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Si th crees que estas derrotado, lo estas; si ti crees que no te
atreves, no lo haras.

Si te gusta ganar, pero crees que no puedes vencer, s casi un
hecho que vas a perder.

Si t crees que vas a perder, estas perdido; porque en este
mundo encontramos que el éxito empieza en la voluntad del
hombre, y que reside en una actitud personal.

Si tu crees que eres inferior, lo eres; tienes que pensar en
grande para elevarte, tienes que estar seguro de ti mismo antes
de poder alcanzar la cumbre.

Las batallas no siempre las gana el méas fuerte, o el mds veloz,

tarde o temprano el hombre que triunfa es aquél que cree que
puede triunfar.

Vince Lombardi
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Introduccion

Los Fosfolipidos son moléculas formadas por dos cadenas hifrofobicas unidas a un
grupo fosfato. Estos se autoensamblan y dan origen a las vesiculas. Existen diferentes
tipos de vesiculas, multilamelares y unilamelares. Entre las unilamelares tenemos a las
vesiculas unilamelares pequeiias o SUV; a las vesiculas unilamelares largas LUV y a las
vesiculas que son objeto del estudio en esta tesis, las vesiculas unilamelares gigantes

GUV.

Existen diferentes métodos para producir diferentes tipos de vesiculas. En particular, el
método de hidratacion produce vesiculas polidispersas con diferente tamaiio 'y forma,
esféricas cilindricas y complejas agregados multilamelares de didmetros desde unas
pocas micras hasta 50 micras. Las caracteristicas de las estructuras dependen de los

pasos en el proceso de la formacion.

Por otro lado, el método de electroformacion produce vesiculas unilamelares gigantes
(GUV'’s). Para esto, se utiliza un campo eléctrico alterno aplicado a baja frecuencia a
una pelicula de fosfolipido hidratado. Como resultado, vesiculas unilamelares se
originan a partir de los electrodos. Existen en general dos tipos de electrodos en el
proceso de electroformacion: con alambres de platino y con portaobjetos recubiertos de

Indium Tin Oxide.

Este método es bastante iitil ya que por ejemplo podemos estudiar sus propiedades
eldsticas mediante micropipetas y realizar la observacion directa con el microscopio
optico durante el proceso de la formacion de GUVs. Esto nos permite controlar el

didmetro de las vesiculas con el campo eléctrico alterno.

A pesar de flexibilidad del método, aun no estd completamente entendido el mecanismo

fisico del crecimiento y formacion de vesiculas bajo el campo eléctrico.



El objetivo de este trabajo es caracterizar algunos aspectos del crecimiento y la
Jormacion de vesiculas de dos mezclas de fosfolipidos (SOPC: SOPS) por medio del
método de electroformacion. Para esto hemos estudiado la cinética de este proceso,

desde que los fosfolipidos son hidratados hasta gue se convierten en GUV'’s.

En el capitulo 1, se presenta una breve descripcion de los fosfolipidos utilizados en
nuestros experimentos. Estos fosfolipidos corresponden al grupo colina (SOPC) y al
grupo serina (SOPS. Estos dos fosfolipidos se encuentran en membranas de diferentes

tipos de células bioldgicas, como en el higado y en el cerebro respectivamente.

En el capitulo 2, el lector se encontrard con diferentes tipos de métodos para la
preparacion de vesiculas unilamelares gigantes (GUVs). Exploraremos en cada uno su
método de preparacion, sus ventajas y sus desventajas. Se describe mds ampliamente el
método utilizado en nuestros experimentos y cuyas bases se encuentran en el método de
electroformacion descrito por Angelova et al. (Angelova, 1980), donde haremos una
descripcion tedrica sobre el método de electroformacion que propusieron en 19806, sin
embargo hasta ahora se encuentra sin entender completamente el proceso de formacion
de vesiculas por medio de este método , por lo que se hace énfasis en el capitulo 2 en la
teoria propuesta por Angelova et al. 'y las correcciones que son necesarias, las cuales
estdn apoyadas por los experimentos que hemos realizados asi como por algunos
articulos de investigacion involucrando el proceso de electroformacion (Dobereiner,

2000)

En el capitulo 3 presentamos los resultados obtenidos, entre ellos se encuentran el
comportamiento del crecimiento de las vesiculas durante el proceso de electroformacion,
asi como los  experimentos de la cinética de la electroformacion de vesiculas de
Sfosfolipido vy los diferentes fenomenos que en ella ocurren. También se observo la

influencia del substrato en la formacion de GUVs.



Un resumen sobre diferentes aplicaciones para las vesiculas gigantes se mencionan en el
capitulo 4. La preocupacion por entender completamente la cinética del proceso de
electroformacion de vesiculas unilamelares gigantes es de gran importancia, donde las
diferentes aplicaciones pueden ser tales como microcapsulas para terapia génica. Por
otro lado, los estudios experimentales con GUVs han sido fundamentales en el andlisis

de los procesos celulares, en particular la caracterizacion de las membranas biologicas.



Capitulo 1
Fosfolipidos.

Las vesiculas que en este trabajo preparamos con el método de electroformacién estan
formadas por unos materiales que se llaman fosfolipidos. Estos estdn formados por
moléculas antipdticas o anfifilicas. Reciben este nombre porque cada molécula tiene un
grupo quimico soluble en agua y dos colas hidrofébicas. Esto hace que al solubilizarse en
agua, espontdneamente se agrupen y formen ya sea micelas o bicapas. De hecho, bicapas de

fosfolipido forman la estructura bdsica de las membranas bioldgicas.

A diferencia de los lipidos (grasas), los cuales consisten en glicerol y tres cadenas de acido
graso, los fosfolipidos son derivados ya sea de glicerol o de la esfingosina. Los
fosfogliceridos (glicerolfosfolipidos) contienen una fosfatida y dos 4&cidos grasos
esterificados a dos carbonos del glicerol y un grupo de acido fosférico esterificado al tercer
carbon. El grupo fosfato en turno esta esterificado a un alcohol, como etanolamina, colina,
serina, o inositol. La esfingomielina estd basada en esfingosina, la cual en contraste con el
glicerol ya contiene una larga cadena de hidrocarbono. La segunda cadena de hidrocarbono
estd provista por un ester ligado a un acido graso. Para la cabeza la esfingosina esta
esterificada a un grupo de acido fosférico la cual estd unida por ester a una colina. La
cadena de acidos grasos normalmente contiene un ndmero par de dtomos de carbono entre
14y 24, donde de 16 a 18 es lo mds comdn. En la figura 1.1 y 1.2 se muestra la estructura

molecular de diferentes tipos de fosfolipidos.
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1.1 Fosfolipidos utilizados

Dependiendo del tipo de fosfolipidos y las condiciones del método de preparacion se
forman diferentes estructuras de liposomas. En nuestro trabajo utilizamos dos fosfolipidos
cuyas cabezas polares son representativas de las membranas bioldgicas. A continuacion los

describiremos brevemente.

1.1a Colina

El primer fosfolipido de los utilizados tiene como cabeza polar al grupo colina. Ademds,
tiene dos colas hidrofébicas de 18 carbonos cada una. Una de dichas colas es saturada,
mientras que la otra presenta una doble ligadura. EI nombre completo de este fosfolipido
es: 1-Stearoil-Oleoil-Sn-Glycero-3-Fosfatidilcolina, lo cual en inglés se abrevia como

SOPC. Su férmula quimica es C44HgsNOsP, y su peso molecular es 788.14 gr/mol.

PN NP AN\ \/\\,/‘l\ o

Fig.1.3 Estructura de SOPC



De todos los fosfolipidos, los que tienen la cabeza polar tipo colina son los mas importantes

pues son los que se encuentran en mayoria en las membranas celulares.

Son también el principal fosfolipido circulando en plasma, donde es el principal
componente de las lipoproteinas, especialmente HDL (lipoproteinas de alta densidad las
cuales modifican la circulacién del torrente sanguineo y la tensién de la membrana), aunque
son poco encontrados en membranas de bacterias. Los fosfolipidos con grupo colina son

neutros.

En el caso particular del SOPC, podemos decir que la perturbacién de su sintesis en la
célula puede llevar a la inhibicién del crecimiento celular o incluso a su muerte (Cui Z,
2002). La sintesis acelerada de SOPC parece ocurrir en células de cdncer y tumores sélidos,

lo cual puede ayudar a que sea un objetivo para agentes terapéuticos.

Por su estructura practicamente cilindrica, el SOPC se organiza espontdneamente en
bicapas, por lo cual resulta ideal para utilizar este fosfolipido para modelo experimental de
membranas bioldgicas. Tales propiedades son esenciales para crear un balance con otros
lipidos que no forman bicapas o que forman microdominios especificos (rafts). Haciendo
combinaciones de esos fosfolipidos con SOPC, se pueden conseguir bicapas como en la

figura 1.4.

Ademads de esta funcidén la molécula también sirve como sefialador especialmente en el
nicleo. También se conoce que la enzima 3-hidroxibutirato deshidrogenasa requiere estar
unida a SOPC antes de funcionar éptimamente. La SOPC es el precursor biosintético de la
esfingomielina y tiene influencia en varios de los procesos metabélicos. Es precursora del

acido fosfatidico, con importantes funciones de sefialamiento (Fox, 1976).

En 1985 Yechiel y Barenholtz de la Hebrew University, publicaron un trabajo en el cual
hablan sobre la relacion de SOPC con el envejecimiento, se trata de un estudio in vitro
durante 20 dfas usando células del corazén de ratones alimentdndolas con SOPC se
aglomeraron latiendo en unisoné a 160 latidos por minuto (Yechiel, 1985). Asi mismo
existen otros articulos donde se intenta utilizar el SOPC en toxicologia: higados diabéticos

o alcohdlicos, malnutricidn, arterioesclerosis y catdlisis de drogas (Gundermann, 1993).



Figura 1.4 Mezclando SOPC con otros fosfolipidos



1.1b Serina

El otro fosfolipido utilizado tiene como cabeza polar al grupo serina, y colas hidrofébicas
idénticas al SOPC. El nombre completo de este fosfolipido es:1-Stearoil-Oleoil-Sn-
Glycero-3-Fosfatidilserina, lo cual en inglés se abrevia como SOPS. Su férmula quimica es
CsH79NOoP y su peso molecular es 812.05 gr/mol. Cabe decir que los fosfolipidos de

grupo serina son los fosfolipidos cargados més abundantes en las células.

Fig.1.5 Estructura de SOPS



Aunque la SOPS se distribuye ampliamente entre animales, plantas y microorganismos es
usualmente menos del 10% del total de fosfolipidos de cada organismo; se concentra
mayormente en la mielina y tejido cerebral y puede llegar a ser del 10 al 20 mol% del total

de fosfolipidos en la membrana plasmatica.

Asi como otros fosfolipidos naturales se encuentra en forma salinas, sin embargo es
propenso a reaccionar con el calcio via dtomos de oxigeno cargados modificando la
composicidn de la cabeza polar. Esta interaccion puede ser de considerable relevancia para
el estudio de SOPS sobre todo durante la formacién de huesos. La concentracion varia de

tejido ha tejido entre el higado y el cerebro (Wu, 2008).

La SOPS se encuentra enteramente en la monocapa interna de la membrana celular y es el
fosfolipido aniénico mds abundante. La presencia de cantidades apreciables de SOPS en los
endosomas y lisosomas habilita a estos compartimientos para engancharse con proteinas
con dominios compatibles con la serina. La alta concentracién de este lipido aniénico
resulta en una carga negativa de la superficie en la cual proteinas policatiénicas pueden

adherirse (Bogdanov, 1999).

