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RESUMEN

En el presente trabajo se prepararon vesiculas de Lecitina mediante el método de hidratacion
de lipidos. Los agregados se estudiaron mediante diferentes técnicas de caracterizacion tales
como Dispersion Dinamica de Luz (DLS), Dispersion de Rayos- X a Angulos Pequefios
(SAXS), Microscopia Electronica de Transmision (TEM) y Microscopia Optica (OM). Los
resultados obtenidos a través de estas técnicas fueron la distribucion de tamafio y la
morfologia del sistema de vesiculas de Lecitina. Debido al método de preparacion utilizado,
las vesiculas resultantes fueron esféricas en su mayoria, heterogéneas, moderadamente

polidispersas y de un tamano aproximado entre 500 nm y varias micras.



ABSTRACT

In the present work, Lecithin vesicles were prepared using the lipid hydration method for
subsequent study using different characterization techniques such as Dynamic Light
Scattering (DLS), Small-Angle X-ray Scattering (SAXS), Transmission Electron
Microscopy (TEM) and Optical Microscopy (OM). The results obtained through these
techniques were the size distribution and morphology of the Lecithin vesicle system. Due to
the preparation method used, the vesicles were mostly spherical, heterogeneous, moderately

polydisperse and their size of approximately 500 nm to several microns.



CAPITULO 1
INTRODUCCION

Durante los ultimos afios la ciencia ha evolucionado originando un nuevo giro, el modelo
“nano”, representado por dos nuevas disciplinas denominadas nanociencia y nanotecnologia,
que han permitido el desarrollo y la manipulacién de materiales a escala nanoscopica. Dichos

materiales poseen tamafios desde 1 a 100 nandémetros [1].

La fabricacion, el estudio y la caracterizacion de estas estructuras a nivel nanoscopico han
permitido descubrir el gran potencial que poseen estos materiales con propiedades

prometedoras para diversas aplicaciones [1].

Dentro de estos materiales se encuentran las vesiculas o liposomas que han llamado mucho
la atencion debido a su amplia aplicacion como vehiculos de suministros controlados de

farmacos en la industria farmacéutica y como modelo de biomembranas en la biologia [2-3].

Las vesiculas son estructuras cerradas compuestas de bicapas de moléculas de fosfolipido,
las cuales poseen un caracter anfipatico. Esto significa que dichas moléculas constan de una
region polar que corresponde a la cabeza del fosfolipido y una region apolar correspondiente

a la cola del mismo [4].

Debido a esta composicion lipidica, las vesiculas tienen una toxicidad mas baja que otros
vehiculos, lo cual las convierte en sistemas prometedores para la entrega de una amplia gama
de medicamentos que requieren tratamientos especificos, tiempo de circulacion controlados,

efectos secundarios reducidos y una accion farmacolédgica dptima [5].

La liberacion de farmacos y la ingenieria de tejidos han sido de gran interés particularmente
en medicina y en ciencias de la salud, originando un gran aumento en las investigaciones en

estos campos [6].

Por lo tanto, los estudios recientes se enfocan en mejorar la vectorizacion de los sistemas de
suministros de farmacos a sistemas especificos, para esto lo que se busca es funcionalizar la
superficie de las vesiculas ya sea con polimeros, proteinas, glucolipidos naturales o sintéticos,
entre otros. Esto con la finalidad de dirigir el fArmaco sin alterar su estructura y por supuesto,

su actividad biologica [5].
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Para lograr una aplicacién con estos sistemas, es necesario conocer primeramente las
propiedades biofisicas de tales liposomas, es decir, se requiere conocer su tamaio,
composicion lipidica, estructura, morfologia, entre otras caracteristicas, para tener la certeza
de que el sistema de vesiculas cumple con todos los criterios de ser buenos candidatos en la

liberacion de farmacos o en cualquier otro enfoque deseado.

En este trabajo hemos preparado vesiculas o liposomas de Lecitina de yema de huevo por el
método de hidratacion de lipidos. Los agregados obtenidos fueron caracterizados mediante
técnicas de dispersion de radiacion (luz y rayos X) y de microscopia (Optica y electronica).
Los sistemas obtenidos seran utilizados para encapsular proteinas en un estudio posterior. El

trabajo desarrollado en la presente tesis servird como base para dicho estudio.

