los
otros fosfolipidos en la superficie del agua, la tensién superficial tambien las mantiene
unida y las repulsiones hidrofilicas, idnicas o estéricas de las cabezas polares que tiende

a separarlas y a mantenerlas en contacto con el agua, en el caso de fosfolipidos neutros.

Afortunadamente, no necesitamos conocer explicitamente estas contribuciones

por separado. Esto es porque se espera que dependan de manera inversamente

g ; . C
proporcional al area ocupada por la cabeza de la molécula ~ —
a

Asi, la energia libre interfacial total por molécula en una estructura de agregacion

puede escribirse, a primer orden, como

iy =ya+S @.1)
a
0
donde C es una constante. El minimo en la energia es dado por aéu—N =0, esto es:
a
ouy _,, €
Oa a’

igualando a cero y despejando para q,

C
s
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donde a, es el area optima por molécula, sustituyendo en (2.1) obtenemos el valor de la

energia en el punto minimo

(K 17) =274, (22)

asi, podemos rescribir la energia interfacial por molécula como
V4 2
My =2ya, +;(a—ao) (2.3)

donde nos hemos deshecho de la constante K, asi que la energia libre queda ahora en

términos de parametros medibles.

Podemos observar que el concepto de fuerzas opuestas nos brinda un area 6ptima

para la cual la energia por molécula de lipido es un minimo. (Fig. 2.1)

Fig. 2.1. Area optima Q,para la

Energia lom/

X

cual las fuerzas opuestas se encuentran Energia mnina

[<}] ZFZU

Y

en balance

Energia Abrachvi < 5y

Energia libre de interaccion 1%’

Energiasepulsiva = K3

Ares supaficial por maoleculs, a

La ecuacién (2.3) contiene las contribuciones principales de las interacciones

entre lipidos. Esta ecuacion nos muestra que, a primer orden, la energia de interaccion

entre lipidos tiene un minimo en cierta area a,, alrededor del cual la energia varia

oscilatoriamente.

Ya que establecimos la ecuacién que describe la interaccion entre moléculas
anfifilicas cuando se agregan, un siguiente paso es tratar de entender el tipo de
estructuras que se favorecen al alterar las diferentes variables. La geometria, o las
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propiedades de empaquetamiento dependen de otros parametros importantes como el
volumen v de las cadenas de hidrocarbonos y la longitud méxima efectiva que pueden

obtener las cadenas hidrofébicas, la cual se llama longitud de cadena critica /.. Esta

longitud nos dice el limite al cual una cadena puede estirarse.

(Markus Antonietti 2003

Se ha demostrado ) que para lipidos de 4rea optima a,, volumen

de los hidrocarbonos v, y longitud de cadena critica /., el valor del parametro de

empaquetamiento, v/a,/ , nos ayuda a visualizar geométricamente el tipo de estructuras

. | S ,
que se formaran. Para que los agregados formen micelas v/a,l, < 5 bicapas o vesiculas

1 .
Y <v/a,l <1, o estructuras inversas v/ayl >1, como vemos en la tabla 2.2.

La teoria basada en el parametro de empaquetamiento considera la organizacion
de moléculas anfifilicas mediante consideraciones meramente geométricas. Es una

primera aproximacion para describir la formacién de los diferentes agregados.
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Parametro Fionma
del Estructuras

De .
. empaquetamiento formadas

empaquetamiento s
critico

Cono Micelas esféricas

Lipidos con una
cadena
(surfactantes)

con area q,
grandes

Cono truncado

Lipidos con una

cadena con area
s 1/3-1/2

pequeiias

Cono truncado

(Ciizmy

Lipidos con dos
cadenas con area

a, grandes, con
cadenas fluidas

Bicapas planas

Liptos conos i
i

lipidos anidnicos
en sales, cadenas
en fase solida

Cono truncado Micelas inversas
o invertido 26 ANVET
Lipidos con dos
cadenas con area
a, pequefia,
lipidos no iénicos
en sales, cadenas
en fase solida

Tabla 2.2. Relacion del pardametro de empaquetamiento y la forma de agregados que

pueden formar
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2.3. Tamano y forma de las vesiculas

La formacién de las vesiculas se basa en el hecho de que las moléculas de
lipidos, con un parametro de empaquetamiento alrededor de la unidad, prefieren un
arreglo en forma de bicapas (dos monocapas paralelas encontradas). Esta tendencia da
lugar a la formacién de micelas en forma de discos. Las vesiculas cerradas, se forman
cuando los agregados en forma de discos son muy grandes (Fig. 2.2). La vesicula se

cierra como si fuera una bolsa y eventualmente da lugar a un agregado esférico.

Como para un drea de bicapa dada, el radio del disco precursor del liposoma es
dos veces el radio de la vesicula final, el balance de la tension lineal (y) y la energia de
flexion definen un radio minimo para las vesiculas™?rus Antonietti 2003).
o

v 2.4)

R,

donde x es el modulo elastico de curvatura que se estudia en el siguiente capitulo y
determina que tan flexible es la membrana. En otras palabras, las vesiculas se forman
facilmente cuando el médulo de curvatura en la bicapa es bajo y la tension superficial es
alta. Los lipidos tienen una solubilidad molecular tan baja que la conformacién y el
tamafio no son un producto de los procesos de intercambio y de equilibrio de moléculas,
sino que quedan gobernados por las condiciones de preparacion.. Esto nos arroja
diametros de vesiculas que se adaptan a los diferentes tipos de preparacion como
rehidratacion, electroformacion y disolucién directa en agua, entre otros, como veremos

adelante.

Hay muchos factores que influyen en la forma de las vesiculas. Podemos

mencionar: las interacciones electrostaticas, la concentracion electrolitica, entre otras.
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La vesicula se
Cuando labicapaes muy .

se forma una i ) cigrra coma un
grande, re comienia a “. .
bicapa de lipido — rmorral
cerrar
RS R 2R '
YU !
B =
X
a) ) — 9

Fig. 2.2, Representacion esquemdtica de la formacion
espontanea de vesiculas. a) Primero se forma la capa de
Josfolipido debido a la hidrofobicidad de sus colas, b) debido a
la disminucion de la tension superficial, el disco se comienza a

curvar y ¢) se cierra como una bolsa.

A partir de que Bangham, pionero de estas investigaciones, comenzd a fabricar
vesiculas mediante hidratacion, donde disolvia fosfolipidos en una superficie solida y le
agregaba una solucion acuosa a la muestra, muchos investigadores han utilizado este
procedimiento para preparar liposomas. Pero ahora el problema radica en que mediante
este tipo de formacion de liposomas tienen una variedad de tipos de vesiculas,
predominantemente vesiculas multilamelares (MLV), de una distribucion de tamarfios

muy amplia (tipicamente, de 0.2 a 20 um) y en alguna variedad de lipidos el proceso es

muy tardado, incluso algunas veces es practicamente imposible. Para resolver estos
problemas, han surgido modificaciones y procedimientos adicionales. Por ejemplo,
perturbaciones mecdnicas externas, como sonicacion y extrusion a través de membranas
policarbonadas nos ayudan para producir mas rdpidamente agregados mas pequefios. Las
vesiculas que resultan de estos procedimientos son vesiculas unilamelares pequefias
(SUV) con didmetros de alrededor de 30-50nm o vesiculas unilamelares grandes
(LUV) de 100 —200nm en su didmetro.

A continuacion describimos los métodos de fabricacidn de vesiculas mas usuales.

2.4. Fabricacidén de vesiculas por rehidratacion

Existe una clasificacién para los lipidos dependiendo de su comportamiento en
soluciones acuosas, los lipidos utilizados en el método de rehidratacion pertenecen a la
25



clase Il, esto es, son virtualmente insolubles en agua. De cualquier manera, debido al
mesomorfismo liotrépico, estos lipidos bajo la interfase forman fases liquido cristalinas.
El método original de Bangham et al. es todavia el procedimiento mas simple para la
formacion de liposomas. Esta técnica produce liposomas hidratando peliculas de lipido
depositadas con un solvente organico sobre un vidrio y disolviendo a temperaturas por

encima de la temperatura de transicién.

A concentraciones por encima de la concentracion micelar critica (cmc) se
comienzan a formar los agregados en el volumen de agua. En esta seccién veremos
brevemente algunos de los factores que intervienen en las propiedades de fase de los

fosfolipidos hidratados.

Los lipidos, como ya lo discutimos tienen una parte hidréfoba que generalmente
estd compuesta de cadenas acil, y una parte hidréfila que contiene derivados del acido
fosforico. La baja solubilidad de las cadenas de acidos grasos con el agua, combinado
con los puentes de hidrégeno que forman las moléculas de agua, provee la “fuerza

atractiva” que mantiene unidos a los lipidos polares en estructuras supramoleculares.

Existen una variedad tan amplia para la elaboracion de liposomas mediante esta
técnica que no existe realmente un protocolo establecido para el método de
rehidratacién, ya que cada experimentador sigue su propio protocolo, y este es muy
variado, ya que depende de cada grupo de investigacion y de los resultados que se

desean. Algunos pasos son comunes en la literatura:

e Se prepara una soluciéon con una concentraciéon de fosfolipido en el
intervalo de 0.2 —1.6mg / ml en algun solvente organico

e Se coloca una pequefia gota de la muestra en un portaobjetos.

e Se deja secar en una campana de vacié el tiempo que se considere
apropiado (~ 2 horas)

e Se coloca la muestra en el microscopio

e Se le agrega agua

La agitacion que recibe la muestra es un parametro que puede hacer variar las
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caracteristicas de los liposomas obtenidos. En algunos experimentos se coloca con
mucho cuidado la muestra en el portaobjeto, mientras que en otros se agita la muestra.
Estos y otros factores son los que dan la gran variedad de vesiculas obtenidas por este
método. También es muy importante la temperatura de transicion; se debe trabajar por

encima de ella para mejores resultados.

