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RESUMEN

En este trabajo nos propusimos obtener liposomas a partir de una mezcla
de fosfolipidos y observar el efecto de 4 sales (NaCl, KCI, MgCl, y CaCl) en la
forma y tamafio de los agregados obtenidos, se prepararon 5 mezclas de
SOPC:SOPS (10:0, 9:1, 8:2, 7:3 y 6:4). Los liposomas en solucion salina fueron
observados mediante microscopia 6ptica, dispersion dinamica de luz (DLS) y
microscopia electrénica de transmision mediante la técnica de criofractura
(FFEM). El efecto de los iones monovalentes sobre la poblacion de liposomas
observados mediante microscopia optica fue el de incrementar el tamafio y
cantidad de agregados, sin embargo al comparar los datos de cantidad y tamario
de los liposomas con los obtenidos al hidratar con la solucion que sélo contenia
glucosa 0.063 M el resultado fue que en ninguna proporcion de SOPC:SOPS se
incrementé la cantidad de agregados. Por otra parte el efecto de los iones
divalentes, a excepcion de la proporcién 6:4 donde no se obtuvieron agregados al
hidratar con glucosa 0.063 M, fue el de no producir vesiculas de tamafo mayor al
obtenido con las muestras hidratadas con glucosa. Al hidratar con NaCl en la
proporcion 6:4 (SOPC:SOPS) se obtuvieron los liposomas de mayor tamafo y
cantidad. En los experimentos de dispersién de luz se obtuvieron los radios
hidrodinamicos y coeficientes de difusién de las muestras observadas, al realizar
un analisis temporal se observé que las vesiculas siguen presentando el mismo
comportamiento en la distribucién de tamarfos. En los experimentos de FFEM se
obtuvieron micrografias donde se pueden observar vesiculas de menor tamafo a

las obtenidas con los instrumentos anteriores.



INTRODUCCION

Los fosfolipidos son componentes funcionalmente activos de las
membranas biolégicas, se encuentran involucrados en las propiedades de las
membranas. Se dice que hay mas de cien tipos de moléculas de lipido en una
membrana bioldgica, las cuales difieren en la composicion del acido graso y los
sustituyentes localizados en el grupo cabeza de la molécula, ademas el contenido
de fosfolipido varia de 6rgano a 6rgano y de especie a especie. En general se
establece que los fosfolipidos son moléculas complejas, contienen fosforo en la
cabeza polar y una regién hidrocarbonada usualmente unida a través de una base
esfingosina. Otras caracteristicas de estas moléculas es que son las mas
representativas en las membranas bioldgicas en lo referente a fosfolipidos neutros
(fosfatidilcolina) y fosfolipidos cargados (fosfatidilserina). Por ello han sido
seleccionados para el estudio del presente trabajo. La fosfatidilcolina es uno de
los fosfoglicéridos mas abundantes en los animales y a menudo en plantas
superiores y levaduras. Contiene colina como grupo cabeza esterificado al acido
fosforico. Es un componente comun y predominante de los eritrocitos, también se
puede encontrar en plantas, animales y células bacterianas.

Los liposomas o vesiculas son membranas compuestas de una o varias
bicapas de lipido los cuales encapsulan un volumen pequefio del medio en el cual
han sido preparados. Su morfologia les permite encapsular compuestos solubles
en agua en su volumen interno. Dependiendo de su composicion estos
agregados pueden ser quimicamente estables en tiempos de horas 6 quiza hasta
anos. Por otro lado, ya que son faciles de preparar poseen la habilidad de

reproducir la organizacion y las funciones principales de las células, y presentan



una similitud con bicapas bioldgicas, los liposomas son ampliamente utilizados
como modelos de membranas bioldgicas, por lo que se han convertido en
modelos interesantes para llevar a cabo estudios de mecanismo molecular de los
seres vivientes.

El interés de estudio de los liposomas se encuentra en distintos campos
tales como la fisica, fisicoquimica, farmacologia, cosmetologia, alimentos y
biofisica. Por lo que en trabajo se estudiaron liposomas formados por mezclas de
fostatidilcolina y fosfatidilserina.

El tamario y la estructura de los liposomas se encuentran determinados por
el método utilizado para su preparacion. Por otra parte las propiedades de estos
agregados estan dadas por el tipo de lipido utilizado en la composicion de la
membrana (Lasic, 2000). La influencia de la composicidon quimica de las bicapas
de fosfolipido en la estructura de las vesiculas aun no ha sido entendida
completamente. En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio, se encontré
que las formas de los liposomas formados por mezclas de fosfatidilcolina vy
fosfatidilserina dependen de la proporcién relativa entre ambos fosfolipidos. Como
la fosfatidilserina es un fosfolipido cargado, una de las posibles explicaciones del
fendbmeno mencionado esta relacionada con efectos electrostaticos en la
membrana. Por esta razén se decidié agregar sales en el proceso de preparacion
de los liposomas para estudiar el efecto de los iones sobre los mismos.

En este trabajo se estudio la influencia de iones monovalentes y divalentes
sobre la forma y el tamafio de liposomas de una mezcla de fosfatidilserina y
fosfatidilcolina en diferentes proporciones; ademas se estudiaron las
caracteristicas de la poblacion de agregados en funcién tanto de la concentracion

relativa de ambos fosfolipidos, como del tipo y la concentracion de sal.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

® Determinar la influencia de la concentracion y del tipo de sal sobre la
poblacion de vesiculas formadas a partir de una mezcla de fosfatidilcolina y

fosfatidilserina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar bicapas lipidicas a partir de una mezcla de dos fosfolipidos:
fosfatidilcolina y fosfatidilserina

e Observar el efecto de diferentes sales sobre la poblacion (formas y
tamanos) de las vesiculas obtenidas

e Caracterizar las vesiculas mediante microscopia Optica, dispersion
dinamica de luz (DLS) y microscopia electronica de transmision con la

técnica de criofractura (FFEM).



ANTECEDENTES

Hidrocarbonos

Los hidrocarbonos forman parte de los lipidos y pueden ser saturados
(Figura 1); ¢ insaturados (Figura 2), ciclicos ¢ alifaticos 6 pueden exhibir una
combinacion de ellos. Comprender el comportamiento de los hidrocarbonos
alifaticos es importante porque proporcionan una vision de la configuracién de la
cadena alifatica. Desde el punto de vista quimico, se sabe que al reemplazar un
hidrégeno con otro atomo se forma un grupo de hidrocarbono monosustituido
cuando se da la sustituciéon de algun atomo 6 grupo quimico se puede llevar a
cabo en cualquier lugar de la cadena hidrocarbonada, si la sustitucion se lleva a
cabo en la posicién 1 de la cadena se produce una molécula con caracteristicas
polares con propiedades fisicas y quimicas diferentes a las de la cadena sin
sustituir. La interaccion de tales moléculas con solventes, como por ejemplo el
agua, puede ser determinada por la naturaleza del grupo polar, la masa y la
estructura de la parte hidrocarbonada. Esas moléculas han sido llamadas
anfifilicas 6 moléculas que exhiben una afinidad con el agua y el aceite (Small,

1986).

CHs(CHz)16CHs

NN

Octadecano

Figura 1.- Estructura de la molécula de octadecano



CH3(CH2)7CH: CH (CH2)7CH3

H

cis-9-octadeceno

Figura 2.- Estructura de la molécula de cis-9-octadeceno

Las moléculas anfifilicas en solucion muestran una rica estructura auto
organizada, los fosfolipidos naturales ¢ surfactantes artificiales disueltos en agua
pueden formar estructuras unilamelares o multivesiculares consistentes en una
pila de capas de lipido y agua. Su estructura precisa y su estabilidad, dependen
de las caracteristicas quimicas del lipido, la temperatura, la concentracién del
lipido y la carga de superficie, la fuerza i6nica de la solucion acuosa
(concentracion de sal) y en algunos casos el tipo y la cantidad del co-surfactante
agregado (Pincus, 1990). Las propiedades mecanicas de las membranas se
derivan de las fuerzas no covalentes tales como el efecto hidrofébico, fuerzas
estéricas e interacciones electrostaticas. (Shoemaker, 2002). Las fuerzas
electrostaticas han tenido atencion especial ya que todas las membranas
biolégicas son ricas en lipidos anidnicos y son por lo tanto cargados en solucién

acuosa (Figura 3). Las interacciones electrostaticas contribuyen al balance de



fuerzas en la bicapa y esto puede tener implicaciones en las propiedades

mecanicas de las membranas lipidicas (Shoemaker, 2002).

& ©

i

%

©,

©,

Figura 3.- Representacion esquematica de una bicapa lipidica, donde se observa
el ambiente idnico en el que se encuentra inmerso la célula.

Lipidos

Se puede definir a un lipido como una molécula de peso molecular
intermedio que contiene una porcion sustancial de hidrocarbono alifatico 6
aromatico; se trata de una de las tres principales clases de moléculas organicas
esenciales, se encuentran en todos los seres vivientes y juegan un papel muy
importante en el mantenimiento de la integridad de los organismos vivos ya que
forman una barrera que separa el medio intracelular del extracelular (Figura 4).

Los lipidos forman un grupo de compuestos organicos el cual se encuentra



ampliamente distribuido en los sistemas vivientes, proveen la estructura primaria
de soporte para la membrana celular; los lipidos en la membrana poseen una
proporcion amplia de colas hidrofébicas y grupos cabeza polares (Hull, 2004). El
término lipido se refiere a un gran numero de compuestos que poseen

propiedades de solubilidad similares.

Extracelular

Carbohidrato Glicoproteina

Colesterol

Proteina Citoesque

(Cltoplasma

Figura 4.- Representacion esquematica de la membrana celular donde se aprecia
la bicapa lipidica.

Los lipidos proveen la estructura primaria para las membranas celulares
ensamblandose en dos hojas opuestas conocidas como bicapa lipidica, los lipidos
en las membranas celulares poseen un amplio rango de cadena hidrocarbonada y
grupos cabeza polares. las colas hidrofobicas presentes en los lipidos, para
protegerse del agua, se ensamblan en estructuras; la estructura de bicapa
adoptada por los lipidos en la membrana celular es una de varias posibles

estructuras (Figura 5).



Figura 5.- Representacion de una bicapa lipidica donde se observa la orientaciéon
cabeza-cabeza y cola hidrofébica-cola hidrofébica

Clasificacion de los Lipidos

Los lipidos se clasifican en no polares y polares, los primeros son insolubles en el
bulto y no se distribuyen para formar monocapas en la superficie y pueden ser
clasificados empiricamente de acuerdo a su comportamiento con el agua. Son
muy solubles en solventes organicos como el hexano, cloroformo 6 benceno. En
este grupo se puede incluir carotenoides, hidrocarbonos, esteres de esteroles,
ceras y glicéridos (Small, 1986, Prasad, 1994).

Los lipidos polares tienen una solubilidad de superficie y forman
monocapas estables 6 inestables. En este grupo se incluyen fosfoglicéridos,
glicolipidos y esteroles, los cuales no se rigen solamente por las fuerzas de Van
der Waals sino también por enlaces puente de hidrégeno y en algunos casos por

interacciones electrostaticas, por otra parte, pueden ser clasificados



empiricamente de acuerdo a su comportamiento en agua, en cuatro grupos
(Small, 1986).

La clase | incluye a los anfifilicos como el colesterol y las ceras, los lipidos
que pertenecen a la clase | son insolubles en el bulto pero se pueden distribuir en
la interfase para formar una monocapa estable, en esta clase se pueden
encontrar triglicéridos, acidos grasos de cadena larga no ionizadas, alcoholes,
aminas, colesterol y vitaminas liposolubles y miembros de sus clases (Small,
1986).

La clase Il a los lipidos insolubles, con una muy baja concentracion micelar
critica, a este grupo pertenecen componentes muy importantes de la membrana
celular, tal como fosfatidilcolina de cadena larga, fosfastidiletanolamina,
fosfatidilinositol, fosfatidilserina y esfingomielina, los lipidos que pertenecen a la
clase Il son virtualmente insolubles en agua, pero el agua se puede solubilizar en
su parte hidrofilica de su estructura provocando que se inflen. A esta clase
pertenecen muchos componentes de las membranas celulares. Muchos lipidos de
esta clase tienen una capacidad finita para inflarse, los monoglicéridos,
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina y los cerebrdsidos incorporan
de un 10 a un 45 % de agua por peso en su estructura que se infld. Otros lipidos
se organizan de tal forma que adquieren una estructura de cristales liquidos
lamelares que son al menos 90% de agua por peso (Small, 1986). .

En la clase IlIA se encuentran los lipidos solubles, formadores de micelas,
por arriba de su concentracion micelar critica. Esta clase incluye lisolecitinas,
diacilfosfolipidos con cadenas cortas y las sales de acidos grasos de cadena
larga. Los lipidos de la case IlIB incluyen los anfifilicos solubles tal como las sales

biliares y saponinas que forman micelas pero no liquidos cristalinos esmécticos



por arriba de su concentracion micelar critica pero forman cristales liquidos
liotrépicos en un contenido bajo de agua(MclIntosh y Magid, 1992, Small, 1986).
La solubilidad o concentracion micelar critica (cmc) depende de la energia
libre ganada cuando una molécula anfifilica aislada en solucion se convierte en un
agregado. La cmc de los diacil fosfolipidos en agua en general es pequefia y
depende de la longitud de la cadena y del tipo de grupo cabeza (Mclintosh y
Magid). La cmc medida para dipalmitoilfosfatidilcolina (16 carbonos por cadena) y
didecanoilfosfatidilcolina (10 carbonos por cadena) es 4.6 x 10 My 5x 10 ° M,

respectivamente.

Lipidos Anclados

En este grupo se encuentran los acido grasos y los acidos hidroxi-acidos
unidos covalentemente mediante enlace tipo ester, amida o glicosidico
predominantemente a estructuras polisacaridas. Estos acidos grasos son
extraibles por hidrolisis acida o basica del enlace covalente. Todos los lipidos
saponificables contienen acidos grasos como bloques de construccién, solo trazas
de acidos grasos se encuentran presentes en forma libre en los tejidos y las
células. Los acidos grasos son acidos carboxilicos con una o varias cadenas
hidrocarbonadas y un grupo carboxilo terminal. La cadena hidrocarbonada puede
contener uno 6 mas dobles enlaces (Prasad, 1994). Los acidos grasos difieren
uno de otro con respecto a la longitud de la cadena hidrocarbonada y al grado de
saturacion lo cual gobierna sus propiedades fisicas y del compuesto que las

compone.