En el transcurso del proyecto de Maestria se realiz6 una estancia de investigacion en el
Instituto de Biofisika (UPV/EHU, CSIC), en el Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Universidad del Pais Vasco. En dicha visita, se trabajo en el grupo de la Dra.
Alicia Alonso y el Dr. Félix Goifii. Durante el periodo de estancia se estudi6 la preparacion
de liposomas mediante diferentes técnicas tales como: sonicacion, electroformacion en
alambre y extrusion de lipidos. Estos liposomas fueron preparados en presencia de un
marcador fluorescente con la finalidad de evaluar la rigidez y las diferentes fases de la
membrana lipidica. Aunque esta investigacion tiene una tematica relativamente cercana al
trabajo realizado en la presente tesis, se describe en una seccion independiente (apéndice) y

no en el cuerpo de la tesis.
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Preparar y estudiar algunas propiedades de vesiculas de Lecitina de yema de huevo.

1.2 Objetivos Particulares
1. Preparar vesiculas multilamelares gigantes (MLV's) de Lecitina de yema de huevo
(comercial) mediante el método de hidratacion de lipidos.
2. Determinar el tamafio y caracteristicas de las vesiculas mediante las técnicas de
Dispersion Dinamica de Luz (DLS), Dispersion de Rayos X a Angulos pequefios

(SAXS), Microscopia Electronica de Transmision (TEM) y Microscopia Optica.

13



CAPITULO 2
ANTECEDENTES

2.1 La membrana plasmatica

La estructura y la funcion de las células no seria posible sin las membranas plasmaticas, que
ademas de separar a la célula de su entorno externo, también se encarga de definir los
compartimentos internos de las células eucariotas, incluyendo el ntcleo y los organulos
citoplasmaticos [7].

Actualmente se sabe que la formacion de las membranas bioldgicas se basa en las
propiedades de los lipidos y que todas las membranas celulares comparten una organizacion
estructural comun: bicapas de fosfolipidos con proteinas asociadas. Comprender la
organizacion y estructura de las membranas fue un paso crucial para poder descifrar las bases
moleculares del comportamiento celular, ya que, en la época de los sesentas, se tenia claro la
composicion de las membranas celulares, pero, no se sabia como se organizaban las
moléculas de lipidos y de proteinas presentes en dicha membrana. Incluso, el hecho de
reconocer diferencias en la composicion de proteinas y lipidos en las diferentes membranas
celulares, dio hincapié¢ a que ciertos investigadores pensaran que distintos tipos de
membranas eran incapaces de compartir una organizacion estructural comin [7,8].

No obstante, Jonathan Singer y Garth Nicolson trataron de solucionar esta discrepancia. Ellos
creian que los mismos principios basicos podrian describir a todas las membranas celulares,
en cuanto a la organizacion de los lipidos y proteinas. Y en base a ciertas consideraciones
termodindmicas e integracion de varios resultados experimentales, propusieron el modelo del
mosaico fluido en el afio de 1972 ilustrado en la Fig.1. Este modelo representa a la membrana
como un mosaico de componentes lipidicos y proteicos que pueden moverse fluidamente
sobre la superficie de la membrana [8]. En base a nuevas investigaciones este modelo ha ido
evolucionando a lo largo de los afios, sin embargo, sigue siendo relevante ya que nos
proporciona una buena descripcion bésica de nano-estructuras de una gran variedad de
membranas tanto intracelulares como extracelulares, permitiendo comprender de esta manera

las diversas funciones de dichas membranas en la biologia celular [9].

14



Fig.1 Modelo del mosaico fluido de la estructura de una membrana bioldgica, como se propuso originalmente en 1972.
Esquema visto en seccion transversal de tamarnio submicronico de una membrana celular, los cuerpos solidos con
superficies de corte punteadas representan proteinas integrales de membrana, que a largo alcance se distribuyen
aleatoriamente en el plano de la membrana. A corto alcance, algunas proteinas integrales de membrana forman complejos
proteicos integrales especificos. La figura representa proteinas integrales en una fase de bicapa lipidica completamente

fluida, y no contiene otras estructuras asociadas a membrana o dominios de membrana de diferentes composiciones [8,9].

2.2 Lipidos de membrana

En general, un lipido (del griego lipos = grasa) puede ser definido como un compuesto de
bajo o intermedio peso molecular, el cual estd compuesto de una proporcion sustancial de
atomos de carbono ligados en su mayoria con atomos de hidrogeno; se pueden decir que son
“moléculas hidrocarbonadas” [10]. Algunos compuestos lipidicos naturales incluyen: acidos
grasos, jabones, detergentes, esteroides, mono-, di-, y triglicéridos; y compuestos mas

complejos tales como: fosfolipidos, esfingolipidos, glicolipidos y lipopolisacaridos.