Ademds de esta funcién como componente de las membranas celulares, la SOPS es un
cofactor esencial que adhiere y activa la proteina Kinasa C. Estd involucrada en el proceso
de coagulacién de sangre de las plaquetas, mejorando la activacion de la molécula clave
para la coagulacién sanguinea. Anticuerpos para SOPS se forman en ciertos estados de

enfermedad, incluyendo trombosis y pérdida de embarazo

Se sabe que la SOPS juega un rol importante en la regulacidon de apoptosis (muerte celular
programada) en respuesta a un estimulo de calcio como se puede observar en la figura 1.6.
Asi mismo se ha establecido que SOPS y fosfatos inorgdnicos deben de estar presentes en
la formacién del hueso, antes que los iones de calcio sean introducidos, cuando la alta

afinidad de SOPS con el calcio se vuelve importante (Balasubramanian, 2007).

Las altas concentraciones de acido docosahexaenoico (DHA) en el cerebro y SOPS son

importantes para el desarrollo de las funciones de sus tejidos. La acumulacion de SOPS en



AR
Figura 1.6 Célula Apoptotica adhiriéndose a una superficie gracias a la concentracién de

serina en su membrana.

las membranas neuronales es promovida por el DHA y es importante para el mantenimiento

y la supervivencia de las neuronas(Kim, 2007).

Por el otro lado la FDA (Food and Drug Administration) de Estados unidos considera que
hay una alguna evidencia cientifica de que incluir SOPS en la dieta humana reduce el

riesgo de demencia o disfuncién cognoscitiva.

1.2. Liposomas o Vesiculas de Fosfolipido
1.2.1 Membranas

Las membranas biolégicas estan formadas por fosfolipidos, colesterol, proteinas,
esfingomielina, glicolipidos. Para estudiar las diferentes propiedades de las membranas
bioldgicas en bioffsica se utilizan modelos. EI modelo experimental mds simple es aquel

formado por una bicapa de fosfolipidos.

La membrana es una estructura que delimita a las células y a los diferentes organelos. Sin
embargo la membrana es mds que solo un delimitador de espacio. Algunos organclos estdn
hechos solamente de membranas (reticulo endopldsmico, aparato de Golgi). Incluso, si se
destruye la membrana externa de una célula, esta muere, a diferencia de lo que ocurre
cuando se infringe dafio en otras partes como €l ADN o el ndcleo, donde la célula puede

continuar viva.



Una membrana rodea a todas las células que llevan las sefiales nerviosas en los organismos.
Maneja la produccion de energia de la mitocondria, en la cual sin su doble estructura
membranal no hay separacién de carga eléctrica, ni ciclo de Kreb y subsecuentemente
tampoco energia. Se encuentra en el manejo de todos nuestros sentidos especialmente el de
la vista. Por ejemplo, en la retina hay100 millones de células fotoreceptoras, de las cuales
por cada una de esas células existen 140 millones de receptores (péptidos llamado
rodospsina), todos incrustados en membranas y dispuestos a activarse con un fotdn

(Rodieck, 1998) .

Generando una espontanea “burbuja” acudtica la membrana formada por una bicapa de
fosfolipidos, actia como un tubo de ensayo natural dentro del cual se encuentran los demads
elementos bioquimicos, de tal manera que las reacciones puedan proceder. Los fosfolipidos
proveen empaquetamiento bioldgico y la capacidad de acarrear procesos bioquimicos en su

interior, ellos son las moléculas que crean la célula biolégica (Rudin 1985).

1.2.2 Geometria

Debido a que los fosfolipidos son anfifilicos tienen una fuerte tendencia a la agregacidn, sin
embargo, depende de la forma de los lipidos y su empaquetamiento si se forman micelas o
bicapas. La geometria como podemos ver en la figura 1.7 y 1.8 puede ser aproximada por

tres pardmetros:

1.- El drea optima de la cabeza ao. (Debido a la repulsion electrostatica entre moléculas
vecinas, esto depende fuertemente del pH y la fuerza iénica de la solucién para lipidos

cargados).
2.-La longitud de la cadena de hidrocarbonos.
3.-El volumen molecular de la cadena de hidocarbonos v.

Una teorfa simplificada sugiere que la forma del agregado depende esencialmente del

pardmetro de empaquetamiento (Israelachvili, 1991)



Atraccion
hidrofdbica

\,5\ /

Repulsion hidrofilica

Volume v

Figura 1.7 Parametros de empaquetamiento

Parametro de empaquetamiento critico

Forma critica de empaquetamiento

Estructura formada

v/al <1/3

1/3<v/al<1/2

12<v/al<t

v/al=1

v/al>1

cono - il
W i
v |
e
\\\\\ A
\ ) //
Cono truncado & ,
‘\ '/
oo
e
Cono truncado
[§ |
1:1 -.‘)1'
Cilindro |
Lo
N e
/’.'T"q

Cono truncado
invertido

ST
H

i
i
1
A

/
e

Hicela cilindrica

Vesicula

Bicapa plana

Micelas
invertidas

Figura 1.8 Geometria segun los pardmetros de empaquetamiento




1.2.3 Vesiculas

Para obtener vesiculas, los lipidos normalmente estan disueltos en un solvente orgdnico, el
cual es evaporado utilizando vapor de nitrégeno o poniéndolos al vacio, de tal manera se
produce una capa de lipido en una superficie de vidrio (vial o portaobjeto). La capa de
lipido es hidratada con una solucién acuosa, donde la temperatura debe de estar arriba de la
temperatura de fusiéon Tm del lipido. La formacién de vesiculas después es producida por
perturbaciones como agitacién, mezclado en una cdmara giratoria, o aplicando un campo
eléctrico alterno. Los tamafios, las formas y lamelaridad de las vesiculas depende del tipo

de fosfolipido utilizado y del protocolo seguido.

Las vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) figura 1.9 tienen un didmetro desde 1 hasta
300 micrémetros. Las GUVs son utilizadas por su tamafio como modelo de membranas
biol6gicas, lo que facilita su visualizacién en el microscopio dptico y la micro

manipulacion de vesiculas individuales.

En el siguiente capitulo hablaremos con mds detalle de los métodos de preparacién de

vesiculas y, en particular, describiremos el método de electroformacioén.
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Figura 1.9 Vesicula unilamelar gigante (Bicapa de fosfoipido)



Capitulo 2

Métodos de formacion de Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUVs)

En la literatura se han reportado diferentes métodos experimentales para la formacién de
membranas unilamelares gigantes. A continuacidn presentaremos brevemente algunos de
ellos y nos extenderemos en el método de nuestro interés, que es el de electroformacidn

con ITOs.

2.1 Deshidratacion-Rehidratacion

(Orwar, et al.)

Este método es bastante simple y toma muy poco tiempo, al mismo tiempo la mayoria de
las vesiculas son unilamelares. La desventaja es que el didmetro de las vesiculas es en

promedio de 10um y las vesiculas de fosfolipido estdn adheridas fuertemente al substrato.

Orwar et al (Orwar, 1996) reportan el siguiente procedimiento:

1. Preparar  vesiculas unilamelares largas LUV (Large unillamelar
vesicles). Utilizando el proceso de extrusién que consiste en hacer pasar
una solucién de vesiculas de fosfolipido a través de una membrana con
un tamaifio de poro controlado (dependiendo si quieres vesiculas largas o
cortas), la solucién tiene que pasar a través de la membrana

aproximadamente 12 veces.

2. Deshidratar LUV: Agregar una gota de suspensién de LUV (5ul) en un

sustrato hidrofilico como cuarzo o vidrio. Se coloca el substrato en una



campana de vacio a temperatura ambiente para deshidratar las vesiculas

de lipido.

3. Re hidratar LUV: Después de que las LUV estén secas, agregar Sul de
solucién para re hidratar la membrana lipidica y GUVs se empezaran a

formar rapidamente después de un par de minutos como en la figura 2.1

Fig. 2. 1 Vesiculas unliamelares gigantes

2.2 Hidratacion con sacarosa

(Kinosita, et al.)

Kinosita reporta (Kinosita, 1998) un método eficiente ya que cada preparacién de
muestra produce varias vesiculas unilamelares gigantes GUVs; aprovecha la facilidad de
aplicar una diferencia de presién osmdtica a las vesiculas controlando la concentracién
interna y externa del soluto. Entre sus desventajas es que utiliza una alta concentracién de
un elemento externo a las membranas (sacarosa, en concentraciones entre 100 y S00mM).
Esto puede afectar algunas propiedades del sistema. Ademds, las vesiculas gigantes no
siempre son unilamelares.

Preparacion:

1. Crear una Solucién de lipidos DMPC. Disolver los lipidos en cloroformo

para hacer una solucién de concentracién 8mg/ml.



Crear una Solucién de muestra. Use 0.45 g de la solucién de lipidos lo cual
dard aproximadamente 2.4 mg de lipido DMPC vy diluir la solucién en

2.4ml de cloroformo.

Poner a evaporacién. Secar la muestra de lipido diluida en una cdmara de

vacio manteniendo nitrégeno en la atmosfera por 2 horas.

Realizar la hidratacion. Agregar 2.4ml de solucién de sacarosa (100-
500mM) para hidratar la muestra seca de lipido, una vez que el cloroformo

se haya evaporado.

Mantener en incubacién. Se mantiene la muestra en el vacio a 37° C toda

la noche. Se formaran las GUVs y flotaran en la suspension.

o
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Fig. 2.2 GUVs flotando en suspension



2.3 Electroformacion (con alambres de platino).

(Angelova et al)

Este método reportado por Angelova et al (Angelova, 1986) es ampliamente utilizado
para producir GUVs y puede incluir varios componentes. La ventaja de este método es
que segun los estudios realizados el didmetro de las vesiculas esta controlado por el
campo eléctrico y las vesiculas son fdcilmente separadas del alambre de platino; las
vesiculas son transferibles hacia otro medio gracias a que la cdmara esta abierta ver

figura 2.3 y todas las GUVs son unilamelares.

Para saber si las GUVs son unilamelares se mide el modulo de ruptura de la membrana
con la técnica de aspiracién de micropipetas, el cual tendrd un determinado valor para

vesiculas unilamelares y un valor més alto para vesiculas multilamelares.

Entre las desventajas tenemos que cada muestra tiene que pasar un largo periodo de
tiempo mientras se le aplica el campo eléctrico comparado con los otros métodos, esto es
debido a que la muestra de vesiculas unilamelares gigantes se encuentra
homogeneizdndose dando como producto final una gran cantidad de vesiculas gigantes
homogéneas y unilamelares a diferencia de los otros métodos, y asi mismo consume mas

tiempo el limpiar la cdmara cada vez que se realiza una muestra.

Es dificil poner el lipido en los alambres de platino, no siempre se realizan las GUVs
debido a la dificultad de poner correctamente el lipido en los alambres, y ademds debido
a que no se puede poner una gran cantidad de lipido en los alambres no son muchas las

GUVs que se obtienen.






5. Hidratacién de lipido. Prender el campo eléctrico (10Hz, 3V) por 9

minutos. GUVs se formaran a lo largo de los alambres de platino.