La desventaja principal de este método es que todavia no se pueden controlar, ni
comprender tedricamente, todos los factores que nos llevan a la diversidad de vesiculas
obtenidas. Las muestras resultantes son generalmente polidispersas en tamafio y forma.
Por este motivo, se han diseiiado otras técnicas de fabricacion de vesiculas, con las
cuales se puede controlar el tamaiio y lamelaridad, como en el caso que describimos a

continuacion.

2.5. Fabricacién de vesiculas por Extrusion

Un método muy popular para la produccion de vesiculas es el de extrusion,
donde las soluciones que contienen MLV son forzadas a pasar por unos poros muy
pequeiios aplicando presion (con un sistema de jeringas, por ejemplo). Este método

produce una solucién de vesiculas monodispersas de un tamafio controlado.

Aunque el uso de la extrusién para formar vesiculas unilamelares es muy comun,
el mecanismo mediante el cual las MLVs se convierten en vesiculas pequefias, de
didmetros comparables con el tamafio del poro permanece sin ser comprendido
completamente. El entender exactamente que pasa en el proceso nos daria un mejor

control de las vesiculas producidas y una amplia aplicacion del método.

Varios estudios se han llevado a cabo para caracterizar las vesiculas producidas
mediante el método de extrusion. Algunos estudios han revelado que se requiere pasar la
muestra varias veces para reducir el tamafio y la multilamelaridad de las vesiculas

(Hope 1985)

extruidas, y que el tamarfio final depende del tamarfio del poro , COMO veremos
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mas adelante.
La siguiente lista representa los pasos principales del protocolo!"-2vantilipids.com)
que se sigue para la formacién de vesiculas unilamelares grandes mediante el proceso de

extrusion (LUVET).
e Se prepara una mezcla de lipido secandola mediante evaporacidn al vacio

e Se coloca el soporte extrusor en un bafio térmico y se espera a que

alcance la temperatura adecuada (Aproximadamente 15 minutos)

e Se hidrata la mezcla de lipido utilizando un buffer® apropiado para
tiempos mayores a 30 minutos. La mezcla de lipidos debe conservarse
arriba de la temperatura de transicion del lipido durante la hidratacién y la

extrusion.

e Cuando la mezcla esta completamente hidratada, se vierte dentro de una
de las microjeringas y cuidadosamente se coloca en un extremo del mini
extrusor. Anteriormente a este paso es conveniente prelavar el extrusor

haciendo pasar buffer a través del mismo.

e Se Coloca la jeringa vacia en el otro extremo del mini extrusor,
asegurandonos que la jeringa vacia este colocada en cero. La jeringa se
llenara automaticamente cuando el lipido sea obligado a pasar a través de

la membrana

e El extrusor se coloca en un baiio térmico, dejando que la suspension de
liquido contenido en la jeringa se equilibre con la temperatura del bafio

(aproximadamente 5-10 min.)

e Se empuja cuidadosamente el émbolo de la jeringa llena hasta que la
solucion sea transferida totalmente a la otra jeringa. Después la solucion

se hace pasar en el sentido inverso y los pasos se repiten minimo cuatro

5 En quimica, un buffer es una sustancia que hace que una reaccién en la que interviene un acido o una base se
amortigle o se produzca mas rapidamente.
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veces. En general, entre mas veces pase la solucion a través de la

membrana, mas homogénea se vuelve la muestra.

e En el proceso de extrusion, la suspension de lipido comienza a hacerse
clara hasta llegar a una solucion lechosa un poco transparente. El color
lechoso es debido a la dispersion de luz inducida por grandes particulas
residuales que permanecen en la suspension. Estas particulas pueden ser
removidas mediante centrifugacidn para obtener una muestra clara de

SUV.

e Después de la extrusion final, se remueve el mini extrusor del bafio
térmico, se remueve la jeringa llena del extrusor y se inyecta la solucion
en un vial limpio para su utilizacion en el experimento deseado. En todo
el proceso, la preparacion de vesiculas debe mantenerse por encima de la

temperatura de transicion.

Entre las desventajas que tiene el método de extrusion es que no se puede llevar a
cabo por abajo de la temperatura de transiciéon de la fase gel-fluido, debido al

decrecimiento en la fluidez de la membrana abajo de la temperatura de transicion.

Por otra parte, el proceso de extrusion tiene una ventaja muy importante: el
tamafio de las vesiculas puede controlarse mediante la presion de extrusion y el didmetro

de los poros de la membrana de extrusion.

2.5.1. Relacidn entre la presion y el radio de las vesiculas.

La presién y la razén de flujo a través de los poros estan relacionadas mediante la

ley de Darcy(Frisken 2003):

4
anP

~ (2.5)

Q=

donde P es la diferencia de presion entre las extremos del poroy R, y L son el radio y la

longitud de los mismos. 1 es la viscosidad del fluido.
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Veamos un modelo sencillo del comportamiento de la bicapa en un orificio,
(Fig. 2.3 ¢)), este modelo se conoce como “crecimiento de burbujas” (“bubble blowing”

en inglés).

La bicapa de lipido es empujada a través de un orificio circular y una burbuja se
comienza a formar en el lado donde la presion es mas baja. Aqui se genera una fuerza
F, debida a la tensién lineal ™" 2%%) y actua sobre el cuello de la burbuja. Esta fuerza
esta dada por:

F,=27R)y (2.6)
donde R es el radio del poro y y es la tension superficial. Los bordes que dan lugar a la
tension lineal aparecen debido a la presidn aplicada. Esta presion a su vez da lugar a una
fuerza

F,=4nR’P 2.7)
donde R, es el radio de la vesicula final. Cuando la tensién lineal inducida excede la
tension de lisis o de ruptura y =y,, la vesicula se fragmenta y se separa de la vesicula

original. Usando las ec. (2.6) y (2.7) podemos obtener una relacién entre la presion

aplicada y el radio de la vesicula final.

R
I % 2.8)

como podemos observar, este modelo no solo nos permite predecir la relacion que existe
entre ellos, sino que también nos dice que el radio vesicular depende de la tension de

lisis y del tamafio del poro.

2.5.2. Tensidn de lisis

La tension de lisis es la tensién que se requiere para la ruptura de una bicapa.
Esta puede ser determinada midiendo la presidén minima que se requiere para la
extrusion de soluciones de lipido a bajas concentraciones. Debajo de esta presion, la
razon de flujo y el numero de vesiculas extrudidas tiende a cero. Esto es debido a que

vesiculas grandes tapan el poro de la membrana policarbonada, como se muestra en la
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figura 1c). Para entrar en el poro, se debe reducir su volumen mediante lisis (ruptura).
Cuando una vesicula de radio R, es jalada dentro de un poro de radio R,, se induce una
tension lineal ¥ en la membrana. La vesicula revienta cuando la tension lineal inducida

es mayor que la lisis o tensién de ruptura de la bicapa.

)

— <100 nm P,

6 pm membrana
policarbonada

%OO | 7 2R,
O

O

a P,

Fig. 2.3. (a) Diagrama esquematico del proceso de extrusion. MLV’s son extruidas a traves de
membranas policarbonadas. (b) Diagrama esquematico bozquejando el modelo de inflar burbujas. (c)
Diagrama esquematico de una vesicula a la entrada del poro. El fragmento de vesicula que es jalado dentro
del poro tiene un radio igual al del radio del poro.

Una relacion entre la diferencia de presion aplicada P, y, R,y R puede ser

derivada usando la ley de Laplace entre la diferencia de presion a través de una interfase
curva y la tensién superficial de la interfase, asumiendo una tensién uniforme sobre toda

la membrana'Pse" 2004

P =2y RL—L (2.9)
-

Expresiones similares han sido derivadas para describir la aspiracion de vesiculas
mediante micropipetas. Si la presién es muy baja, la tensién inducida es mas pequefia
que la tension de lisis, y la vesicula no se rompe, por lo que el poro permanece
bloqueado. La presién minima P para la extrusion de vesiculas (cuando la razon de
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flujo tiende a cero) puede ser asociada entonces con la tension de lisis mediante la ec.
(2.9). La tension de lisis puede ser determinada si se conocen el radio del poro, la

presion minima y el radio de la vesicula preextrudida.

El método de extrusiébn permite obtener vesiculas pequefias de tamafio
controlado. El siguiente método permite fabricar vesiculas unilamelares de dimensiones

muy pequeiias mucho mas grandes que las conseguidas por extrusion o rehidratacion.

2.6.- Método de sonicacion para fabricar vesiculas

Otro método para fabricar vesiculas de tamafios pequefios a partir de una muestra
rehidratada consiste en aplicar energia mecanica mediante ultrasonido a una suspension
de fosfolipido. De esta manera, las membranas vesiculares son agitadas para romperse y
dar lugar a agregados de tamafios mas pequefios. En el método de sonicacidn se
consiguen vesiculas de tamafios mucho menores que 50 nm, dependiendo de variables
experimentales como el tipo de tensoactivo, el tiempo de sonicacién y la concentracion

de electrolito.