Los lipidos de membrana consisten en un amplio rango de compuestos anfipaticos
(anfifilicos), es decir, que contienen una region polar (cabeza hidrofilica) y una region no
polar (cola hidrofobica hidrocarbonada) [10]. Los lipidos son solubles en solventes orgdnicos

tales como: alcanos, benceno, éter, alcanos clorados (p.e., cloroformo, tetraclorocarbono),
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metanol y mezcla de estos solventes. Las mezclas de cloroformo y metanol son usadas como

solventes universales de lipidos [11].

Los lipidos mas simples, después de los alcanos simples y terpenos, son los acidos grasos de
cadena larga, los cuales son constituyentes de todos los lipidos esterificados y complejos.
Generalmente los dcidos grasos mas abundantes contienen entre 14 y 24 4tomos de carbono;
tienen un grupo carboxilico en un extremo (COO™) y pueden ser saturados, en donde todos
los atomos de carbono estan enlazados al maximo numero de 4&tomos de hidrégeno posible,
o instaurados en donde los 4&tomos de carbono pueden estar unidos mediante dobles o triples
enlaces. Las cadenas hidrocarbonadas largas (regularmente C > 11) de los acidos grasos
contienen enlaces no polares entre carbono e hidrogeno C—H, por lo tanto, est4 propiedad
es la responsable de que sean incapaces de interactuar con las moléculas de agua. Dicha
naturaleza hidrofébica de los acidos grasos rige en gran medida el comportamiento de los

lipidos complejos, permitiendo la formacion de las membranas biologicas. [12]

Los lipidos complejos se dividen en glicerofosfolipidos y esfingolipidos, que son los lipidos
de membrana mas comunes, aunque también existen los glicolipidos que de igual manera
forman parte de la estructura membranosa. Estos lipidos se diferencian del resto ya que
ademas de estar conformados por atomos de carbono, hidrégeno y oxigeno contienen otros

elementos como nitrégeno, fésforo, azufre u otra biomolécula como un sacarido [10].

La clasificacion de los lipidos es arbitraria, en muchos textos los lipidos estan clasificados en
orden de menor a mayor complejidad, Sin embargo, a veces, se utilizan criterios mas

practicos [10], esto depende principalmente de las caracteristicas de los lipidos.

En este trabajo los lipidos han sido clasificados en dos categorias: lipidos saponificables y
lipidos no saponificables. La clasificacion se ilustra en las Fig. 2 y 3 respectivamente,

siguiendo los criterios descritos por Philip L. Yeagle [10].
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Lipidos
Saponificables

Esteres simples

Lipidos
complejos

—i Acilglicéridos

Esteres de
colesterol

—i Ceras

Glicolipidos

— Fosfoglicéridos

— Esfingolipidos

Fig. 2 Esquema de lipidos Saponificables basado en la clasificacion de lipidos de Yeagle [10].
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Gangliésidos
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Fig. 3 Esquema de lipidos No Saponificables basado en la clasificacion de lipidos de Yeagle [10].
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Los lipidos saponificables son aquellos que pueden ser hidrolizados por grupos -OH y dan
lugar a jabones o sales de los acidos grasos. El proceso de saponificacion (Fig.4) consiste en
la hidrdlisis de un éster originando un acido carboxilico (acido graso en el caso de un lipido)

y un alcohol [13].

Saponificacion
Ester + Base — Ac. Carboxilico + Alcohol
Saponificacion
Triglicéridos + NaOH/KOH ee—— ]abon + Glicerina

Fig. 4 Esquema del proceso de saponificacion de lipidos [13].

Dependiendo del tipo de alcohol, los lipidos saponificables se clasifican en acilglicéridos o

grasas, ceras, esfingolipidos y fosfoglicéridos.

En cambio, los lipidos no saponificables o no hidrolizables, como su nombre lo dice, son
aquellos que no se hidrolizan en presencia de -OH [11]. En esta clasificacién se encuentran

las vitaminas, terpenos, esteroides, entre otros.

Los lipidos llevan a cabo funciones bioldgicas de suma importancia: son la principal reserva
de energia, son un componente indispensable en la estructura de las membranas celulares,

ademas participan en la sefializacion celular, entre otras [12].