Solubilidad de Lipidos

La solubilidad de lipidos en agua es muy baja, muchos lipidos asi como los
alcanos, alcoholes, acidos grasos, presentan una solubilidad que puede ser
medida. La solubilidad es menor por debajo del punto de fusion y a una
temperatura dada disminuye a medida que la longitud de la cadena
hidrocarbonada 6 el tamafio de la parte hidrofébica se incrementa. Algunos de los
lipidos mas polares forman soluciones acuosas épticamente claras. La solubilidad
de tales lipidos puede ser tan grande como 60 gr/100 gr de solucién. Esos lipidos
tienen una solubilidad baja como mondmeros pero forman espontaneamente
agregados pequefios de moléculas llamadas micelas donde su solubilidad

verdadera es excedida

Clasificacion de los lipidos basados en su interaccidon con el agua. En agua

algunos lipidos son completamente insolubles, mientras que otros no lo son. En la
interfase, ciertos lipidos no polares pueden no distribuirse del todo, mientras que
otras moléculas no polares si lo pueden hacer para formar monocapas ya sean
estables 6 inestables. El comportamiento de los lipidos depende de la aportacion
relativa de la parte hidrofébica 6 la parte hidrofilica 6 de la parte hidrocarbonada
de la molécula. Los grupos hidrofilicos fuertes se unen fuertemente a varias
moléculas de agua y requieren una apreciable cantidad de energia para rehidratar
€s0s grupos en un ambiente hidrocarbonado.

Por otra parte, la fuerza de un grupo lipofilico es proporcional a su area de
superficie hidrofébica y requieren de energia para desplazar tales grupos de la

cadena hidrocarbonada que fue solvatada en agua. Si la parte hidrofilica es mas



fuerte que la parte hidrocarbonada, la molécula tendera a ser soluble en agua e
insoluble en solventes organicos. Los grupos hidrofilicos incluyen carboxilos
ionizados (-COQ), sulfatos, sulfonatos, fosfatos, aminas cuaternarias, azucares,
polialcoholes, polietéxidos y muchos grupos neutros. Por otra parte, si la parte
hidrocarbonada es mas fuerte que la parte hidrofilica, la molécula tiende a ser

insoluble en agua y soluble en solventes organicos (Small, 1986).

Formacion de agregados lipidicos en _aqua. Las moléculas polares, como los

lipidos de naturaleza dual, poseen un mollete hidrofébico que no es afin al agua y
un mollete polar que si es afin al agua en el caso de los fosfolipidos, el mollete
hidrofébico consiste de cadenas de acil y el hidrofilico consiste de derivativo de
acido fosférico. La energia libre interfacial de atraccion del agua es lo que
conduce a la eliminacién del contacto del agua con la porcién hidrocarbonada
(Mcintosh y Magid, 1992), es lo que dirige la eliminaciéon del contacto agua-

porcion hidrocarbonada.

Fosfolipidos

Son moléculas complejas de origen bioldgico, contienen fésforo en la
cabeza polar y una region hidrocarbonada usualmente unida a través de una
base esfingosina (Small, 1986). Son componentes funcionalmente activos de las

membranas bioldgicas, se ven involucrados en propiedades de las membranas



(Figura 6). Existen mas de cien variaciones de moléculas de lipido en una
membrana bioldgica, las cuales difieren una de otra por la composicion del acido
graso y los sustituyentes localizados en el grupo cabeza de la molécula (Small,
1986).

El contenido de fosfolipido varia de 6rgano a érgano y de especie a
especie. Entre los anos 1846 y 1847 Gobley aislo de la yema de huevo y cerebro
un lipido al que le llamo lecitina del griego lekithos que significa yema de huevo,
del cual pudo obtener acido glicerofosforico y &cidos grasos, posterior al
descubrimiento se mostré que este fosfolipido contenia a la colina como base
(Ansell, 1982). Estas moléculas son ubicuas a los organismos vivos. Mientras que
muchos fosfolipidos tienen dos cadenas alifaticas, como la fosfatidilcolina, los
isoderivativos tienen una cadena alifatica y tienden a ser solubles mientras que
los de cadena doble tienden a ser insolubles. El grupo polar puede variar, de los
fosfolipidos neutros, tales como la fosfatidilcolina, fosfoglicerol y el acido
fosfatidico. Los fosfolipidos cargados presentan diferentes propiedades fisicas a
diferentes estados de ionizacién. Los fosfolipidos neutros pueden interactuar con
iones, especialmente los divalentes, asi que el grado de hidratacién esta
marcadamente influenciado por la unién de iones. La porcion hidrocarbonada de
la molécula puede ser saturada & puede contener cadenas saturadas e
insaturadas, siendo esta la condicion usual. En el ultimo caso, las dos cadenas

son probablemente incompatibles (Ansell, 1982).
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Figura 6.- Representacion de la estructura de un fosfolipido. Los grupos colina,
fosfato y glicerol, forman la cabeza hidrofilica y en conjunto se conocen como
fosfatidilcolina.

Los enlaces quimicos en los fosfolipidos son de tres tipos, enlaces
carbono-carbono, ester y fosfoester. Estas propiedades quimicas determinan las
propiedades principales de los fosfolipidos y su estabilidad. A pH 7 los fosfolipidos
son lo suficientemente estables (Cevc, 1993).

En presencia de agua los fosfolipidos forman espontdneamente estructuras
organizadas que pueden ser esferas, discos, micelas cilindricas 6 bicapas y
vesiculas (Mcintosh y Magid, 1992). Bajo condiciones fisiologicas los fosfolipidos
de la membrana celular se encuentran en dos tipos, cargados y neutros. Estos
ultimos incluyen a dos de los mas comunes, fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina. Varios fosfolipidos de membrana poseen una carga
negativa en condiciones fisioldgicas, entre estos se encuentran fosfatidilinositol,

fosfatidilglicerol y fosfatidilserina.



La presencia de cationes monovalentes 6 divalentes en la fase fluida
cambia las propiedades de hidratacién de los fosfolipidos cargados. Para muchos
cationes monovalentes, como K*, Na* o Cs", los espacios fluidos entre bicapas de
fosfatidilserina 6 fosfatidilglicerol adyacentes decrecen al incrementarse la
concentraciéon salina debido al apantallamiento de la carga. A concentraciones
mayores a 1 M de NaCl, KCI 6 CsCl, los cambios son pocos 6 ninguno sobre la
estructura de la bicapa (Hauser y Shipley, 1983; MclIntosh y Magid, 1992). El
efecto producido debido a la adicion de cationes divalentes es el deshidratar las
multicapas de fosfatidilserina.

El cation mas estudiado es el calcio (Ca*?), el cual se une al grupo fosfato
de la fosfatidilserina, provocando que el agua se libere de entre las bicapas y de
los grupos cabezas polares. El Ca*? se une entre grupos cabeza de fosfatidilcolina
en el plano de la membrana, disminuyendo el area por molécula y removiendo el
agua de la region del grupo cabeza, la union de este catidn a la bicapa de
fosfatidilserina produce una composicion Ca(PS),. Por otra parte el Mg*? tiene un
efecto similar deshidratante, ademas de elevar la temperatura de fusion por

alrededor de 40°C en la bicapa de fosfatidilserina (Mclntosh y Magid, 1992).

Fosfatidilcolina

Es uno de los fosfoglicéridos mas abundantes en los animales y a menudo
en plantas superiores y levaduras. Contiene colina como grupo cabeza

esterificado al acido fosforico (Figura 7) (Prasad, 1994). Es un fosfolipido de 18



carbonos, presenta un peso molecular de 787.60911 gr/mol, su formula molecular
es CusHgsNOgP y presenta un porcentaje de composicion como sigue: C 67.05%,
H 11.00%, N 1.78%, O 16.24% y P 3.93%. La hidrélisis completa de la
fosfatidilcolina puede producir dos moléculas de acido graso y una molécula de
glicerol, acido fosforico y colina. En agua las fosfatidilcolinas de cadena larga son
de clase Il. Por arriba de la transicion de fusion de la cadena, todas ellas se inflan
hasta contener un numero limitado de moléculas de agua. La solubilidad de los
mondémeros de lecitina en la fase acuosa es extraordinariamente pequefa,

aunque finita.
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Figura 7.- Estructura de la molécula de fosfatidilcolina

Fosfatidilserina

Es un componente comun y predominante de los eritrocitos, también se
pude encontrar en plantas, animales y células bacterianas. La hidrdlisis completa
de fosfatidilserina produce una molécula de serina, acido fosforico, glicerol y dos
moléculas de acido graso (Prasad, 1994).

Es un fosfolipido de 18 carbonos, presenta un peso molecular de
811.53393 gr/mol y su formula molecular es CsH79NOoPNa, presenta un

porcentaje de composicion de C 62.12%, H 9.81%, N 1.72%, sodio 2.83%, O



19.70% y P 3.81% (Figura 8). Debido a su caracter aniénico a pH fisiologico las
interacciones de fosfatidilserina con cationes se ha visto implicada en eventos de
asociacion con membranas, tal como la fusion de membranas, separacion de fase

de lipidos (Hauser y Shipley, 1984).
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Figura 8.- Estructura de la molécula de fosfatidilserina

Union de lones

Un ién es una particula que se forma cuando un atomo neutro o un grupo
de atomos ganan o pierden uno o mas electrones. Un atomo que pierde un
electrén forma un ion de carga positiva, llamado cation; un atomo que gana un
electrén forma un ion de carga negativa, llamado anion.

Para comprender la unién de iones a las moléculas de fosfolipido, se debe
comprender el comportamiento de los iones en el bulto y en la vecindad de la
interfase membrana-solucion. Los protones y los iones hidroxilo difieren

distintamente de los iones a este respecto por un numero de caracteristicas.



En el agua, los protones se asocian con la molécula H,O por el par de
electrones del oxigeno, estos producen un ién hidronio, H3O, el cual se acerca a
su capa de hidratacion por la union de tres 6 cuatro moléculas de agua. El id6n
hidronio se acomoda cerca de un grupo protonable de una molécula de
fosfolipido y puede donar sus protones al ligando. Esto da como resultado la
formacion de un par de electrones no compartidos y la generacién de un exceso
de carga positiva en el sitio de enlace. Los iones hidroxilo se forman por el
acoplamiento de un par de electrones entre el oxigeno y el hidrogeno y por la
aceptacion de un electrén para completar el octeto del oxigeno. Estos iones
juegan un papel importante en la iénizacion de moléculas de fosfatidilcolina. La
unién de iones hidroégeno e hidroxilo a un lipido ionizado es a menudo mediado
por el desplazamiento de un electrén, tal como en la formacion de nuevos
enlaces, tales enlaces deben ser referidos como una quimosorcidon mas que una

adsorcion fisica (Cevc, 1993).

Los iones pequefios 6 multivalentes, con una alta carga idnica, son
solvatados fuertemente (hidratados). En solventes polares tales como el agua,
cerca de seis 6 mas moléculas de agua se encuentran fuertemente unidas a estos
iones en la primera capa de hidratacién. En la segunda capa de hidratacion, el
efecto del idn central es mucho mas débil. Los aniones haluro, los cuales tienen
un radio atbmico mas grande comparado con los cationes de alcali metalicos del
mismo periodo, son caracterizados por una disminucion en la hidratacién y una
capa de hidratacion primaria mas flexible a pesar de su habilidad para formar
enlaces de hidrogeno con el agua (Cevc, 1993).Si las interacciones i6n-solvente

son mas fuertes que las interacciones intermoleculares en el solvente, los iones



tienden a ser positivamente hidratados. La entropia del agua se ve disminuida por
tales iones, mientras se incrementa cerca de otros tipos de iones con una
densidad de carga baja. Estos ultimos iones son considerados hidratantes
negativos o rompe estructuras 6 entidades caotropicas. La transicion entre
cosmotropos 6 caotropos se cree que ocurre hipotéticamente por un i6n cargado
con un radio de 0.11 nm. Los iones sodio son cosmotropos débiles y los iones CI
son caotropos débiles. El cloruro de sodio, no afecta las estructuras en el bulto
apreciablemente (Cevc, 1993).

Cuando un i6n se acerca a la membrana de fosfolipido esta experimenta
diversas fuerzas. La mas conocida es la electrostatica de largo alcance, la fuerza
couldbmbica. Esta fuerza es proporcional al producto de todas las cargas
involucradas y es inversamente proporcional a la constante dieléctrica local &
(Cevc, 1993).

Los iones organicos pueden unirse a las membranas a nivel de grupo
cabeza o cadenas hidrocarbonadas en virtud de su naturaleza anfifilica Los iones
organicos grandes comprenden entidades de una sola carga en cualquiera de los
extremos de la cadena alifatica, son moléculas anfifilicas. Algunos lipidos se
incluyen en esta categoria. Las porciones alifaticas de estas moléculas no
interactuan con el agua pero tienden a formar interacciones hidrofébicas entre
ellas, excluyendo al agua y formando interacciones de van der Waals, la region
polar de la molécula se ordena con el agua haciendo puentes de hidrogeno. El
efecto de estas interacciones entre el soluto con el soluto y con el solvente, son
muy dependientes de la concentracién. Excepto en soluciones muy diluidas, estas
fuerzas causan que las moléculas anfifilicas se asocien formando micelas. El

tamano predicho y la forma de la micela depende en gran medida de la longitud y



grado de insaturacion de las cadenas alquilo. Para alquilos largos y muchos
grados de asimetria, la micela no sera esférica sino eliptica pareciendo un disco
plano. Cuando el disco se hace mayor, los anfifilos forman bicapas que son el
origen de las membranas bioldgicas. El destino final de los iones organicos que
interactian con los lipidos de la membrana es determinado por fuerzas
coulombicas de largo alcance, interacciones ion-dipolo (Cevc, 1993).

