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I. INTRODUCCION

En este trabajo se estudia la interaccion entre el fosfolipido dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) con el antioxidante perteneciente a la familia de los flavonoles conocido como
quercetina, utilizando monocapas de Langmuir como modelo de membrana celular. Los
flavonoides han captado gran atencién recientemente gracias a sus propiedades
antioxidantes y sus posibles efectos anticancerigenos que estan experimentalmente
demostrados como protectores celulares; sin embargo se desconocen sus mecanismos de
accion en las membranas celulares (Bijal et al., 2010). Los estudios de interaccion
membrana-antioxidante que se han realizado utilizando liposomas o cromatografias de
afinidad son muy escasos (Ollila et al., 2002). La utilizacién de monocapas de Langmuir
nos permite obtener modelos de membrana estables donde se permite tener control estricto
de las wvariables enddgenas del sistema, asi como la naturaleza, composicion, presion y
temperatura de la membrana. (Duncan y Larson, 2008). Los objetivos de este trabajo fueron
primeramente obtener peliculas de Langmuir a partir de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
para biomimetizar las membranas celulares in vitro, considerando que este componente
(DPPC) es una de las estructuras fundamentales de las membranas celulares animales.
Seguidamente, obtener peliculas de mezclas a diferentes proporciones de DPPC-
Quercetina, y analizar su comportamiento en la interfase airea-gua. A partir de dicha
informacion se estudio la interaccion entre una monocapa como modelo de membrana y la
quercetina. Por medio de la inyeccidn de quercetina en la subfase, se simuldé un ambiente
extracelular saturado con quercetina y se observaron los cambios en la presion de la
monocapa causados por la intercalacion de las moléculas de quercetina en la misma. Por
medio de la obtencion de peliculas Langmuir-Blodgett, se obtuvieron imagenes de
microscopia de fuerza atdmica (AFM) para observar la presencia del flavonoide en la
membrana. Simultdneamente a la formacion de la isoterma, también se utilizéd microscopia
de angulo de Brewster (BAM) para observar la monocapa en la interfase aire-agua. La
microscopia de fuerza atdmica es un método novedoso de alta resolucidn para el analisis de

cualquier superficie, incluyendo el de células vivas o modelos bioldgicos. Esta técnica



potente es utilizada también para la caracterizacion mecdnica, eléctrica y magnética de
muestras tanto de muestras bioldgicas como no bioldgicas, asi como su estudio cuantitativo
y cualitativo. La operacion de AFM estd basada en la deteccidon de las fuerzas ya sean de
repulsion o atraccién a nivel atdmico de la muestra. La interaccidon entre la superficie
estudiada y la punta del microscopio localizado muy cerca de la muestra corresponde a la
fuerza entre los atomos y los de la muestra. Una imagen de contraste es generada al
monitorear las fuerzas de interaccidn entre la punta y la superficie estudiada (Kuznetsova et
al, 2007). La importancia de conocer la interaccion entre la membrana y los flavonoides ha
sido descrita anteriormente por (Hendrich, 2006), quienes aseguran que, gracias a que se
cree que los compuestos orgdnicos presentes en las plantas tienen una influencia positiva en
la salud humana, han sido utilizados como medicina. En afios recientes, estos compuestos
ya han sido extraidos, purificadas y caracterizados quimicamente y en muchos casos, su
accion bioldgica ha sido establecida. Para muchos compuestos, el espectro de su actividad
bioldgica ha sido ampliado, y crece constantemente mas de lo esperado conforme se van
realizando investigaciones sobre la base mas profunda de los efectos bioldgicos de las
biomoleculas. Los blancos de los medicamentos basados en compuestos bioactivos se
localizan en distintos lugares a nivel celular. Generalmente los medicamentos atacan dentro
de los compartimentos que estan delimitados por membranas. Incluso en el ultimo ejemplo,
el medicamento necesita interactuar con la membrana, porque el medicamento necesita
atravesar dicha membrana para llegar a su destino. Por eso mismo, la lipofilicidad es una
caracteristica importante desde el punto de vista farmacoldgico de un compuesto y las

interacciones con las membranas bioldgicas juegan un rol esencial en su bioactividad.



II. ANTECEDENTES

I1.1. Compuestos Bioactivos

Los medicamentos basados en compuestos naturales juegan un rol muy importante en la
investigacion y en la produccion de farmacos. La naturaleza es una fuente atractiva de
nuevos compuestos bioactivos candidatos gracias a que podemos encontrar una diversidad
quimica tremenda en millones de especies de plantas, animales, organismos marinos, y
microorganismos (Bijal et al., 2010). Las frutas, los vegetales y las plantas contienen
abundantes nutracéuticos o fitoquimicos como carbohidratos, proteinas, lipidos, vitaminas,
enzimas, fibras dietéticas, minerales, flavonoides, antocianinas y otros compuestos diversos
incluyendo quimicos traza. Estos compuestos pueden ser explotados para el desarrollo de

nuevos medicamentos.

I1.2. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de compuestos naturales que estan ampliamente distribuidos
en todo el reino de las plantas. Estan especialmente presentes en los vegetales y las frutas.
(Hertog et al., 1992). En las ultimas décadas esta clase de compuestos ha atraido atencion
sustancial gracias a su atribucion de propiedades antioxidantes y efectos benéficos para la
salud (JuQun et al., 2007). El rol de los flavonoides como los principales pigmentos de
color morado, azul y rojo en plantas les han conferido gran atencioén en los ultimos afios.
Desde la primera descripcion de los efectos de los acidos y las bases sobre los pigmentos
vegetales por Robert Boyle en 1664, hasta la caracterizacion estructural y genes
regulatorios en el siglo XX, bastante informacidn ha sido colectada sobre la estructura,
actividad quimica y biosintesis de estos compuestos (Winkel, 2001). Interesantemente, los
flavonoides y las antocianinas en los fitoquimicos podrian estar significativamente
asociados con la reduccion de enfermedades cardiovasculares, degeneracion muscular, y

prevencion o incluso mejoras en tratamientos de muchas enfermedades. (Shirataki y



Motohashi, 2009). Las actividades de los flavonoides y su accion sinérgica mostrada con
otros medicamentos, los convierte en una herramienta ideal en terapias alternas contra el
cancer (Bijal et al., 2010). Se sabe que los flavonoides poseen actividades anti-
inflamatorias,  antioxidativas, hepatoprotectoras, antitromboticas, antivirales y

anticarcinogénica (Middleton, 2000).

I1.3. Interaccion Flavonoide Membrana

Algunos estudios han reportado interacciones membrana-flavonoide. Por ejemplo, se ha
reportado que la incorporacion de flavonoides en una membrana liposomal alterd las
funciones de barrera en una bicapa. (Saija et al., 1995). También se han estudiado las
interacciones de genisteina y otros isoflavonoides con micelas lipidicas y se ha sugerido
que la incorporacion de daidzeina en liposomas de fosfatidilcolina promovio la agregacion

y aceleraron su formacion. (Whaley et al., 2006)
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Figura 1. Estructuras de las subclases de flavonoides mas usuales.

I1.4. Quercetina

La quercetina es una biomolécula de la familia de los flavonoles. Es un flavonoide derivado

de las plantas, frutas, vegetales, hojas y semillas. Se usa también como suplemento



alimenticio en comidas y bebidas. A esta biomolécula se le han atribuido funciones
especificas comprobadas experimentalmente que resultan benéficas para la célula tanto in
vivo como in vitro. In vitro, un cultivo de células cancerosas de piel y prostata fue
suprimido cuando fue tratado con una combinacidn de quercetina y ultrasonido (Paliwal S
et al., 2005). La quercetina podrida tener propiedades inhibidoras contra el cancer,
prostatitis, enfermedades cardiacas, cataratas, alergias y enfermedades respiratorias como la
bronquitis y el asma (Edwards et al., 2007). Algunos estudios han revelado que la
quercetina lleva a cabo funciones farmacoldgicas importantes dentro de las cuales se
incluyen efectos antiproliferativos selectivos (Csokay, 1997), muerte celular
predominantemente atreves de un mecanismo apoptotico en células cancerosas pero no en

células sanas (Wei YQ et al., 1994).
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Figura 2. Estructura quimica de la quercetina.