Las ondas de ultrasonido son de naturaleza semejante a las del sonido
convencional, pero con frecuencias mas alld de nuestro limite de audicion (f > 20,000
Hz). En los laboratorios se les usa para limpiar objetos puesto que las vibraciones son
absorbidas por la suciedad, la cual es agitada, removida y puesta en suspension en agua.
En la industria se usa este método de limpieza para equipo fragil o para limpiar lugares

inaccesibles de la pieza deseada.

La aplicacion de ultrasonido a una muestra, somete a los agregados a agitacion
mecanica y efectos térmicos a la vez. Esto trae como consecuencia una reorganizacion

de los agregados para obtener tamafios mas pequefios.

En un experimento tipico, la solucion rehidratada de fosfolipidos se sumerge en
un bafio de ultrasonido de los utilizados en el laboratorio para limpiar material de vidrio.

El tiempo de exposicion es del orden de 10 a 30 segundos a temperatura ambiente.
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Por citar un ejemplo, la aplicacién de esta técnica a una suspension de liposomas
obtenidos  por  hidratacion  del  tensoactivo  SHBS  (Sodium  4-(1’-
heptylnonyl)benzenesulfonate) tuvo el efecto de convertir agregados irregulares y
multimlamelares de tamafios del orden de 50 nm, hasta agregados esféricos de diametros

(Zasadzinski 1986) "'E| tiempo de sonicacion fue de 10 segundos.

del orden de 1 pum
Experimentos de microscopia electronica sugieren que los agregados obtenidos son

unilamelares.

El mecanismo fisico de los cambios producidos mediante sonicacién estd
relacionado con el fenémeno de cavitacion. Cuando una onda de ultrasonido se propaga
en un liquido, este se comprime y se expande alternadamente. A partir de una cierta
amplitud de las oscilaciones de presion, los cambios en la densidad del liquido pueden
ser tan grandes que se formen espacios relativamente vacios o “cavidades” en algunas
partes del liquido. A este proceso se le conoce como cavitacion. Cuando las cavidades se
cierran, esto produce ondas de presion de amplitud mucho mayor que las oscilaciones
ultrasénicas originales. Ademas de las enormes variaciones de presion, este fendmeno

implica cambios grandes en la temperatura local del sistema.

Estos cambios en la presion y la temperatura locales hacen que los liposomas que
tienen defectos estructurales en su superficie sean sometidos a esfuerzos u oscilaciones

que tiene por efecto romper las membranas y formar agregados mas pequefios.

Experimentalmente se ha observado que el radio minimo de las vesiculas
obtenidas por sonicacion es del orden de 3 a 5 veces el espesor de las membranas. Esto

es, se pueden obtener agregados de didmetros tan pequefios como 15 nm.

En la literatura existen algunos trabajos que analizan el efecto de la sonicacién
sobre las vesiculas fabricadas en diferentes sistemas. Por ejemplo, en el caso de la
mezcla de dos tensoactivos (SDS-DDAB), se ha mostrado que, independientemente de
la manera de fabricar una solucion de vesiculas, un tratamiento de sonicacion de 1

minuto lleva al mismo estado final Maue=2000)

En un trabajo més reciente, Maulucci et al estudiaron por dispersién de luz el
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efecto del tiempo de sonicacién sobre la distribucion de tamafios de vesiculas de
DMP((Cluseppe Maulucel 2005) 'y ¢ resultados muestran que la distribucion de tamafio de las
vesiculas se reduce con el tiempo de sonicacion hasta llegar a un tamafio fijo para
tiempos mas grandes que un tiempo dado t,. A tiempos mds cortos, la energia total
transferida por la sonicacion no es suficiente para reducir las vesiculas multilamelares a
su tamafio Optimo. Si embargo, si el tiempo de sonicacién es demasiado grande, las
vesiculas resultan dafiadas. Por ello, los autores recomiendan encontrar el tiempo 6ptimo

de sonicacion de cada sistema.

2.7.- Fabricacion de vesiculas gigantes mediante electroformacién

En las primeras aplicaciones de las vesiculas, la propiedad més importante era su
capacidad de encapsular productos quimicos. Por esta razén se daba mucha importancia
a la fabricacidon de agregados relativamente pequefios (SUVs y LUVs). Sin embargo,
para investigaciones relacionadas con membranas celulares, estos agregados tienen una
gran desventaja: su tamafio; tienen un didmetro muy pequefio comparado con las
membranas celulares y poseen una curvatura mas notoria que ellas, ademds que el
empaquetamiento de los lipidos en la bicapa es también diferente, lo cual hace que las
propiedades elasticas de la membrana sean diferentes. Otra desventaja consiste en el
hecho de que, si bien es posible tener una suspensioén uniforme de SUVs y LUVs en
alguna solucion de una sustancia activa de interés, no es posible exponer una parte de la
vesicula a la sustancia activa, lo cual resulta de interés en muchos problemas donde se
estudia la interaccion de membranas con agentes quimicos. Todo ello hace que las LUVs

y SUVs sean modelos muy limitados para estudiar una membrana biolégica.

Los agregados mas utilizados para modelar membranas bioldgicas son las
vesiculas unilamelares gigantes (GUVs), las cuales tienen tamarios de alrededor de
10-200um de didmetro. Estos agregados se utilizan para estudiar las propiedades de
membranas (mecanicas o eléctricas, por ejemplo) pues pueden ser visualizadas
directamente con un microscopio 6ptico. Los estudios de cambios morfologicos en

membranas se llevan a cabo con vesiculas de un tamafio de 50— 200 um .
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Pero la formacion de estos liposomas requiere la separacion y doblamiento de las
membranas, a partir de una bicapa de lipido hidratada. En el método de
electroformacion, se utiliza un campo eléctrico externo para controlar este proceso. La
idea principal es que el campo externo afecta tanto la separacion de la bicapa a partir de

la capa hidratada de lipido, como su posterior plegamiento para formar la vesicula.

El método de electroformacion de liposomas original ha evolucionado desde su
descubrimiento, ya que primero se utilizaban unos electrodos de platino en forma de
alambre, pero ahora se puede llevar a cabo mediante portaobjetos de microscopio
recubiertos de una pelicula conductora, con lo cual se obtienen electrodos en forma de
placas paralelas. Tanto en el caso de los electrodos en forma de alambre, como en el
caso de los electrodos en forma de placas, el crecimiento de las vesiculas se controla

mediante campos eléctricos externos de corriente alterna (AC) y corriente directa (DC).

Se ha establecido que la formacion de vesiculas de una gran variedad de lipidos
zwitterionicos, asi como de mezclas de lipidos cargados’, puede ser controlada por los
campos eléctricos externos durante la dispersion de las peliculas de lipido en la
superficie de los electrodos en los medios acuosos. El tamafio, la lamelaridad y la
cantidad de vesiculas unilamelares que se forman pueden ser controlados mediante el
grosor de la pelicula de lipido depositada inicialmente, asi como por la magnitud del

campo aplicado.

Para llevar a cabo el método de electroformacion se requiere el siguiente equipo:
e Una celda de electroformacién
e Un generador de funciones (para aplicar voltajes de frecuencia y amplitud
controlable)
e Un microscopio 6ptico (con objetivo de 40X, contraste de fase, distancia de

trabajo amplia)

La celda de electroformacién se esquematiza en la figura 2.4.

7 Los fosfolipidos utilizados en el protocolo mas universal son los siguientes: PC, eggPC, DLPC, DMPC,
DPPC, POPC, SOPC, DPhPC y algunas mezclas con fosfatidiletanolamina (PE) 35



Fig. 2.4. Celda de electroformacion,

los electrodos de platino estadn separados una

distancia de 3 a Smm . Se hace pasar una

corriente alterna a través de los electrodos para

facilitar el crecimiento de GUV’s o &5

electrodos

Esta es una celda de teflon, con tapas metélicas que nos sirven para sujetar los
cubreobjetos. En su interior van colocados 2 electrodos de platino de 0.8mm de
didmetro, con sus centros separados de 3 a Smm . También tiene un par de perforaciones
extras, que nos sirven para introducir la solucién acuosa en la que se formaran las

vesiculas.

El procedimiento para la preparacion de las vesiculas gigantes es el siguiente:

e Se prepara la muestra con una concentracion de fosfolipido en un intervalo de
0.2-1.6mg/ mlen algin solvente organico. Normalmente, cualquiera de las
siguientes mezclas son utilizadas: (i) cloroformo:metanol 9:1 (v/v); (ii) dietil
eter:metanol 9:1 (v/v); (iii) cloroformo:dietil eter:metanol 2:7:1 (v/v/v) o
4:5:1 (viviv) .

e Se toma una gota de l1ul/y se deposita en cada uno de los electrodos de
platino en la celda de electroformacidn, evitando que la mezcla se escurra o
resbale.

e Se coloca la celda en una cdmara de vacio y se deja en ella por espacio de dos

horas.

¥ Las mezclas de dos solventes son eficientes para lipidos zwitterionicos y neutros. En cambio, se prefiere
la mezcla de 3 solventes para lipidos cargados 36



e Hecho esto, se sella la cdmara con grasa de vacio entre los cubreobjetos y el
teflon, teniendo especial cuidado de no contaminar el interior de la capsula.

e Se inyecta la solucién acuosa mediante una jeringa insertada en el tercer
orificio de la celda.

e Se aplica el campo eléctrico (10 V, 10 Hz) a los electrodos y la solucion
acuosa por espacio de 50 minutos.

e Pasado este tiempo, se baja el voltaje y la frecuencia a 3 V y 3 Hz por espacio
de 10 minutos.

o Se baja paulatinamente el voltaje hasta un minimo de 0.2 V antes de
apagar la fuente.