La teoria de Gouy Chapman predice que los contraiones se acumularan
cerca de la superficie de la membrana cargada para compensar la carga neta
opuesta en las moléculas de fosfolipido. Esto asegura electro neutralidad en todo
el sistema (Cevc, 1993). Los iones contrarios que se encuentran de la superficie
cargada fuertemente en una medida considerable apantallan su carga (Schukin,
1988). Por el contrario, los coiones, son reducidos de la doble capa idénica
resultante. Cuando los iones de un cierto tipo se unen a una membrana lipidica,
se debe tomar en cuenta el cambio resultante en la densidad de carga de
superficie. La uniéon de iones a fosfolipidos no necesariamente conduce a una
deshidratacion completa. Debido a eso no hay una distincién estricta entre los
planos de enlace interior y exterior cuando sea posible. Aunque muchas
membranas biolégicas son cargadas negativamente mucha de la investigacion
que se ha realizado en vesiculas se ha concentrado en las vesiculas de lipidos

electrostaticamente neutras (Claessens, 2004).

Cationes Inorganicos

Las interacciones ion-fosfolipido son gobernadas por fuerzas

electrostaticas. A pH bajo, cuando todas las moléculas de acido fosfatidico estan



completamente protonadas, solo unos cuantos cationes divalentes se unen a la
bicapa lipidica. La introduccion de las cargas negativas en membranas de
fosfatidilcolina inicialmente electroneutra debido a la adicion de cargas negativas
6 por la unidon de iones CIOs a la superficie de la bicapa incrementa
significativamente la union de iones calcio a la superficie cargada negativamente
de la membrana. Por el contrario, |a afinidad de bicapas de fosfatidilserina por Li*
6 Ca®" es suprimida a medida que la superficie de la membrana disminuye mas
alla de la instauraciéon de la cadena 6 de la incorporacion de fosfolipidos neutros
(Cevc, 1993).

El enlace de cationes divalentes y trivalentes a las moléculas de fosfolipido
es sensible a la concentracion del electrolito de soporte, tal como NaCl, esto se ve
afectado por la separacion interbicapa y viceversa, el valor de pH en el bulto,
temperatura y efectos de transicion de fase. La afinidad de Ca*? por vesiculas
formadas con fosfatidilserina parece incrementar significativamente si la
agregacion de las vesiculas es inducida por la adicion de 0.6-0.8 mM de CaCl..
Por otra parte, la adicién de Ca*? a bicapas de fosfatidilglicerolfosfatidilcolina se
ve reducida al decrecer la separacién intermembrana. La afinidad de los

fosfolipidos por los cationes parece seguir la secuencia:

lantanidos > metales de transicion > tierras alcalinas > alcalis metalicos

Esto documenta, una vez mas, la importancia de las interacciones
electrostaticas en el proceso del enlace ibn-membrana. Tales fuerzas no son sélo
el factor importante en este respecto. Las interacciones ién-fosfolipidos son

mediadas por el campo atémico local de los residuos polares de los fosfolipidos.



Esta puede ser la razdn por la cual los cationes divalentes 6 trivalentes tienen una
alta afinidad por los fosfolipidos neutros. Estudios combinados de 'H-, **C y 3'P-
NMR implican fuertemente que los cationes inorganicos interactuan
predominantemente con los grupos fosfodiester de los grupos cabeza de los
fosfolipidos. Esta conclusion es soportada por estudios de espectroscopia de
infrarrojo (IR), difraccion de neutrones y datos de ESR. Los datos deducidos por
IR muestran que las interacciones ién-fosfolipido pueden causar deshidratacién
parcial y cambios conformacionales de los grupos cabeza del lipido. Las
interacciones ion-fosfolipido pueden resultar en una deshidratacién parcial del i6n
enlazado (Cevc, 1993).

La afinidad de los cationes por las moléculas pequenas, los cuales han sido
usados como modelos de grupos cabeza de fosfolipidos, son apreciablemente
menores que los reportados pasa bicapas de fosfolipidos en la membrana. La
espectroscopia de IR muestra que el cation Ca** no se asocia con las moléculas
de glicerofosfoserina pero se une fuertemente a las bicapas de fosfatidilserina. La
estequiometria de cationes monovalentes unidos a lipidos acidicos se cree que es
1:1. Varias lineas de evidencia sugieren que los cationes divalentes se pueden
enlazar a fosfolipidos cargados negativamente, tal como la fosfatidilserina,

fosfatidilglicerol y acido fosfatidico con una estequiometria 1:1 y 2:1 (Cevc, 1993).

Aniones Inorganicos

La unién de aniones inorganicos a membranas de fosfolipido es menos
explorado que la asociacion entre lipidos y cationes. Existe evidencia convincente

de que la unién de aniones a bicapas de lipidos se ve fuertemente afectada por



fuerzas electrostaticas asi como la asociacion lipido-cation. La unién de los
aniones CI, Br, NO3 y SCN" a membranas de diacilmetilamonio cargadas
positivamente es mas fuerte que el id6n correspondiente unido al fosfolipido
zwitterionico correspondiente. El tamafio del anion es un factor importante en el
proceso de enlace. Un incremento en el tamano del radio del anién de 0.181 nm
(CI') a 0.236 nm (ClO4) magnifica la constante de enlace, para la asociacién
anién-fosfatidilcolina, por mas de dos 6rdenes de magnitud. Esto en parte es
debido a la transferencia del exceso de carga local del anién a los grupos cabeza
del fosfolipido y vice versa; este fendmeno puede ser una consecuencia de las
diferentes polarizabilidad iénica en ambos casos (Cevc, 1993).

Basado en datos publicados de unidon a aniones, se puede escribir la
siguiente serie de afinidad para fosfatidilcolina interactuando con diferentes
aniones:

ClO4>1 2 SCN > NOj; 2 Br >ClI'> S0%;

Este orden corresponde a la adsorbabilidad de los aniones y sugiere que tal
efecto puede resultar de la adsorcion de superficie a la membrana, esto resulta en

una alteracion del campo eléctrico en la membrana (Clarke, 1999)

lones Organicos

La adsorcion de iones organicos a capas de fosfolipido es regulada por
muchos y diversos factores. Uno de esos es la fuerza electrostatica de largo
alcance, la cual causa una acumulacion de iones cerca de la superficie del lipido.

Los cambios conformacionales 6 el empaque molecular modificado inducido por



iones enlazados puede jugar un papel similar. Los anfifilicos catidnicos y
anionicos parecen cambiar la orientacion de los grupos cabeza del lipido,
posiblemente por repelerse 6 atraerse electrostaticamente en el dipolo del N
terminal del grupo cabeza de fosfatidilcolina, respectivamente (Cevc, 1993).

Uno de los factores cruciales que determinan cuan fuertemente se puede
unir un ién hidrofdébico a la membrana de fosofolipido es lo que se conoce como
potencial del dipolo, creado por los residuos polares del lipido. Este potencial es
idéntico a la diferencia de potencial entre la interfase membrana-agua vy el interior
de la membrana y puede ser igual a varios cientos de milivolts (interior positivo).
El potencial bipolar de la bicapa favorece el enlace de aniones hidrofébicos e

impide el enlace de cationes organicos a la membrana de fosfolipido.

Repulsion Electrostatica

Las multicapas formadas a partir de fosfolipidos con una carga neta, tal
como fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol ¢ fosfatidilserina crecen indefinidamente en
soluciones de electrolitos monovalentes a concentraciones menores a 1 M, debido
primeramente a la repulsion electrostatica entre bicapas. Por otra parte para
fosfolipidos neutros tal como fosfatidilcolina, las bicapas formadas crecen al ser
hidratadas con soluciones que contienen cationes tal como Ca*? , esto se explica
en términos de que el Ca*™ se une al grupo fosfato impartiendo una carga neta
positiva a la superficie de la bicapa y posteriormente agrega una presion repulsiva

electrostatica. El cambio en la composicién electrolitica del medio de dispersion



conduce a determinadas variaciones en la estructura de la doble capa y se
acompafa de intercambio idnica, o sea, transicidn de una parte de solucién de
una parte de los iones que antes se encontraban en la doble capa. El caracter de
variacién de la doble capa viene determinado por las propiedades de los iones

contrarios y coiones afiadidos a la disolucion (Schukin, 1988).

Liposomas

Los liposomas son vesiculas compuestas de fosfolipidos, los cuales se
encuentran organizados en bicapas, contienen una fase acuosa interna asi como
en el exterior. Las membranas son sistemas de multicomponentes que juegan un
papel importante en un gran numero de procesos celulares. La movilidad de las
moléculas en las membranas es un factor critico al considerar la eficiencia de los
procesos bioquimicos que se llevan a cabo en la membrana.

En presencia de agua los fosfolipidos se organizan espontaneamente en
estructuras moleculares como esféricas, micelas cilindricas 6 en bicapas y
vesiculas. La respuesta a preguntas referidas a las fuerzas que determinan las
estructuras ordenadas fue planteadas considerando el caso de la formacién de
micelas, asumiendo que la auto-agregacion fue conducida termodinamicamente
por el efecto hidrofébico, se ha asumido que las cadenas hidrocarbonadas se
confinan completamente en el interior de la micela. Los grupos cabeza polares se
colocan en la superficie de los agregados, manteniéndose ahi mediante enlace

fuerte al agua.



La membrana de los liposomas se encuentra compuesta de una o varias
bicapas de lipido y encapsula un volumen pequeio del medio en el cual han sido
preparados. Su morfologia les permite encapsular compuestos solubles en agua
en su volumen interno. Dependiendo de su composicion estos agregados pueden
ser quimicamente estables en tiempos de horas 6 quiza hasta anos. La
estabilidad fisica depende de la concentracion de liposoma vy las interacciones de
particula (Figura 9). La habilidad de los liposomas para reproducir la organizacion
y las funciones principales de las células es lo que los ha convertido en modelos
interesantes para llevar a cabo estudios de mecanismo molecular de los seres

vivientes.

7

Figura 9.- Representacion de un liposoma y la bicapa lipidica que lo compone.

Las vesiculas unilamelares gigantes son capas esféricas de 5-200 um de
diametro (Menger, 1998), proveen una oportunidad Unica de estudiar la fisica
estadistica y la fisicoquimica de las membranas anfifilicas (Ddbereiner, 2000),

estan compuestas de una bicapa de lipido, estas vesiculas pueden ser



observadas al microscopio optico siendo este su mayor atributo, ya que son
visibles se pueden monitorear diversos cambios morfolégicos tales como
endocitosis, exocitosis, fusion celular y otros procesos citomimémicos (Menger,
1998), asi como diversas aplicaciones tecnolodgicas incluida la liberacion de
farmacos, terapia génica, pinturas, entre otras (Malucci, 2005). Estas vesiculas
poseen membranas fluidas que pueden adquirir distintas formas de acuerdo a la
naturaleza de las moléculas de lipido y al ambiente fisico (Menger, 1998).

Estas vesiculas son membranas cerradas las cuales exhiben fluctuaciones
térmicas cuando la temperatura ambiente se encuentra por arriba de la
temperatura de transicion fluido-gel (Débereiner, 2000). La preparacién de
liposomas gigantes es aparentemente sencilla si no se utilizan sales, siendo una
formacion espontanea después de la hidratacion del lipido. La formacién
espontanea implica que las bicapas de lipido tienden a separarse una de otra y
asi la membrana tiende a ser unilamelar. En presencia de sales la produccion de
liposomas gigantes es baja ¢ insignificantemente pequefa (Akashi, 1998). Los
estudios biofisicos de sistemas de bicapas puras sugieren que las sales pueden
alterar la estructura y la dinamica de los grupo cabeza de fosfatidilcolina (Sachs,
2004). Si se incluyen lipidos cargados en la formacion de vesiculas unilamelares
gigantes, estas se formaran aun en presencia de sales. Las interacciones
electrostaticas entre las membranas lipidicas son moduladas extrinsecamente por
iones moviles en el medio que las rodea.

Los aniones monovalentes afectan fuertemente las fluctuaciones
conformacionales de los grupo cabeza, con la magnitud de este efecto se sigue
una serie de Hofmeister: ClI'< Br<NO3;< I'< SCN'<CIO4 (Sachs, 2004). Las

membranas biolégicas se encuentran rodeadas de un buffer acuoso que contiene



iones Na®, K", Ca*, Mg* 6 CI a diferentes concentraciones en el medio
intracelular y extracelular. Las interacciones electrostaticas entre el buffer idnico y
las moléculas del lipido son de gran importancia para la fusién de la membrana,
las transiciones de fase 6 para que se lleve a cabo el transporte a través de la
membrana (Béckmann, 2003). Los cationes divalentes tales como Ca?* y Mg
promueven en gran medida la formacion espontanea de liposomas gigantes
formados a partir de fosfolipidos eléctricamente neutros (Akashi, 1998,
Bockmann, 2003). Para el caso de lipidos cargados negativamente el cation

divalente Ca?* reduce la produccion (Akashi, 1998).

Técnicas de Preparacion

Los liposomas se preparan de lipidos que formen fases lamelares tales
como los fosfolipidos. Estos se pueden mezclar con otros lipidos para acercarse
lo mas posible a las propiedades de la membrana. Los lipidos mas comunmente
utilizados como modelos de membranas son mezclas de fosfatidilserina y acido
fosfatidico, fosfatidilcolina y fosfatidilserina ¢ fosfolipidos que pertenezcan a la
misma clase como los esfingolipidos ¢é glicolipidos 6 de otra clase como el
colesterol. Para incrementar la fraccién de vesiculas gigantes se han desarrollado
diversos métodos de preparacion. Se pueden tomar dos rutas para tal fin, la
hidratacion de la pelicula de lipido 6 la fusidon de vesiculas pequefas preformadas
(Angelova, 2000).

Las técnicas de preparacién de liposomas son variadas tales como

mecanica, uso de solventes, detergentes. Existen otros métodos que incluyen la



dialisis, deshidratacién-rehidratacion de vesiculas lamelares pequefas 6 su fusion
controlada, dilucion cromatografia de exclusion en gel, cambios de temperatura 6
reacciones bioquimicas (Leng, 2003) asi como sonicacion y electroformacion.

La sonicacion es uno de los métodos mas populares para producir
vesiculas de tamafo conocido. La presién inducida rompe las vesiculas grandes y
las multilamelares, presentes en las muestras hidratadas, en vesiculas
unilamelares pequenas con tamanos que van de 5 a 50 nm de diametro (Malucci,
2005).