I1.5 Bioasimilacion de la Quercetina

En las plantas, la quercetina se encuentra unida a azucares, formando glucésidos
hidrofilicos muy dificiles de absorber para los seres humanos. Estos glucdsidos son
hidrolizados en el intestino delgado. Asi, tras la hidrolisis, la quercetina aglicada es
absorbida eficientemente. Un glucdsido de la quercetina es la rutina. Frecuentemente, en la
naturaleza, la quercetina se encuentra en forma glicosidada (derivado de las azucares),

como por ejemplo en la rutina. En la rutina, el hidrogeno del grupo hidroxilo R-4 es



remplazado por un disacéarido. La quercetina se conoce como el aglucén, es decir, la forma
sin azucares de la rutina. (Cody, 1986). En la quercetina, tal como se muestra en la Figura
2, los grupos R1, R3 y R3 son todos OH. La rutina es un glucosido de la quercetina en

donde el grupo R4 es un disacarido, también conocido como rutinosa.

Figura 3. Estructura de la quercetin-3-rutinésido.
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Figura 4. Estructura de la rutina, o quercetina glicosidada.



El grado de eficacia de un flavonoide in vivo reside, entre otras causas, en su
bioasimilacion (Holst y Williamson, 2008). Por lo tanto, es mds importante conocer la
capacidad de bioasimilacion por parte del organismo de un nutriente o suplemento dietético
procedente de un alimento especifico, que saber la cantidad del mismo que esta presente en
el alimento (D’Archivio et al., 2007). Para ser bioasimilados, los flavonoides deben de
superar ciertas barreras como la solubilidad, la permeabilidad, el metabolismo, la excrecion
y la captacidon por parte de los tejidos diana (Hu, 2007). Generalmente, los flavonoides
libres (aglucones) procedentes de la dieta suelen ser absorbidos en el intestino delgado,
pero en su mayoria se presentan en forma glicosilada (heterésidos o glucdsidos) o en
estructuras polimerizadas, lo que dificulta su absorcion. La mayoria de los glucdsidos
resisten la hidrolisis 4dcida del estomago y llegan intactos al intestino. Las enzimas
intestinales (glicosidasa y otras hidrolasas) o las procedentes de su microflora hidrolizan
estos compuestos hasta las formas aglucén (Heim et al., 2002), convirtiéndolos en

metabolitos mas asimilables.

I1.6. Fosfolipidos

Todas las células estan rodeadas y separadas de su ambiente exterior por una membrana con
una permeabilidad selectiva llamada membrana plasmatica, que define los limites de la
célula, su perimetro celular, actuando como una barrera que separa su contenido interno (el
citoplasma y nucleo) del medio externo. El modelo actual que describe la organizacion
estructural de la membrana plasmatica describe la membrana plasmatica como un mosaico
fluido que contiene diversas proteinas embebidas en una matriz de fosfolipidos. Los
fosfolipidos en la membrana forman una bicapa lipidica con las cabezas polares dirigidas
hacia el exterior y las colas hidrofébicas hacia el interior de la bicapa. Esta tiene un grosor
aproximado de 75 A (4ngstrom) o 7.5 nandmetros (nm), por ello no es posible visualizarla
al microscopio Optico pero si con el microscopio electronico, ya que éste ofrece imagenes
de la membrana plasmatica en la que se pueden observar dos lineas oscuras laterales y una

central mas clara (Wimley, 2001)



Figura 5. Unidades con forma de cilindro (cabeza de igual tamafio que la cadena). En una
bicapa abierta todas las cadenas hidrofébicas estan protegidas del agua, excepto las situadas
en los bordes. Representacion abreviada tipica de la estructura anfipatica de los

fosfolipidos, con una cabeza polar hidrofilica y una cola apolar hidrofébica.

Figura 6. Estructura de la fosfatidilcolina uno de los fosfolipidos (fosfoglicérido) mas
comunes en las membranas biologicas. Estructura quimica y representacién de modelos de

bolas de su estructura atdmica, que da una idea aproximada de la forma de la molécula.

(Wimley, 2001).



Los fosfolipidos son una clase de moléculas anfifilicas de gran importancia en la biologia
debido a que estos forman bicapas, las cuales son la principal estructura que envuelve a
todas las células animales. Los fosfolipidos son lipidos complejos que consisten de grupos
cabezas polares (hidrofilicos) que contienen un grupo glicerol con un grupo fosfato y dos
colas hidrocarbonadas no polares (hidrofobicas). Las colas hidrofébicas estdn formadas
generalmente de acidos grasos de longitud variable con una cola teniendo uno o mas dobles
enlaces insaturados cis, los cuales provocan una deformacion en la cola. Las variaciones en
la longitud y la saturacion de las colas afectan la habilidad de empaquetamiento de los
fosfolipidos, por lo tanto, confieren diferentes propiedades reoldgicas como la fluidez a las

membranas. (Morris, 2001)

I1.7. Aspectos Historicos de las Monocapas de Langmuir.

I1.7.1. Franklin

El primer intento de establecer las bases cientificas de las monocapas fue hecho por
Benjamin Franklin. Benjamin Franklin, a partir de simples calculos cuantitativos report6 en
1774 que una cucharada de aceite (2 ml) depositados sobre una laguna de medio acre daba
como resultado una capa de aceite de 2 nm de espesor. Cien afios después Lord Rayleigh,
sospech6 que la extension méaxima del aceite en el agua, representa una capa delgada de

una sola molécula de espesor (Roberts, 1990)

I1.7.2. Agnes Pockels

Rayleigh le debid las mediciones directas de tamafios moleculares al simple aparato de
Agnes Pockels, que después se convirtid el modelo para lo que hoy se conoce como balanza
de Langmuir. Giles y Forrester describieron su educacion doméstica y el como ella trabajo
en el problema por 10 afios, desde que tenia 18, literalmente en su mesa de cocina. Aun asi

en su carta hacia Rayleigh, Pockels describié los métodos que permanecen hasta hoy en dia



para el estudio esencial de las monocapas. Ella describi6 el uso de una tina de 70 cm x 5 cm
x 2 c¢m, llena de agua con una vara de 1.5 cm de ancho acomodada a través de la tina, justo
en contacto con el agua. De tal forma que cuando Pockels movia la vara cambiaba el area
asi como limpiaba la superficie del agua. Por este medio ella examind la variacion en la
tension superficial de una superficie contaminada con aceite, usando una balanza que media
la fuerza requerida para levantar un pequefio disco (un botdn). Pockels descubrié que era
esencial limpiar la superficie del agua primeramente pasando la vara por toda la superficie.
Esta fue una técnica critica en la cual todo el trabajo subsiguiente ha dependido (Roberts,
1990). Al leer la carta de Pockels, Rayleigh se dio cuenta inmediatamente de la importancia
del simple aparado y el método que Pockels habia descrito. Por lo cual, siendo consistente
con su caracter de generosidad hacia quienes merecian reconocimiento, mandd la carta a la
reviste cientifica britanica principal con una nota recomendando su publicacion. El editor lo
publicé completo junto con la nota de Rayleigh. Se sospecha que la nota de Rayleigh fue
para anticipar cualquier criticismo debido a la publicaciéon de un autor desconocido y
aparentemente no profesional. Las primeras isotermas Presion-Area, tan familiares hoy en
dia en la investigacion en monocapas, fueron publicadas por Agnes Pockels. Es
sorprendente que si se trasladan los datos de Pockels a la actualidad, estos nos indican que
se obtiene un area molecular para el 4cido estearico de 2.2 nm?, la cual es correcta (Roberts,

1990).