. Se retira la solucién acuosa con otra jeringa por el otro extremo con
mucho cuidado, debido a que pueden dafiarse las vesiculas que se hayan

formado.

Se debe tener especial cuidado en la forma con la que se lleva a cabo el proceso,

ya que cualquier cambio en el procedimiento afecta los resultados obtenidos. La ventaja

que se tiene sobre los otros métodos es que se pueden controlar los resultados variando

los tiempos de exposicion al voltaje y las frecuencias.

2.7.1.- Mecanismo de formacion

Auln no se comprende plenamente como y porqué se forman los liposomas por

electroformacion. En la literatura, se pueden encontrar sugerencias de efectos que

pueden ser importantes en la formacion de los agregados. A continuaciéon hacemos una

lista de tales efectos posibles:

Interacciones electrostaticas directas entre los electrodos y la bicapa
Tension mecanica inducida electroosméticamente;

Redistribucion del contorno de la doble capa entre bicapas;
Decrecimiento de la tension lineal, superficial y membranal;
Reacciones electroquimicas;

Inyeccion de cargas de los electrodos;

Reorientacion y difusion lateral de moléculas de lipido
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Aunque el mecanismo de electroformacion no es todavia entendido del todo,
presentamos un diagrama en la figura 2.5, que representa el desarrollo en el proceso de
electroformacion de vesiculas. Una de las posibles causas atribuidas al proceso de
electroformacion es debido a las vibraciones electrosmoticas del agua en la interfase
agua-electrodo. Estas vibraciones son perpendiculares a los electrodos, entonces, esta
misma fuerza arrastra regiones de bicapas de lipidos de los electrodos haciendo que se
separen, creciendo como hongos. Las vesiculas contintian creciendo hasta un tamafio de

10-20um . En este punto, los hongos comienzan a tocarse en sus paredes laterales

contiguas. La zona de contacto se incrementa, hasta cierto punto, las vibraciones
inducidas por la AC afectan la zona de contacto y la vuelven inestable, haciendo que los
hongos se fusionen en un hongo mas grande. Después de algunos minutos el hongo se

vuelve cuasiesférico, se cierre su cuello y se separa del electrodo.

Fig. 2.5. Uno de los posibles mecanismos de la formacion
de liposomas es debido a las vibraciones electrosmoticas.

1. Las vibraciones en los alrededores del electrodo causa
protuberancias en las bicapas de lipido.

2. Estas protuberancias crecen hasta que forman hongos.

3. Cuando los hongos crecen lo suficiente, sus paredes se
fusionan y eventualmente se separan formando GUV’s
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CAPITULO 3

Propiedades mecanicas de la membrana

El estudio de las propiedades mecéanicas de membranas es importante pues en
algunos procesos bioldgicos intervienen deformaciones de tales estructuras: endocitosis,
exocitosis, fusion celular, division celular, transcripcién genética, etc. Para tener una
visién completa de los mecanismos fisicos involucrados en los fenomenos mencionados
es necesario conocer las propiedades mecénicas del sistema. Sin embargo, a pesar de su
importancia, la biomecanica de membranas es un campo relativamente poco estudiado

en la frontera entre la biologia celular, la biofisica y la bioingenieria.

Estas propiedades son estudiadas comunmente aplicando una fuerza controlada a
un sistema modelo (vesiculas gigantes por ejemplo) para analizar la deformacién en
funcién de la magnitud de la fuerza. Un método experimental para conseguir esto
emplea la aspiracion con micropipetas. Este procedimiento consiste en aplicar un
gradiente de presion entre el exterior y el interior de una vesicula cuando es aspirada con
micropipetas, lo que permite medir cambios en su drea en funcion de la presion o tension

aplicada.
3.1.- Técnica de micropipetas.

La técnica de micropipetas se ha utilizado desde finales de la década de los 40,
donde se comenzaron a realizar experimentos en el campo de la fisiologia celular. Los
primeros pasos se dieron cuando se media los impulsos eléctricos que pasan a través de
los axones, insertando 8-9 mm. micropipetas llenas con agua de mar dentro de calamares

(Brown 1986) " FEsta técnica producia resultados muy importantes para futuras

gigantes
investigaciones en neurociencia, pero estaba limitado a células muy grandes, ya que el

diametro de las primeras pipetas era de alrededor de 0.1 mm.
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Sin embargo, paulatinamente los experimentos con micropipetas han ido
expandiendo sus posibilidades. En un momento se encontrd que con ellos se puede tener
una lectura continua del potencial eléctrico a través de la membrana de la célula
penetrada. Después, las micropipetas comenzaron a ser utilizadas para introducir o
absorber sustancias de la célula. También pueden ser convertidas en un electrodo que
manda una sefial de voltaje proporcional a la concentracién de iones como Na*, CI', K" o
Ca®*. Actualmente, se han convertido en una herramienta critica en el campo de la

ingenieria genética y de la inseminacion artificial.

Se han desarrollado varios tipos de instrumentos para crear micropipetas, desde
dispositivos manuales, hasta aparatos programables que permiten fabricarlas de manera
reproductible, con puntas del orden de varias micras. Sin embargo, el procedimiento
para crearlas tiene el mismo principio: Contienen una fuente de tension para jalar las
micropipetas, un filamento termoeléctrico para calentar una pequefia porcién del vidrio,
el calor puede ser controlado por la corriente que pasa a través del filamento y la
distancia del vidrio con el filamento se mantiene relativamente constante. El capilar de
vidrio estard sometido a la tensién cuando se este calentando, y esto es lo que separa al
vidrio (lo cual es dificil hacerlo a mano). Jalando primero lentamente y después
acelerando. Cuando se produce un jalon relativamente lento causa una rapida reduccién
del diametro del capilar, haciendo que el capilar sea muy largo. Pero un rdpido jalén se

usa cuando se requiere una punta fina.

Ya que tenemos nuestra micropipeta el siguiente paso es biselar la punta de esta.
Este biselado es dependiendo para que se requieran las micropipetas, en nuestro caso, el
biselado debe estar contenido en un plano perpendicular a la longitud de la micropipeta.
Para pulir las puntas de las pipetas se utilizan piedras abrasivas, usualmente utilizadas en
afilar puntas de metal. Se utiliza también polvo de diamantes y particulas de alumina

(ALO3), estos dos ultimos con mejores resultados.
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Fig. 3.1. Diagrama del

aparato para biselar micropipetas.

A la izquierda es el diagrama visto
desde arriba, y a la derecha visto de

lado. Los elementos son los

200 ¢/s

siguientes: (m) motor; (b) banda;

{

(gs) superficie abrasiva; (f) anillo
contenedor; (a) eje central; (bg)
canal para la banda; (bb) glébulos

directores; (bs) superficie sobre la

cual gs rota; (p) pedestal

estacionario; (e) micropipeta; (h)

sujetador de micropipetas;

En las secciones siguientes discutiremos algunos conceptos basicos necesarios
para entender los experimentos donde se determinan propiedades mecanicas de

membranas, mediante la aspiracion con micropipetas.

Podemos caracterizar la mecdnica de membranas bioldgicas con cuatro tipos de

modos de deformacion:

1. estiramiento,
plegamiento o curvatura,

esfuerzo de corte y

ST

deslizamiento entre las monocapas que generan la bicapa de lipido.

En este trabajo discutiremos solamente los dos primeros modos puesto que son

los que se pueden estudiar con la técnica de manipulacion con micropipetas.
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3.2.- Modulos principales de deformacion

El estudio de las fuerzas aplicadas a membranas biolégicas es de gran
importancia ya que estas fuerzas se encuentran virtualmente en todos los procesos y
funciones celulares. En membranas transportan informacién a la célula, programando la
trascripcion de genes. A pesar de esta tarea central, la biomecdnica de membranas
permanece relativamente todavia bajo estudio atrapada entre la biologia celular y la

biofisica y bioingenieria.

A continuacion, vamos a estudiar los dos mddulos de deformacién implicados en

la técnica de micropipetas.
3.2.1.- Modulo de expansién

Debido a sus dimensiones, la membrana celular solo puede ser tratada como un
medio continuo en el espacio bidimensional el cual nos ofrece herramienta suficiente
para caracteriza la superficie. Usualmente, los radios de curvatura son mucho mayores
que el grosor de la membrana, es por eso que se considera como una superficie delgada,

y esto hace que podamos aplicar la técnica de micropipetas.

El primer modulo de deformacién que estudiaremos es el modulo de expansion o
estiramiento, denotado generalmente por la letra K. Cuando a un material se le aplica
una tensién, este, como respuesta, dilata o contrae el area superficial, creando una

extension lateral isotrdpica si el material es considerado homogéneo e isotropico.

Fig. 3.2. Representacion T

esquematica del aumento en el drea

de una lamina debido a la tension A+SA

aplicada donde el aumento en el T 4= T " >

area varia linealmente proporcional

a la tension aplicada. d




T:KM

El modulo de expansionK, lo podemos medir utilizando el método de
micropipetas, que es el método mas eficiente debido a que podemos encontrar una
resolucién mejor que 0.1% para el cambio en el area. También podemos observar la
reversibilidad del sistema, respuesta a tensiones espontaneas y estudiar con mas detalle
la dilatacion en el 4rea maxima en el punto de ruptura, es decir, tension de lisis que fue

estudiada también con el proceso de extrusion.