La electro-formacion es un método que consiste en la produccion de
vesiculas debido a la influencia de un campo eléctrico, mediante esta estrategia
experimental a las vesiculas obtenidas se les puede controlar el tamario,
lamelaridad a partir de la pelicula inicial de lipido y los parametros del campo
eléctrico aplicado. Es util para preparar vesiculas unilamelares gigantes para
estudios que involucran vesiculas individuales. Estas vesiculas se encuentran
entre 5 — 200 um de diametro, dependiendo de la composicion del lipido, el medio
y los parametros del campo de corriente alterna externa. Las vesiculas obtenidas
mediante el método de electroformacién son modelos ideales para realizar
observaciones de micromanipulacion y microinyeccion local (Angelova, 2000).

El método utilizado en el presente trabajo es el de la rehidratacion de
fosfolipido, el cual consiste en agregar un solvente a una pelicula de fosfolipido
previamente deshidratado, para formar las vesiculas.

Cuando se preparan liposomas formados a partir de una mezcla de lipidos
primero se deben disolver y mezclar los lipidos en un solvente organico para
asegurar una mezcla homogénea. Usualmente este proceso se lleva a cabo

utilizando cloroformo o una mezcla de cloroformo:metanol. Esto es para obtener



una solucién de lipido clara para completa la mezcla. Una vez que los lipidos se
han mezclado en el solvente este puede ser evaporado usando vacio. La
hidratacion de la pelicula de lipido seca se logra agregando un medio acuoso. El
medio de hidratacién generalmente es determinado por la aplicacion de las
vesiculas de lipido. Los medio convenientes para llevar a cabo la hidratacién
incluyen agua destilada, soluciones tampdn, soluciones salinas y soluciones libres
de electrolitos. Los productos obtenidos mediante esta técnica son vesiculas

multilamelares gigantes (LMV).

Uso de los Liposomas

El interés de estudio de los liposomas se encuentra en distintos campos
tales como la fisica, fisicoquimica, farmacologia, cosmetologia, alimentos y
biofisica. El tamafno y la estructura de los liposomas se encuentran determinados
por el método utilizado para su preparacién, por otra parte las propiedades de la
vesicula estan dadas por el tipo de lipido utilizado en la composicién de la
membrana. La estabilidad fisica de los liposomas esta influenciada por el tamafio
del liposoma Yy la naturaleza del lipido. Los liposomas juegan un papel importante
como acarreadores para propodsitos terapéuticos, sirven como blancos para
acidos nucleicos cargados negativamente (Russ, 2003). Pueden ser utilizados
para estudios de adhesion en diversos soportes. En sistemas bioldgicos las
fuerzas atractivas a menudo son especificas, mientras que las fuerzas repulsivas

son tipicamente universales.



Eleccién del Lipido como una Funcién de la Aplicacion

Las caracteristicas fisicoquimicas de las vesiculas estan gobernadas por la
composicion lipidica. Todas las membranas son anfifilicas por naturaleza, esta
caracteristica es la responsable de la estructura de bicapa de la membrana ya
que los grupos cabeza polar de la molécula se orientan hacia el medio acuoso
mientras que la parte hidrofébica se tratan de alejar lo mas posible del agua. Los
lipidos se dividen en dos clases diferentes como una funcién de su estructura, los
que contienen acidos grasos y los que no contienen acidos grasos siendo el
colesterol el mas representativo. Los lipidos mas comunes utilizados como
modelos de membrana son una mezcla de fosfolipidos (fosfatidilcolina y acido
fosfatidico, fosfastidilcolina y fosfatidilserina). La fluidez de la membrana é mas
precisamente la movilidad lateral y rotacional de las moléculas dependen de la
region acil (parte hidrofébica de la mayoria de los lipidos. Una bicapa de un lipido
puro (lipido sintético) puede pasar de fase de gel a fase de liquido cristalino a una
temperatura dada, lo cual depende de la longitud de la cadena, el grado de
instauracion y el tipo de grupo polar.

El grupo cabeza de los lipidos puede ser no idnico 6 zwitteridnico
(fosfatidilcolina, etanolamina, etc) el cual puede presentar una carga neta cero,
por otra parte podemos encontrar lipidos idnicos (fosfatidilserina, acido fosfatidico)

la ionizacién depende particularmente del pH del medio acuoso.



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Los lipidos utilizados en este trabajo, 1-stearoil-2-oleoil-sn-3-fosfocolina
(SOPC) y 1-stearoil-2-oleoil-sn-3-fosfoserina (SOPS), fueron adquiridos en Avanti
Polar Lipids y se emplearon sin una purificacién adicional. Los reactivos quimicos
fueron adquiridos de SIGMA y Fluka.

Los lipidos fueron disueltos en cloroformo, en una concentracion de 10
mg/mL, de donde se tomd una alicuota para preparar las mezclas de
SOPC:SOPS en las proporciones requeridas, se tomaron 10 microlitros de
solucion (0.1 mg de lipido, para la proporcion 10:0) (Tabla I) . Estas fueron
mezcladas bajo una atmodsfera de nitrégeno, posteriormente el solvente fue
retirado utilizando vacio. La pelicula de lipido obtenida fue rehidratada con las

soluciones salinas de fuerza idnica conocida y glucosa.

Tabla [.- Concentraciones y proporciones de lipido utilizadas para formar las
peliculas.

Proporcion Concentraciéon Concentracion

SOPC:SOPS de SOPC de SOPS
(mg/pL) (mg/uL)
10:0 0.1 0
9:1 0.09 0.01
8:2 0.08 0.02
7:3 0.07 0.03

6:4 0.06 0.04




Preparacion de las Soluciones

Se prepard una soluciéon de glucosa 0.063 M y soluciones salinas de KCI,
NaCl, MgCl, y CacCl, en concentraciones de 0, 1, 3, 10, 30 y 100 mM vy se utilizd
la solucion de glucosa en la concentracién antes mencionada como blanco, esto

es, sin presencia de sales.

Preparacion de Liposomas Gigantes

Los lipidos fueron disueltos en cloroformo y almacenados a —20°C, de esta
solucion se tom¢ la cantidad necesaria para formar la mezcla de lipidos. Una vez
formada esta mezcla se le agrego nitrdgeno a temperatura ambiente. Esta nueva
mezcla se colocd en el desecador para eliminar el solvente mediante vacio
durante 3 horas. La pelicula de lipido completamente seca fue rehidratada con la
solucion salina, en el mejor de los casos se observo un botén blanco flotando en

el tubo de preparacion.

Observacion de Liposomas

Microscopia Optica
Esta técnica se utilizé para observar los liposomas formados y asi poder
estimar el numero de agregados presentes en la muestra asi como determinar los

diametros de los agregados obtenidos. Se utilizé un microscopio optico invertido



Leica DMIL auxiliandose con una camara Sony Hyper HAD acoplada a la

computadora para digitalizar las imagenes obtenidas.

Montaje Experimental. Se tom6é wuna alicuota de Ila solucion
SOPC:SOPS/Glucosa 0.063 M/solucion salina para cada proporcién utilizada y
otra soluciéon SOPC:SOPS/Glucosa 0.063 M para ser utilizado como blanco, una
vez preparadas las soluciones se colocaron en la camara de observacion como se
muestra en la figura 10, posteriormente se colocaron en el microscopio y asi
iniciar la observacién directa. En la figura 11 se muestra el arreglo experimental
del microscopio optico utilizado en el Laboratorio de Biofisica de la Universidad de
Sonora para observar los liposomas y con los datos obtenidos llevar a cabo la
estadistica de los tamafnos obtenidos en funcién de la fuerza iénica aplicada. Las
muestras que contenian liposomas fueron observadas con el objetivo 40X.

Se utilizo el software Scion Image auxiliandonos de una reticula graduada
(100 um) para medir los didmetros de los agregados obtenidos y con estos datos
fabricar histogramas y graficas de produccion de vesiculas en funcion a la fuerza
idnica aplicada. La cantidad de liposomas en la muestra fue determinada al tomar
9 campos de 12 000 umz como area de barrido, esto se logré contando uno a

uno los liposomas formados.



Figura 10.- Camara de observacion donde se deposita la muestra para ser
observada al microscopio optico.

Figura 11.- Arreglo experimental del microscopio éptico utilizado en el Laboratorio
de Biofisica de la Universidad de Sonora utilizado para observar los liposomas
obtenidos de las mezclas de fosfolipidos.



Aspectos Teéricos de Microscopia Optica. El microscopio éptico utiliza la luz

visible para crear una imagen aumentada del objeto. EI mas simple es la lente
convexa doble con una distancia focal corta. Estas lentes pueden aumentar un
objeto hasta 15 veces. Por lo general, se utilizan microscopios compuestos, que
disponen de varias lentes con las que se consiguen aumentos mayores. El
microscopio compuesto consiste en dos sistemas de lentes, el objetivo y el ocular,
montados en extremos opuestos de un tubo cerrado. El objetivo esta compuesto
de varias lentes que crean una imagen real aumentada del objeto examinado. Las
lentes de los microscopios estan dispuestas de forma que el objetivo se encuentre
en el punto focal del ocular. Cuando se mira a través del ocular se ve una imagen
virtual aumentada de la imagen real. El aumento total del microscopio depende de
las distancias focales de los dos sistemas de lentes.

Las muestras que se examinan con un microscopio son transparentes y se
observan con una luz que los atraviesa; se suelen colocar sobre un rectangulo
fino de vidrio. El soporte tiene un orificio por el que pasa la luz. Bajo el soporte se
encuentra un espejo que refleja la luz para que atraviese el espécimen. El
microscopio puede contar con una fuente de luz eléctrica que dirige la luz a través
de la muestra (figura 12). La resolucién del microscopio Optico puede estar

limitado a 0.2 um.
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Figura 12.-Representacion del Microscopio compuesto

Caracterizacion Mediante Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

Esta técnica se utiliza para estudiar el coeficiente de difusidon de particulas
coloidales y agregados moleculares. A partir de dichos coeficientes, se obtienen
los radios hidrodinamicos mediante la relaciéon Stokes-Einstein. En el presente
trabajo se utilizé dicha técnica para caracterizar el efecto de las sales sobre los
liposomas formados a partir de la mezcla de SOPC:SOPS.

La técnica de DLS se basa en la interaccion de la luz con la materia, el
campo eléctrico induce una polarizacion oscilante de electrones sobre las
moléculas, sirviendo como fuente secundaria de luz, dispersandola
posteriormente. Los cambios de frecuencias, la distribucion angular, la
polarizacién y la intensidad de la luz dispersada son determinadas por le tamafio,
la forma y las interacciones moleculares en el material dispersado. De esta

manera, las caracteristicas de dispersion de un sistema dado, con ayuda de la



electrodinamica y la teoria de la mecanica estadistica dependiente del tiempo,
pueden dar informacion de la estructura y de la dinamica molecular del medio

dispersante.

Montaje Experimental. La técnica de dispersion dinamica de luz (DLS) se basa
en la incidencia de un haz de luz sobre la muestra a estudiar. Dado que la
interaccion de dicho haz con la muestra depende de la micro estructura de la
misma, el andlisis de la radiacion dispersada en funcién del angulo de dispersion
(6) permite obtener informacién sobre la estructura de la fase estudiada.

En la figura 13 se muestra una fotografia del arreglo experimental utilizado en el
laboratorio de Fluidos Complejos de la Universidad de Sonora. Todas las medidas
fueron hechas a 632 nm. La senal es analizada con un correlador digital multiple
ALV-5000/EPP. La funcion de correlacion de intensidad fue medida en los
angulos de 30° a 90°. El valor de radio hidrodinamico mas pequefio que se puede

obtener con esta técnica es de 10 nm.

Aspectos Teédricos de Dispersion de Luz. La intensidad de la luz recibida por el

detector en un experimento d DLS fluctua debido a la dinamica microscépica de la
solucion estudiada, tales fluctuaciones en la intensidad estan relacionadas con la
velocidad de difusion de las moléculas dentro y fuera de la region estudiada. La
correlacion de las fluctuaciones en la intensidad permite obtener informacion de la
dinamica del sistema, por ejemplo del coeficiente de difusién colectivo d los
agregados en la solucién. El coeficiente de difusion del soluto puede ser medido
por medio de la funcién de auto correlacion (g (t)). Considerando a Iy, como el

numero de fotones que llegan al detector en un intervalo de tiempo cerrado en t'.
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Figura 13.- Arreglo experimental del dispersor de luz utilizado en el laboratorio de
Fluidos Complejos de la Universidad de Sonora

Microscopia Electronica de Transmision Mediante la Técnica de Criofractura

(FFEM)

La potencia amplificadora de un microscopio Optico esta limitada por la
longitud de onda de la luz visible. El microscopio electrénico utiliza electrones
para iluminar un objeto. Dado que los electrones tienen una longitud de onda
mucho menor que la de la luz, pueden mostrar estructuras mucho mas pequenas.
La longitud de onda mas corta de la luz visible es de alrededor de 4.000 angstrom
(1 angstrom equivale a 0,0000000001 metros). La longitud de onda de los
electrones que se utilizan en los microscopios electrénicos es de alrededor de 0,5

angstrom.



Todos los microscopios electronicos cuentan con varios elementos basicos.
Disponen de un caion de electrones que emite los electrones que chocan contra
el espécimen, creando una imagen aumentada. Se utilizan lentes magnéticas
para crear campos que dirigen y enfocan el haz de electrones, ya que las lentes
convencionales utilizadas en los microscopios Opticos no funcionan con los
electrones. El sistema de vacio es una parte relevante del microscopio
electrénico. Los electrones pueden ser desviados por las moléculas del aire, de
forma que tiene que hacerse un vacio casi total en el interior de un microscopio de
estas caracteristicas.

Hay dos tipos basicos de microscopios electronicos: el microscopio
electrénico de transmision (TEM) y el microscopio electronico de barrido (SEM).
Un TEM dirige el haz de electrones hacia el objeto que se desea aumentar. Una
parte de los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros lo
atraviesan formando una imagen aumentada del espécimen. Para utilizar un TEM
debe cortarse la muestra en capas finas, no mayores de un par de miles de
angstroms. Se coloca una placa fotografica o una pantalla fluorescente detras del
objeto para registrar la imagen aumentada. Los microscopios electronicos de
transmisién pueden aumentar un objeto hasta un millén de veces.

La técnica de criofractura se utiliza para poder observar muestras
biolégicas ya que mediante este procedimiento las muestras son congeladas bajo
una atmosfera de nitrégeno y tras una delicada manipulacién se realiza una
replica de platino de la muestra congelada la cual puede ser observada en el

TEM. Esta técnica nos proporciona tamafios en escala nanométrica.