I1.7.3. Langmuir

La propuesta de Rayleigh de que era posible experimentar con peliculas de una sola
molécula de espesor incremento el nivel de actividad en este campo a pesar de quienes se
mantenian escépticos con este punto de vista. Por ejemplo Devaux, usando métodos
elegantes adicionales midi6 el espesor de varias peliculas y mostrd que estos reasentaban
diametros moleculares. En particular, él fue el primero en esparcir polimeros como
peliculas delgadas usando proteinas y celulosa. También reportd que la albimina de huevo
se esparce en el agua formando una monocapa muy elastica. Poco después Hardy

descubrid que los aceites que no poseen grupo funcional polar no podian esparcirse en la

10



superficie del agua de la misma forma que los aceites animales y vegetales lo hacian
(Hardy, 1939). El fue el primero en postular la orientacién de las moléculas polares en las
superficies y en considerar su funcidén en el campo de la lubricacion. Por otro lado, él se
equivoco en su asercion de que las fuerzas cohesivas entre las moléculas eran de largo
alcance. Fue Langmuir quien resumi6 correctamente que las fuerzas eran de corto alcance y
actuaban Unicamente entre moléculas en contacto. Inspirado en Marcelini y los autores ya
mencionados, Langmuir fue el responsable en establecer el fundamento cientifico de las
peliculas monomoleculares (Roberts, 1990). Irving Langmuir naci6 el 31 de enero de 1881
en Brooklyn, Nueva York. Para las mediciones de las presiones de peliculas delgadas,
Langmuir desarroll6 un gran niimero de técnicas incluyendo la balanza de superficie la cual
lleva su nombre. Langmuir confirmd que estas peliculas tenian un espesor de una sola
molécula asi como también que las moléculas estaban orientadas en la superficie del agua,
con los grupos funcionales polares inmersos en el agua mientras que las largas colas
hidrocarbonadas se orientaban casi verticalmente se orientaban hacia el aire. Sus
experimentos proporcionaron fuerte evidencia de la existencia de fuerzas de corto alcance y
explicaron claramente las bases en las que ciertas moléculas forman o no buenas

monocapas (Roberts, 1990)

I1.7.4. Blodgett

Katherin Blodgett se uni6 al laboratorio de investigacion de General Electric en
Schenectady en 1919. Su maestria la obtuvo en la Universidad de Chicago. Ella mantiene la
distincion de ser la primera mujer cientifica en incorporarse al laboratorio de investigacion
de GE y la primera en obtener su doctorado en el laboratorio Cavendish en Cambridge,
Inglaterra. Para 1919 Blodgett, bajo el asesoramiento de Langmuir, fue capaz de transferir
una monocapa de acidos grasos de la superficie del agua a sustratos sélidos como
portaobjetos de vidrio. La construccidon de ensamblajes en monocapas se conoce hoy en dia
como peliculas Langmuir-Blodgett (LB) y se distinguen de las peliculas de Langmuir que
son solamente monocapas flotantes sobre una subfase acuosa. El primer reporte formal de

la preparacion de una pelicula Langmuir-Blodgett aparecio hasta 1935 (con una fecha de
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recepcion de Enero 24 de 1934). El retraso fue debido a que Langmuir y Blodgett estaban
activamente involucrados en el periodo de 1919-1934 en diversas areas de investigacion de
importancia para su compafiia, General Electric. Posteriormente Blodgett se concentrd en
las propiedades opticas de multicapas mientras que Langmuir en monocapas de proteinas

(Roberts, 1990)

I1. 8. Estructura Membranal: Perspectiva Historica

I1.8.1. Overton y Langmuir.

Las membranas bioldgicas son estructuras delgadas que normalmente se pueden visualizar
solamente con microscopia electronica. Es por lo tanto, que no nos sorprende que los
estudios més primitivos sobre membranas fueran indirectos y no dependieron de algtn tipo
de microscopia. Un buen punto de partida para el estudio histérico de las membranas
celulares es el trabajo pionero de Charles E. Overton en la década de 1890. Overton penso
que todas las células parecian estar envueltas en algin tipo de barrera permeable selectiva
que permitia el intercambio de algunas sustancias mientras que otras no. El razond que la
habilidad de una sustancia para cruzar la membrana debia estar relacionada de alguna
manera con su afinidad quimica por la membrana. Trabajando con células vegetales y
raices, Overton encontrd que las sustancias liposolubles penetraban facilmente en las
células, mientras que las sustancias hidrosolubles en general no lo hacian. De hecho, el
encontrd una buena correlacion entre la naturaleza lipofilica de las sustancias y la
capacidad que tenian las mismas para penetrar dentro de una célula. Overton concluyd que
las propiedades de solubilidad de la membrana celular se aproximaban a las de un acido
graso, y sugirié que la membrana celular estaba compuesta probablemente de una mezcla
de colesterol y lecitina. El proximo avance importante surgié una década después, atreves
del trabajo de Irving Langmuir, quien estudio el comportamiento de lipidos como los acidos
grasos de doble cadena, depositando los mismos como una capa delgada en una superficie

de agua, la cual después seria llamada balanza de Langmuir. Los lipidos fueron primero
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disueltos en benceno y muestras de soluciones de lipidos disueltos en benceno fueron
depositados sobre la superficie del agua. Cuando el benceno se evaporaba, las moléculas
del lipido quedaban sobre la superficie del agua formando una monocapa. La orientacion
que presentaban las moléculas era con las cabezas hidrofilicas en el agua, y la region
hidrofébica en contacto con el aire. La monocapa lipidica se convirtié en la base para las

investigaciones futuras sobre la estructura de la membrana celular (Becker y Deamer, 1991)

I1.8.2. Gorter y Grendel: la bicapa lipidica

El proximo evento mayor, vino en 1925 cuando los fisiélogos Gorter y Grendel leyeron los
articulos de Langmuir y pensaron que las monocapas podrian ayudar a responder algunas
preguntas sobre el recubrimiento superficial de los gldbulos rojos. ;Cuantas capas de
lipidos podria haber en el recubrimiento? Gorter y Grendel podian observar en su
microscopio que el gldbulo rojo se asemejaba a una esfera aplanada de alrededor de 7 pm
de diametro. Por lo tanto, el area de superficie de un volumen conocido de glébulos rojos
podria ser estimado contando las células y multiplicandolas por 100 pm % la cual era la
aproximacion mas acertada que pudieron hacer sobre el area de un glébulo rojo humano,
calculado a partir del didmetro observado. Ellos decidieron extraer los lipidos de los
glébulos, esparcirlos sobre la balanza de Langmuir para formar una monocapa y comparar
el area con el area combinada de los glébulos rojos. Si los lipidos estuviesen presentes en
los globulos rojos como una monocapa, el area resultante en la balanza seria semejante a la
calculada del volumen de los globulos. Una bicapa, representaria el doble del area y asi
sucesivamente. Cuando el experimento concluyo, encontraron que el area de la monocapa
del lipido en el agua era aproximadamente el doble del area total estimada para las células.
Gorter y Grendel concluyeron que el recubrimiento de los globulos rojos consistia en una

barrera bimolecular, es decir, una bicapa lipidica (Becker y Deamer, 1991).
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I1.9. Monocapas de Langmuir como Modelos de Membranas Biologicas

Para el estudio de la interaccion de compuestos bioactivos y membranas celulares existen
algunas posibilidades. Se puede trabajar con células vivas in situ, experimentar con ellas y
ver qué pasa, o se pueden aislar membranas celulares. Existen también otros métodos como
la formacién de vesiculas o liposomas, pero presentan algunas desventajas. De cualquier
forma una membrana celular posee proteinas incrustadas en la misma, y por medio de
vesiculas o liposomas quedan muchos factores sobre los cuales no se puede tener ningin
control, de tal forma que solo permiten investigar fenomenos de forma global. Por otro
lado, con un sistema de monocapas, se pueden controlar parametros como la naturaleza y el
empaquetamiento de los fosfolipidos, la composicion de la subfase y la temperatura. El
interés en las monocapas como modelos de membrana bioldgica reside también en su
homogeneidad, su estabilidad y geometria donde las moléculas lipidicas poseen una

orientacion especifica (Maget-Dana, 1999).