Para medirK, se aspira una vesicula con una micropipeta (figura 3.4).
Conociendo la tension aplicada, la cual es funcién de la diferencia de presion, en un
régimen especifico, que se aplica con la micropipeta, se determina el cambio relativo en
el area, el es funcidon de L, la longitud de penetracion de la vesicula en la pipeta. La

tension se relaciona con el cambio en el area de la siguiente manera:

7=Ka

donde « es el cambio en el area (vease ec. (3.13)) Los valores tipicos obtenidos con este

método para membranas de fosfolipido puro son de alrededor de 100-200 din/cm.

Cuando las membranas tienen colesterol, estos valores aumentan. Por ejemplo,
Jemp

en membranas con wuna concentraciéon equimolar de SOPC y colesterol,

K ~850din/ cm MM 1989, on el caso de eritrocitos (50% colesterol), se han obtenido

valores de K = 750din/cm .

En las secciones siguientes realizaremos el analisis tedrico necesario para medir
K mediante el método de aspiracién con micropipetas, utilizando como base la ecuacion;
se trata de obtener una expresion para la tension t en términos de la diferencia de presion
aplicada a una vesicula con la micropipeta, asi como otra expresion para la deformacion

(AA/Ay) en términos de la geometria del sistema (vesicula aspirada).
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3.2.2.- Modulo de curvatura

Otro modulo estudiado con este método es el modulo de curvatura, generalmente
denotado porx. Lo que este modulo son indica es la resistencia que presenta la

membrana a curvarse.

M

Fig. 3.3. Representacion esquematica /

de la resistencia que opone una lamina a ser
M M

curvada, creando un momento de curvatura

M

Cuando la membrana se curva, se crea un momento de curvatura

M proporcional a los cambios en la curvatura de la membrana
M=x [i + é =€, ]

donde Ces la curvatura espontanea

3.3.- Relaciones mecanicas del sistema

La variacion en las propiedades como temperatura, osmosis, presion, tension y
otros factores, hacen que se produzcan cambios en las membranas en el area de su
superficie, asi como también en su volumen. Hay procesos en los que las variables
involucradas se pueden mantener constantes y estudiar como reacciona una membrana a
los cambios que se les pueden dar por separado. Tal es el caso del estudio mediante
micropipetas, donde a una vesicula se le mantiene a un volumen constante y también a
una temperatura constante para medir el cambio relativo del 4rea en funcion de la

presion ejercida por las micropipetas
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En esta seccidn analizaremos la geometria que envuelve la técnica de aspiracion
con micropipetas, ya que nos serd de gran ayuda para llegar a unas relaciones
constitutivas en donde se relaciona el cambio en el area con la diferencia de presion
aplicada. En la figura 3.4 podemos observar los pardmetros implicados, El sistema

pipeta-vesicula se divide en dos subsistemas.

En el subsistema 1 estamos considerando que la vesicula, al ser succionada,

forme un cilindro dentro de la micropipeta y una semiesfera en la parte final de este. Con
un radio R, y una diferencia de presion AP = B — P™ . El subsistema 2 esta delimitado

por la vesicula aspirada hasta donde entra en contacto con la micropipeta.

Subsistema 2 Subsistema 1

i o

Fig. 3.4. Representacion grafica de

aspiracién con micropipetas.

Pex%
H

El area macroscopica en el subsistema 1 esta dada por el area del cilindro y la

semiesfera, esto es:
A, =27RL+27R? (1.1)

Fig. 3.5. Representacion geométrica de

las distancias involucradas en los calculos del

cambio en el area superficial de la vesicula.

Para el area macroscopica del subsistema 2 tenemos que integrar desde el dngulo

al cual llega la micropipeta:
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4,,= Irzsenededgo
de la figura 3.5, vemos que la norma del cateto adyacente es, /Rf ~R’, asi:

RZ_RZ ] R2
cos@=+—2—1 —=@=cos |,[1-—
R,

2

asi, la integral nos queda:

A,=R Jd(a j senfd6o

entonces;
2
4,, =27R; [1— —%Z‘z—} 3.1
y para los voliimenes:
V, = nR’L + 332 R’ (3.2)

27 4 3 _R_,Z
V,,,z——;R{l Jl RJ (3.3)

Dado que la mayoria de los experimentos son realizados con vesiculas que

.. . R 1 . .
cumplen con el criterio—- <§ , el area y volumen del subsistema 2 es dado como una

buena aproximacion como:
[ LRY [ L(RY
A4,,=4rnR, {1 4[&] H{lé(&} D (3.4)
an s 1(RY . [1(RY
Vp,z_TRz[l 4(&} +0[16(R2] N (3.5)

El méximo error relativo por el truncamiento de la serie de Taylor es del orden de

107 . Ahora, el cambio en el 4rea y el volumen de los subsistemas 1 y 2 es dado por

dA,, =27RdL (3.6)
dv,, =nR'dL (3.7)
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RY, [L(RY
dA,, =87dR, [I_Z(R_ZJ +0[16(R2J J (3.8)

vl (R L [L(RY
de,Z =47ZR2dR2[1—2(EJ +0[16(R2]

Tomando en cuenta que el radio de la pipeta R, permanece constante durante el

(3.9)

N—

experimento y comparando las ecuaciones (3.6)-(3.9), obtenemos una ecuacién que nos
relaciona el cambio diferencial en el drea con respecto al volumen en cada subsistema,

esto es

o4,
=2 (3.10)
ov,, ) R

Asumiendo que el volumen de la vesicula permanece constante llegamos a la

relacion
d(V,+v,)=d(V,,+V,,)
d(VI +V2)=7rR,2dL+47rR22dR2:O (3.11)
de aqui
2
(%.) :__1_ R (3.12)
oL ), 4\ R,

La ecuacion (3.12) es usada en el analisis de aspiracion ya que nos permite

estimar la variacion del radio de la vesicula AR, en funcién del cambio en la longitud del

cilindro, AL=L-L,,.

3.3.1.- Expansion relativa

La deformacion de las membranas mediante el uso de aspiracion de micropipetas
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es usualmente caracterizada midiendo la expansién relativa del area Optimamente

observable con respecto a un estado inicial. El cambio relativo en el area es definido por

A _ AiN
a=—Lt—2 (3.13)
Al
donde 4, = A" + 4®) es el 4rea macroscopica del sistema. Esta puede escribirse como
dd, = dAi‘) + dAiz) =27RdL +87R,dR, (3.14)
usando la constriccion del volumen y la ec. (3.12), podemos escribir (3.14) como
0A
—£ 1 =27R 1—& (3.15)
oL ), R,
asi, la expansion relativa puede calcularse integrando (3.15)
AA rmear( OA
a=—2=, AA = —£|dL (3.16)
4 P oL ),

Para evaluar la integral, la dependencia del integrando sobre R /R, es expresada

utilizando la condicion de que el volumen se conserva constante

3 3
ﬁ:i} 1—E k| AL (3.17)
R, R” 4{R" | R
introduciendo (3.17) en (3.16) e integrando sobre L tenemos
3(R Y ALl
2
Ad, =27RAL+47(R;') 1—2[12_:1"} ) =1
y expandiendo el segundo corchete en serie de Taylor, obtenemos
4
A4 =27RAL|1- £ +0 L ﬁ AL (3.18)
7 R" 8\ R" ) R

Para terminar de calcular la expansién relativa, «, el inverso del é&rea

macroscopica inicial expandido en serie de Taylor es

S Sl e . 0 (3.19)
A4 4x(Ry) 4(Ry")

entonces, la expansion relativa la podemos escribir como
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2
AA,, 1| R | AL 3| R | AL
a=—== — | — |l = —| -1i¥
A:’ 2 R:” R, 4 R;” R
1{| R ’ ’ AL
a=— L] - R —y (3.20)
2 R;" R;” R,
donde
2R1L”’+Rf
y=|1-———5—+
4(Ry)

es un factor de correccion a la expansion relativa que en articulos anteriores V" ="

¥7) no se tomaba en cuenta. En el caso en que el estado inicial fuera puramente

esféricoy =1, estas relaciones serian iguales. La aspiracion de vesiculas en el estado

flicido puede producir una longitud inicial en el rango de [R;4R ], con lo que

obtenemos un valor aproximado de y & [0.80, 1](Ipsen 2004 el cual depende de la razon

entre el radio de la vesicula y la pipeta. Es importante enfatizar que estas ecuaciones son

validas solo si el volumen se conserva constante. La succién de la pipeta

(~ 103Pa) necesaria para expandir una superficie de una vesicula (~ 20 zm) ™ Reviez 20000

es pequefia comparada con la fuerza osmotica necesaria para desplazar agua en la escala

de tiempo del experimento. Es por esto que el volumen se considera constante.

3.3.2.- Tension en la membrana.

Cuando tenemos una vesicula que podemos observar en el microscopio, no
observamos el area real de la vesicula, ya que por debajo del rango de observacién del

microscopio la membrana fluctia debido a su energia térmica, asocidndosele dos areas,

el area del marco de referencia macroscopico 4,,, y un area superficial microscépica

real A4 "

De la figura 3.4 tenemos que

_ pext _ pin _ p«t _ pin
AR =R"-H AP, =PB" - P,
en el equilibrio, la diferencia de presion a través de la pared de la pipeta se escribe como
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AP:AI)Z_APIZPZ".\'V_})IL‘XI

usando la definicion de presion efectiva’Pe" 200

— 04,
P=AP-1,| =2
ov .
P
podemos escribir
04 , 04,
AP =t P, | =22 (3.21)
ov,, ov,,
y usando la ec. (3.10) tenemos
AP=rl£—r,-—2— (3.22)
R "R

1 2

de aqui, si hacemos 7, =7 y At =7, — 7, y reacomodamos (3.22), obtenemos una
relacién entre la tension y la diferencia de presion dada por

APR [1+ 247 j (3.23)
2(1_£] S
R,

=

Aunque en el limite, cuando 7, — 7,, la ecuacién anterior se puede escribir como

APR (3.24)

esto se puede hacer debido a que las tensiones, aunque diferentes, difieren de una

=

cantidad muy pequeiia.