Actualmente el proceso de electroformacién es el mas utilizado para producir vesiculas
unilamelares gigantes (GUVs) ya sea en alambres de platino o utilizando los portaobjetos
recubiertos de ITO. Sin embargo existen todavia dos parametros del método de
electroformacién que siguen sin solucién: i) se debe utilizar una baja concentracién salina
(<10mM NaCl) durante el proceso de preparacion, ya que se ha visto que altas fuerzas
i6énicas impiden la formacion de GUVs (Bagatolli, 2000). Y ii) las membranas carecen de

asimetria (Pautot, 2003), y es dificil y poco practico insertar proteinas en las GUVs.
2.4 Electroformacion con alambres de platino bajo condiciones fisiolégicas
(Bagatolli et al)

Bagatolli et al muestran un nuevo protocolo de electroformacién en donde simulan mejor
el medio ambiente nativo de la membrana bioldgica, es decir, obtienen vesiculas
unilamelares gigantes (GUVs) por electroformacién compuestas de membranas nativas o

mezclas de fosfolipidos que crecieron en condiciones fisioldgicas (Bagatolli, 2007).

Este nuevo método prepara vesiculas unilamelares gigantes utilizando una solucidn
especial de células de sangre, eritrocitos fantasmas (los eritrocitos fantasmas constan de
eritrocitos a los cuales se les ha dejado sin organelos es decir, solamente se tiene la
membrana de los eritrocito; Steck, 1974), los cuales se depositan en los alambres de
platino, en una cdmara que permite la visualizacion en el microscopio éptico, después de
depositar los eritrocitos fantasmas en la cdmara esta se cubre para evitar exponerla a la
luz, y se dejan precipitar por 5 minutos. Después de este ultimo paso se adhieren 500ul
de HEPES 25 mM (un buffer orgdnico utilizado para cultivar células) y 5S00ul de una
solucién de NaCl 150mM. Una vez rehidratada se enciende el campo eléctrico alterno,
primero con una frecuencia de 500hz y 940mV por 20 minutos, después se cambia a
2.61V por 90 minutos a una temperatura de 37°C. El resultado de este proceso son GUVs

de eritrocitos fantasmas a los cuales llaman RSO G-ghosts con didmetros entre 1 y S0um.



En la figura 2.4 se muestra una imagen de fluorescencia de RSO G-ghosts etiquetadas
con DIIC18 (perclorato de tetrametilindocarbocianina, utilizado para etiquetar
membranas insertando sus dos largas cadenas de hidrocarbono en la bicapa de lipido),
electroformadas de eritrocitos fantasmas cargados con Alexa 488 dextran, el cual sirve
para la fluorescencia, (MW 300, verde). Se puede notar en la imagen parte A que el
dextran fluorescente se mantiene atrapado dentro de las vesiculas (G-ghosts) después de
la electroformacién. En la parte B y C se muestran los posibles mecanismos propuestos
para el proceso de electroformacién. La parte C se excluye debido a que como podemos
observar la solucién que se encuentra adentro de los eritrocitos fantasmas, que es
diferente a la que se encuentra afuera, se conserva después de la electroformacién cuando
se convierten en GUVs, esto hace que sea imposible el proceso de la parte C y mas
probable el proceso propuesto en la parte B donde no se pierde la solucion que se

encuentra adentro al convertirse en GUVs.



Fig. 2.4 RSO ghosts (GUVS formadas por eritrocitos fantasmas) la barra blanca

corresponde a 20um.

2.5 Electroformaciéon con portaobjetos recubiertos de Indio Oxido de Estafo
(Indium Tin Oxide, ITOs).

(Mayer, 2005)

El método de electroformacion produce GUVs con tamafios entre 20 ym y 80 um de
didmetro. Este método sobre la electroformacién en lugar de utilizar alambres de platino
utiliza portaobjetos recubiertos con una mezcla sélida de dos 6xidos metdlicos: éxido de
indio y 6xido de estaio. Por sus siglas en inglés, a este tipo de recubrimiento se le
denomina ITO (Indium Tin Oxide). Los portaobjetos ITO ver figura 2.5 son
eléctricamente neutros y Opticamente transparentes; estdn hechos de un substrato de

vidrio de alta calidad y presentan una conduccién eléctrica uniforme y homogénea.



Figura 2.5 Indium Tin Oxide

La utilidad de los ITOs es evidente para cualquier experimento donde se necesite una

superficie conductora y que a la vez sea Opticamente transparente.

La limpieza y el bueno cuidado de los ITOs es esencial para la formacién de GUVs, ya
que la composicion de la bicapa, sus propiedades eldsticas asi como otras propiedades
son sensibles a los contaminantes, por lo tanto en el proceso de electroformacién el paso

de la limpieza es uno de los mds importantes.

En los experimentos reportados en este trabajo utilizamos este tipo de portaobjetos como
electrodos para preparar las muestras. Para crear una camara y sellar los dos ITOs

utilizamos un tipo de plastilina que no contiene grasa, utilizada en laboratorios clinicos.

Fig. 2.6 Camara de electroformacion sellada con plastilina, la parte circular representa la

plastilina y la parte oscura es la gota de fosfolipido.



En la figura 2.6 se muestra como se sella la cdmara formada con los ITOs; en su interior

se deposita el fosfolipido.

Fig. 2.7 Representacién de la electroformacién con ITOs

En la figura 2.7 se muestra como se conectan los ITOs con el generador de funciones, el

cual sirve para aplicar un campo eléctrico alterno que provoca la formacién de las GUVs.

Debido a que este es el método de nuestro interés en los siguientes temas se hablara con
més detalle sobre el procedimiento experimental, y posteriormente discutiremos
brevemente la teoria propuesta por Angelova y Dimitrov (Angelova, 1986) para explicar

el crecimiento de las vesiculas por electroformacion electroformacion.

El procedimiento utilizado para formar vesiculas por electroformacion consta de los

siguientes pasos:

Limpieza.
1. Los ITOs se limpian primero con una solucién jabonosa y con agua

desionizada. Después se limpian con etanol y cloroformo alternando los



solventes al menos 5 veces, finalizando con etanol que se evapora
rdpidamente, poniendo el lado cubierto de metal boca arriba (se detecta el
lado cubierto de metal utilizando un multimetro, en la versiéon de

resistencia).

Después se limpian las micro jeringas con cloroformo al menos 10 veces
pero es recomendable 15 veces para evitar que queden residuos de
fosfolipidos utilizados en experimentos anteriores y se contamine la

muestra.

También se debe preparar teflon para el vial donde se encuentran los
fosfolipidos, ya que sino este se contaminara echando a perder todo el
fosfolipido. Asi mismo los viales en donde se deposite la muestra obtenida
por electroformacién deben de ser limpiados de la misma manera que

como se limpian los ITOs.

Después de utilizar el fosfolipido y depositarlo en los ITOs, las micro
jeringas tienen que ser nuevamente lavadas de 10 a 15 veces con
cloroformo y bien guardadas para asi asegurar que no haya contaminacién

de parte de las micro jeringas en la muestra.



Método:

Figura 2.8 Montaje experimental para visualizar la electroformacién.

Primero se toma la micro jeringa y se obtienen 5ul de la solucién de lipido
con cloroformo (10mg/ml) y se deposita en un ITO tratando de que el
depdsito quede de la manera mas regular posible (no solo dejar la gota,

sino esparcirla suavemente en una zona en el centro del ITO).

Después se coloca el ITO en la campana de vacio por 3 horas para que se
evapore todo el cloroformo. Se tapa la campana de vacio con un fieltro

negro para evitar que la luz afecte al fosfolipido.

Se crea la camara de electroformacién con la plastilina clinica como se
mostro en la figura 2.6 (se debe preparar la plastilina antes para exponer

el ITO con fosfolipido el menor tiempo posible a la intemperie).

Se hidrata con Ja solucién deseada, se termina de sellar la cdmara y se

enciende el campo eléctrico alterno figura 2.9.



Figura 2.10 Cédmara de electroformacion bajo el microscopio

Las observaciones se realizaron bajo el microscopio éptico con el método de contraste de
fases figuras 2.8 y 2.9. Se utiliza esta técnica pues permite visualizar mejor las vesiculas.
De hecho, la técnica de contraste de fases permite mejorar las imdgenes de muestras
donde las estructuras presentan una transparencia similar. Tal es el caso de la mayorfa de
las células vivas, las cuales son indetectables bajo el microscopio de campo brillante
debido al poco contraste. Sin embargo dado que los diferentes organelos presentan una
variacidn en su indice de refraccion, esto proporciona una oportunidad de distinguir Jos
objetos.

Lo mismo pasa con las membranas de fosfolipido, debido a que tienen la misma solucién
dentro de la membrana que afuera se obtiene una mejor imagen utilizando el contraste de

fases.



El contraste de fases es un instrumento figura 2.11 vital para la investigacion bioldgica y
medica. Cuando se trata de estructuras transparentes o con falta de color, el contraste de
fases ha hecho posible el estudiar células vivas, vesiculas ver figura 2.12, divisién
celular, componentes biolégicos in vivo. El microscopio de contraste de fases fue

premiado con el premio Nobel de Fisica en 1953.

El mecanismo fisico del contraste de fases consiste en lo siguiente: Estructuras con un
alto indice de refraccién refractan la luz a un dngulo mas grande que las estructuras con
bajo indice de refraccidon. Las mismas propiedades que causan que la luz se refracte
también retrasan la trayectoria de la luz. En un microscopio de campo brillante la luz de
estructuras con alto indice de refraccidn se refractan mds alld del centro del lente que las

de bajo indice de refraccién y llega un cuarto de longitud de onda fuera de fase.

La luz de la mayoria de los objetos pasa por el centro del lente asf como por la periferia.
Ahora si la luz del borde de un objeto hacia el lente es retrasada por media longitud de
onda y la luz del centro no es retrasada, entonces los rayos de luz se encuentran fuera de
fase por media longitud de onda. Se cancelan la una a la otra cuando el lente objetivo
pone la imagen en foco. Una reduccién en el brillo de la imagen se observa. La reduccién

en el brillo depende en el indice de refraccién del objeto.
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Figura 2.11 Contraste de fases

Figura 2.12 Imagen de vesiculas bajo contraste de fases




Fig. 2.13 Montaje experimental completo

En la figura 2.13 se muestra el montaje experimental completo, se tiene el microscopio
optico la electroformacion a la derecha y a la izquierda el sistema de aspiracién por micro

pipetas, los cilindros con agua son para controlar la presion ejercida al sistema.



2.6 Teoria sobre Electroformacion

En el articulo donde Angelova y Dimitrov reportan por primera vez el método de
electroformacion de vesiculas gigantes, estos autores también presentan un modelo
tedrico para explicar sus resultados. En dicho modelo, ellos conciben el crecimiento de
las vesiculas como resultado de dos tipos de fuerzas: unas que lo favorecen y otras que
tienden a inhibirio. A continuacién describiremos con cierto detalie dicho modeio para

posteriormente realizar algunos comentarios criticos al mismo.

Fig. 2. 14

El planteamiento del modelo comienza suponiendo que al hidratar la pelicula seca de
fosfolipido, a partir de ella se forman protuberancias mas o menos esféricas, las cuales
son precursoras de las vesiculas gigantes (figura 2.14). Al aplicar un campo eléctrico,

dichas protuberancias crecen hasta formar vesiculas unilamelares gigantes.