I1.10. Balanza de Langmuir

Las fuerzas cohesivas entre las moléculas de un liquido son las responsables del fendémeno
conocido como tension superficial. Las moléculas en la superficie de un liquido no poseen
otras moléculas adjuntas en todos sus lados y consecuentemente sufren una cohesion mas
fuerte con otras moléculas directamente asociadas en la superficie. La superficie de un
liquido se comporta como si estuviera cubierta por una membrana elastica. La diferencia
entre la tension superficial en un liquido puro y la tension superficial de la interfase en
presencia de una monocapa de moléculas anfifilicas evaluada al tiempo en que se mide, se
conoce como presion superficial. Esta se mide con las mismas unidades de la tension
superficial. A las graficas que relacionan la presion superficial con el area ocupada por las
moléculas anfifilicas en varios estados de compresion se les conoce como isoterma de
presion superficial. Se utilizan para caracterizar los cambios conformacionales que sufren

las moléculas bajo una compresion bidimensional (Adamson, 2004).
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La balanza de Langmuir generalmente consiste de una tina rectangular de teflon con
barreras moviles de teflon para delimitar el drea de superficie, asi como algiin medio para
monitorear la tension superficial de algun liquido, usualmente una delicada balanza que
cuantifica la fuerza que actua sobre un trozo de cristal o un aro de metal inmerso en la
superficie del liquido. La pelicula interfacial puede ser formada de dos maneras y estas son
parcialmente dependientes de la solubilidad del material de interés. Primeramente,
depositando por goteo la solucion sobre la superficie del liquido; esta técnica se conoce
como deposicion. Alternativamente, para algunas moléculas solubles activas en la interfase
como las proteinas, la pelicula interfacial pude ser formada sencillamente llenando la
balanza con una solucién de la muestra y permitiendo que las moléculas se adsorban hacia

la interfase por autoensamblaje; esta técnica se conoce como adsorcion (Morris, 2001).
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Figura 8. Técnica de deposicion.
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La presion de superficie define la tendencia de una superficie a esparcirse de forma analoga
a la de un gas, pero esta confinada a un area de dos dimensiones a diferencia de un volumen
tridimensional. La presion de superficie se define como la diferencia entre la tensién
superficial de una superficie desnuda (y0) y la tension superficial de una pelicula interfacial

(v1) y esta dada por:

[1= (y0) - (y1)

Debido a que existe una relacidon directa entre la tension superficial y la presion
superficial se puede apreciar que entre mayor numero de moléculas se encuentren en una
pelicula interfacial, mayor serd la presion de superficie. Esto refuerza la analogia con los
gases, queriendo decir que la presion de superficie es un concepto muy util porque puede
describir el estado de empaquetamiento de las moléculas en una pelicula interfacial. Por
esta razén, se menciona presion superficial y no tensién superficial. En la imagen se
muestra como la presion superficial versus el area interfacial define los diferentes estados

de una pelicula interfacial.
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Figura 9. Tipica isoterma para un fosfolipido, en la cual se muestran las diferentes fases de

una monocapa.
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A una baja presion superficial la monocapa estd compuesta de una muy baja
densidad de moléculas anfifilicas y por ejemplo, una monocapa de fosfolipidos podria ser
descrita como una monocapa en la fase de gas expandido, y asi como en cualquier gas las
moléculas se difunden libremente en la superficie. La densidad de empaquetamiento puede
ser incrementada aumentando la cantidad de moléculas en la superficie, 0 como mas
comunmente se logra, reduciendo el area de superficie al mover las barreras modviles de la
balanza de Langmuir. En cualquier caso, las moléculas son forzadas a empaquetarse y la
monocapa alcanza la fase liquida; las moléculas se pueden difundir en este estado, aunque
se encuentran mas confinadas. Si el area continua reduciéndose, las moléculas continian
empaquetandose alcanzando asi lo que se conoce como el estado solido o gel. Finalmente,
si el area continia reduciéndose mas alla de este punto, la monocapa sera repentinamente
forzada al colapso. Esto quiere decir que las moléculas fueron forzadas a abandonar la

superficie y se sumergieron en la subfase (Morris, 2001).

II.11. Medicion de la Presion de Superficie

Para medir la presion de superficie en la balanza de Langmuir se utiliza la placa de
Wilhelmy. La placa de Wilhelmy es un trozo de papel cromatografico el cual, cuando esta
suspendido en la interfase aire-agua. Es jalado hacia abajo en el bulto de la subfase por la
tension superficial del agua. Las fuerzas que actian sobre la placa son la gravedad, la
tension superficial actuando hacia abajo en la subfase y el empuje hidrostatico debido al
desplazamiento de agua actuando hacia arriba. Si el plato tiene dimensiones lwt (longitud,
anchura, grosor), una densidad p, y es inmerso en el agua a una profundidad h, entonces la

fuerza de empuje hacia abajo F, esta dada por la siguiente ecuacidn:

Fuerza = (pplwt)g — (pLhwt)g +2(w-+t) (ST)(cos0)

Fuerza= peso — empuje hacia arriba+ tension superficial en direccidn vertical
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Donde, pp es la densidad de la placa, pL es la densidad del liquido, ST es la tension
superficial del liquido, 8 es el dangulo de contacto entre la placa y el liquido y g es la
aceleracion debido a la gravedad. Antes de realizar cualquier medicidn la lectura de presion
se establece en cero. Por lo tanto se elimina el peso de la ecuacién 1.

Fuerza = — (pLhwt)g +2(w-+t) (ST)(cos0)

Fuerza = - empuje hacia arriba + tension superficial.

El empuje hacia arriba es eliminado de la ecuacion 2 debido a que la placa siempre se

mantiene a un nivel constante por la balanza, sin importar la tension superficial.

Fuerza = 2(w+t) (ST)(cos0)

Finalmente el uso de platos de papel asegura que el angulo de contacto es igual a 0° y la

expresion se reduce a:

Fuerza = 2(w+t) (ST)

Por lo tanto, para un plato la tension superficial es:

STp= Fuerza/2 (w+T)

Donde, la tension superficial esta en mN/m, la fuerza en mN (milinewtons) y el perimetro

en metros. Por lo tanto, para un papel de 10.25mm de ancho, .25mm de grosor y 100mg de

peso, la lectura para el agua sera de 46.7 mN/M.
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Figura 11. Imagen de la balanza de Langmuir.
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I1.12. Isotermas Presién Superficial / Area

El indicador mas importante de las propiedades de una monocapa de moléculas anfifilicas
se obtiene midiendo la presion de superficie en funcion del area de superficie que es
correspondiente a cada molécula. Esto se lleva a cabo a temperatura constante y se conoce
como isoterma presion superficial/area, o simplemente isoterma. Usualmente una isoterma
es obtenida comprimiendo la monocapa (reduciendo el area por medio de las barreras) a
una velocidad constante mientras la presion de superficie es monitoreada. Dependiendo del
material de estudio, repetidas compresiones pueden ser necesarias para lograr un evento

reproducible (Gaines, 1966 y Roberts, 1990).
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Figura 12. A) Isoterma esquemadtica y B) Orientacion de las moléculas en distintas fases

(Roberts, 1990).
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Varias regiones distintas son inmediatamente aparentes al examinar una isoterma.
Estas regiones son llamadas fases. Como se puede observar cuando una monocapa es
comprimida, se puede pasar por diferentes fases las cuales son identificadas por medio de
discontinuidades en una isoterma. El comportamiento de fase de una monocapa es
principalmente determinado por las propiedades fisicas y quimicas de las moléculas

anfifilicas y la temperatura y composicion de la subfase (Gaines, 1966 y Roberts, 1990).
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Figura 13. Isoterma tipica de un acido graso y un fosfolipido (Roberts, 1990).

Para calibrar un sistema de Langmuir se emplea cominmente el acido estedrico ya
que este acido graso se ha estudiado bastante y se conocen muy bien las transiciones de fase
que presenta, esto es a 21 A*/molécula donde cambia a la fase liquido-comprimido (LC),
donde se da la transicién de la cadena hidrocarbonada. A partir de los datos obtenidos, se

hace una comparacion del area por molécula ocupada por el 4cido graso y a partir de los
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valores de peso molecular y concentracidon de la sustancia que se va a medir se obtiene el

valor del area en A*/molécula (Gaines, 1966 y Roberts, 1990).