Con esta ecuacion, deducimos una relacion entre la diferencia de presion

efectuada en la micropipeta y la tension media que siente la superficie de la vesicula.

El limite cuando 7, — 7, es alcanzado cuando AP es muy grande y la ec. (3.24)

se vuelve acertada en el régimen de altas tensiones

La ecuacion (3.24) relaciona la tension de la membrana t con la diferencia de
presion AP. Esta ecuacion, junto con las ecuaciones (3.20), permite calcular el médulo
de expansién o estiramiento K. Algunos resultados publicados en la literatura se

presentaran en el capitulo siguiente.
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CAPITULO 4

Aplicaciones de liposomas y micropipetas

El estudio de las vesiculas puede considerarse relativamente nuevo. No obstante,

debido a sus propiedades estos sistemas tienen una gran cantidad de aplicaciones.

Una caracteristica muy utilizada de estos agregados es su capacidad de
encapsular o encerrar un volumen dado de solvente. Esto se aprovecha en diferentes
areas como la farmacologia, la cosmetologia o la ciencia de alimentos para encapsular
sustancias activas. Para ello se requieren liposomas de tamafio controlable, relativamente

pequefios y estables.

Por otra parte, las vesiculas de fosfolipido son muy empleadas como modelos de
membranas biologicas. Esto ha permitido estudiar algunas de sus propiedades:
coeficientes de difusion, médulos elasticos, etc. Para este tipo de aplicaciones se utilizan

generalmente vesiculas gigantes obtenidas con el método de electroformacion.

En este capitulo primeramente abordaremos algunas aplicaciones de liposomas
en distintas ramas de la ciencia para después analizar algunos resultados publicados en
los cuales podamos apreciar los valores de los médulos observados en el capitulo

anterior.

4.1.- Aplicacién de liposomas en ciencia

Las membranas de lipido son superficies bidimensionales contenidas en un
espacio tridimensional, se pueden caracterizar por su flexibilidad, la cual esta
relacionada con su elasticidad de curvatura. Por ello, las vesiculas pueden ser utilizadas
como modelo para comprender la topologia, fluctuaciones de forma, comportamiento de

fase, permeabilidad, fusion y fision de las membranas bioldgicas. A pesar de su amplia
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aplicacion, el mecanismo de formaciéon de liposomas todavia se mantiene en la
incertidumbre. Los cédlculos de equilibrio de las formas de las vesiculas gigantes, y el
poder observarlas en el microscopio nos ofrecen una guia para modelar las
transformaciones estructurales que sufren los agregados en los diferentes métodos de
formacion. Se han llevado a cabo experimentos en los cuales mediante el gradiente de
hidratacion en las bicapas continuas de las vesiculas multilamelares grandes se induce
una curvatura, que paulatinamente brota otra vesicula pequefia de esta. Mas aun, la
vesiculacion en la naturaleza es un proceso esencial en las funciones celulares, ya que se
ha observado que vesiculas pequefias unilamelares (SUV) son producidas a partir de
membranas o vesiculas cilindricas mediante brotes en su superficie. Estos procesos
pueden ser andlogos a los establecidos en las preparaciones de liposomas en laboratorio,
en los cuales de les aplica una alta energia de rompimiento causando la formacion de
SuyHeliieh 1979) "B hosible asumir que mecanismos similares pasan en el proceso de
exocitosis y en la formacién de vesiculas sinapticas (Vesiculas que se forman en la union

de dos neuronas)®® 199V

. Esto son procesos no espontdneos que nos proveen de la
fuerza de conduccién para estas transformaciones, pero mas que nada es importante

conocer el papel que juegan las bicapas de lipido en estos procesos.

4.2.- Aplicacidon de liposomas en medicina

La aplicacion de liposomas en medicina se puede dividir en aplicaciones
terapéuticas, en las cuales se usan los liposomas como contenedores y medios de
transporte de medicamentos y en su uso como modelo, herramienta o reactivos en los
estudios de las interacciones celulares, como son reconocimiento, procesos y el modo de

accion de ciertas sustancias.

Los beneficios y limitaciones de las vesiculas en funcién del acarreo de
medicamentos dependen de la interaccion de los liposomas con las células y su
comportamiento In vivo después de la administracion. Experimentos In vivo e In Vitro
de las interacciones con células nos muestran que la interaccion mas predominante de las
células con los liposomas es la endocitosis. La fusién con las membranas celulares

sucede, pero es muy raro. La otra posible interaccién que sufren es el intercambio de
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constituyentes, como lipido, colesterol y de moléculas contenidas en la membrana.

Cuando entra un objeto extrafio al cuerpo humano, este se protege con un sistema
de defensa muy complejo. Al momento de entrar el objeto extrafio causa la formacién
de un coagulo y eventualmente su superficie se vuelve menos activa quimicamente
debido al recubrimiento con biomacromoléculas hasta que las particulas mas pequerias,
incluso los microbios, bacterias y coloides sean engullidos por las células del sistema
inmunologico. Esta respuesta del sistema inmunologico ha provocado un esfuerzo muy

grande para el desarrollo de superficies biocompatibles y no reconocibles.

Los liposomas, como sistemas de entrega de farmacos ofrecen algunas ventajas
sobre las formas convencionales de dosificacion, especialmente para dosis tipo, topica y
vias de administracion aereal. Los beneficios de los liposomas, los cuales son aplicados

en aerosol, en cremas o soluciones coloidales son enlistados en la siguiente

e Mejoran la solubilidad de farmacos lipofilicos y anfifilicos, como la
anfoterisina B. Ademads, en algunos casos, los farmacos hidrofilicos pueden
ser encapsulados en el interior del liposoma a concentraciones arriba de su
solubilidad en agua, #5¢1%%%

e Permiten la liberacion regulada de farmacos de administracion local

e Mejora las transferencias de moléculas anfifilicas cargadas como los
antibidticos y genes dentro de la célula.

e Megjora la penetracion hacia el tejido, especialmente en aplicaciones tdpicas

En general, la encapsulacion de farmacos se considera cuando es muy potente,
toxico y tiene un corto periodo de vida en el torrente sanguineo o en sitios de

administracion local (subcuténea, intramuscular y pulmonar).

Se ha mostrado que pequefios liposomas compuestos de lipidos con cadenas de

hidrocarburos largas y saturadas en mezcla con colesterol se acumulan en los sitios de
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inflamacién. Estos liposomas también pueden ser usados como repartidores de farmacos
antinflamatorios.

Por ejemplo, los liposomas que contienen PEG adherido a la cabeza polar de los
fosfolipidos se estan desarrollando para entrega de farmacos In vivo dirigido hacia
tumores y otros sitios en el cuerpo. La llave para poder utilizar este tipo de liposomas
radica en que cuando estas vesiculas son inyectadas dentro del torrente sanguineo el

tiempo de circulacién es mucho mas alto comparado con liposomas convencionales>™

"D Mientras que los liposomas convencionales son removidos muy rapidamente por
los macrdfagos, los liposomas con PEG tienden a permanecer mucho més tiempo en el

torrente sanguineo.

4.3.- Aplicacién de liposomas en cosméticos

Las mismas propiedades que discutimos anteriormente también pueden ser
utilizadas en el reparto de ingredientes en cosméticos. Mds aun, los liposomas como
acarreadores ofrecen ventajas por si mismos, debido a que los lipidos estdn bien
hidratados y reducen la resequedad de la piel, la cual es la principal causa en el
envejecimiento de la piel. Ademads, liposomas pueden actuar como fuente de recarga de

lipidos.

En general, el reglamento para aplicaciones de farmacos via topica y entrega de
otros compuestos es menos estricto que otros y varios cientos de productos cosméticos
estan disponibles desde 1987. En estos productos se puede encontrar desde pastas de
liposomas las cuales son usadas como reemplazo para cremas y ungiientos para llevar a
cabo recetas que contengan extractos, humectantes, antibidticos e incluso productos mas
complejos como aquellos que contienen agentes recombinantes para curar quemaduras
de sol y heridas en la piel. La mayoria de los productos que se encuentran en esta
categoria son cremas para el antienvejecimiento de la piel. Aunque también se
encuentran en protectores solares, perfumes de larga duracién, acondicionadores de

cabello, cremas de afeitar y productos similares que ya estan en el mercado.
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Las personas que estudian estos liposomas no se encuentran muy de acuerdo con
su mecanismo de accion. Mientras algunos dicen que los liposomas aumentan la
permeabilidad de la piel, otros dicen que la mayoria de los liposomas son no irritantes y
no interactuantes (sin alcohol, y otros solubilizantes) con los ingredientes activos de la

piel.

4.4.- Liposomas en bioingenieria

La ingenieria genética esta basada en la entrega de material genético, es decir,
fragmentos de ADN, dentro de algunas células y microorganismos con el propésito de
alterar su cédigo genético y forzarlos a producir proteinas particulares o polipéptidos.
Los 4cidos nucleicos utilizados en la transferencia de genes son grandes, con peso
molecular de algunos millones de daltons, altamente cargados ¢ hidrofilicos, lo que hace
muy dificil su paso a través de la membrana. Adicionalmente al método clasico, uno de
los cuales es mediante inyeccidn directa, los liposomas son probados como acarreadores

de 4cidos nucleicos encapsulados dentro de ellos para facilitar la endocitosis.