+

Fig. 2.15

Entre las fuerzas que favorecen el crecimiento de las vesiculas gigantes, Angelova y
Dimitrov consideran obviamente en primer término el efecto del campo eléctrico
aplicado. Para ello consideran dos placas paralelas, separadas una distancia d, entre las

que se aplica una diferencia de potencial V {figura 2.15). El campo eléctrico entre las



) . . Vv
placas es constante (se desprecian efectos de borde) y esta dado por £ = a4 De esta
forma, la fuerza eléctrica que una carga puntual q siente al ubicarse en el espacio entre las
14 . . .
placas es: F = 4 g . Ahora, si la carga se encuentra en una superficie de &rea A, la fuerza

por unidad de 4rea que actla sobre la superficie es una presién de origen electrostético y

esta dada por:

Pop=—0c (ecuacion

donde la densidad de carga de la superficie es: o = gj . En el modelo de Angelova y

Dimitrov, la ecuacién 1 representa la presidn, debida al campo eléctrico, y favorece el

crecimiento de las vesiculas unilamelares gigantes.

La segunda fuerza considerada en el modelo es debida a la presién osmética. Esta presion
existe cuando una membrana separa dos soluciones con diferentes concentraciones de
soluto. En tal situacion hay una presion debido al gradiente de concentracion, la cual, si la
membrana fuera permeable al agua, originaria un flujo de agua desde la region menos
concentrada hasta la mas concentrada. Esto es debido a que la situacion de equilibrio es

aquella donde las concentraciones son iguales a ambos lados de la membrana.




Fig.2.16

En el caso del método de electroformacion, Angelova y Dimitrov suponen que en el
interior de la vesicula en crecimiento hay una concentracion de soluto diferente que en el
exterior (figura 2.16). De esta forma, existe una diferencia de presidén que favorece el

crecimiento de las vesiculas, la cual se puede calcular segiin la expresion:

AP, = R, T{c; —¢c,) (ecuacion

2j

donde R, es la constante universal de los gases v T la temperatura absoluta. ¢; y ¢,son
las concentraciones de soluto en el interior y en el exterior de la vesicula,
respectivamente. De acuerdo a Angelova y Dimitrov, esta presion favorece el crecimiento

de las vesiculas gigantes.

Finalmente, el modelo considera una fuerza que se opone al crecimiento de las vesiculas:
la debida a la Ley de Laplace. Esta ley considera una membrana esférica de tensién

superficial y, pardmetro que representa la energia superficial por unidad de 4rea de
E . . . .
membrana y = vh Dado que la energia superficial es proporcional al 4rea de la

membrana, esta tiene una tendencia a disminuir su tamafio, encogiéndose. Sin embargo,
en el equilibrio, esta tendencia ¢s balanceada por una diferencia de presion que mantiene

a la esfera de un tamafio dado. Tal diferencia de presion esta dada por

2y ..
AFjp = ® (ecuacion

3)

donde R es el radio de 1a esfera.



Considerando estos tres términos, el modelo de Angelova y Dimitrov supone que la
velocidad de crecimiento del radio de la vesicula es proporcional a las presiones

mencionadas

dR AP
e == L(})el + A‘POS - f'(tp) i
ar {ecuacion

4)

Los signos del lado derecho de la ecuacion anterior reflejan un efecto favorable (positivo)
o desfavorable (negativo) de la presidn respectiva. La constante de proporcionalidad, L,

es denominada “permeabilidad hidraulica” del sistema.

Para integrar esta ecuacion, es necesario escribir todos los términos en funcion del radio
de la vesicula en crecimiento. De hecho, el término electrostatico no depende de dicho
radio, mientras que cl término debido a la Ley de Laplace depende explicitamente de él.
Por ello, es necesario expresar solamente el término osmdtico. Para ello, notemos que si

la concentracion de soluto en el interior de una vesicula en el instante inicial es ¢;, enun

3
instante t posterior, dicha concentracion es: ¢; =c;p -5 -
R

Donde Ry es el radio inicial de la vesicula y R el radio al tiempo t. En esta expresion se
ha supuesto que la vesicula es impermeable al paso de soluto. Al introducir esta
expresion en el término osmdtico, este queda expresado en funcion del radio de la

vesicula.

Sustituyendo las ecuaciones 1, 2 y 3, la ecuacion 4 se escribe:



3
dR ¥V . Ry . 2y .
i I_(d o+ R, T(cy 2 —Cy)— R ) (ecuacion

5)

Para integrar esta ecuacion, se cambia a la variable AR = R — Ry << R y se desarrollan en

serie de Taylor alrededor de Ry (a primer orden) los términos que dependen de R. Con

esto, tenemos:

dAR , 3R 70 4 i
,;\;’3 = I( Z o+ RyT(cip —C,) —(3RgT~CéO~Q * ‘;{?)AR) (ecuacién

6)

En esta expresion, la tension superficial se ha escrito en términos de una constante

elastica K de la siguiente forma:

y=2K .
Ro

La ecuacion 6 es facil de integrar, pues es de la forma d?R =a-bAR, donde a y b son
t

constantes. El resultado de Ia integracion es:

AR = AR [l -exp(—t/1)] {ecuacion
7)

donde se uso la condicidén inicial AR =0 a t = 0. Los valores de las constantes en la

ecuacion 7 son:



14
ARy, = [ReT(€ig =Co) + -~ V(R Te /Ry + 4KIR}) y

L L3R, Tc;, ! Ry + 4K/ RE).

T

Considerando que el radio de las vesiculas estd dado por R= Ry + AR, los limites de la
ecuacion 7, predicen el comportamiento a tiempos largos y cortos. En primer término,
para tiempos muy grandes, de la ecuacion 7 se puede ver que las vesiculas alcanzan un

radio méximo R, = Ry + AR, . Por otra parte, desarrollando la funcion exponencial de la

ecuacion 7 para tiempos cortos (t << y), se predice que el crecimiento de las vesiculas es

lineal en los primeros instantes después de aplicar el campo:

ARy,

2t {ecuacién
T

R~ Ry+

8)

Esta ecuacion describe cualitativamente el crecimiento de las vesiculas por el método de

electroformacidn.

La ecuacién 7 es el resultado principal del modelo propuesto por Angelova y Dimitrov
para explicar el crecimiento de vesiculas por electroformacion. A continuacion hacemos

algunos comentarios criticos a dicho modelo.

La primer observacion que se puede hacer al modelo se refiere tanto a la pertinencia
como a al modelo escogido para las presiones favorables y desfavorables al crecimiento

de vesiculas (ecuaciones 1, 2 y 3).



Si bien la fuerza por la cual el método de electroformacion difiere de los demas métodos
es la debida al campo eléctrico, la ecuacidén 1 parece demasiade simplista para modelar
bien su efecto. Esto debido a que dicha ecuacion no considera la forma esférica de la
vesicula. De hecho, si se considera que la superficie del agregado esta uniformemente
cargada, la fuerza que se siente en cada punto de la misma apunta siempre en la misma
direccién: hacia un electrodo, y no en direccion radial (figura 2.17). Aunado a este
detalle, se encuentra el hecho de que el método de electroformacion funciona atin para
fosfolipidos que no tienen carga neta, sino un dipolo en su cabeza polar, tal como la
fosfatidilcolina. Ademas, en versiones mas modernas, las vesiculas se preparan aplicando

un campo eléctrico oscilante, lo cual no estd contemplado en la ecuacion 1.

Fig. 2.17

En cuanto al término de la presion osmdtica (ecuacién 2), la objecién que puede
plantearse es que el crecimiento de las vesiculas ocurre incluso si no hay gradientes de
concentracién, es decir, ain y cuando la concentraciéon de soluto en el interior y en el
exterior del agregado sean iguales: ¢; =¢,. De hecho, en la mayoria de las situaciones
experimentales las vesiculas se preparan sin gradientes de concentracién entre su interior

y Su exterior.

Por otra parte, cabe resaltar que el término osmotico puede ser favorable o desfavorable

al crecimiento de las vesiculas, dependiendo de la direccién del gradiente de



concentracion. De hecho, en el caso en que el gradiente es favorable, la ecuacion 6
predice el crecimiento de las vesiculas aiin en ausencia de campo eléctrico. Este es un

hecho que, hasta donde sabemos, no ha sido reportado.

Sobre el término relativo a la presién de Laplace (ecuacion 3), podemos comentar que se
trata de una expresion valida solamente en el equilibrio. Es decir, debido a la existencia
de la tensién en la membrana (tension superficial), es necesaric que el interior de la esfera
se encuentre a una presion mayor que el exterior, para que su radio no cambie. De hecho,
la diferencia en presiones entre el interior y el exterior, necesaria para mantener el
equilibrio, depende dei radio y est4 dada por la ecuacién 3. Si tal diferencia de presiones
no existe, el término de Laplace no tiene sentido. En el caso del modelo de Angelova y
Dimitrov, podria argumentarse que tal diferencia de presiones se origina en los efectos

combinados de la presion osmética y del campo eléctrico.

Ademés de las objeciones que se pueden plantear a los términos considerados en la
ecuacion 4, también es factible preguntarse sobre la necesidad de considerar alguna otra

propiedad del sistema para explicar el crecimiento de las vesiculas.

Por ejemplo, si el proceso implica deformaciones de las membranas (formacion de
protuberancias, aumentos de tamafio, etc.) cabe cuestionarse si es necesario considerar las
propiedades elasticas de las mismas. Es sabido que implica diferente gasto energético

curvar de igual manera dos membranas con diferente mdédulo de curvatura media k.



Asimismo, el gasto energético al incrementar el area de dos membranas diferentes
depende de su modulo de compresibilidad superficial Ka. Esto permite suponer que una
teorfa mas completa deberia tomar en cuenta el efecto de las propiedades elésticas de las

membranas.

Ademas de estas observaciones de cariacter tedrico, existen otras de naturaleza
experimental que dejan ver que el modelo de Angelova y Dimitrov no explica

completamente la formacion de vesiculas por electroformacion.

La primera cobservacién viene del hecho de que al hidratar una pelicula seca de
fosfolipido, espontdneamente se forman agregados en solucidén. A este método de
fabricacion de vesiculas se le conoce como “rehidratacion”. De hecho, los agregados
obtenidos son polidispersos en forma, tamafio y nimero de membranas que los
conforman. Esta observacion permite afirmar que no es necesario tener un campo
eléctrico para obtener vesiculas de fosfolipido. Entonces, el efecto del campo en el
método de electroformacién consiste en restringir la polidispersidad de las vesiculas,
haciendo que todas adquieran una forma esférica y estén conformadas por una Unica

membrana.

El hecho de que ia rehidratacion permita formar vesiculas, aunque polidispersas, en
ausencia de campo eléctrico plantea una interrogante relacionada directamente con el
modelo de Angelova y Dimitrov: ;es posible que el efecto del campo eléctrico consista

en facilitar la unidn

de vesiculas polidispersas pequefias para formar vesiculas

unilamelares gigantes?

Por otra parte, el modelo tampoco explica la procedencia de las moléculas de fosfolipido

necesarias para el crecimiento de las vesiculas gigantes. En efecto, si en el método de



electroformacion el radio de las vesiculas crece linealmente con el tiempo, su area debe
crecer cuadraticamente con la misma variable, Y si suponemos que cada molécula de
fosfolipido ocupa un 4rea determinada a; en la membrana, vemos que la cantidad de
moléculas de fosfolipido que contiene la vesicula crece también cuadraticamente con el

tiempo.