Montaje Experimental. El equipo utilizado fue JEOL JFD 9010 para congelar las
muestras y posteriormente observar la réplica en el microscopio electrénico de
transmision JEOL JEM 2010F. El primer paso es congelar las muestras son en
nitrégeno liquido a una temperatura de -195° C. Posteriormente, se coloca en un
porta muestras. Una vez colocada se monta en un brazo el cual permite la
introduccién de la muestra en la camara, una vez dentro se realiza la replica,
primero cortando la muestra y después bafandola con platino posteriormente la

muestra puede ser observada al microscopio electronico (Figura 14).

Aspectos Tedricos de FFEM. La técnica de criofractura es una preparacion de

tejido utilizada en conjunto con la microscopia electrénica de transmision (TEM).
Esta técnica fue originalmente desarrollada para obtener nueva informacién
acerca del contenido interno de la célula. Es uno de los métodos mas simples
para obtener detalles estructurales de la célula. La técnica revela detalles
especificos basados en el comportamiento de losa tejidos al ser fracturados.
Cuando una célula es fracturada, el plano de fractura sigue un camino de
resistencia; las bicapas lipidicas de las membranas probablemente cortaran a lo
largo de la mitad de las dos capas 6 a través de la region hidrofébica de la
membrana. La técnica de criofractura es una técnica simple, proporciona
informacion fidedigna de las estructuras de la célula, pero presenta algunas
desventajas. Una desventaja es que no tiene uso por fuera de las descripciones

estructurales obtenidas.



Figura 14.- Arreglo experimental del equipo de criofractura y del microscopio
electrénico de transmision utilizado.



RESULTADOS Y DISCUSIONES

En esta seccion se presentan los resultados experimentales obtenidos para
las diferentes muestras preparadas. Primeramente se describiran los resultados
de los experimentos de microscopia Optica, los cuales nos permiten estudiar las
caracteristicas de la poblacion de vesiculas de didmetros mayores que cinco
micras, en funcion de la composicion de la membrana (proporcion SOPC:SOPS) y
de la concentracion de iones monovalentes y divalentes. Posteriormente, se
discutiran los resultados de los experimentos de dispersion de luz, los cuales
permiten estudiar agregados de tamafos mas pequefios, asi como el
comportamiento temporal de las muestras. Finalmente, se presentan los
resultados obtenidos mediante microscopia electronica, los cuales brindan
informacion exploratoria sobre tamafos mas pequefios que los observados en

microscopia oOptica.

Resultados de Microscopia Optica

Dado que interesaba estudiar el efecto de iones monovalentes y divalentes
sobre las propiedades de vesiculas con diferentes proporciones de 1-stearoil-2-
oleoil-sn-3-fosfocolina (SOPC) y 1-stearoil-2-oleoil-sn-3-fosfoserina (SOPS), , en
esta seccion presentamos los resultados obtenidos mediante microscopia éptica
de la siguiente manera. Se describen las caracteristicas generales de la poblacion
de vesiculas (abundancia, tamanos) para las diferentes proporciones

SOPC:SOPS estudiadas, en funcién de la concentracion de la sal



correspondiente. Como ilustracién y a manera de comparacion, se presentan los
histogramas de agregados obtenidos para cada sal a diferentes concentraciones
de sal. Para cada proporcion SOPC:SOPS, la descripcion se divide dos partes:

iones monovalentes e iones divalentes.

Proporcion 10:0 (SOPC:SOPS)

En esta proporcién, las membranas estan formadas por un sélo fosfolipido:

la fosfatidilcolina (SOPC). Se trata de membranas neutras.

b) Efecto de los iones monovalentes

El efecto de los iones monovalentes se resume en la tabla Il. Aunque no
hay una tendencia completamente regular, a grandes rasgos se aprecio que este
tipo de iones hace que la cantidad de agregados observados disminuya, respecto
a las mismas muestras preparadas sin sal en el solvente. La disminucién en
promedio es mas pronunciada para el KCIl, donde es del orden de 50 %. Cabe
decir que la excepcion de esta tendencia se encuentra para la concentracion 1
mM, donde la cantidad de agregados aumenta en un 20 %. En cuanto al NaCl, la
cantidad de agregados observados disminuye en las proporciones extremas: 1y
100 mM. De hecho, para 100 mM no se observé ningun agregado en la muestra.
En las otras concentraciones, la cantidad de agregados es similar al caso sin sal.

En cuanto al tamafio de las vesiculas observadas, los experimentos indican
que los iones monovalentes hacen aumentar el diametro de los agregados

observados. De hecho, las concentraciones intermedias de NaCl (entre 3 y 30



mM) provocan que los diametros sean significativamente mayores, respecto a las
muestras sin sal (en el caso sin sal, el diametro promedio fue de 6 um). Los
aumentos al agregar NaCl son del orden de 40 %. Por otra parte, el agregar KCI
hace que los diametros de las vesiculas aumenten ligeramente. El aumento en
este caso es del orden de 15 %. En la figura 15 se observa un liposoma obtenido

al hidratar con KCI 1mM.

h

5 um

Figura 15.- Liposoma obtenido de la mezcla formada por SOPC:SOPS (10:0)
hidratado con una soluciéon de KCI 1mM

En la figura 16 se presentan los histogramas de la poblacién de agregados
para las muestras preparadas con NaCl y KCl a 1 y 3 mM asi como el histograma
de poblacion de agregados de la muestra hidratada con glucosa 0.063 M. Vemos
que para concentraciones de 1 mM ambas sales presentan una tendencia similar
en lo que respecta al diametro donde se encontré a la mayor cantidad de
agregados. Para el caso de 3 mM se observa que la tendencia es muy similar
aun cuando el diametro donde se encontraron a la mayor cantidad de agregados

difiere entre el NaCl y el KCI.
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Tabla Il. Resumen de las observaciones de microscopia Optica para sales
monovalentes (SOPC:SOPS 10:0). En las columnas se muestran la cantidad de
vesiculas observadas, asi como su diametro promedio para las diferentes
concentraciones de NaCl y KCI. En los casos donde hubo variaciones
significativas respecto a las muestras sin sal (disminuciéon 6 aumento), se indican
en la casilla correspondiente los valores porcentuales de dichas variaciones.

Cantidad de agregados = Diametro de los agregados (um)

Concentracion

salina (mM) NacCl KCI NaCl KCI
Sin sal 57 57 6+23 6+23
1 42 72 727 10.7 £ 5.85
-26%- +26%
3 53 34 16 £ 10.1 7.2+3.02
-40%
10 60 35 11+£7.9 9.2+37
-40%)
30 57 29 15+2.5 7.7+46
-49%)
100 0 14 818.1 8+53
- 100 % -75%

b) Efecto de los iones divalentes

El efecto de los iones divalentes se resume en la tabla Ill. De manera
general se puede afirmar que los iones divalentes reducen la cantidad de
agregados presentes en el sistema. Este efecto es sistematico en el CaCl, puesto
que la disminucién se observa en todas las concentraciones estudiadas. En el
caso del MgCl, hay dos excepciones notables: 10 y 30 mM, donde la cantidad de

agregados aumenta considerablemente respecto al caso sin sal. Tales aumentos



son del orden de 40 %. Los liposomas obtenidos bajo las condiciones ya
mencionadas fueron preferentemente esféricos, sin embargo, se encontraron

liposomas tubulares (Figura 17).

I
5 um

Figura 17.- Liposomas obtenidos en la proporcion 10:0 al mezclar SOPC:SOPS
hidratado con CaCl, 100 mM

En cuanto al tamano de las vesiculas observadas, los experimentos indican
que los iones divalentes aumentan solo ligeramente el diametro de los agregados.
Este aumento es del orden de 10 % para el MgCl, y de 15 % para el CaCl,. En la
figura 18 se muestran histogramas para muestras hidratadas con ambas sales a
una concentracién de 30 mM, donde se observa una tendencia similar a una
concentracién de 100 mM con respecto al histograma obtenido a partir de los

datos obtenidos de glucosa 0.063 M.
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Figura 18.-Distribucion de los diametros de los agregados para la proporcion 10:0
SOPC:SOPS hidratada con MgCl,y CaCl; 3y 100 mM y glucosa 0.063 M.



Tabla lll. Resumen de las observaciones de microscopia 6ptica para sales
divalentes (SOPC:SOPS 10:0). En las columnas se muestran la cantidad de
vesiculas observadas, asi como su diametro promedio para las diferentes
concentraciones de MgCl, y CaCl,. En los casos donde hubo variaciones
significativas respecto a las muestras sin sal (disminuciéon o aumento), se indican
en la casilla correspondiente los valores porcentuales de dichas variaciones.

Cantidad de agregados

concentracion

Diametro de los agregados (um)

salina (mM) MgCl, CaCl, MgCl, CaCl,
Sin sal 57 57 6+23 6123
1 6 22 8.1+5.6 543+ 2.1
-26%- -61%
3 48 30 7.3 3.2 8.917.2
-47%
10 104 19 9.04+ 4.3 8.51 9.6
+82% -66%
30 90 41 9.2+ 5.3 7.8+ 3.8
57%
100 40 21 6.2+ 2.2 7.6% 3.6

El efecto de los cuatro sales sobre los agregados obtenidos para la

proporcion 10:0 puede apreciarse en la figura 19. Aunque los comportamientos no

son completamente regulares y hay excepciones, en la figura se aprecia que la

produccion de vesiculas se incrementa cuando el solvente es una solucion de

MgCl,, pero el tamafo de los agregados es mayor cuando se utiliza NaCl.
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Figura 19.- Produccion de vesiculas y diametro promedio de la agregados en
funcién de la concentracion salina, para las cuatro sales utilizadas en la
proporcion 10:0 SOPC:SOPS. Las lineas son soélo guias visuales.

Proporcion 9:1 (SOPC:SOPS)

En esta proporcion las membranas se encuentran formadas por dos
fosfolipidos, la fosfatidilcolina y la fosfatidilserina, en la proporcion mencionada, el
primero de ellos es neutro y el otro es cargado negativamente.

a) Efecto de los iones monovalente

El efecto de los iones monovalentes se resume en la tabla IV. En esta
proporcion la tendencia no es regular, se puede decir que los iones utilizados
hacen que la cantidad de liposomas disminuya respecto a las muestras
preparadas sin sal en el solvente. La disminucidn en promedio es mas
pronunciada para KCI, del orden del 90% en 10 mM de la sal. El resto de las
concentraciones presenta tendencias similares en lo que respecta a la cantidad

de liposomas, obteniéndose en un 50% menos con respecto al blanco utilizado en



1 mM para ambas sales. En la figura 20 se presentan liposomas obtenidos al
hidratar con KCI 100 mM.

En lo que respecta al tamafio de las vesiculas, este estudio indica que los
iones monovalentes aumentan los diametros de los agregados observados en las
concentraciones de 3 a 30 mM y en las concentraciones extremas se observa una
disminuciéon en el diametro obtenido con las muestras obtenidas sin sal, en el
caso sin sal el diametro fue de 9.5 um. Los aumentos al agregar NaCl son del
orden de 60% en 3 mM. El KCI a diferencia del NaCl no provocd un aumento de
los diametros y sélo en 1 mM este aumento fue del orden de 15%. En la figura 21
se presentan los histogramas obtenidos con NaCl y KCI 100 mM y con glucosa

0.063 M.

5um

Figura 20.- Liposomas obtenidos al hidratar la mezcla de SOPC:SOPS (9:1) con
KCI 100 mM.
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Figura 21.- Distribucion de los diametros de los liposomas medidos mediante
microscopia Optica, para la proporciéon 9:1 de la mezcla de SOPC:SOPS
hidratada con NaCl y KCI 100 mM y glucosa 0.063 M.

b) Efecto de los iones divalentes

El efecto de los iones divalentes se resume en la tabla V. De manera

general podemos afirmar que los iones divalentes provocan una disminucién en la

cantidad de agregados. A concentraciones milimolares mayores a 3 de MgCl, se

observa que hay una disminucion del orden del 60% y en 100 mM este es del



orden del 98%. En el caso del CaCl, la tendencia es similar que para el MgCl;, con
la diferencia de que a concentraciones milimolares mayores a 10 es donde se
observa que la cantidad de agregados disminuye hasta en un 98% con respecto a

las muestras preparadas sin sal.

Tabla IV. Resumen de las observaciones de microscopia Optica para sales
monovalentes (SOPC:SOPS 9:1). En las columnas se muestran la cantidad de
vesiculas observadas, asi como su diametro promedio para las diferentes
concentraciones de NaCl y KCI. En los casos donde hubo variaciones
significativas respecto a las muestras sin sal (disminuciéon o aumento), se indican
en la casilla correspondiente los valores porcentuales de dichas variaciones.

Cantidad de agregados  Diametro de los agregados (um)

Concentracion

salina NacCl KCI NaCl KCI
(mM)
Sin sal 62 62 95+58 95+5.8
1 30 30 7+3.7 11+54
-51% -51%
3 42 29 16 + 3.1 8+4.6
-33% -53%
10 40 5 11 +£26.9 8.3+1.7
-35% -91%
30 35 46 15+ 3.7 85+£39
-43% -25%
100 42 41 8+6.4 7+24

-33% -33%




En lo que se refiere al tamafio de las vesiculas observadas, los
experimentos indican que los iones divalentes s6lo aumentan ligeramente el
didmetro en 3 mM para ambas sales. Este aumento es del orden del 13% para el
MgCl, y del 18% para el CaCl, y para el resto de las concentraciones los
diametros no presentaron un aumento con respecto a los liposomas obtenidos

con las muestras sin sal.

SOPC:SOPS (9:1)
MgCl_ 1mM SOPC:SOPS (9:1)
2 CaCl, 1mM
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Figura 22.- Distribucion de los diametros de los liposomas medidos mediante
microscopia Optica, para la proporcion 9:1 de la mezcla de SOPC:SOPS
hidratada con CaCl, y MgCl, 1 mM y glucosa 0.063 M.



En la figura 22 presentamos los histogramas de la poblaciéon de agregados para
las muestras preparadas con NaCl y KCI 100 mM, donde se observa que la
tendencia no es muy similar entre ellos, pero al hacer la comparacién con
respecto al histograma obtenido con glucosa 0.063 M esta es similar al obtenido
con NaCl 100 mM tanto en el diametro donde se encontraron la mayor cantidad

de agregados asi como en el didmetro maximo de los liposomas obtenidos.