Los liposomas que se utilizan son generalmente GUV’s hechas con fosfolipidos
cargados negativamente (generalmente PS) para prevenir interacciones con las

moléculas de ADN las cuales pueden contener poca carga negativar™'¥ 1950)

4.5.- Aplicacién de liposomas en la industria de la comida

La habilidad de los liposomas para solubilizar compuestos con propiedades de
solubilidad baja, envolver compuestos potencialmente dafiinos al medio y la liberacion
de compuestos en medios controlados puede ser también utilizada en la industria de

procesamiento de alimentos

Las moléculas de lipido, desde los acidos grasos hasta los lipidos polares, son
uno de los ingredientes principales en la mayoria de las comidas. Por ejemplo, la lecitina
y algunos otros lipidos polares son extraidos de los nutrientes, como las semillas de soya

o la yema de huevo. Tradicionalmente, los lipidos polares se utilizan para estabilizar
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emulsiones de agua-aceite. Los liposomas se han convertido en sistemas atractivos ya
que se componen de compuestos comestibles, lo que hace favorable también la

microencapsulacion.

El concepto de sistema de liberacion ininterrumpida puede ser utilizado en varios
procesos de fermentacion en los cuales, las enzimas encapsuladas pueden acortar los
tiempos de fermentacion y mejorar la calidad del producto. Esto es debido al
mejoramiento espacial y temporal de liberacion de constituyentes asi como a su
proteccion en fases particulares del proceso contra la degradacion quimica. Un ejemplo
clasico es la elaboracion de queso. Después de estudios preeliminares en los cuales se
optimizaron sistemas de liposomas el tiempo en la elaboracién del queso entre 30-
50% " 199D Esto se refleja en un sustancial beneficio econémico sabiendo que el
tiempo de maduracion de estos quesos, como el cheddar, es de alrededor de un afio

durante el cual se necesitan condiciones muy controladas.

4.6.- Resultados analizados con micropipetas

En esta seccion presentaremos algunos resultados de estudios de propiedades

mecanicas de vesiculas, medidas con la técnica de micromanipulacién con micropipetas

Como se muestra en la figura 4.1(a), el segmento de la vesicula exterior a la

pipeta inicialmente no es esférica; esta ondula con el tiempo. Las fluctuaciones son

claramente visibles para tensiones arriba del orden de(2—3)x10‘3din/cm. Cuando la

succion se incrementa hasta producir una tensién de 107 din/cm (o mayor), la vesicula
tomara suavemente la forma esférica, como se muestra en la figura 4.1 (b). No obstante,
todavia podemos sustraer un drea significante de las ondulaciones microscopicas hasta

que la tension es incrementada 2 érdenes de magnitud.

En la figura 4.2 se trabajo con mezclas de SOPC:Chol 1:1 (w:w) y DGDG. En la
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figura 4.2 (a) se presenta la grafica del In (tensio’n) en funcién de o obtenida de

vesiculas individuales de lipidos. La figura 4.2 (b) muestra los mismos datos para la
cambio en la tension en funcion de la dilatacion del area pero graficada en escala lineal.
Cuando realizamos el experimento de succion nos encontramos en dos tipos de

régimen, el de bajas tensiones y el de altas tensiones. El cruce entre el régimen

exponencial al régimen lineal se da a niveles de tension comparables (~1 din/ cm) ya

que la razén entre las dos pendientes (lineal y logaritmica) no son muy diferentes para

las dos tipos de vesiculas en ese régimen.

Fig. 4.1. Fotografias de presurizacién de vesiculas

(didmetro de las vesiculas~20um, diametro de la
pipeta~ 8 um . (a), régimen de bajas ()
tensiones < 4x 10~ din/cm . El contorno de la vesicula fluctia
y no es esférica. (b) La succién se incrementa hasta producir

una tension de~ 0.01 din/cm . (¢) Se incrementa de nuevo la

tensién a ~ 0.2 din/cm

(c)

Cuando nos encontramos en el régimen de bajas tensiones, la vesicula estard
fluctuando, cambiando su forma, y mientras producimos succion, la vesicula tendera a
tomar una forma esférica, pero sin expandir su 4rea , utilizando el area microscopica de

las fluctuaciones. Creando una resistencia a ser doblada. En este régimen, como vemos
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en la figura 4.2 (a) el logaritmo de la tension se comporta de manera lineal en funcién

de la expansion en el area, esto es:

8k

o=l 1n[i] (4.1)

donde 7, es la tension en el estado inicial.

El modulo de expansion en el area K, se mide en el régimen de altas tensiones
(RAT). Este médulo aparente difiere del médulo real K debido a que en este régimen, el
incremento en a, aunque es casi completamente debido al incremento en el area por

molécula de los lipidos, y la contribucién a o de las fluctuaciones térmicas es muy

(W. Rawicz 2000)

pequeiia , ho se considera despreciable. Se ha observado que existe una

relacion lineal entre la tension t y el cambio relativo en el drea o, donde la pendiente de

esta recta es el modulo de expansion aparente del areak, .

el cual incluye el cambio
asociado al area microscépica. Para obtener el modulo real K necesitamos restarle la
contribucién de las fluctuaciones térmicas y obtenemos el cambio real debido a la

.7 r I3 . .. s . /
expansién del rea por molécula «, . Esta contribucién también ha sido calculada™

real *

Rawicz 2000)

Aa(i)= L1 In ﬂ (4.2)
87k, (1)

donde 7(1) es escogido como la tension en el punto de cruce de los dos regimenes,

entonces:

A (()=a (i) - Aa(i) (4.3)
y el modulo de expansion del area real es dado por la pendiente de la grafica de
VS &

real *

La tension de cruce entre los regimenes es muy parecida en las vesiculas de
lipidos, esta tension esta relacionada con K y ¥ mediante la siguiente relacion:
_kTK

87 K (44

X

Con estas expresiones, podemos medir los médulos de elasticidad y curvatura y
poder caracterizar las vesiculas de fosfolipido y ver como reaccionan ante los cambios

en sus alrededores.
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Las graficas que veremos a continuacion son resultados experimentales que se

han obtenido de la literatura

Fig. 4.2. Grafica de valores
la tensidn vs. el cambio relativo en el

area para dos vesiculas con diferente
composicion de lipido.®*¥iez 1999 (q)
el régimen de bajas
tenemos una pendiente dada por

tensiones,

8k -
——. (b)Cruzando de régimen, la
T

pendiente es K. (Los circulos blancos,
presion ascenderte y los negros son

presion descendente).
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En el régimen de bajas tensiones ((Fig. 2 (a)), la pendiente de la grafica del In (r) Vs. &

b

es proporcional al modulo de curvatura, es decir, ﬁx. Después de cruzar al otro

régimen, la pendiente de la gréfica de la tension vs. o es el modulo de expansioén K.

En la tabla 4.1 observamos algunos valores de los médulos de deformacién. Podemos

observar que las bicapas con mds baja compresibilidad son también menos flexibles



También podemos observar como aumenta enormemente la resistencia a deformarse

cuando se le agrega colesterol en SOPC.

Lipido’ K K
(10"'2 din/cm) (din/cm)
DAPC (18°C) 0.44%0.05 135+20
DGDG (23°C) 0.44%0.03 1607
DMPC (29°C) 0.56+0.06 145+ 10
SOPC (18°C) 0.90x0.06 190+ 10
SOPC:CHOL (15°C) 2.46+0.39 640+ 32

Tabla 4.1. Mediciones de los médulos eldsticos™®™'* 1**")

8
A C18:011
O diC18:3
6_
Fig. 4.3. 200 Grafica lineal de la tension &
Vs. Kapp. La forma exponencial del inicio nos revela é/
que las fluctuaciones térmicas se van suavizando, la :§ 4
cual es seguida de un incremento lineal en la tension &
cuando la membrana comienza a expandirse. Los  F
lipidos utilizados son:
e A: 1-stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
fosfocolina 2
e O: 1,2-dilinolenoyl-sn-glycero-3-
fosfatidilcolina
04
3 T ) el 1
0.00 0.02 0.04 0.06

Expansién aparente del area

® DAPC: diarachidonoil fosfatidilcolina, DGDG: diagalactoil diacilglicerol, SOPC:CHOL es una mezcla
1:1 de SOPC y colesterol 60



El método de micropipetas también nos sirve para medir la tension de lisis, al
igual que vimos en el capitulo 2 con el proceso de extrusion, creando también un
gradiente de presion hasta que la vesicula revienta. En la figura 4.4 encontraremos

algunos valores para la tension de lisis proporcionados por la literatura.

4 {
B Priyenerzatie puds
sat X DMPC L« phose)
EYPC
A SOPC pepnde (5:0.05]
@ SORC CHOL peende; (3:2:0.00)
2aql O SOPC
B SOPCCHOL (3:2)
O SCPC:CHOL i1
® 2606
Fig. 4.4. Tension de lisis LA
medida con la técnica de micropipetas, T
. LYSIS 16}
podemos observar que los liposomas (dynsem)
mas dificiles de romper son .
compuestos de  fosfolipido y #
1
colesterol. 8l '
a4
*
4] . A & 5 1 L
0 200 40D 60D BOO  1CO 1200

K (dyn/cm)
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Conclusiones

En este trabajo hemos estudiado algunos conceptos relacionados con membranas

biolégicas. Estas son estructuras complejas formadas por una bicapa de fosfolipido.