I1.13. Observacion de las Monocapas

Las observaciones microscopicas de la textura en las monocapas de Langmuir se hizo
posible hace solo unos pocos afios, primero por medio de microscopia fluorescente y mas
recientemente por las técnicas de microscopia elipsométrica y microscopia de angulo de
Brewster (BAM) (Degen et al., 2005). En afios recientes, la microscopia de angulo de
Brewster (BAM) se ha convertido en la técnica mas utilizada para la observacion in situ de
monocapas. No requiere la presciencia de aditamentos como sondas fluorescentes, por lo
tanto, la monocapa permanece sin alteraciones (Mifiones Jr et al., 2004). En el presente,
BAM es el método mas informativo para el andlisis estructural de las monocapas. La
existencia del angulo de Brewster (53°) es una peculiaridad de la luz polarizada. El
coeficiente de reflectividad se desvanece en el d&ngulo de Brewster, por lo tanto, la luz no es
reflejada en dicho angulo. Una monocapa en la interfase aire-agua permite una cierta
cantidad de reflexion, la cual es suficiente para producir una imagen. Esta técnica es
superior a la microscopia de fluorescencia puesto que no se requieren etiquetas
moleculares, las cuales podrian tener un impacto indeseable en el sistema. En un sistema de
langmuir, cuando no exista presencia de una monocapa en la interfase, el haz de luz en el
angulo de Brewster no presentara reflexion, en cambio cuando una monocapa esté presente,
habra una cantidad de reflexioén la cual podra ser interpretada como una imagen. En el
estudio de peliculas Langmuir-Blodgett, cominmente también es utilizada la microscopia
de fuerza atdmica (AFM). Después de que una monocapa es formada en la balanza de
Langmuir y habiendo esta sido transferida a un sustrato sdlido, puede ser observada en
microscopia de fuerza atomica. Por ejemplo, recientemente se han realizado estudios
termodindmicos y estructurales de proteinas basicas de mielina en membranas modelo, en

microscopio de fuerza atdémica como una de las principales herramientas (Rispoli, 2007).
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III. JUSTIFICACION

Los flavonoides, de los cuales la quercetina es uno de los mas abundantes en la naturaleza,
han sido exhaustivamente estudiados. Se conoce su estructura quimica, su capacidad
antioxidante, y se han observado efectos benéficos a nivel celular en experimentos in vivo.
Sin embargo los estudios enfocados a dilucidar los mecanismos de accion de dichas
biomoléculas son muy escasos. Por otro lado, la membrana celular se considera uno de los
organos mas importantes de la célula. Estudiar la interaccion entre un flavonoide como la
quercetina y una membrana modelo, genera informacién util para conocer los mecanismos
bajo los que opera la quercetina a nivel celular, y como se llevan a cabo los efectos que
causa la quercetina en la supresion de tumores, cambios estructurales de las membranas y

actividad antioxidante.
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IV. HIPOTESIS
Debido a su cardcter parcialmente hidrofobico, la quercetina en su forma libre de

azucares, penetra en las membranas celulares, las cuales poseen como componente

mayoritario fosfatidilcolinas.
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V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la interaccion entre el antioxidante quercetina y el fosfolipido
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) utilizando monocapas de Langmuir como modelo para

biomimetizar membranas celulares.
VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar isotermas para el DPPC, y complejos DPPC-Quercetina a diferentes
proporciones:
50%-50% DPPC-Quercetina, 70%-30% DPPC-Quercetina, 90%-10% DPPC-Quercetina,

respectivamente.

Caracterizar incrementos de presién en una monocapa de DPPC después de inyectar

quercetina a diferentes presiones iniciales.

Realizar ciclos de compresidon y expansion en monocapas de DPPC y DPPC-quercetina a

diferentes proporciones.
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VII. METODOLOGIA

VII.1. Isotermas y Peliculas Langmuir-Blodgett

Las soluciones madre de DPPC y de Quercetina fueron hechas a una concentracion de
Img/ml en cloroformo y etanol respectivamente, en un volumen total de 5 ml. cada una.
Para la preparacion de las muestras se utilizd 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina,
(DPPC) de la marca Avanti Polar Lipids y cloroformo grado HPLC. La quercetina fue
disuelta en etanol grado HPLC. A partir de dichas soluciones, se prepararon soluciones
DPPC-Quercetina a diferentes proporciones: 90-10%DPPC-Quercetina, 70-30% DPPC-
Quercetina 'y 50-50%-Quercetina las cuales fueron inyectadas en un volumen de
S50microlitros para generar las isotermas. Las isotermas de DPPC, quercetina y DPPC-
Quercetina fueron obtenidas en una balanza Langmuir-Blodgett modelo 601 Nima
Technologies, Ltd., Coventry, England. La presién superficial fue medida utilizando el
método de la placa de Wilhelmy. La presidon superficial y el area molecular fueron
obtenidas a una velocidad de compresion de 20 cm®/min. Todos los experimentos se
realizaron controlando la temperatura a 20° C utilizando un circulador de agua (Cole-
Palmer, 1268-24, USA). El proceso de deposicion del DPPC y de las soluciones DPPC-
Quercetina en la interfase aire/agua fue llevado a cabo utilizando una microjeringa
Hamilton. Sobre la subfase acuosa se inyectaron 50 uL de DPPC y DPPC-Quercetina con
una concentracion de 1 mg/mL. Después de 15 minutos de depositar la solucion se llevé a
cabo la compresion de las barreras. Los ciclos de compresion y expansion de las
monocapas de DPPC y complejos DPPC-Quercetina a diferentes concentraciones fueron
realizadas 15 minutos después de la deposicion de la quercetina sobre la subfase. El analisis
cuantitativo de la estabilidad de la monocapa fue obtenido mediante la integraciéon de las
curvas de los ciclos. Los experimentos de cambio de presion como funcion de diferentes
presiones iniciales, manteniendo el drea constante, fueron realizados 15 minutos después de
depositar las soluciones de DPPC y DPPC-Quercetina. Las monocapas fueron comprimidas
hasta alcanzar una presidon constante de 10 mN/m, 15 mN/m, 17.5 mN/m, 20 mN/m, 25
mN/m, y el cambio de presidon fue medido durante 5 minutos para cada monocapa formada

en la subfase. Las peliculas de Langmuir-Blodgett de DPPC fueron obtenidas sobre mica

29



recién descubierta. Las monocapas de DPPC fueron obtenidas manteniendo la mica
sumergida en la balanza. Después de 15 minutos, la superficie fue comprimida hasta
alcanzar una presion de 25 mN/m, la transferencia de la monocapa se realizd a una

velocidad de 1 mm/min. El agua utilizada en todos los experimentos para la subfase fue

agua ultrapura de 18.3 MQ. Un microscopio de angulo de Brewster MiniBam fue utilizado

para obtener las imagenes de DPPC y los complejos DPPC-Quercetina a diferentes
proporciones y los datos fueron almacenados en una computadora. Todas las imagenes
fueron obtenidas a 20° C. Una vez realizada la isoterma, se eligid la presion superficial de
25 mN/m para transferir la monocapa de Langmuir a un sustrato solido (mica). La
transferencia de la monocapa se realizé a una velocidad de Imm/min. Las monocapas de
Langmuir-Blodgett se analizaron en un AFM marca JEOL, modelo JSPM 4210, utilizando

el modo de no contacto.

Figura 16. AFM marca JEOL, modelo JSPM 4210

30



VII.2. Diagrama General para la Metodologia

En la figura 17 se muestra un diagrama general de la metodologia, donde se incluye la
formacion de las monocapas para la obtencion de las isotermas, la microscopia de angulo
de Brewster, la obtencidon de peliculas Langmuir-Blodgett para el andlisis en AFM vy los

incrementos de presion.

Solucién madre de Quercetina en

Soluciéon DPPC en cloroformo 1mg/mL

etanol Img/mL

N/

Mezclas DPPC-Quercetina: Isotermas para
I to d - DPPC 100% peliculas Langmuir
neremento de presion DPPC-Quercetina 90-10%

de peliculas Langmuir

- i -30° ) ;
en presencia de < ggﬁg Quercegna 28 280//0 Microscopia de
Quercetina. -Quercetina 50-50% angulo de Brewster.
Ciclos de
compresion y
\L expansion

Transferencia de peliculas
Langmuir-Blodgett a sustrato
solido (mica)

|

Observacion de las monocapa:
en microscopia de fuerza
atomica

|72]

Figural7. Diagrama general de la metodologia.
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VILI. 3. Diagrama de Flujo para la Obtencion de Isotermas a Diferentes Proporciones
de DPPC — Quercetina

En la Figura 18, la misma dindmica es utilizada para la obtencion de peliculas de
Langmuir-Blodgett para su observacion en microscopio de fuerza atdmica.