Tabla V. Resumen de las observaciones de microscopia Optica para sales
divalentes (SOPC:SOPS 9:1). En las columnas se muestran la cantidad de
vesiculas observadas, asi como su diametro promedio para las diferentes
concentraciones de MgCl, y CaCl,. En los casos donde hubo variaciones
significativas respecto a las muestras sin sal (disminuciéon o aumento), se indican
en la casilla correspondiente los valores porcentuales de dichas variaciones.

Cantidad de agregados  Diametro de los agregados (um)

concentracion

salina (mM) MgCl, CaCl, MgCl, CaCl,
Sin sal 62 62 9.5+5.8 9.5+58
1 55 42 7.2+ 25 9.5+ 2.6
-32%
3 19 48 8.2+ 3.4 11.3£ 4.2
-69%
10 0 1 0 2.23x 0
-100% -98%
30 7 4 3.9+ 0.8 5.8+2.2
-88% -93%
100 1 2 5.3+ 0 52+19

-98% -96%




El efecto de las 4 sales sobre los agregados obtenidos para la proporcion
9:1 puede apreciarse en la figura 23. Aunque el comportamiento no es
completamente regular y se observan excepciones, en la figura se observa que
los iones monovalentes aumentan la cantidad y el tamano de los liposomas
obtenidos. A medida que se aumenta la fuerza idnica los iones divalentes
presentan una disminucién muy marcada con respecto a la cantidad de vesiculas
obtenidas con NaCl y KCI, con respecto al tamafio de las vesiculas este se
observa constante a concentraciones milimolares menores a 10 de los iones

monovalentes.
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Figura 23.- Produccion de vesiculas y diametro promedio de la agregados en
funcién de la concentracion salina, para las cuatro sales utilizadas en la
proporcion 9:1 SOPC:SOPS. Las lineas son sélo guias visuales.



Proporcion 8:2 (SOPC:SOPS)

En esta proporcion, las membranas estan formadas por una mezcla de
fosfolipidos, SOPC:SOPS, un fosfolipido neutro (SOPC) y uno cargado
negativamente (SOPS).

b) Efecto de los iones monovalentes
El efecto de los iones monovalentes se resume en la tabla VI, aunque la
tendencia no es regular, se puede decir que ambas sales presentan un aumento
de agregados en 10 mM y el NaCl presenté la mayor cantidad de liposomas en
100 mM donde es del orden de +195%. Cabe decir que la excepcion de esta
tendencia es en 3 mM donde no se observaron agregados. En cuanto al KClI la
mayor cantidad de liposomas se observaron en 10 mM donde el orden es del
+43%, pero en 3 mM, al igual que NaCl, presentdé una disminucion mas
pronunciada del orden del -90%.

En lo que respecta al tamaio de las vesiculas observadas, los iones
monovalentes presentaron una disminucidn en el diametro de los liposomas
obtenidos siendo para 3 mM,, donde se encontraron los liposomas de menor
diametro (en esta concentracion no se encontraron agregados para NaCl) del
orden de -72% con respecto al blanco. No se observé una tendencia regular en lo
que respecta al diametro de los agregados, nunca se observaron liposomas con
didmetros mayores a los obtenidos sin sal.

En la figura 24 se presentan los histogramas de la poblacién de agregados
para las muestras preparadas con NaCl y KCI en la concentraciones de 1y 10
mM, la concentracién de 1 mM en ambas sales presenta una tendencia similar,

los histogramas reflejan un comportamiento similar en la frecuencia asi como en



el diametro maximo de los agregados obtenidos. Por otra parte, al hablar de las
graficas obtenidas al hidratar las muestras con 10 mM de las sales se observa un
comportamiento similar, sin embargo el diametro mayor se observé con KCI 100
mM. Al comparar los 4 histogramas presentados con el de glucosa 0.063 M se
observa una tendencia similar con las muestras obtenidas con las sales
monovalentes a concentraciones milimolares de 10, esto se observa en la figura

24.
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Figura 24.- Distribucion de los diametros de los liposomas medidos mediante
microscopia Optica, para la proporcién 8:2 de la mezcla de SOPC:SOPS
hidratada con NaCl 1y 10 mM y glucosa 0.063 M.



Tabla VI. Resumen de las observaciones de microscopia Optica para sales
monovalentes (SOPC:SOPS 8:2). En las columnas se muestran la cantidad de
vesiculas observadas, asi como su diametro promedio para las diferentes
concentraciones de NaCl y KCI. En los casos donde hubo variaciones
significativas respecto a las muestras sin sal (disminuciéon o aumento), se indican
en la casilla correspondiente los valores porcentuales de dichas variaciones.

Cantidad de agregados = Diametro de los agregados (um)

Concentracion

salina (mM) NacCl KCI NaCl KCI
Sin sal 71 71 19.75£12.1 19.75+ 12.1
1 74 94 13+ 6.6 13+t 54
+32%
3 0 7 0 5.5+
-100% -90%
10 122 102 13.9+ 7.9 10.2+ 3.7
+71% +43%
30 72 58 8.8+ 5.8 11.3t4.5
-18%
100 210 37 10.9£ 5.5 8.2+ 3.5
+195% -47%

b) Efecto de los iones divalentes

El efecto de los iones divalentes se resume en la tabla VII. De manera
general podemos afirmar que los iones divalentes reducen la cantidad de
agregados significativamente hasta en un 80% en ambas sales y para el caso de
MgCl, en 3 mM no presentd liposomas. La tendencia no es regular en ambas

sales.



En cuanto al tamarfio de las vesiculas observadas, los experimentos indican
que los iones divalentes no incrementan los diametros de los liposomas en alguna
concentracién de sal utilizada.

Los iones divalentes en ninguna concentracion aumentan la cantidad y
didmetro de los liposomas obtenidos en esta proporcion. En la figura 25 se
observan liposomas obtenidos la hidratar con CaCl, 1 mM vy en la figura 26 se
observa un liposoma hidratado con la solucion de glucosa 0.063 M, sin sales, en
la figura obtenida con glucosa e observa un liposoma de mayor tamano al

obtenido con la solucion salina.

I
10 um

Figura 25.- Liposomas obtenidos al hidratar con CaCl, 1 mM.

. h

L

10 um

Figura 26.- Liposomas obtenidos al hidratar la mezcla de fosfolipidos
SOPC:SOPS con glucosa 0.063 M, esto es, sin sales.



Tabla VII. Resumen de las observaciones de microscopia 6ptica para sales
divalentes (SOPC:SOPS 8:2). En las columnas se muestran la cantidad de
vesiculas observadas, asi como su diametro promedio para las diferentes
concentraciones de MgCl, y CaCl,. En los casos donde hubo variaciones
significativas respecto a las muestras sin sal (disminuciéon o aumento), se indican
en la casilla correspondiente los valores porcentuales de dichas variaciones.

Cantidad de agregados  Diametro de los agregados (um)

Concentracion

salina (mM) MgCl, CaCl, MgCl, CaCl,
Sin sal 71 71 19+12 19+12
1 14 39 8+3.2 1015
-45%
3 0 11 0 9+3.8
10 8 19 6.6+2.06 7+2
30 14 15 6.7+4 .4 12+3.8
100 14 6 6.5+2.7 6+3.5
-80% -91%

El efecto de las 4 sales sobre los agregados obtenidos para la proporcion
8:2 puede apreciarse en la figura 27. Aunque el comportamiento no es
completamente regular y se observan excepciones, en la figura se observa que
los iones monovalentes incrementan la cantidad en todas las concentraciones de

sal, con respecto al tamafio de los agregados obtenidos estos son mayores a



concentraciones milimolares de 1 y para el resto de las concentraciones los

tamanos varian.
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Figura 27.- Produccion de vesiculas y diametro promedio de la agregados en
funcién de la concentracidon salina, para las cuatro sales utilizadas para la
proporcion 8:2 de la mezcla SOPC:SOPS. Las lineas son sélo guias visuales.

Proporcion 7:3 (SOPC:SOPS)

En esta proporcion las membranas estan formadas por una mezcla de
fosfolipidos, fosfatidilcolina y fosfatidilserina en una proporcion 7:3
respectivamente
a) Efecto de los iones monovalentes

El efecto de los iones monovalentes se resume en a tabla VIII. KClI no mostré
agregados en alguna concentracion de sal. Aunque no hay una tendencia
regular, a grandes rasgos podemos decir que este tipo de iones hace que la

cantidad de agregados observados disminuya, respecto a las mismas muestras



preparadas sin sal. En 3 y 30 mM de NaCl se observa un aumento mas
pronunciado de 22 hasta el 100%, sin embargo en 100 mM se encontraron
liposomas en una cantidad menor del orden del 30% siendo esta la cantidad
menor de vesiculas.

En lo referente al tamano de las vesiculas, los experimentos indican que el
NaCl en ninguna concentracién proporcion6 diametros mayores al orden de 40%
con respecto al blanco utilizado, a medida que se aumenta la fuerza idnica los
diametros disminuyen de 25 a 18 um.

En la figura 28 se presentan los histogramas de la poblacién de agregados
para las muestras preparadas con NaCl 3 y 30 mM y glucosa 0.063 M, se observa
una tendencia similar en los histogramas obtenidos en ambas concentraciones de
sal con respecto al diametro maximo asi como en el diametro donde se obtuvo la
mayor cantidad de agregados. Por otra parte, al hacer la comparaciéon con la
grafica obtenida con glucosa se observa que la tendencia es similar a la grafica de
NaCl 30 mM, haciendo referencia al diametro maximo, se encontré ser mayor en

la grafica de glucosa.

b) Efecto de los iones divalentes

El efecto de los iones divalentes se resume en la tabla IX. Se puede afirmar que
los iones divalentes en ninguna concentracion de sal aumentan la cantidad de
agregados obtenidos, el caso particular del MgCl, a concentraciones milimolares

menores a 30 no se observaron liposomas y en 100 mM, concentracion donde si
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Figura 28.- Distribucion de los diametros de los liposomas medidos mediante

microscopia Optica,

para la proporcion 7:3 de la mezcla de SOPC:SOPS

hidratada con NaCl 3 y 30 mM asi como glucosa 0.063 M.



Tabla VIIl. Resumen de las observaciones de microscopia Optica para sales
monovalentes (SOPC:SOPS 7:3) KCI no se muestra. En las columnas se
muestran la cantidad de vesiculas observadas, asi como su diametro promedio
para las diferentes concentraciones de NaCl (KCl no presenté resultados). En los
casos donde hubo variaciones significativas respecto a las muestras sin sal
(disminucion o aumento), se indican en la casilla correspondiente los valores
porcentuales de dichas variaciones.

Cantidad de Diametro
agregados de los agregados (um)
Concentracion NaCl NaCl
salina (mM)
Sin sal 89 40+48.3
1 69 25+3.8
3 109 25+3.5
+22%
10 70 20+3.7
30 178 18+2.6
+100%
100 56 18+2.8
-37%

se observaron agregados, este no superoé la cantidad de liposomas obtenidos con
el blanco, presentandose una disminucién del orden del 26%. Por otra parte, el
CacCl; si produjo liposomas en todas las concentraciones de sal utilizadas pero en
ninguna fue mayor con respecto a las muestras hidratadas sin sal, esta sal

provoco una disminucion sistematica llegando a ser hasta del 94% en 1y 10 mM.



En lo que respecta al tamafo de los agregados, los experimentos indican
que en ningun caso el didmetro es mayor al de las muestras sin sal. En la
siguiente figura 29 se observa la tendencia de los agregados obtenidos al hidratar
con los iones divalentes, MgCl, y CaCl, 100 y 3 mM, respectivamente. Se observa
un comportamiento similar en ambas graficas, con respecto al blanco (glucosa
0.063 M), siendo el CaCl, 3 mM donde se aprecia una tendencia muy similar,
tanto en el diametro de maxima produccion de liposomas, como en el diametro
maximo.

El efecto de las 3 sales estudiadas sobre los agregados obtenidos para la
proporcion 7:3 puede apreciarse en la figura 30. Aunque el comportamiento no es
completamente regular y se observan excepciones, en la figura se aprecia que la
cantidad de agregados se incrementa con el ion monovalente sin embargo el
tamafo de los liposomas se incrementa con CaCl,, esto se observa como un
comportamiento regular en la cantidad de agregados obtenidos a concentraciones
menores a 30 mM y con especto al tamafio de las vesiculas el comportamiento
difiere marcadamente ya que no se presenta un comportamiento regular entre el

NaCly el CaCl,.
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Figura 29.- Distribucion de los diametros de los liposomas medidos mediante
microscopia Optica, para la proporcién 7:3 de la mezcla de SOPC:SOPS
hidratada con MgCl, y CaCl, 100 y 3 mM respectivamente y glucosa 0.063 M.



Tabla IX. Resumen de las observaciones de microscopia Optica para sales
divalentes (SOPC:SOPS 7:3). En las columnas se muestran la cantidad de
vesiculas observadas, asi como su diametro promedio para las diferentes
concentraciones de MgCl, y CaCl,. En los casos donde hubo variaciones
significativas respecto a las muestras sin sal (disminuciéon o aumento), se indican
en la casilla correspondiente los valores porcentuales de dichas variaciones.

Cantidad de agregados  Diametro de los agregados (um)

Concentracion

salina(mM) MgCl, CaCl, MgCl, CaCl,

Sin sal 89 89 40+8.3 40+8.3

1 0 5 0 21+6.8
-94%

3 0 88 0 26+5.4

10 0 5 0 1112.4
-94%

30 0 11 0 28+7.8
-87%

100 65 12 10£1.5 131£3.2

-26%
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Figura 30.- Produccion de vesiculas y diametro promedio de la agregados en
funcion de la concentracion salina, para las cuatro sales utilizadas en la
proporcion 7:3 SOPC:SOPS. Las lineas son sélo guias visuales.
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Proporcion 6:4 (SOPC:SOPS)

En esta proporcion las membranas estdn formadas por una mezcla de

fosfolipidos de (SOPC y SOPS).

a) Efecto de los iones monovalentes

El efecto de los iones monovalentes se resume en la tabla X. La muestra
hidratada con glucosa 0.063 M, no produjo liposomas. En | atabla se observa que
no existe una tendencia en lo que respecta a la produccion de vesiculas. En el
mejor de los casos, esta fue de 523 liposomas, siendo la mayor cantidad de
agregados observados mediante microscopia Optica. A concentraciones
milimolares menores a 30 el NaCl supero en cantidad a los agregados obtenidos

con KCI, sin embargo, a concentraciones milimolares mayores a 30 fue el KClI el



cual nos proporcion6 agregados en mayor cantidad aun cuando esta diferencia no
fue tan significativa como lo fue para NaCl.