Cabe preguntarse entonces: ;de donde proviene el fosfolipido necesario para el
crecimiento de las vesiculas? Tres opciones nos parecen plausibles: 1) que la vesicula
mantenga contacto todo el tiempo con el substrato, como sugieren Angelova y Dimitrov

(figura 2.18a);

2) que exista un flujo o difusion de moléculas de fosfolipido del substrato o del bulto de

la solucion hacia la vesicula en crecimiento (figura 2.18b); o,

3) que el campo eléctrico favorezca la fusion de vesiculas pequefias a la vesicula en

crecimiento (figura 2.18¢).

@) (b

(c) (d)



Finalmente, un punto importante que no aclara el modelo es el hecho de que las vesiculas
gigantes obtenidas por electroformacion estan constituidas por una sola membrana. ;Cudl
es el mecanismo para que esto ocurra? De hecho, esto pudiera sugerir una nueva
posibilidad para la procedencia de las moléculas de fosfolipido que permiten que la
vesiculas gigantes crezcam: ;es posibie que ei efecio del campo eléctrico consista en
fusionar capas vecinas de una vesicula muitilamelar pequefia para dar lugar a una
vesicula gigante unilamelar (figura 6d)? Aun mas critico, ;De dénde proviene el agua
para llenar el volumen?, estas son preguntas que aun siguen sin contestar sin embargo
diferentes experimentos son realizados con el fin de ir aclarando el proceso de

electroformacion

Como vemos, el modelo de Angelova y Dimitrov presenta limitaciones tanto de caracter
tedrico como experimental. A pesar de ello, en la literatura no existe otro intento por
explicar de mejor manera el crecimiento de vesiculas por electroformacién. De hecho,
trabajos recientes subrayan el hecho de que los detalles del mecanismo del crecimiento de
vesiculas por este método son atin desconocidos. Nuestro trabajo pretende contribuir, con

observaciones experimentales, a clarificar dichos mecanismos.



Capitulo 3

Experimentos y Resultados.

En este capitulo se mostraran los experimentos que se realizaron con el fin de entender de
una mejor manera la cinética del proceso de electroformacién ya que en realidad el

proceso no esta completamente entendido.

Asi mismo se presentan los resultados obtenidos y su interpretacién, la observacién de la
cinética de la electroformacion y los diferentes fendmenos que ocurren en ella nos llevara
a poder crear una teoria mas completa sobre el método de electroformacién, un mayor
entendimiento de cémo interacciona las membranas de fosfolipido con un campo
eléctrico asi como mejorar las aplicaciones en las que participa. También se comparan los
resultados obtenidos con resultados que se encuentran en la literatura sobre otras personas

que han realizado experimentos con electroformacion.

3.1 Substrato

Utilizando el microscopio de contraste de fases se obtuvieron fotografias del substrato
antes de ser hidratado e inmediatamente después de ser hidratado se observa la formacién
y el crecimiento de las vesiculas en el substrato inmediatamente después de ser
hidratadas. También se tomaron videos sobre el crecimiento donde se observa de una
mejor manera como las vesiculas se forman y empiezan a crecer del substrato donde se

encuentra la capa de fosfolipido figura 3.1.

Fig. 3.1 Substrato y rehidratacién



El substrato ha resultado de gran importancia en el proceso de electroformacion, es sin
duda uno de los pasos mds importantes cuando se trata de obtener GUVs. Si se tratara de
escoger una de las caracteristicas mas importantes del proceso de electroformacion es el
substrato y lo podemos ver en como en diferentes articulos cuando realizan diferentes
métodos para colocar el substrato de la manera mas homogénea posible. A continuacién

se citaran algunos.

Fig. 3.2 Impresiones de fosfolipido

En la figura 3.2 se muestra como se crea un estampado de fosfolipido de tal manera que
al encender el campo eléctrico cuando las vesfculas se encuentran creciendo mas rdpido
tienen el suficiente espacio para poder crecer homogéneamente (Chun Xu, 2007). Segiin
este articulo el didmetro de las vesiculas depende de la longitud de los patrones de

fosfolipido y del espacio entre ellos, también deteniendo el campo eléctrico en cualquier

momento del proceso.



Fig. 3.3 Portaobjetos giratorio

En la figura 3.3 se muestra un método (Mayer, 2005) en el cual después de depositar la
gota de fosfolipido Se pone a girar el ITO en una plataforma giratoria y se mantiene
girando ligeramente en el vacfo. De esta manera el ITO se cubre de fosfolipido, se pone a
girar entre 50-1200rpm 2 segundos después de depositar el fosfolipido y después de 4-

10minutos se detiene, dejando una capa homogénea de fosfolipido en el ITO.



Fig. 3.4

Comparacion entre diferentes peliculas de fosfolipido formadas con
diferentes métodos. (a) Evaporacién de 5 gotas.

(b) Pelicula Homogénea
(c) No homogénea gota esparcida en el substrato.

(d) Pelicula no homogénea con un giro de 100rpm que es demasiado lento como para

homogeneizar la pelicula de fosfolipido.




Liposomes from spin-coated films
of lipid

\ \ ;
}/“\ t / ~- /: i v‘x
‘/ \\"~\4r/ - ~ l/ ( \4\' 4’“- T——
| x . et :, { v i -
v\\ ‘l ! .4' /‘/ .
\\ e o § g
194 ; e [ .
/ Ao d N o k‘ \\“ §
» ) // \ / \ . P - X
& |
}‘\"/‘;_‘\V o~ \\\ K - ! .
N ( b \\ iy e T
\\’_/ e

PN ) — NN LT NA

L | \ 3 NI

e ‘v‘/ ) - S ‘ /
A /\d K- \) AN e
oy P A P
cond e BN A B
D4 IR
N O C\ )
.~ i - " . {
O MU

o

Liposomes from lipid films obtained
by droplets of lipid solution

<
<
.
b

» {"‘, ".' .
S WA
ces o L
g ‘\v" ¥ ’ Ty e T
. ool e . U
B I P T U e
e ' <
, .
:\ } b o - T N
L R p
e ‘t P
o ¢ N
N n g AL
N, - v ; LoeoL
W "
R A .
? N
. g
oy }s
byt =
/:_‘
AT
.
% i
? b
TR
o
. P
. . [
_} % © »
'.‘.rg\ ‘ -~
=Y N
n . 7
. ]

Fig. 3.5 Crecimiento segun substrato

En la figura 3.5 se muestran imdgenes tomadas con contraste de fases, en la izquierda se

muestra el crecimiento de vesiculas en donde se dejo una pelicula de fosfolipido con el

método de la plataforma giratoria, a la derecha se observa el crecimiento de vesiculas

donde la pelicula de fosfolipido se dejo solamente con gotas en el vacio.



En la figura 3.6 se presenta otro tipo de depdsito de pelicula. En el se muestra un montaje
microfluidico en el cual se forman GUVs y se promueve la fusién de estos liposomas. Se
crean 4 cdmaras paralelas en donde se puede controlar el flujo y la solucién que entra en
cada cdmara. En el articulo (Mayer, 2005) también se menciona como utilizando el flujo

en las cdmaras se promueve la fusion entre las vesiculas para crear mas GUVs.
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Figura 3.6 Camara de electroformacién con flujo inducido



3.2 Relacion entre las vesiculas.
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Fig. 3.7 Protuberancias



Fig. 3.8 Protuberancias vistas con fluorescencia

En el articulo (Svetina, 2007) se examinan las formas cuasiestables de vesiculas de
fosfolipido durante la aplicacién del campo eléctrico alterno. En este las vesiculas son
descritas como una esfera madre cargando una protuberancia en forma de un tubo de

mielina.

Esta forma es aparentemente una fase comun en la transformacién de la forma de las
vesiculas desde la hidratacién hasta convertirse en vesiculas unilamelares gigantes de

diferentes didametros.

En este cambio de forma las protuberancias con forma de tubos de mielina parecen ser un
caso que aparece bastante, las cuales actdan seglin como reservorios que incrementan el

drea de membrana al ser incluidos en la esfera madre.(Fig 3.7)

En la figura 3.8 se muestra una imagen de microscopia con fluorescencia de una vesicula

hecha con POPC en donde la longitud de la protuberancia es varias veces el didmetro de

la esfera madre.

En nuestros experimentos (Fig 3.9) observamos el mismo fenémeno sobretodo con
vesiculas formadas con SOPS la formacién de las protuberancias como tubos era evidente
y con didmetros mayores a los antes vistos asi como con un movimiento diferente a la

hora de incorporarse a la esfera madre.



Fig. 3.9 Vesiculas de SOPS bajo electroformacién




La influencia de un campo eléctrico externo en una membrana pobremente conductora se

estudia de manera teérica en diferentes articulos (Isambert, 2007)

El estrés eléctrico desbalanceado creado por una corriente idnica a través de una
membrana no perfectamente plana, da lugar a una desestabilizacion de la energia
superficial creando ondulaciones. La deformacién de la membrana y la inestabilidad

electrodindmica de una membrana flotando libre es estudiada tedricamente figura 3.10

Se encuentra un modulo de ondulacién muy inestable con una longitud de onda del orden

de micras conectado a la difusién dominante entre membrana y solvente.

Se ha propuesto que la inestabilidad de la membrana bajo un campo eléctrico alterno
juega un importante papel en las primeras etapas del proceso de electroformacién. Se ha
encontrado un rdpido crecimiento del modulo de ondulacién de longitudes de onda del

orden de micras.

Estas deformaciones junto con otros factores complejos, pueden ser los factores de

deformaciones a grande escala en las membranas, lo cual después de un complejo

proceso, una interaccién con fosfolipido vecino da lugar a la formacién de vesiculas

cerradas de un didmetro controlado por medio del campo eléctrico.

Actualmente también se estudian estas fluctuaciones incluyendo el tratamiento de poros
con un didmetro muy chico, presentes en la membrana bajo tensién (Diminova, 2007) las
cuales son realizadas en GUVs como modelo de membrana celular para el estudio de la

electroporacion en células.



Fig. 3.10 Membrana bajo campo eléctrico

3.3 Cinética del crecimiento de las vesiculas

Hemos estudiado la cinética de la electroformacién de vesiculas formadas con dos

mezclas de fosfolipidos: SOPC (neutral) y SOPS (cargado).

Estas vesiculas son facilmente manipulables y actualmente son utilizadas para estudiar
las propiedades mecdnicas de las membranas por medio de diferentes técnicas como la
aspiracién con micropipietas con la que obtenemos el modulo de compresibilidad de las

membranas.

Cambiando la composicién relativa de las membranas se modifica la densidad de carga.
El sistema SOPC: SOPS ha sido escogido porque las vesiculas obtenidas cuando se
hidrata este sistema tienen diferentes caracteristicas dependiendo de la composicién

relativa de la membrana. (Fig 11)
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Fig 3.11 Mezclas con hidratacion

Experimental
+ SOPC (I-stearoyl-2oleoyl-sn-glycerophosphocholine) y SOPS (l-stearoyl-
2oleoyl-sn-glycero-[phospho-L-serine]) fueron obtenidos de Avanti Polar Lipids

en una solucidn con cloroformo (10mg/ml).

+ Las mezclas de fosfolipido (SOPC:SOPS) se realizaron en viales limpios
extrayendo de la solucién original con extremo cuidado y limpieza 20ul (como el

100%) de ahi se realizaron mezclas desde 100:0 hasta 0:100 (%).