Limpiar la balanza > Llenar la balanza con
de Langmuir con agua desionizada
cloroformo y etanol.
Preparar las soluciones Limpiar la superficie
DPPC-Quercetina a P de la balanza hasta que
diferentes proporciones N la presion sea menor a
0.5 mN
Esperar 15 minutos
; después de haber
Deliom't’ar 50 ”lee o depositado para que el
solucion sobre la - solvente se evapore.
subfase

Programar la isoterma.

Figura 18. Diagrama para la obtencion de peliculas Langmuir-Blodgett.
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VIL.4. Diagrama de Flujo para la Realizacion de Ciclos Compresion-Expansion

En la Figura 19 se muestra el diagrama de flujo para la realizacién de ciclos de expansion y
compresion. Los ciclos de expansion y compresion se realizaron al formar una monocapa y
programar en la interfase 10 ciclos de expansion y compresion de la misma.

Igmﬁiar la bglanza \ Llenar la balanza con
¢ Lahguir con - agua desionizada.
cloroformo y etanol.
Preparar las soluciones Limpiar la superficie de la
DPPC-Quercetina a P balanza hasta que la presion
diferentes proporciones. sea menor que 0.5 mN.
. E 15 mi :
Depositar 50 L de sperar 15 minutos después
iy S de haber depositado para que
solucidn sobre la subfase. — 2
el solvente se evapore.

Programar 10 ciclos de
compresidon y expansion a una
presion méaxima de 20 mN/m.

Figura 19. Diagrama para la realizacion de ciclos de expansion y compresion.
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VIL.S Diagrama de Flujo para los Incrementos de Presion

En la Figura 20, se muestra el diagrama para la realizacion del experimento de incrementos
de presion. Este experimento consistio en la formacion de monocapas a distintas presiones
iniciales, posteriormente se inyecto con la microjeringa Hamilton quercetina, atravesando la
monocapa. Durante un lapso de 5 minutos se registré el incremento de presion ejercido por

la quercetina sobre la monocapa.

Limpiar la balanza de
Langmuir con cloroformo
y etanol.

Depositar 50 uL de
DPPC sobre la subfase.

A 4

Llenar la balanza con agua
desionizada.

Esperar 15 minutos después
de haber depositado para
que el solvente se evapore.

Mantener el area
constante y observar el
incremento en la presion.

N

Limpiar la superficie de
la balanza hasta que la
presidon sea menor que

0.5mN

N

\ 4

Programar el control de
presion a la presion
inicial deseada.

Figuran 20. Diagramas para los incrementos de presion.

Inyectar 50 pL de
quercetina disuelta en
etanol a una
concentracion de
Img/mL
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VIII. RESULTADOS

VIII.1. Isotermas

En la tabla I se muestra en linea continua a la isoterma caracteristica del DPPC, la aparicion
de la fase de transicion principal se encuentra aproximadamente en 100 A%/molécula. Las
isotermas que contienen distintas proporciones de quercetina aparecen corridas hacia areas

mayores mostrando una evidente interaccidn entre la quercetina y las moléculas de DPPC.

La proporcién menor de DPPC-quercetina (90-10%) en la interfase presenta un
corrimiento hacia areas y presiones mayores comparadas con la isoterma de DPPC puro,
esto indica que existe una intercalacion de las moléculas del flavonoide en los grupos
cabeza del fosfolipido, haciendo que se modifique la fase liquido expandido-liquido
comprimido. La proporcion intermedia de quercetina en la interfase muestra una isoterma
muy parecida a la del DPPC puro en la fase liquido-expandido (LE), modificando la forma
del plateau de transicion mayor, pero a presiones y areas menores que las observadas para
el sistema DPPC-quercetina 90-10%. La proporcion de DPPC-Quercetina 50-50 %
demuestra en la fase LE una isoterma con un corrimiento hacia dreas mayores mas no el
observado en la proporcion DPPC-quercetina 90-10% y una modificacion del plateau muy
similar a la que ocurre con la isoterma DPPC-quercetina 70-30%. Lo anterior indica que a
medida que se incrementa la concentracidon de quercetina en la interfase existe una
saturacidn, lo que provoca que haya una liberacion de moléculas de quercetina hacia la
subfase. En la menor proporcidon de quercetina la isoterma alcanza mayores presiones de
superficie lo cual puede deberse a que el DPPC tiene intercalados en su estructura a las
moléculas de flavonoide con lo cual no existe una saturacion de estos en la interfase. Lo
anterior se corrobora con las imagenes de AFM obtenidas mediante la técnica de Langmuir-
Blodgett, donde se observa la modificacion de la monocapa en funcidén de la cantidad de

quercetina.
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Figura 21. Isotermas a diferentes proporciones de DPPC-Quercetina.

Quercetinaen % | DPPCen % | Areaen A® | A de area en A”

0 100 65.54 4.24
61.30

10 90 75.45 9.8
65.65

30 70 65.54 3.72
61.82

50 50 77.82 14.27
63.55

Tabla 1. Efecto de quercetina en funcién de la proporcion de flavonoide en las isotermas de

DPPC. Las presiones de referencia son 12 y 25 mN/m respectivamente tomando como area

de referencia 65 A2,
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Si la quercetina en menor proporcion en la interfase se mueve hacia areas mayores
indica que esta al encontrarse saturando mas a la monocapa de DPPC tiende a migrar hacia
la subfase solubilizandose en el agua. Debido a la interaccidon entre los grupos cabeza del
fosfolipido y las moléculas del flavonoide se logra una saturacién en la interfase, esto se ha
estudiado empelando micelas y bicapas de fosfolipido (Afanas’eva et al, 2005), donde ellos
proponen que al incrementar la concentracién de quercetina se disminuyen los sitios de
uniéon por que las moléculas de flavonoide se entrelazan dentro de las micelas de
fosfolipido, por lo que en un sistema de Langmuir los sitios de unién pueden ser saturados

por la presencia de la quercetina provocando la solubilizacion.

La diferencia de area entre el DPPC y el DPPC con quercetina muestra que
efectivamente existe una similitud entre las isotermas obtenidas mediante la técnica de
Langmuir. La presencia del flavonoide muestra una diferencia de drea significativa a
medida que se incrementa su proporcion en el sistema. En base a esto se puede inferir que
con la menor proporcidn de quercetina hay una mayor retencion de moléculas de quercetina

en la interfase.

VIIL2. Microscopia de Angulo de Brewster

Mediante imagenes de microscopia de angulo de Brewster fue posible observar agregados
formados por la interaccién entre el DPPC y la quercetina. Nuevamente, como se mostrd
anteriormente en las isotermas de DPPC y quercetina a diferentes proporciones, es posible
apreciar el comportamiento que tiene la quercetina en la interfase a ciertas concentraciones
criticas. La formacion de agregados es mas abundante y homogénea donde la concentracion
de quercetina es menor. Tal es el caso de la Figura 21°, donde la quercetina se encuentra a
una proporcion 90%-10% respecto al DPPC. Esto nos indica que si la concentracion de
quercetina es muy elevada en proporcion al fosfolipido, la quercetina tiende a perderse en

la subfase, como se observa en la imagen de la izquierda.
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Fig 22° Fig. 22°
Figura 22. Iméagenes de microscopia de &ngulo de Brewster a diferentes concentraciones de
DPPC-Quercetina. 50%-50% DPPC-Quercetina respectivamente en la Figura 22° y 90%-
10% DPPC-Quercetina en la Figura 22°.