Para estudiar sus propiedades se preparan membranas modelo, las cuales
adquieren la forma de agregados esféricos uni o multilamelares, llamados vesiculas o

liposomas.

Hemos visto que existen diferentes métodos de preparaciéon de liposomas,
dependiendo del tipo de aplicacion deseada. El método de rehidratacion resulta en
vesiculas grandes, polidispersas en tamafio y forma, las cuales se pueden romper
aplicando energia mecénica, como en los métodos de extrusién o sonicacion, los cuales
brindan vesiculas pequefias de tamafio controlado. Por dultimo, el método de
electroformacion proporciona vesiculas gigantes, las cuales pueden utilizarse para

estudiar las propiedades mecénicas de membranas.

En este trabajo estudiamos los distintos métodos de formacion de vesiculas, los
cuales también nos proporcionan un marco de referencia bastante amplio en cuestion de
caracteristicas de las vesiculas que produce. Por ejemplo, para el estudio de las
propiedades mecanicas con micropipetas, las vesiculas que podemos estudiar son
GUV’s, ya que debido a su tamafo, son facilmente observables por medio del
microscopio. Pero si lo que se desea es una poblacién de vesiculas homogénea tenemos
que utilizar el método de extrusion y hacer pasar la muestra a través del extrusor hasta

que se obtenga la homogenizacioén adecuada.

El método que produce vesiculas mas pequenas, del orden de 15 nm es el método
de Sonicacion. Aqui, el proceso de cavitacion es el que genera diferencias de presion y
temperatura a nivel local que rompen los agregados, pudiendo formar agregados més

pequefios.

Con el método de micropipetas podemos caracterizar las vesiculas dependiendo

de los constituyentes que contenga, por ejemplo, Al variar los pardmetros como la
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longitud de las colas hidrofébicas varia el modulo eléstico y el modulo de expansion. Al
igual podemos encontrar variaciones marcadas cuando se agrega a la membrana

colesterol.

Son importantes estos mdédulos ya que se relacionan con que tan facil se puede
deformar la membrana e inclusive romper, lo que podemos aprovechar para aplicar los

liposomas en campos como medicina, cosméticos y otros.
Este trabajo de tesis fue disefiado con la finalidad de poder implementar las

técnicas de formacion de liposomas en nuestro laboratorio, asi como para comprender el

funcionamiento basico de las micropipetas
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Apendice

Propiedades fisicas de los lipidos

En este apéndice se discute el comportamiento que toman ciertos lipidos al
mezclarse con agua, asi también, la variacién de sus propiedades fisicas con la
temperatura y concentracion. Es de suma importancia el comprender este tipo de
fendbmenos ya que la respuesta de las membranas celulares a la accién de agentes

externos esta intimamente ligada con las propiedades intrinsecas de los lipidos.

Estados fisicos de los lipidos
Los estados fisicos de los arreglos que forman los fosfolipidos al auto
ensamblarse, comunmente son llamadas fases liotrépicas, ya que dependen tanto de la

concentracion de fosfolipido como de su temperatura.
Nomenclatura

La nomenclatura mayormente utilizada y comprendida es la propuesta por Luzzati,
(Luzzai 1968) 13 cual también utilizaremos en el desarrollo del tema. El tipo de arreglo que
obtienen los fosfolipidos se denota por una mayuscula, L para la fase lamelar, H para la
fase hexagonal y Q para la fase cubica. También, estas fases se pueden presentar en
fases normales (aceite en agua) e inversas (agua en aceite), denotando los subindices I y
II respectivamente para los dos tipos de fase. Se utilizan letras del alfabeto griego para
diferenciar el estado de las cadenas de hidrocarbonos: 3 para la fase gel, a para la fase
liquida, o3 para la fase de coexistencia gel-liquida y & para una conformacién helicoidal
en espiral de las cadenas. El subindice ¢ se utiliza frecuentemente para representar un

arreglo cristalino en las colas
Tipos de fase liotropicas

La presentaciéon de fases en los agregados de los fosfolipidos depende, tanto de la
concentracion como de la temperatura a la cual se encuentra, a esto se le conoce como

fase liotropica. Los lipidos tienden a formar estos agregados debido a su naturaleza dual,

64



es decir, por mantener sus partes liposolubles fuera del alcance del agua.

Fase lamelar

Fase lamelar cristalizada 3-D. Esta fase lamelar (L) se puede obtener a bajas
temperaturas y/o mediante hidratacién para la mayoria de los fosfolipidos.
Esta fase tiene un orden en 3 dimensiones, lo que lo hace un cristal. Son

anhidridos, pero pueden contener un nimero de moléculas de agua.

Fase lamelar cristalizada 2-D. Hay una fase llamada sub-gel, es una fase mas
ordenada que existe debajo de la fase gel. Consiste en capas cristalinas que
no presentan un arreglo regular y se le ha llamado cristal bidimensional. Para
los lipido cargados, las bicapas cristalinas se pueden expandir mediante

repulsiones electrostaticas,Mmosh 1986)

Fase lamelar 2-D. Existe un nimero de fases que estan parcialmente
desordenadas, y exhiben un orden traslacional en dos dimensiones. Esta fase
es la base de estructuras lamelares. La fase ondulada Pp- (Fig. A.1) ocurre

abajo de la fase L, en funcidon de la tempertaura y ha sido observada en

(A. Tardied 1973) (J. Stumpel

fosfatidilcolinas a PH neutro, y en fosfatidiletanolamina

]980)'

Fase lamelar ordenada 1-D. En esta fase, las moléculas son acomodadas en
bicapas, las cuales estdn apiladas una sobre otra (multilamelar) con capas de
agua entre las bicapas. Las bicapas estdn a la misma distancia y son paralelas
a las otras. El grosor de la capa de agua depende de factores como el
contenido de agua, temperatura, tamafio de la parte hidrofilica, polaridad y
carga. En la region de los hidrocarbonos, el arreglo puede ser en fase gel o

fase gel-liquida (af3).
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Fig. A.1.- La fase ondulada Pz ocurre bajo la fase

L , como funcién de la temperatura

Fases fluidas

e Fase fluida lamelar 1-D. Arriba de cierta temperatura caracteristica o bajo loa
influencia de la combinacion de agua y temperatura, las cadenas llevan a cabo
una transicion de fase gel o 3’ a una conformacion liquida L,. en esta transicion,

el 4rea interfacial por molécula sufre una expansién del 15-30% ¥ 199

e Fase fluida 2-D. La forma mas conocida de las fases fluidas bidimensionales son
las que tienen topologia hexagonal. Las cadenas son fluidas, y se pueden formar
fases normales e inversas. La fase Hj; es muy comun en fosfolipidos como PE,
debido a que tiene el grupo polar hidratado débilmente y tiene interacciones

atractivas entre los grupos polares

Lipidos en solucion: mondémeros y micelas

La solubilidad real de los lipidos en agua es muy baja. Un gran numero de
lipidos, como los 4cidos grasos, tienen solubilidad que puede medirse en soluciones
reales. La solubilidad es menor debajo del punto de fusion que arriba de este, y para
cualquier temperatura dada, esta decrece al aumentar el largo de las cadenas, o cuando el
tamafio de la parte hidrofébica aumenta. Estos lipidos tienen baja solubilidad como
mondmeros, pero, espontaneamente, cuando se sobrepasa la solubilidad real, se forman

agregados de moléculas llamadas micelas. Estas soluciones se llaman soluciones

micelares
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Soluciones micelares

Una solucién micelar es un sistema termodindmicamente estable formado
espontaneamente en agua cuando se encuentra por encima de una concentracion y
temperatura critica.

En soluciones acuosas muy diluidas, estos lipidos estdn presentes como una
solucion de moléculas sin asociarse. Cuando la concentracion de lipido aumenta
(siempre que la temperatura sea alta para causar un cambio de fase en las cadenas
(acuosas)), las micelas se forman espontaneamente en un rango de concentracidn critica
mediante la asociacion de las partes hidrofébicas de las moléculas. El grupo hidrofilico
se mantiene en el ambiente acuoso, formando un escudo hidrosoluble alrededor de las
partes hidrofobicas. La formacion de micelas se lleva a cabo solo arriba de una cierta
concentracion de soluto, llamada concentracion micelar critica (CMC) y a una

temperatura en la solucién por encima de la temperatura micelar critica (CMT).

Figura 4. Comportamiento de lipidos solubles a altas concentraciones de agua en funcion de la

temperatura y concentracion. La

i
temperatura es graficada sobre Ia ;
> |
ordenada y la concentracion sobre la Solugl-f)n de 5 |
abscisa. Las micelas se producen en la mon%i:neros ,D ’ T &
4. .
regiéon Y. En esta region, las moléculas \0 CME wzi:; : + .%. +
: . . / 9- . o |
anfifilicas se encuentran arriba de la g s ' Solucidn micelar G ‘
4+ - F] + ¥ ]
curva BD y arriba de la temperatura o ! . Y .
1) ‘oo C
indicada por BC. BD es la CMC. & v/ ——CMT
ol __,_.—-——-——‘—"'M i
Entonces, la CMC varia a lo largo de la 2 !
curva BD con la temperatura. La = {.’ ., L W ‘
e o : Suspencidn cristalina
soluciéon también se debe encontrar A /
| . SFe. z s
arriba de una cierta temperatura - ‘i
*
definida por la curva BC, la cual indica
la temperatura de transicion del estado Concentracidn ot

cristalino a la solucién micelar. El punto B, en el cual la CMC y la CMT se unen recibe el nombre de

punto Krafft. ™ " Puede ser considerado como un punto triple e indica la CMT a la CMC
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