+ Cada filme de fosfolipido depositado en un ITO fue puesto en el vacio durante 3
horas para después realizar el procedimiento de electroformacién colocando en el

generador de funciones los valores para el voltaje y la frecuencia de 1.7V y 10Hz

4+ Las vesiculas fueron observadas durante 3 horas utilizando el microscopio con

contraste de fases. Cada media hora se obtuvieron fotograffas de 9 zonas



especificas (escogidas de tal manera que representen al resto de la poblacion.)
Después utilizando un software de andlisis de imdgenes se midié el didmetro de
las vesiculas, se realizo una estadistica para asi obtener un promedio del cambio

del didmetro de las vesiculas con respecto al tiempo.

Figura 3.12 Simulacién del experimento



3.3.1 SOPC pura

Estas fueron las primeras vesiculas que se hicieron mediante el método de
electroformacion debido a que SOPC es neutro y es excelente fosfolipido para estudiar la
cinética de la electroformacién ya que el sistema es menos complejo que si fueran

vesiculas con carga eléctrica.

También son a las que mds se le ha estudiado sus propiedades mecdnicas tales como la
tensién de la membrana, y son las mds seguras ya que al hacer la electroformacién
sabremos que siempre se obtendrdn GUVs sin importar tanto la concentracién de la

solucién hidratante ni la concentracién de fosfolipido.

En la figura 3.13 se muestra como se ven las vesiculas de electroformacién con SOPC

pura.

——

Fig. 3.13 Electroformacién SOPC



Después de realizar el experimento antes mencionado obtuvimos la siguiente grafica

figura 3.14 de crecimiento para SOPC pura.
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Fig 3.14 Crecimiento SOPC Log-Log

3.3.2 SOPS pura

Estas vesiculas presentan una mayor inestabilidad cuando se realiza el método de
electroformacién ya que en muchos de los casos no se forman GUVs o si se forman
desaparecen rdpidamente al ser almacenadas. Incluso hay reportes en articulos donde dice

que no se han formado GUVs por electroformacién y ni siquiera vesiculas con campo

eléctrico figura 3.15.
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Fig. 3.15 Tabla de Electroformacién
Cuando se logra la electroformacién con SOPS estas vesiculas presentan una mayor
desviacion estandar (Fig 3.17) y también son las que presentan mayor didmetro de
crecimiento. Sin embargo por su inestabilidad y poca probabilidad de formacién

preferimos escoger otro tipo de fosfolipido a la hora de estudiar las propiedades

mecdnicas de las vesiculas, por ejemplo las mezclas SOPC: SOPS.

Fig 3.16 Electroformacién SOPS



La figura 3.16 nos muestra como se observan vesiculas de SOPS bajo el microscopio con

contraste de fase.

En la grafica podemos observar cémo crece mds rapido que las vesiculas de SOPC pura y

también que las vesiculas de mezcla de SOPC: SOPS.
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Fig. 3.17 Crecimiento SOPS



3.3.3 Mezclas SOPC: SOPS

Las mezclas presentaron propiedades interesantes ya que guardaron la propiedad del gran
crecimiento del SOPS y la estabilidad del SOPC, al realizar la hidratacién y poner a
electroformar presentd un buen didmetro. Segin la cantidad del tipo de fosfolipido

dominante las propiedades se inclinaban hacia las de ese fosfolipido.

Por esto creemos que estas vesiculas serian excelentes para estudiar las propiedades
mecdnicas de modelos de membranas celulares ya que contienen mds de un fosfolipido y

presentan buenas propiedades al ser formadas con electroformacién lo cual nos da unas

GUVs de buen diametro y estabilidad.

SOPC: SOPS (75:25)
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Fig. 3.18
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SOPC: SOPS 50:50

oo
YU

SOPC:SOPS 50:50

100

g

« T

g L

- v

10 T 1
10 100 1000

Log(t)

Figura 3.22



i

2L

== 75:25 SOPC:SOPS
== 2575 SOPC:50PS

Todas -e--SOPC
100 1
“—y =8.6416 " x"(0.27556)
“ -y =6.3034 " x"(0.3063)
= o . T y = 16.846 * x"(0.19484)
2 -
Re) E °
8 P o “
o o 6
o -
© - -
£ - .
a
o
1)
-
10 T !
10 100 1000
Log (1)
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POPC

También se realizo un experimento con otro tipo de fosfolipido debido a que es muy
parecido a la SOPS y se contaba con €l en el momento. Ahora en vez de seguir 9 dreas
cada 30 minutos, en este experimento se siguid una sola drea durante un periodo corto de
tiempo. La diferencia también radica en que el campo eléctrico se puso a 3V con 10Hz.
Se observo que empiezan a crecer muy rdpidamente y que con el tiempo surgen nuevas

vesiculas o vesiculas ya existentes (vesiculas de gran didmetro) pasan a otros planos del

eje Z.
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Fig. 3.24 Crecimiento
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Fig. 3.25 Electroformacién bajo contraste de fases

3.3.4 Electroformacion con I'TO sin substrato

Para ver cémo afecta la electroformacién a vesiculas sin substrato, creamos vesiculas con
electroformacion por aproximadamente 1 hora, después se extrajeron vesiculas utilizando
una pipeta Pasteur a unos ITOs sin el substrato y aplicamos el mismo campo eléctrico y
observamos las vesiculas durante 30minutos seguidos y después fueron observadas cada

media hora.

Fig. 3.26
Al observar durante un tiempo continuo de 30 minutos las vesiculas no parecen ser

afectadas por el campo eléctrico alterno.



Pero, al ser observadas durante un largo periodo de tiempo las vesiculas se mueven hacia
el ITO estabilizdndose ahf y creando agregados, donde después de varias observaciones

de media hora aparentan verse nuevas vesiculas en el nuevo substrato. Figura 3.26

Podemos entonces concluir que en el método de electroformacién el substrato juega un

papel importante, asi como la relacién entre las vesiculas.



Capitulo 4
Aplicaciones de las Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUVs)

Las vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) tienen una gran importancia debido a sus
caracteristicas. Pueden ser utilizadas para realizar investigaciones sobre las propiedades
bioldgicas y fisicas de membranas, las cuales con otro tipo de vesiculas no podrian

realizarse o serfan mds dificiles de interpretar.

Debido a su unilamelaridad y a su gran didmetro son un modelo ideal para membranas
celulares y para realizar experimentos bajo el microscopio 6ptico y utilizando las

micropipetas.

En este capitulo comentaremos algunos avances recientes en la investigacion utilizando
vesiculas unilamelares gigantes. Tales trabajos se encuentran publicados en diversos
articulos de divulgacién cientifica, cuyas referencias mostraremos mds adelante, asi como
en articulos de revisién sobre las propiedades de las vesiculas unilamelares gigantes varios
de estos articulos se encuentran englobados en un trabajo de antologia como el de

Dobereiner (Dobereiner, 2000). Entre las aplicaciones tenemos:

« Sistemas modelo para interfaces fluidicas (Seifert, 1999).

* Sistemas modelo para biomembranas (Sackmann, 1994; Menger, 1998).

% Mediciones sistemdticas de los pardmetros visco-eldsticos como funcién de la
composicién de la membrana(Dimova, 1999).

% Experimentos con membranas activas en soluciones acuosas (Manneville, 1999).

% Investigacién de las interacciones hidrodindmicas en la membrana(Seifert, 1999;
Cantat, 1999) .

% Medicién de la curvatura espontanea para una diferente variedad de sistemas (Miao,
1994; Dobereiner, 1999) .

* Construccidn de aparatos bioelectronicos (Fromherz, 1999) .

% La introduccién de una nueva clase de vesiculas hechas de polimeros (Discher,

1999; Ithan 2000).



El didmetro promedio de las GUVs tiene la gran ventaja de poder realizar experimentos
bajo el microscopio Sptico dando asi la oportunidad de estudiar algunas propiedades fisicas

de las membranas.

La incorporacidén de proteinas en la bicapa de las GUVs también es posible y provee un
excelente modelo para estudiar las propiedades y funciones de una biomembrana mds
cercana a la realidad biolégica. Por ejemplo, Hoekstra et al presentan un estudio
reconstituyendo proteinas de membrana en vesfculas unilamelares gigantes via fusién
inducida de péptidos (Hoekstra, 2001). Esto se debe a que las vesiculas unilamelares
gigantes proveen una bien definida matriz de lipidos lo cual es lo mds parecido al estado
nativo en el que se encuentran las protefnas que se incrustan en la membrana celular. Por
ello, trabajar con este sistema es lo mdas parecido a trabajar en una biomembrana.
Asimismo, debido a la simplicidad del sistema, se evitan interacciones entre las proteinas;
estas pueden consistir en : fuerzas de Van der Waals cuando las proteinas estdn tan
densamente empaquetadas que permiten el médximo contacto entre los dtomos de las
cadenas laterales, fuerzas electrostdticas que son interacciones atractivas o repulsivas entre
grupos cargados de las cadenas laterales o en un ambiente polar (como el agua)
interacciones hidrofobicas donde los grupos hidrofobos se agrupan se agrupan en el interior

de la molécula de proteina, estabilizando la forma plegada de la proteina.

Proteinas
Transmembranales o Proteina
membranal de la

periferia

Bicapa de
fosfolipido

Proteina membranal Proteinas integrales
de la periferia membranales

Fig. 4.1 Proteinas en Membranas



La investigacion en GUVs se ha hecho cada vez mds popular. En el 2000 se realizo una
conferencia internacional dedicada a la investigacion en vesiculas unilamelares gigantes de
la cual los editores Dr. Pier Luigi Luisi profesor emérito del ETH-Zirich (Ilamado Instituto
Federal de Tecnologia) y Dr. Peter Walde profesor del ETH-Zdarich han seleccionado
varios trabajos con investigaciones acerca de GUVs de cientificos de diferentes dreas,
dando como resultado un libro que es parte de la serie de Perspective in Supramolecular

Chemistry (Giant Vesicles perspectives in supramolecular chemistry vol 6, 2000).

A continuacién haremos una breve resefia histérica sobre los descubrimientos en cuanto a

vesiculas gigantes se tratan, experimentales y tedricos.

Desde un punto de vista histérico se puede decir que Angelova et al introdujeron la técnica
de electroformacién de fosfolipidos (Angelova, 1992). Dicha técnica es ahora bastante bien
conocida por los investigadores en este dmbito y el método, con sus variantes, se ha
convertido en un estidndar de los laboratorios de investigacién en membranas, asi mismo
como ya hemos leido Angelova introdujo un poco de la teoria sobre cémo se realiza la
electroformacion, y Helfrich se ha destacado en los conceptos tedricos de la elasticidad de
curvatura de las membranas fluidicas, en cuanto a esta teorfa resultan los conceptos de la
energia libre de Helfrich y la curvatura espontanea los cuales serdn mencionados mds

adelante de una forma breve ya que estdn relacionadas con aplicaciones de las GUVs.

Por su parte, Needham y Zhelev describieron la técnica de manipulacién con micropipetas
para medir las propiedades de mecénicas de las GUVs (Needham, 2000; Zhelev, 1998). La
cual es una ventaja para el método de electroformacién el cual se caracteriza también
porque en el mismo se pueden aplicar otras técnicas asi como la aspiracién con

micropipetas.

El propésito es obtener micropipetas de aproximadamente Sum de didmetro para asi poder
aspirar vesiculas y describir sus propiedades mecdnicas, asi mismo la técnica de

micropipetas permite manipular vesiculas de maneras diferentes, no solamente absorberlas.