VIIL.3. Incrementos de Presion

En este trabajo, tal como lo muestra la Figura 22, para conocer la capacidad que tiene la
quercetina de penetrar una membrana, se experimentd inyectando quercetina en una
monocapa de fosfolipidos a diferentes presiones iniciales durante un intervalo de tiempo de
5 minutos. Posteriormente se registrd el cambio o incremento en la presion que ejercio la
presencia de quercetina en la monocapa. Bajo el supuesto de que en una célula viva la
presion en la membrana no es homogénea, se utilizaron presiones iniciales de 10 mN/m, 15
mN/m, 17.5 mN/m, 20 mN/m y 25 mN/m respectivamente. Como era de esperarse, la
penetracion de la quercetina en la membrana disminuy6 en funcion de la presion inicial.
Este experimento comprueba que la quercetina tiende a penetrar la membrana celular
aumentando asi la presion de dicha barrera celular. Nos indica también que entre menor sea

la presion en una region dada, mas fécil sera la penetracion de la quercetina en la
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monocapa.
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Figura 23. Incrementos de presion en una monocapa al inyectar quercetina a diferentes

presiones iniciales.

VII1.4. Médulos Elasticos

En la figura 24 se muestra que a medida que se incrementa la concentracion de quercetina
en el sistema, las monocapas se muestran menos rigidas en el modulo de elasticidad. En la
fase LE todas las proporciones utilizadas muestran una elasticidad similar y a medida que
se incrementa la presion de superficie esta va cambiando, hasta llegar a una fase de
coexistencia LE-LC, en la cual se observa que la concentracion menor de quercetina en la
interfase provoca que se haga menos rigida la monocapa. En la fase LC se mantiene el
mismo comportamiento en funcién de la elasticidad. La proporcion 50-50% (v/v) se
observa a presiones bajas con un modulo de elasticidad similar al de la proporcion 70-30%
(v/v) sin embargo a medida que se incrementa la presion de superficie la proporcion mayor

muestra un maximo alcanzado en aproximadamente en 31 mN/m. La proporcion 90-10%
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(v/v) muestra un maximo en 35 mN/m, el cual es superior a los encontrados para las
mezclas de DPPC-flavonoide, sin embargo, ningunas de las proporciones utilizadas
muestran un modulo de elasticidad superior al del DPPC puro, lo cual significa que a
medida que se disminuye la cantidad de moléculas de DPPC en la interfase y se agregan

moléculas de flavonoide la rigidez de 1la membrana se hace menor.

280
—&— DPPC-Quercetina 90-10% -
B DPPC-Quercetina 50-50% -
—®— DPPC-Quercetina 70-30%
200 - ¥ e
== modulo elastico " -
£ -(dP/da)*a e ]
z ™ '
° ' [
°
= P
3 -
=
El
1 L] T T 1
24 28 32
Presion (mN/m)

Figura 24. Mddulos elasticos.
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VIILS. Ciclos de Expansion y Compresion

En las figuras 25, 26 y 27 se muestran isotermas para monocapas en las que se realizaron
10 ciclos de expansion y compresion. En la isoterma de la Figura 25 se deposité DPPC
puro, mientras que en la isoterma de la Figura 26 se depositd una mezcla de DPPC y
quercetina a una proporcion de 70-30% respectivamente. Mediante los ciclos de expansion
y compresion se demuestra una mayor estabilidad de la membrana en presencia de la
quercetina. En la Figura 25, donde no hay quercetina presente, existe un corrimiento de la
isoterma hacia la izquierda en cada ciclo. Esto se debe a que la monocapa va perdiendo
estabilidad al paso de cada ciclo y esto se traduce en la migracion de fosfolipidos hacia la
subfase. En la Figura 26, donde existe una proporciéon de 70-30% DPPC-Quercetina, el
corrimiento de la isoterma hacia la izquierda durante cada ciclo es mucho menor. Esto
demuestra que al paso de cada ciclo la monocapa se mantiene estable, permitiendo que los

fosfolipidos permanezcan en la interfase.

DPFPC 10 ciclos.

20 +

Pia mMm

T I T I T I T I T I T I T I T I T |
50 g0 70 a0 50 100 110 120 130 140

Areah, A2

Figura 25. Ciclos de expansion y compresion para de una monocapa de 100% DPPC.
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Figura 26. Ciclos de expansion y compresion para de una monocapa de 70-30% DPPC-

quercetina.
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Figura 27. Ciclos de expansion y compresion para de una monocapa de 90-10% DPPC-

quercetina.
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La grafica de diferencia de areas (Figura 28) se obtuvo mediante la integracion de
las curvas de los ciclos de compresion-expansion. Esta grafica nos indica de manera
cuantitativa la diferencia de areas de cada ciclo para cada concentraciéon. Como en las
isotermas y en los modulos elasticos, la concentracion de 90-10% DPPC-Quercetina
respectivamente fue las mas diferenciada en referencia a la proporcion 70-30% DPPC-

Quercetina respectivamente y a la de 100% DPPC.

| —ua—100% DPPC
i —eo—70-30% DPPC-Quercetina
T 90-10% DPPC-Quercetina
55
| @
50 - \
< 45 W
_'————.\‘
40 -
/.\.
35 -
30 4
s 1 v 1] . 1 » 1] | v 1] s I ' 1] § I ’ ]
0 1 2 3 4 - 8 7 8 9 10

ciclos

Figura 28. Diferencia de areas en cada ciclo, para monocapas a diferentes proporciones de

DPPC-Quercetina.
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VIIIL.6. Microscopia de Fuerza Atomica

En la Figura 30 se muestra una monocapa de 100 % DPPC transferida en mica y observada
al microscopio de fuerza atomica, en ella se muestra que existe un empaquetamiento de los
fosfolipidos a la presion de 25 mN/m. La imagen de microscopia de fuerza atomica
mostrada en la en la Figura 30, rectifica que lo obtenido en la pelicula Langmuir-Blodgett,
fue efectivamente una monocapa. Esto se infiere a partir de la homogeneidad de la imagen
y el valor cuantitativo para el eje espacial Z. Dicho eje, muestra alturas entre .06 y 1.2
nanometros. Si bien el espesor de la membrana en una célula viva se encuentra en el orden
de 7 nanometros (tomando en cuenta que una célula viva posee una bicapa lipidica),
corresponderian longitudes de 3.5 nandmetros para las colas hidrocarbonadas en una
monocapa. En el andlisis de la Figura 31 de microscopia de fuerza atdmica se obtienen
valores inferiores a la cifra tedrica. Esto se explica a que la imagen se obtuvo a partir de
una monocapa a una presion de 25 mN/m, por lo tanto, la monocapa presenta suficiente
libertad para que la orientacion especifica de las moléculas permita un acomodo
moderadamente ordenado, dando como resultado un valor para el eje de Z relativamente
menor al esperado. En la Figura 31 se muestra la coexistencia de fases para el sistema
DPPC-quercetina 70-30. En ella se observa una separacion entre los dominios. La altura
alcanzada por la fase LC se encuentra alrededor de 1.5 nm aproximadamente y una fase LE
don valores cercanos a 0.6 nm aproximadamente. La fase LC no se observa completamente
plana como con la imagen de DPPC puro ya que muestra espacios de LE en ella. En la
Figura 32 se observa que los espacios vacios entre las fases distintas son mas abiertos. En
el analisis en Z es claro la diferencia de alturas donde se pueden apreciar alturas de la fase
LC hasta los 2 nm y otro patron de alturas cercano en la fase LE alrededor de 1 nm. Se
observan también agregados que tienden a empaquetar a los fosfolipidos en pequeiias islas
o dominios en una coexistencia de fase LC-LE. Al igual que en las isotermas y las
imagenes de microscopia de angulo de Brewster la proporcion 90%-10% DPPC-
Quercetina respectivamente, es la que modifica mayormente el comportamiento y las
caracteristicas de la monocapa. En la Figura 33 es posible apreciar que a esa proporcion de
DPPC-Quercetina, el flavonoide no se retiene en la interfase. Esta imagen es muy similar a

la obtenida depositando DPPC puro en la interfase. Se muestra una imagen de una
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monocapa plana con poca aparicion de fase LE, aun y cuando las alturas son menores que

para la observadas con DPPC puro.