En lo que respecta al diametro de las vesiculas, NaCl 1 mM fue donde se
encontraron a los agregados de mayor tamafo y a concentraciones mayores que
1 mM la tendencia fue muy similar. En lo que respecta al KCI fue también para 1
mM de la sal donde se encontraron los diametros mas grandes de agregados y
para concentraciones mayores a 3 mM y hasta 30 mM la tendencia fue similar y
para 100 mM se encontraron los liposomas de menor tamafio obtenidos al
hidratar con iones monovalentes.

En la figura 31, se presentan los histogramas obtenidos de las muestras
hidratadas con NaCl 1 y 10 mM y KCI 1 mM observadas mediante microscopia
Optica en las figuras se observa una tendencia similar entre NaCl 10 mM y KCI
1mM, sin embargo el NaCl presenta una mayor produccion de vesiculas aun
cuando el diametro maximo es menor al obtenido KCI 1 mM, el diametro donde se

encontré la mayor cantidad de liposomas fue similar para ambas sales.
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Figura 31.- Distribucion de los diametros de los liposomas medidos mediante

microscopia Optica,

hidratada con NaCl 1y 10 mM y KCI 1 mM.

para la proporcion 6:4 de la mezcla de SOPC:SOPS



Tabla X. Resumen de las observaciones de microscopia Optica para sales
monovalentes (SOPC:SOPS 6:4). En las columnas se muestran la cantidad de
vesiculas observadas, asi como su diametro promedio para las diferentes
concentraciones de NaCl y KCI. En los casos donde hubo variaciones
significativas respecto a las muestras sin sal (disminuciéon o aumento), se indican
en la casilla correspondiente los valores porcentuales de dichas variaciones.

Cantidad de agregados = Diametro de los agregados (um)

Concentracion

salina (mM) NacCl KCI NacCl KCI
Sin sal 0 0 0 0
1 164 66 60+5.6 50+9.1
3 55 23 30+4.8 25+5.7
10 523 26 35+5.3 23+5.2
30 78 194 4015.8 25+2.7
100 136 141 25+1.6 12+1.6

b) Efecto de los iones divalentes

El efecto de los iones divalentes se resume en la tabla XI, el efecto sobre la
mezcla de fosfolipidos fue muy similar en ambas sales, ya que estas presentaron
un poco produccién de agregados y en 1 mM de MgCl, y 3 mM (ambas sales) no
se observaron liposomas, para concentraciones milimolares mayores a 10 si se
observaron agregados, pero la tendencia no fue similar. A diferencia de los

agregados obtenidos con las sales monovalentes, para esta proporcion, la



diferencia en la cantidad de agregados obtenidos fue muy marcada. En lo que
respecta al diametro de las vesiculas, este fue distinto siendo mayor para las

muestras hidratadas con MgCl,.

Tabla Xl. Resumen de las observaciones de microscopia Optica para sales
divalentes (SOPC:SOPS 6:4). En las columnas se muestran la cantidad de
vesiculas observadas, asi como su diametro promedio para las diferentes
concentraciones de MgCl, y CaCl,. En los casos donde hubo variaciones
significativas respecto a las muestras sin sal (disminuciéon o aumento), se indican
en la casilla correspondiente los valores porcentuales de dichas variaciones.

Cantidad de agregados  Diametro de los agregados (um)

Concentracion

salina (mM) MgCl, CacCl; MgCl, CacCl;
Sin sal 0 0 0 0
1 0 11 0 23+5.3
3 0 0 0 0
10 12 1 9+4 1 2+0
30 9 0 7+1.6 0

100 5 20 10+2.3 8+1.2




El efecto de las 4 sales sobre los agregados obtenidos para la proporcion
6:4 puede apreciarse en la figura 32. En la figura se observa que los iones
monovalentes incrementan la cantidad y el tamafio de los agregados obtenidos,
esto es, el NaCl nos proporcioné la mayor cantidad de agregados obtenidos en
todas las proporciones estudiadas, se observa en 30 mM el KCI presenté un
incremento, sin embargo en ninguna de las concentraciones de sal los iones
monovalentes superaron la cantidad de liposomas obtenidos. Por otra parte, al
hablar del tamafio de los agregados, el comportamiento es muy similar al de la
grafica de produccion de vesiculas, sélo que el diametro maximo se obtuvo en 1
mM de NaCl, sin embargo, en ninguna concentracién los iones divalentes
presentaron tamafios mayores a los obtenidos al hidratar las muestras con

soluciones que contenian iones monovalentes.
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Figura 32.- Produccion de vesiculas y diametro promedio de la agregados en
funcién de la concentracion salina, para las cuatro sales utilizadas en la
proporcion 6:4 SOPC:SOPS. Las lineas son sélo guias visuales.



Las muestras fueron preparadas utilizando soluciones salinas para hidratar
las peliculas de lipido formado a partir de la mezcla de fosfolipido, esto con el fin
de observar el efecto de la fuerza id6nica sobre la poblacién de vesiculas
obtenidas, tanto en forma como en cantidad.

La suspensién de liposomas fue diluida en un medio externo y examinado
en el microscopio Optico invertido, se observaron liposomas gigantes con
didmetros de micras, al igual que en la literatura estos liposomas gigantes se
apreciaron circulares o levemente circulares (Akashi, 1996).

El efecto de los iones monovalentes sobre la poblacion de agregados fue el
de aumentar en la mayoria de las proporciones utilizadas, la cantidad y el tamaro
de los liposomas, se menciona que en la mayoria y no en todas ya que el cambio
en algunas de ellas es casi imperceptible y por lo tanto no se tomé como
significativo. A pesar de su ubicuidad, lo que se conoce acerca de la interaccion
de los lipidos con los iones monovalentes es menos detallada (Bockmann, 2003).

Las vesiculas multiilamelares crecen en soluciones salinas que contienen
iones monovalentes, esto es una indicacion directa de que la sal modifica las
interacciones entre las membranas vecinas (Petrache, 2006)

En presencia de agua, los fosfolipidos se organizan espontaneamente en
estructuras esféricas, micelas cilindricas, discos 6 en bicapas y vesiculas
(MciIntosh and Maguid, 1992). Las membranas biolégicas se encuentran rodeadas
de un buffer acuoso que contiene iones Na*, Ca®*, Mg** 6 CI con diferentes
concentraciones en el medio extracelular e intracelular. Las interacciones
electrostaticas entre el buffer idnico y las moléculas de lipido son cruciales para la

fusién de la membrana, las transiciones de fase 6 el transporte a través de la

membrana (Béckmann, 2003). La adsorcién de iones a las bicapas de fosfolipido



es regulada por muchos y diversos factores, como lo es la fuerza electrostatica de
largo alcance, la cual causa una acumulacion de iones cerca de la capa de
superficie de lipido.

En ninguna proporcién estudiada se incremento el tamafio de las vesiculas
con la adicibn de soluciones salinas que contenian iones divalentes, en
comparacion con los datos obtenidos de la observacién al microscopio éptico de
las muestras hidratadas con soluciones salinas que contenian iones
monovalentes, tomando en cuenta que la mayor cantidad de lipido utilizado fue la
fosfatidilcolina, que es un lipido neutro, a concentraciones milimolares menores a
30 los iones divalentes produjeron vesiculas de menor tamafio que al utilizar iones
monovalentes en las mismas concentraciones, de acuerdo a esto se puede decir
que, segun estudios realizados acerca de las medidas de fuerzas entre bicapas
muestran que el CaCl, y el MgCl, introducen una fuerza repulsiva de largo
alcance entre las membranas de fosfatidilcolina y la interaccion neta se vuelve
repulsiva a concentraciones entre 1 y 30 mM y la fuerza se hace mas pequena a
altas concentraciones indicando una naturaleza electrostatica de la fuerza
repulsiva (Akashi, 1998). El Ca*? se une entre grupos cabeza de fosfatidilcolina
en el plano de la membrana, disminuyendo el area por molécula y removiendo el
agua de la region del grupo cabeza.

Como se mencion6 anteriormente el fosfolipido mas predominante en las
mezclas utilizadas fue la fosfatidilcolina, lo cual indica segun la literatura que la
interaccion con los iones divalentes no es tan marcada como para el caso de los
fosfolipidos cargados negativamente como la fosfatidilserina que es el fosfolipido
que se utiliz6 en menor cantidad, las bicapas formadas con fosfatidilserina

crecen al ser hidratadas con soluciones que contienen cationes tal como Ca+2,



esto se explica en términos de que el Ca* se une al grupo fosfato impartiendo
una carga neta positiva a la superficie de la bicapa y posteriormente agrega una
presion repulsiva electrostatica por otra parte se tiene conocimiento del efecto
producido debido a la adicion de cationes divalentes es el deshidratar las
multicapas de fosfatidilserina.

El efecto de los iones divalentes sobre la mezcla de fosfolipidos utilizados
en las 5 proporciones sélo nos produjo agregados de menor tamafio y en menor
cantidad con respecto a los iones monovalentes. A concentraciones milimolares
menores a 30 se observé que a medida que se aumentaba la concentracion del
fosfolipido cargado negativamente la cantidad de agregados obtenidos era menor
al hidratar con MgCl,, mientras que al hidratar con CaCl, la cantidad de
agregados fue variada, en la literatura se encuentra que las multicapas formadas
a partir de fosfolipidos con una carga neta, tal como fosfatidilinositol,
fosfatidilglicerol ¢ fosfatidilserina crecen indefinidamente en soluciones de
electrolitos monovalentes a concentraciones menores a 1 M, debido
primeramente a la repulsion electrostatica entre bicapas. El cation mas estudiado
es el calcio (Ca™), el cual se une al grupo fosfato de la fosfatidilserina,
provocando que el agua se libere de entre las bicapas y de los grupos cabezas
polares. la union de este Ca™ a la bicapa de fosfatidilserina produce una
composicion Ca(PS),. Por otra parte el Mg* tiene un efecto similar deshidratante
(Mcintosh y Magid, 1992).

Los iones divalentes se pueden unir a fosfolipidos cargados negativamente
tales como la fosfatidilserina (Cevc, 1998), interactuan fuertemente con los lipidos
cargados, pero también lo hacen moderadamente con los lipidos neutros (Sabin,

2005; Bockmann, 2003) a bajas concentraciones cancelan la carga negativa y



disminuyen la repulsidn, a concentraciones altas los iones contribuyen a la
membrana cargada positivamente y la repulsién sobreviene se sugiere que a altas
concentraciones la membrana adquiere una carga neta positiva y se repelen unas
a otras (Akashi, 1998).

El cambio en la composicion electrolitica del medio de dispersion conduce
a determinadas variaciones en la estructura de la doble capa y se acomparna de
intercambio idnica, o sea, transicién de una parte de solucién de una parte de los
iones que antes se encontraban en la doble capa. El caracter de variacién de la
doble capa viene determinado por las propiedades de los iones contrarios y

coiones anadidos a la disolucion (Schukin, 1988).

Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

A continuacion se describen los resultados experimentales de dispersiéon de
luz, mediante esta técnica se estudian los agregados de tamafios mas pequefios,
asi como el comportamiento temporal de las muestras.

Las vesiculas unilamelares han sido objeto de una gran variedad de
estudios experimentales esto debido a su importancia como sistemas modelo
para emular procesos llevados a cabo en la célula (Pencer, 2001).

Las vesiculas son caracterizadas mediante DLS para obtener informacion
sobre el tamano, la cual es interpretada asumiendo que las vesiculas son
esféricas. Las medidas de dispersion dinamica de luz de vesiculas polidispersas
usualmente son analizadas en términos de los momentos de la distribucion de

tamafos para obtener el tamafno promedio de las vesiculas (Pencer, 2003). Los



experimentos de DLS se llevaron a cabo como se describe en la estrategia
experimental. Las muestras fueron analizadas en angulos de 30 a 120 grados. Se
realizé un analisis temporal mediante dispersion dinamica de luz a las muestras
que contenian liposomas de la mezcla de fosfolipidos, aqui se muestran los
resultados para las corridas realizadas en un angulo de 90 grados, se presentan
5 figuras donde se puede observar una tendencia similar en lo referente a los
radios hidrodinamicos obtenidos en la evolucién del experimento

Se realizaron lecturas en DLS para obtener datos necesarios que
pudiéramos utilizar para conocer los radios hidrodinamicos y coeficientes de
difusién de las mezclas de fosfolipidos preparadas. Todas las figuras siguientes
corresponden al analisis realizado a la muestra m4, la cual contenia SOPC:SOPS
en la proporcién 10:0 hidratada con glucosa a 90° en 5 corridas de 30 segundos
cada una. La diferencia entre las figuras presentadas es el tiempo en el que
fueron tomados los datos. En la figura 33-A se observan 3 poblaciones de
liposomas en 10 nm, 100 nm y encontrandose la de mayor tamafio en ~1 x 10° nm
(*1 um). En la figura 33-B se observan nuevamente 3 poblaciones de agregados
sélo que en esta figura el pico de menor tamano se desplazé de 10 nm a ~5 nmy
el pico que se encuentra en 100 nm aumento altura y aun continua siendo el
radio mayor en ~1 x 10° nm. Para 33-C, se observa un comportamiento similar
que en 33-B sdélo que el pico de 100 nm es menor que en la figura anterior y la
amplitud del pico encontrado en =1 x 10° nm es mayor, la siguiente figura (33-D)
presenta un comportamiento similar que 33-C la diferencia mas marcada es que
el pico de mayor amplitud se encuentra hasta 1 x 10° nm.