Las micropipetas pueden ser compradas, o también se pueden comprar los capilares y ser
creadas mediante el puller (estirador) para estirar el capilar y crear la forma de micropipeta
y la microforga para controlar la punta de la micropipeta, limarla de tal manera que no

quede puntiaguda sino romperfa las vesiculas, obteniendo asi micropipetas de didmetros

diferentes.

Fig 4.2 Microforga Fig 4.3 Puller (Estirador de capilares)

Con la micromanipulacion de vesiculas gigantes se pueden obtener propiedades mecédnicas
de las vesiculas de fosfolipido como modelo de membranas celulares, obteniendo asf
propiedades como la tensién de la vesicula.
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Fig. 4.4 Micromanipulacion de vesiculas gigantes



4.1 Energia libre de Helfrich

Dado que una membrana lipidia tiene un espesor muy pequefio (del orden de 50 A)
comparado con las dimensiones laterales de la membrana, ya sea en una célula real o en
una vesicula gigante, donde los didmetros son del orden de decenas de micrémetros, la

bicapa puede modelarse tedricamente como una superficie bidimensional.

Ademds, si una bicapa estd en equilibrio con la solucién acuosa; es decir, se encuentra
constrefiida a un plano y el nimero de moléculas que la forman se mantiene constante;
entonces, la Gnica contribucion a la energfa libre de la bicapa se debe a las deformaciones
fuera del plano. Estas deformaciones son debidas ya sea a la asimetria de las monocapas
que forman la bicapa o a las fluctuaciones térmicas provocadas por el solvente y pueden

ser caracterizadas mediante la curvatura local.

La energfa libre puede calcularse usando como coordenadas generalizadas el drea, , de

cada molécula y las curvaturas media (H) y gaussiana (K), ver Figura 4.5 ,

Fig. 4.5 Curvatura espontanea

donde ¢, y ¢; son las curvaturas principales de la superficie, definiendo a

Cj=]/}’] y C_7=]/I"2



Puesto que la energia libre debe ser invariante bajo cualquier parametrizacién de la
superficie y como, a segundo orden en las curvaturas principales , las Unicas cantidades
invariantes ante cualquier parametrizacidn son las curvaturas media y gaussiana, la energia

de la bicapa puede expresarse en funcién de estas cantidades (Helfrich, 1973),

_f = f LZ. B JLI". JL; J

como  se mantiene constante y las curvaturas son pequeiias, la energia libre por molécula,

/, puede ser expandida en serie y escribir:

fEHK)=f +fH+ [ H2+f K

Aqui, las constantes fy, f1, f> y f3 dependen tnicamente del drea de las moléculas.

Completando el binomio cuadrado en H,

2

f=f H+,f1 CH S —ﬁzf\#f K.
2 2f 0 4f. 1 73
2, 2
Definiendo las cantidades
S
K‘Efz, COE”jfL Ezf?l y ’
22 2 2

finalmente la energfa libre, por unidad de érea, tiene la forma:
2
f=21c[H—cO) +xK (1a)

O de manera equivalente

F=| {21<(H—c0)2+7€K}dA



(2b)

La ecuacién (1) establece que, cuando no hay cambio de topologia, la curvatura media que
minimiza la energfa libre corresponde a cy. Esta ecuacién fue determinada por Helfrich en

1973 (W. Helfrich, 1973) y es conocida como la energia libre de Helfrich.

El hecho de poder calcular la energia libre de una bicapa de moléculas anfifilicas ha
permitido modelar la forma de sistemas bioldgicos reales como el aparato de Golgi y la

forma discoidal de los glébulos rojos.

El modelo presentado es relativamente simple y debido a las bases generales en que se
sustenta ha permitido adecuarlo a distintos sistemas. Sin embargo, este modelo sélo
considera membranas fluidas con pequefas fluctuaciones, despreciando caracteristicas
como el cito esqueleto de la célula, las deformaciones laterales, las proteinas

transmembranales y demds complejidades presentadas en las membranas bioldgicas.

Este modelo ha sido muy exitoso y es una referencia fundamental en el estudio de las

membranas bioldgicas

Se puede obtener mas informacién de la tesis de licenciatura de L. Martinez (L. Martinez,

2008)

4.2 Curvatura espontaneca

Este concepto fue introducido por Helfrich en 1973 y tiene que ver con la curvatura que

adquiere una membrana en ausencia de perturbaciones

En la bicapa de las vesiculas de fosfolipidos las organizacién de las cabezas polares, sobre
todo cuando nos encontramos con vesiculas de mds de un tipo de fosfolipido, produce una

curvatura espontanea que modifica la forma de las vesiculas de fosfolipido y produce



morfologias diferentes, asi también existen factores externos que pueden modificar la

curvatura espontanea en la vesicula, como el que se mencionara a continuacion.

Lipowsky estudio el efecto de las nano particulas en contacto con vesiculas (Lipowsky,

1998).
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Fig. 4.6 Curvatura espontanea de membranas afectada por nano particulas

En la fig 4.6 se muestra la curvatura espontanea de un segmento de membrana en contacto
con particulas dispersadas. En (a) dos especies de particulas no adhesivas, (b) una adhesiva
y otra no adhesiva, (c) dos especies adhesivas. Se muestra que en adhesion a los efectos

osméticos, las particulas dispersadas inducen una curvatura espontanea en la vesicula.

En este trabajo de Lipowsky podemos distinguir tres casos, en el caso (a) si las especies
son no adhesivas la membrana se curva en direccién de las particulas mds grandes, es decir,
la curvatura espontanea se incrementa aumentando el tamaio de las particulas; en el caso
(b) si todas las particulas son adhesivas y pequeilas comparadas con el tamano de las bicapa
la membrana se curva en direccién contraria de las particulas mds grandes, es decir, la
curvatura espontanea disminuye cuando aumenta el tamafio de las particulas; en el caso (c)

si las particulas adhesivas son grandes comparadas con el tamafio de la bicapa pero



pequeiias con respecto al tamafio de la vesicula, la membrana tipicamente encapsula a las

particulas completamente.

Este efecto también fue estudiado por Dinsmore et al quien reporto observaciones
experimentales sobre interacciones de particulas coloidales adentro de vesiculas gigantes
(Dinsmore, 1998). Ambos autores encontraron que las esferas grandes son atraidas a las

paredes de la membrana, especialimente hacia regiones de alta curvatura.

También se han reportado los efectos en la curvatura espontanea en membranas con
polimeros, en las cuales se ha visto como los polimeros producen pronunciados cambios en

la morfologfa de la membrana (Breidenich, 2000; Doberiner, 1998).

También se ha observado el efecto del pH en la curvatura espontanea en membranas con
fosfolipido zwitterionico, las transiciones observadas durante el experimento son discutidas
con un modelo electrostdtico de adsorcién tomando en cuenta los cambios en la densidad de
carga durante la curvatura (Lee, 1999). En este trabajo se investiga la morfologia de GUVs
formadas por PC (phosphatidylcholine) en soluciones variando el pH; se ha encontrado que
el aumentar el pH induce brotes en las vesiculas como se puede observar en la figura.....
donde el pH fue aumentando de uno en uno empezando con 7 en A, hasta 10.1 en D. El
articulo concluye que estas formas son reversibles regresando el pH a su valor original. As{
la curvatura espontanea de una membrana zwitterionica puede ser controlada via el pH;
controlar al curvatura de las interfaces anfifilicas es un asunto importante para los procesos

biolégicos y aplicaciones tecnoldgicas, asi como el transporte de proteinas en las células.

B

Fig. 4.7 Morfologia de Membranas



La endocitosis inducida de ADN ha sido investigado por Angelova et al (Angelova, 1999),
en sus experimentos cuantitativos, en particular se ha estudiado el sumergimiento de cortos
segmentos de ADN en vesiculas cationicas, en donde se sugiere un posible mecanismo para
las interacciones DNA y membranas lipidias, estas interacciones se incluyen el
encapsulamiento de DNA dentro de una micela invertida, los resultados pueden ayudar en
el entendimiento de los eventos asociados con la interaccién del DNA con membranas
bioldgicas asi como complejos constituidos por liposomas cationicos y DNA formados en

el proceso de transferencia de genes.
4.3 Elasticidad y morfologia de la bicapa

La forma media de una vesicula con un determinado volumen y drea de membrana estd
determinada por la energia minima de curvatura de la bicapa de Ia membrana (Dobereiner,
1996). El drea y el volumen de la vesicula se pueden considerar fijos a una temperatura

constante y a condiciones osmdticas constantes.

No debemos olvidar que la bicapa de las vesiculas es semipermeable. Es decir, la
membrana tiene una alta permeabilidad al agua (10 — 100 pm/s) para un flujo
osmdticamente inducido, pero usualmente son impermeables a solutos como iones de sal o
azucares simples, al menos en escalas de tiempo relevantes para experimentos con
vesiculas gigantes. Por lo tanto el volumen de la vesicula se ajusta de tal manera que la
presién osmotica sea la misma adentro que afuera. Aunque para vesiculas por debajo de los
100 nm existe una diferencia de presion residual debido a la curvatura de la membrana,

para las vesiculas gigantes este no es un problema.

Cuando estamos hablando de la elasticidad y morfologia de la bicapa generalmente se
acepta el modelo eldstico de las vesiculas conocido como el modelo de la elasticidad de
diferencia de dreas (Svetina, 1989; Miao, 1994). En este modelo los pardmetros relevantes
para determinar la forma de la vesicula son el radio volumen-drea y la diferencia de drea
efectiva. El diagrama de fases resultante después de aplicar el modelo de elasticidad de
diferencia de dreas se muestra en la figura 4.8 donde las formas de minima energia son

descritas en cada regidn por los pardmetros relevantes mencionados anteriormente



En la figura... para cada regién del diagrama de fases las formas de minima energia estdn
indicadas con sus centros de gravedad localizados en la posicién correspondiente del
diagrama . El eje horizontal mide la razén volumen/drea de las vesiculas. El eje vertical

muestra la diferencia de drea efectiva, es decir, la curvatura preferida de la vesicula.
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La elasticidad y morfologia de la bicapa es importante para obtener caracteristicas
importantes de la membrana obtenidas teniendo el modulo de curvatura, estas
caracteristicas importantes pueden ser mecdnicas como la tensién, o dindmicas como el
flip-flop que presentan los lipidos en la bicapa o la friccién entre las monocapas que forman
la bicapa, de tal manera que se pueda entender mejor la morfologia y el funcionamiento de

la bicapa de fosfolipidos.
4.4 Membranas activas y reacciones quimicas

Las membranas pueden servir como reactores quimicos, es decir, se pueden realizar
reacciones quimicas adentro de ellas haciendo a estas reacciones independientes de lo que
suceda afuera de la membrana, teniendo as{ un pequeifio reactor quimico; esto ha provocado
el estudio de las reacciones quimicas dentro de las GUVs y también el estudio de la

actividad de las membranas al hacerlas reaccionar con algtin factor externo, asi como la luz

Las reacciones quimicas en el perimetro de la membrana fueron investigadas por Petrov et
al (Petrov, 1999); utilizando el metal complejo hexacyanoferrato y su propiedad de
fotoquimica se ha podido construir un switch que puede controlar la morfologia de la
membrana. Se ha visto que las vesiculas reaccionan con cambios pronunciados en su forma
cuando se encuentran bajo una alta concentracion de luz. Los autores mostraron que incluso
para concentraciones minimas de luz en el componente fotoquimica, cuando no hay
cambios visibles en la forma de las membranas, la iluminacién da origen a un cambio
facilmente detectable de la morfologia en el espectro de fluctuaciones. Encontraron la
forma de controlar la morfologfa por medio de la luz, lo cual abre las puertas a interesantes

posibilidades para la construccion de aplicaciones utilizando las vesiculas como maquinas.
4.5 Propiedades cohesivas y de transporte

La muerte de las células por rompimiento de la membrana (Lisis) y la dindmica de los
poros ha sido estudiada por Sandre et al (Sandre, 1999). La Lisis de las membranas ya
habfa sido investigada con anterioridad, sin embargo debido a los instrumentos de medicién
disponibles no habfa sido posible estudiar la dindmica de los poros debido a la escala de
tiempo y espacio relativamente cortos (nm y ps). Los autores resolvieron este problema

incrementando la viscosidad del medio; se obtuvieron imédgenes de fluorescencia en las que



se capturan repetidamente los poros abriéndose y cerrdndose y la viscosidad de la superficie

de la membrana fue determinada utilizando la velocidad de cerrado de los poros.