Figura 29. Imagenes de las monocapas a diferentes concentraciones, procesadas en tercera
dimensidn a partir del analisis de alturas en Z mediante el software WSxM 5.0 Develop. A=
100%DPPC. B=70-30%DPPC-Quercetina. C=90-10%DPPC-Quercetina.D=95-05%DPPC-

Quercetina.
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Figura 30. Monocapa de 100% transferida en mica a una presion de 25 mN/m, con su

respectivo analisis de altura para el eje Z.
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Figura 31. Monocapa de 70-30% DPPC-quercetina transferida en mica a una presion de 25

mN/m

47



Z[nm]

Figura 32. Monocapa de 90-10% DPPC-quercetina transferida en mica a una presion de 25

mN/m. con su respectivo analisis de alturas para el eje Z.
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Figura 33. Monocapa de 95-05% DPPC-quercetina transferida en mica a una presion de 25

mN/m con su respectivo andlisis de alturas para el eje Z.
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IX. DISCUSION

El resultado de las isotermas sugiere una intercalacion de las moléculas de quercetina en la
monocapa. La interaccion entre la quercetina con las cabezas polares de las moléculas de
DPPC provoca que las isotermas presenten un corrimiento hacia areas mayores, lo cual se
explica con la incorporacion de la quercetina en la monocapa. Se hace evidente también, la
modificacion de las fases de transicion del DPPC. Tal como describen (Oteiza et al, 2005)
que ciertos flavonoides como la naringenina y la genisteina pueden interactuar con las
cabezas polares de los fosfolipidos en la bicapa lipidica y proteger a la célula de la agresion
de moléculas dafiinas como los radicales libres (Afanas'eva et al., 2007). Mediante un
estudio de interaccion entre liposomas con ciertos flavonoides, proponen que la quercetina
a altas concentraciones, tiene de saturar los sitios de enlace con un modelo de membrana vy,
por lo cual, la interaccion entre un fosfolipido y la quercetina disminuye a altas
concentraciones del flavonoide. Al observar las diferentes isotermas generadas para
diferentes concentraciones de DPPC-Quercetina, es evidente que las modificaciones
corresponden a una concentracion critica, en la cual a pesar de la cantidad de quercetina, no
existen efectos mayores sobre la monocapa. Esto se explica por una sobresaturacién de
moléculas de quercetina en la interfase, lo cual provoca una solubilizarian de las mismas en
la subfase, recordando el cardcter parcialmente hidrofébico de la quercetina. Las
implicaciones bioldgicas que puede tener este resultado es que debido a la capacidad
antioxidante de la quercetina, esta puede tener la funcion de atrapar radicales libres
posiciondndose en la region polar de la membrana celular. Como es posible inferir, una
membrana celular no posee presiones homogéneas. Una célula viva posee regiones de
mayo o menor presion dependiendo de factores como proteinas incrustadas, la interaccion
con células vecinas, el tipo de célula, etcétera. El experimento de incrementos de presion en
el cual se inyectd quercetina debajo de monocapas de DPPC formadas a diferentes
presiones iniciales, simulando un ambiente extracelular saturado en quercetina, demuestra
que la quercetina, tiene a tener una mayor penetracion en la membrana en zonas donde la
presion es menor. Por lo tanto, penetra selectivamente en zonas de la membrana donde la

presion es menor.

50



Hoy en dia es aceptado que las funciones celulares estan directamente determinadas
por su estructura. A diferentes niveles de jerarquia la organizacion estructural de la célula
esta caracterizada por ciertas propiedades mecénicas. Es obvio que la estructura de una
célula debe diferir, en procesos fisiologicos como diferenciacion, crecimiento, adhesion,
etcétera, a una célula bajo patogénesis, como por ejemplo, estrés oxidativo, ataque contra
virus, parasitos (Kuznetsova et al, 2007). Tal como se demostré en el célculo de los
modulos elasticos, la quercetina le confiere una mayor elasticidad al modelo de membrana.
El modulo elastico se redujo en funcion de la cantidad de quercetina, haciendo la misma
menos rigida. Las implicaciones bioldgicas que esto tiene, son por ejemplo, que a mayor
elasticidad de una membrana se favorecen los procesos de division celular, asi como la
exocitosis y endocitosis. Los modelos actuales de la bicapa lipidica definen a la misma
como un mosaico fluido con proteinas embebidas. Una de las ventajas de una c€lula sana es
la fluidez en la membrana. Esto permite que las proteinas embebidas en la misma tengan
una mejor movilidad dentro de la membrana. Estas proteinas pueden ser receptores o
proteinas de sefializacion importantes para la regulacion de procesos celulares tales como la
division celular y la apoptosis (Oteiza et al., 2005). Una mayor rigidez en la membrana
puede modificar la funcionalidad de dichas moléculas. Los surfactantes pulmonares es la
superficie activa del alveolo y consiste aproximadamente de 90% lipidos y entre 5-10%
proteinas. De los surfactantes pulmonares entre 80-90% son fosfatidilcolinas, de las cuales
mas de la mitad son dipalmitoilfosfatidilcolinas (DPPC). El DPPC no solo es el
componente primario de los surfactantes pulmonares, también se cree que es el responsable
de la reduccién de la tension superficial casi a cero en los pulmones (Duncan y Larson,
2008). En algunos tipos de células como los alveolos pulmonares o las células cardiacas,
donde se presentan ciclos de expansidn y compresion, es decir, donde la membrana se
deforma para después regresar a su estado inicial ciclicamente, es importante que la
membrana permanezca estable. El experimento de los ciclos de expansion y compresion
demostré que la presencia de la quercetina le confiere mayor estabilidad al modelo de
membrana. Esto se tradujo en mayor retencidon del fosfolipido en la interfase durante cada
ciclo. Al igual que en las isotermas y los mddulos, la proporcion 90-10% DPPC-quercetina
fue la que presentd una mayor estabilidad sobre las demds proporciones. Para corroborar

los resultados se empled microscopia de angulo de Brewster y microscopia de fuerza
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atomica. Las imagenes de microscopia de angulo de Brewster prueban que hay una mayor
retencién de quercetina en la interfase cuando la proporcion de la misma es menor en
relacion al DPPC. Del mismo modo las imégenes de microscopia de fuerza atdmica hacen
evidente que la modificacion de la monocapa esta directamente afectada por la cantidad de
quercetina hasta llegar a un punto critico en el cual la quercetina no surte mayor efecto. El
punto maximo de modificacion se logré con una proporcion 90-10% DPPC- quercetina en
ambas pruebas de microscopia. Los datos indican que la proporcion 90-10% DPPC-
Quercetina es la que mayor efecto tuvo sobre las monocapas. Esto sugiere que los cambios
responden a una proporcion critica donde, una mayor concentracidon provoca una saturacion
inmediata de los puntos de union, lo cual permite una migracion mediante la solubilizacién

de los excedentes de quercetina hacia la subfase.
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X. CONCLUSIONES

Con este trabajo se concluye que queda demostrada la interaccidon entre la

quercetina y un modelo de membrana de DPPC.

En este trabajo se generd informacidn sobre el comportamiento de la quercetina

en un sistema de Langmuir en la interfase aire-agua.

Mediante las isotermas fue posible corroborar la presencia de la quercetina en

forma intercalada en la region polar de la fosfatidilcolina.

Se conocieron las modificaciones en los cambios de fases del DPPC en

presencia de la quercetina en la interfase.

Mediante los incrementos en presiones iniciales, se obtuvieron datos
cuantitativos sobre la penetracion de la quercetina en un modelo de membrana a

diferentes presiones iniciales.

Los modulos elasticos evidenciaron que la cantidad quercetina presente en la

interfase afecta directamente la rigidez del modelo de membrana.

Los ciclos de expansion y compresion demuestran una mayor estabilidad de la

monocapa conferida por la presencia de la quercetina en el sistema.

Las imagenes de AFM y de microscopia de angulo de Brewster, apoyan los
datos obtenidos por las isotermas, los modulos y los ciclos, asi como también
indican que para efectos a nivel celular, es mas importante la naturaleza quimica
y afinidad con la membrana celular lo que determina su adsorcion en la misma,
dejando esto en un plano secundario la cantidad de flavonoides que se

incorporen a un sistema.

Como perspectivas futuras para este trabajo se sugiere un analisis de
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espectroscopia Raman para conocer el sitio de enlace entre el DPPC y Ia
quercetina, asi como la variacion en el pH de la subfase, o la presencia de iones
en la misma. También la utilizacion de mezclas de fosfolipidos y acidos grasos
en el modelo. Esto con la intencion de ajustar mas el modelo a condiciones

fisioldgicas.
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