En la figura 33-E se pueden observar 4 picos, uno localizado en 10 nm,

otro entre 10 y 100 nm, el pico que se habia estado observando en 100 nm y el



que habiamos encontrado en ~1 x 10° nm, pero ahora la diferencia con la figura
anterior es que la amplitud es menor. Esto puede indicar que se esta llevando a
cabo una agregacién debido a la formaciéon espontanea de los liposomas ya que
la amplitud del pico donde se encuentran los liposomas de mayor tamafio
aumenta a medida que pasa el tiempo y ya en la ultima corrida este regresa de
nuevo a la amplitud encontrada en las dos primeras figuras pero con la diferencia
de que ahora se tiene una poblacion de agregados en un radio intermedio (entre
10 y 100 nm) entre las 3 poblaciones encontradas durante el experimento.
Mediante DLS se pueden obtener datos que nos indican que en la muestra se
tienen agregados de menor tamafio a los observados mediante microscopia

Optica, ya que los agregados obtenidos en DLS son del orden de nandmetros.
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Figura 33.- Gréaficas de DLS donde se muestran 5 etapas (A - E) del analisis
temporal para la muestra m4. Se observa que existe un incremento en la
distribucion de tamafios en C y D (90-120 seg) el cual tiende a disminuir en E.
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Figura 34.- Funciones de correlacion obtenidas mediante DLS para la muestra m4
donde se aprecia un decaimiento a tiempos mayores a 100 ms. Se observa que
no existe homogeneidad en las intensidades obtenidas.



En la figura anterior (Figura 34) se muestran las funciones tipicas de
correlacion obtenidas con las muestras m4 a 90°. Estas funciones reflejan la
dinamica microscopica de las muestras. Todas son curvas decrecientes que se
ajustan bastante bien a dobles exponenciales, lo cual indica dos tiempos de
decaimiento en el sistema. En la misma figura se muestran los ajustes teoricos
realizados con estas funciones. Los tiempos de decaimiento mayores para cada
muestra son del orden de 100 ms. A partir de las funciones de correlacion se

puede obtener la poblacién de tamanos de los agregados presentes en solucion.

Se realiz6 el mismo andlisis descrito previamente para la muestra m29, la
cual contenia SOPC:SOPS en proporcion 10:0 la cual fue hidratada con KCI 3
mM, para obtener los valores de radios hidrodinamicos y coeficientes de difusion.
En la figura 35 se muestran dos picos el primero localizado de 19 a 22 nm y el
segundo de 99 a 3161 nm, esto esta mostrando dos poblaciones de liposomas de
distinto tamafo siendo mayor para el segundo pico. En la siguiente figura (35-B)
se observa un pico localizado entre 31.61 y 8481 nm, esto puede sugerir que se
esta llevando a cabo una agregacion de vesiculas ya que en la figura siguiente
(35-C) se observan 2 picos al igual que en la figura 35-A pero con la diferencia de
que el primero presenta agregados de menor tamafo ya que estos se encuentran
entre 1.9 y 4.3 nm y en el siguiente pico se observa que la poblacién se encuentra
entre 11 y 8483 nm, siguiendo con el analisis de las figuras se observa que para
35-D se obtuvieron 2 picos el primero localizado entre 0.6 a 7.1 nm y el segundo
pico entre 16.3 a 3.163 X 10* nm, a diferencia de la figura 35-C el pico numero 1
se encuentra desplazado hacia un valor menor de radio hidrodinamico al igual que

el pico 2. En lo que respecta a la figura 35-E se encontraron 2 picos el primero



localizado en 0.5 a 5.18 nm y el segundo pico se encontré entre 26.84 y 1.179 x

4
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En lo que respecta a los coeficientes de difusion obtenidos de las lecturas
mediante DLS se observa que estos no se modifican apreciablemente al cambiar
el angulo, esto significa que el proceso es difusivo. En la siguiente figura (Figura

36) se presentan los coeficientes de difusion en funcion del angulo.

Coeficiente de Difusion (um’/s)

; ; ; '
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Figura 36- En esta figura se observa como cambia el coeficiente de difusion a
medida que cambia el angulo de la muestra m29 medido mediante dispersion de
luz.



En la Figura 37 se muestran los radios hidrodinamicos en funcién del angulo
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Figura 37.- En esta figura se observa como cambia el radio hidrodinamico a
medida que cambia el angulo de la muestra m29 medido mediante dispersion de
luz.
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Figura 38.- Funciones de correlacion obtenidas mediante DLS para la muestra
m29 donde se aprecia un decaimiento a tiempos mayores a 10 ms.

Al igual que para m4, se muestran las funciones de correlacion obtenidas al
realizar los experimentos de DLS para la muestra m29 donde en la figura 38 se

muestran las funciones tipicas de correlacion obtenidas con las muestras ya



mencionada a 90°. Estas funciones reflejan la dinamica microscopica de las
muestras. Al igual que para m4 la muestra m29 presenta un comportamiento
decreciente donde se observa que se ajustan bastante bien a dobles
exponenciales, lo anterior indica que existen dos tiempos de decaimiento en el
sistema. Se presentan los ajustes teodricos realizados con estas funciones. Los
tiempos de decaimiento mayores para cada muestra son del orden de 10 ms. A
partir de las funciones de correlacién se puede obtener la poblacion de tamanos
de los agregados presentes en solucién.En la siguiente figura se observa como
cambia el coeficiente de difusion de la muestra m4 a medida que se cambia el
angulo. De 30 a 100 grados se observa un comportamiento constante, indicando

un comportamiento difusivo, salvo para 110° (Figura 39)
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Figura 39.- En esta figura se observa como cambia el coeficiente de difusion a

medida que cambia el angulo de la muestra m4 medido mediante dispersion de
luz.



En la tabla XIl se muestran los resultados de radio hidrodinamico y
coeficientes de difusién para la muestra m4 a diferentes angulos, donde se
observa que estos valores no presentan un comportamiento lineal como en el

caso de los resultados presentados anteriormente.

Tabla XlI.- En esta tabla se presentan los promedios de coeficiente de difusion y
radio hidrodinamico para los angulos de 40 a 110 en los que se llevaron a cabo
las mediciones en DLS para la muestra m4. Se realizaron 5 corridas de 30
segundos cada una.

’ Radio Coeficiente

Angulo Hidrodinamico de Difusion
(nm) (um?/s)
40 1.4309E+003 0.16907
50 1.5653E+003 0.15426
60 5.3375E+004 0.00453
70 1.3778E+003 0.17488
80 2.5097E+003 0.09617
90 2.3985E+003 0.10068
100 1.5988E+003 0.15034

110 3.5509E+003 0.06788




El analisis temporal de las muestras que contenian liposomas se llevé a
cabo mediante DLS, se realizd6 una corrida a 90° con una duracién de 120
segundos, en la distribucién de tamarfos obtenida se encontré un pico entre 50
nm y 6.004 x 10* nm (Figura 40-A), pasados 60 minutos se llevéd a cabo otra
corrida (Figura 40-B) durante 20 segundos, donde se observan de nuevo 2 picos
de distribucion de tamarios, el primero de ellos localizado entre 43.23 nm y 70.81
nm y el segundo pico entre 161.2 nm y 1.367 x 10* nm. 120 minutos después de
la primera corrida se obtuvo de nuevo una distribucion de tamafos, donde se
encontrd un solo pico localizado entre 36.59 nm y 1.608 x 10* nm, esta lectura fue
durante 40 segundos (Figura 40-C). En la figura 33-D se encontré6 un pico
localizado entre 60.02 nm y 7.075 x 10* nm, esta corrida se llevd a cabo 180
minutos después y la lectura se realizé durante 60 segundos. En la figura 40-E, se
observa que después de 210 minutos después de la primera corrida, se observa
de nuevo un solo pico localizado entre 60.17 nm y 8.360 x 10* nm, esta lectura se
realizé durante 20 segundos Los radios hidrodinamicos observados en los
paneles anteriores difieren marcadamente entre ellos a diferencia de las
distribuciones de tamafo obtenidas anteriormente (Figuras 33 y 35). En la
siguiente tabla, se muestra un resumen de radios hidrodinamicos y coeficientes
de difusion de las muestras analizadas en el tiempo, como se mostré en las
graficas de distribucion de tamafios, los liposomas no muestran valores

constantes al cambiar en el tiempo.
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Figura 40.- Se presentan 5 graficas de distribucién de tamafios en el analisis en el
tiempo llevado a cabo mediante DLS, en la figuras obtenidas se observa que la
distribucion de tamafios no es constante en el tiempo. Las lecturas se llevaron a
cabo cada 30 minutos, aqui se presentan cada 60 min.



En analisis temporal se realizé a 90° y al igual que para m4 y m29, se
muestran las funciones de correlacion obtenidas al realizar los experimentos de
DLS en la figura 41 se muestran las funciones tipicas de correlacién obtenidas.
Estas funciones reflejan la dinamica microscopica de las muestras. Se observa un
comportamiento decreciente donde se observa que se ajustan bastante bien a
dobles exponenciales, deduciendo de esto que existen dos tiempos de
decaimiento en el sistema. Se presentan los ajustes teoricos realizados con estas
funciones. Los tiempos de decaimiento mayores para cada muestra varian entre
10 ms y 100 ms. A partir de las funciones de correlacion se puede obtener la

poblacion de tamafios de los agregados presentes en solucién
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Figura 41.- Funciones de correlacion obtenidas mediante DLS para la muestra
evtie donde se aprecia un decaimiento entre 10 y 100 ms.



Tabla XllIl.- Promedios de coeficiente de difusion y radio hidrodinamico en el
tiempo medidos a 90°.

Tiempo Radio Coeficiente
(min) Hidrodinamico de Difusion
(nm) (um/s?)
0 1838.2 1.3193E-001
60 1996.3 1.2156E-001
120 990.37 2.4441E-001
180 783.16 3.0959E-001
240 1099.5 2.2104E-001

Microscopia Electréonica de Transmision Mediante la Técnica de Criofractura

Las muestras se prepararon como se describe en materiales y métodos.
Las replicas obtenidas mediante la técnica de criofractura fueron colocadas en el
TEM para amplificar la imagen y obtener las fotografias donde se observan
liposomas. En las siguientes figuras se muestran micrografias donde se observa
la presencia de liposomas. En la primera micrografia se observa un agregado de
menor tamafo a los observados en el microscopio 6ptico de aproximadamente
133 nm de diametro, los tamafios observados en la micrografia (Figura 42) para
las vesiculas que se encuentran rodeando a la vesicula de mayor tamafo son del

orden de 15 nm.



Figura 42- Micrografia obtenida mediante FFEM donde se observa un liposoma
de aproximadamente 10 nm de diametro. La observacion se llevé a cabo a 100 K.
La barra es de 50 nm.

Las muestras observadas mediante FFEM indican que existen agregados de
menor tamafo los observado mediante microscopia éptica, en las figura 43 se
aprecia un agregado lipidico de aproximadamente 400 nm de diametro, siendo
este el liposoma de mayor tamafio obtenido mediante FFEM y alrededor de la
vesicula cortada se observan liposomas de menor tamano, las cuales al ser
medidas utilizando el software Scion Image estas nos dan un diametro de

aproximadamente 20 nm.



Los experimentos realizados con FFEM indican que en las muestras
preparadas con mezclas de fosfolipidos y posteriormente hidratadas con sales
nos presentan agregados de menor tamafio a los observados en microscopia
Optica y DLS, esto debido a la resolucion del microscopio electronico de

transmision.

i3

Figura 43.- Micrografia obtenida mediante FFEM donde se observa un
liposoma de aproximadamente 400 nm. La imagen fue amplificada a 80 K. La
barra es de 100 nm.



CONCLUSIONES

En este trabajo se utilizaron 3 técnicas experimentales para estudiar el
efecto de sales en bicapas de fosfolipidos, cada una por su parte proporciona
informacion sobre el sistema que se este estudiando, en el microscopio dptico se
observan liposomas de de diametros mayores a 5 um, sin embargo mediante
otras técnicas experimentales estos agregados pueden ser cuantificados con
metodologias que incluyan equipo de mayor resolucién a nivel nanométrico, existe
una relacién entre ellas ya que podemos correlacionar datos como lo es la
distribucion de tamanos, en microscopia 6ptica, DLS y FFEM ya que se pueden
observar tamafios del orden de micras a nanémetros, lo cual nos indica que en
nuestra muestra se encuentra una gran distribucion de tamafios pero que no
podria ser determinada sin el auxilio de estas técnicas.

El efecto de las sales en bicapas de mezclas de fosfolipidos se pudo
observar de manera mas clara en los datos obtenidos de microscopia 6ptica ya
que se pudo monitorear el cambio en forma y tamafno observando y midiendo los
radios de los liposomas directamente, con el auxilio de un software, sin embargo
mediante DLS se observo el cambio en tamaio y el coeficiente de difusion de los
liposomas a diferente angulo y en diferente tiempo, en una escala menor a la
proporcionada por el microscopio 6ptico, en el mejor de lo casos las graficas de
distribucion de tamanos no presentaron cambios significativos al igual que los
coeficientes de difusion.

Por ultimo en los experimentos de FFEM se obtuvieron micrografias donde
se observan liposomas esféricos del orden de nandmetros, que no pudieran

haber sido observados en el microscopio éptico sin embargo estos agregados



nanométricos también se reflejan en las graficas de distribucion de tamafos
obtenidas mediante DLS, ya que mediante esta técnica experimental se
obtuvieron distribuciones de tamafio de 10'-10° nm lo que nos proporciona el
amplio rango de tamaros obtenidos en las 3 técnicas utilizadas.

En este trabajo los iones monovalentes asi como los iones divalentes
disminuyeron la cantidad de agregados respecto a las mismas muestras
preparadas sin sal en el solvente (s6lo glucosa 0.063 M). En cuanto al tamafo de
las vesiculas observadas, los experimentos indican que el efecto de los iones
divalentes y monovalentes no presenta un comportamiento regular. Los liposomas
de menor tamafo fueron encontrados al utilizar iones divalentes a
concentraciones menores a 30 en comparacion con los agregados obtenidos con
iones monovalentes, debido a que el CaCl, y el MgCl, introducen una fuerza
repulsiva de largo alcance entre las membranas de fosfatidilcolina. Al disminuir la
concentracion de fosfatidilcolina la cantidad de agregados obtenidos fue menor al
hidratar con MgCl, mientras que al hidratar con CaCl; la cantidad de agregados
fue variada. En los experimentos de DLS se encontraron valores de radio
hidrodinamico del orden de 1000 nanémetros, a diferencia del microscopio 6ptico
donde el valor minimo fue de 5 micrémetros, esto es consistente ya que mediante
DLS se pueden obtener valores de distribucién de tamafos del orden de
nanometros. En el analisis temporal realizado mediante DLS se observd que los
radios hidrodinamicos tienden a aumentar en el pico de mayor amplitud lo que

podria significar que se esta llevando a cabo una agregacion.
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