Olbrich et al midi6 la tensién de lisis (tensién de ruptura) y la permeabilidad del agua
utilizando un bicapas de fosfoatidilcolina poli-insaturadas y la técnica de aspiracién con
micropipetas a temperatura de medio ambiente (Olbrich, 2000). Aparentemente la
permeabilidad al agua crece exponencialmente reduciendo la temperatura de los lipidos.
Asimismo, se observa una perdida en la fuerza mecédnica de las membranas debido a la

reduccién en la temperatura.

La viscosidad de la fase fluida y la elasticidad de la fase gel han sido investigadas por
Dimova et al en un estudio cuidadoso de vesiculas de DMPC alrededor de la principal
transicion de fase de estos lipidos ( T= 23.4°C). Efectos draméticos se han encontrado

debajo de la transicién de fase, una caida de rigidez y de tension superficial.
4.6 Adhesion y Adsorcion.

Se ha desarrollado un sistema modelo de bioadhesién involucrando vesiculas gigantes con
bicapas de soporte (Klobucek, 1999), se desarrollo un andlisis teérico mas a fondo de este
problema por Bruinsma (Bruinsma, 2000). Otro trabajo puramente tedrico en adhesién
celular utilizando vesiculas gigantes es el hecho por Weikl (Weikl, 2000). Estos tres

articulos mencionados involucran adhesién de estructuras laterales célula con célula.

La adsorcién de esferas de ldtex negativamente cargadas en vesiculas positivamente
cargadas ha sido estudiado por Aranda-Espinoza et al (Aranda-Espinoza, 1999). Los
autores discuten que las interacciones electrostdticas llevan a una particién lateral de las

cargas de la membrana en zonas adhesivas y zonas repulsivas con cargas opuestas.

Interacciones eldsticas laterales de enlaces quimicos de particulas coloides en GUVs han
sido investigadas por Koltover. Se ha encontrado que las particulas inducen un cambio en
la morfologia, distorsiones en la membrana debido a la interaccién entre particulas,

resultando en un agregado bidimensional (Koltover, 1999).



4.7 Espectroscopia de fuerza dinamica

Una ingeniosa y novedosa técnica utiliza vesiculas gigantes como biomembranas de
prueba, para experimentos que involucran ejercer una fuerza directa donde la fuerza de los
enlaces entre receptores bioldgicos es una funcién de la razoén de carga. Merkel et al ha
medido el espectro de fuerzas para las interacciones de biomembranas prototipo, que sirven
como receptoras-ligadoras (Merkel, 1999) en donde las vesiculas gigantes enganchadas en

una micropipeta sirven como transductores de fuerza entre ellas y un receptor

A diferencia de las técnicas de AFM se ha podido regular la fuerza provocada por la
interaccién entre receptor-ligador modificando la tensién de la membrana. Esta técnica

servird como una herramienta para investigar la adhesién celular.

4.8 Aparatos Bioelectronicos

Una aplicaciéon muy interesante de las vesiculas gigantes ha sido en el acoplamiento de
dispositivos semiconductores a sistemas bioldgicos (Fromhertz, 1999). Estos estudios
llevan como aplicacién la incorporacién de estas estructuras necesarias para construir
aparatos bioelectronicos como ojos artificiales y rifiones controlados automdticamente.
Como se menciona en el articulo de Fromhertz el producto , una estructura de lipido-silicio
que es excelente para acoplar proteinas electroactivas que fueron reconstituidas en la
membrana (Hoekstra, 2001) que funciona como un transistor de efecto de campo, la
propiedad clave es la alta resistencia en la unién. Los autores caracterizaron su sistema
Opticamente con microscopia de interferencia con contraste fluorescente (FLIC,
Fluorescence interference contrast microscopy) una técnica apropiada para substratos

opacos.



. Fig 4.9 Aparatos Bioelectronicos

En la fig 4.9 se muestra como el fin de los aparatos bioelectronicos es unir la tecnologia de
un microchip con la biocompatibilidad de las biomembranas para poderse conectar con las
células del cerebro; ese es el principio fundamental del prototipo de un ojo artificial en el
cual consistiria de un sistema bioelectronico el cual interpretarfa la luz que le llega al ojo y
transformaria esto en una sefial eléctrica que conectada al cerebro se transformara en una

imagen.

4.9 Polimerosomas

Se ha desarrollado un nuevo tipo de vesiculas gigantes que, a diferencia de las formadas por
lipidos, estdn formadas por polimeros anfifilicos. Estos materiales forman igualmente
bicapas con algunas de las propiedades eldsticas similares a las formadas puramente por
lipidos, sin embargo se ha encontrado que su tensién de ruptura es considerablemente alta.

(Discher, 1999).

Se han producido GUVs mediante el ensamblaje de los polimeros en solvente orgénico.
Estas vesiculas se mostraron estables en soluciéon pero no estables en altas temperaturas

(Ithan, 2000).

Las polimerosomas, sin embargo, cuentan con una ventaja enorme: pueden ser controladas.

Uniendo moléculas diferentes, los investigadores estdn aprendiendo a manipular sus



caracteristicas, consiguiendo que hagan cosas que las células bioldgicas simplemente no

pueden hacer.

Por ejemplo, las uniones de las Polimerosomas son fuertes. A pesar de que ciertamente, los
fosfolipidos de las membranas naturales se unen entre sf, no lo hacen firmemente. Se
mueven o difunden a lo largo de la membrana celular y, cuando desaparece la presion del

ambiente acuoso, se separan.

Por otra parte, las Polimerosomas pueden disefiarse de modo que se unan unas con otras
con mucha firmeza. Sus dtomos pueden enlazarse no sélo dentro de un polimero simple,
sino también con los dtomos de los polimeros cercanos. A esto se le conoce como enlace
cruzado, lo cual aumenta enormemente la resistencia de las células artificiales. (Son estos
enlaces cruzados los que refuerzan los rizos de las permanentes del salén de belleza lo
suficiente como para que mantengan la forma que les da el peinado). De hecho, gracias a
los enlaces cruzados y al incremento en la resistencia de los polimeros, resulta mil veces
mads dificil quebrar a una Polimerosoma que a una célula fosfolipida. En la figura 4.10 se

muestra un polimerosoma GUVs en una solucién salina (Hammer, 2005).

Fig. 4.10 Polimerosomas

Como hemos visto la rama de aplicaciones para las vesiculas unilamelares gigantes es
bastante amplia y es una rama de la investigacion que se encuentra todavia en desarrollo
tecnoldgico, los beneficios de unir la fisica con la biologia y la quimica han tenido
consecuencias muy buenas para el desarrollo de nueva tecnologia y en el drea de vesiculas

unilamelares gigantes en este capitulo se mostraron varias de las aplicaciones.



Conclusiones

Durante el trabajo experimental realizado para entender la formacion de vesiculas de
fosfolipido se han llegado a conocer diferentes técnicas experimentales con las cuales
se obtienen vesiculas de fosfolipido de diferente tamaiio y morfologia, estas técnicas

son las de hidratacion, extrusion y electroformacion.

Debido a la importancia de las vesiculas unilamelares gigantes nuestro centro de
atencion se torno hacia el método de electroformacion que es el principal método por el

cual estas vesiculas son formadas.

Después de realizar una revision bibliogrdfica con el fin de entender los conceptos
relacionados con las vesiculas de fosfolipido, nuestras primeras preguntas eran qué
tipo de fosfolipidos utilizar para realizar experimentos que como principal aplicacion
tengan la de funcionar como modelos de membranas bioldgicas. Es por esto que se
realiza una revision bibliogrdfica acerca de dos tipos de fosfolipidos mencionados en la
literatura y cuya importancia biologica los hacen clave para la investigacion en
membranas  biologicas, estos fosfolipidos son  1-Stearoil-Oleoil-Sn-Glycero-3-
Fosfatidilcolina, lo cual en inglés se abrevia como SOPC y -Stearoil-Oleoil-Sn-

Glycero-3-Fosfatidilserina, lo cual en inglés se abrevia como SOPS.

Nuestro objetivo principal el cual consiste en el entendimiento de la teoria de

y a partir de ello empezar el camino hacia una nueva teoria de

o

electroformacion
electroformacion mds completa fue desarrollado satisfactoriamente. Para ello en esta
tesis se realizo trabajo experimental tomando en cuenta aquellas caracteristicas del
proceso de electroformacion y asi poder observar los diferentes fenomenos que

ocurren durante este proceso.

La obtencion de estos resultados nos ha llevado a: i) Analizar el crecimiento de las
vesiculas con respecto al tiempo bajo una frecuencia y un campo eléctrico alterno
constantes 'y ii) A poder observar experimentalmente fendmenos en el proceso de
electroformacion que no estdn contemplados en la teoria de electroformacion existente

y de esta manera sentar las bases para empezdar a credr uUna niteva teoria.



Se han comparado también los resultados con las investigaciones contempordneas
hechas en la literatura de tal manera que podemos presentar un trabajo de tesis mds
completo que no solo incluye los resultados obtenidos en el laboratorio sino que
también son comparados con diferentes articulos en donde se han visto los mismos
Jenomenos, o fenomenos parecidos en el proceso de electroformacion. Esta
comparacion nos ayudo también ha mejorar nuestra técnica de electroformacion y

aiiadir diferentes técnicas al proceso como la manipulacion con micropipetas.

Asi mismo se realizo una extensa revision bibliogrdfica sobre las aplicaciones de las
vesiculas unilamelares gigantes, el objeto de nuestro estudio, las cuales debido a su
unilamelaridad y tamaiio son un excelente modelo de membrana bioldgica. Estas
aplicaciones van desde sistemas modelo para biomembranas, pasando por
experimentos con membranas activas, adhesion, hasta la construccion de aparatos

bioelectronicos.

Es por esto que los objetivos de la tesis que son el andlisis de la teoria de
electroformacion, la critica y la realizacion de experimentos que sirvan como base para
una nueva teoria mas completa, no llevan solo el fin de describir el proceso de
electroformacion, sino también tienen el objetivo de entender la cinética y morfologia
de las vesiculas de fosfolipido bajo fuerzas externas, como el campo eléctrico alterno;
todo esto con el fin de que podamos entender con seguridad los diferentes fendmenos
que existen y asi teniendo unas Dbases fuertes en teoria y experimento, crear

aplicaciones solidas para las vesiculas unilamelares gigantes.
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