Los bloques de construccion fundamentales de todas las membranas celulares son los
fosfolipidos, que son moléculas anfipaticas, que consisten en dos cadenas de acidos grasos
hidréfobicas unidas a un grupo de cabeza hidrofilica que contiene fosfato. Gracias a la
naturaleza de sus propiedades, los fosfolipidos tienen la capacidad de auto-asociarse para
formar espontaneamente bicapas lipidicas al estar en contacto con soluciones acuosas. Las

colas conformadas de 4cidos grasos insolubles en agua, se incorporan en el interior de la
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membrana, mientras que el grupo de la cabeza polar estd expuesto en ambos lados, en
contacto con el agua. Dichas bicapas de fosfolipidos forman una barrera estable entre dos
compartimentos acuosos y representan la estructura bdsica de todas las membranas
bioldgicas [4,7]. Las uniones que presentan estas bicapas lipidicas son interacciones de tipo

no covalentes.

Los fosfolipidos pueden clasificarse seglin la naturaleza de su cabeza polar. Si la carga de la
cabeza polar es negativa, se denominan como anidnicos, catidnicos si la cabeza polar tiene
carga positiva y zwiterionicos si la cabeza polar no tiene carga, pero tiene un dipolo eléctrico.
Otro factor importante son la longitud y el grado de insaturacion_de cada cadena de acido

graso (cola del fosfolipido), ya que estos factores rigen la flexibilidad de la membrana [14].

2.3 Vesiculas o Liposomas

La palabra “vesicula” se deriva de la palabra latina vesicula -ae, que significa vejiga pequefia
[15]. Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas por bicapas de moléculas de
fosfolipido, las cuales poseen un caracter anfifilico, que al momento de ser inmersas en un
solvente acuoso se acomodan espontaneamente orientando su cabeza polar en direccion hacia
el agua y las colas apolares en direccion hacia el solvente orgénico repeliendo las moléculas
de agua [3.4]. En la Fig. 5 se ilustra el esquema de un liposoma y las secciones que lo

conforman.
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Fig. 5 A) Secciones de una molécula de fosfolipido. B) Liposoma esférico en medio acuoso [4].

Tipicamente se denominan liposomas a las vesiculas formadas por fosfolipidos, y vesiculas
si estan formadas por lipidos, sin embargo, para los liposomas ambas denominaciones son
aceptadas [6]. Por lo tanto, para fines practicos, en esta tesis se utilizardn como sinénimo
vesicula y liposoma.

Las vesiculas formadas por lipidos que se encuentran en las membranas biologicas,
especificamente fosfolipidos tales como POPC 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-

fosfocolina, cominmente se denominan vesiculas lipidicas o liposomas [15,16].

2.3.1 Clasificacion de los liposomas

Los liposomas son clasificados ampliamente segun su tamafo, la carga superficial del
fosfolipido que puede ser neutra, anidnica o cationica; por su lamelaridad, es decir, el nimero
de bicapas presentes uni-,oligo o multilamelares y también ultimamente los liposomas han
sido clasificados segun su aplicacion, por ejemplo en la industria farmacéutica y cosmética
[17,18].

Basandonos unicamente en el dimensionamiento, estas estructuras se categorizan

dependiendo de su tamano. Por ejemplo, se denominan vesiculas unilamelares pequefias
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(SUVs) cuando tienen un didmetro de 25-100 nm, vesiculas unilamelares grandes (LUVs)
cuando se forman estructuras de 100 nm-1pm y vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) para
vesiculas mayores a 1 um. Todas estas estructuras incluyen una unica bicapa o lamela que
separa el solvente interno y externo. Sin embargo, existe el caso en donde las vesiculas estan
formadas por muchas lamelas y son designadas como vesiculas multilamelares gigantes
(MLVs), vesiculas oligolamelares grandes (LOVs) y vesiculas oligolamelares pequefias
(SOVs) [17,19]. En la Fig.6 se muestra la clasificacion estructural de las vesiculas en funcion

de su tamafio y sus bicapas lipidicas.
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Fig. 6 Clasificacion estructural de las vesiculas [20].

2.3.2 Formacion de las vesiculas o liposomas

Los liposomas se forman a partir de la hidratacion de las peliculas lipidicas o pastel de lipidos.
Al estar en contacto con un medio acuso, estas bicapas lipidicas apiladas se vuelven fluidas
y se hinchan, al momento de agitarlas se desprenden y se cierran automaticamente para
formar a las grandes vesiculas multilamelares (MLVs). Si se requiere reducir el tamano de

las MLVs es necesario aplicar energia sonica, es decir, la sonicaciéon o bien, energia
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mecdénica, es decir, la extrusion [21]. En la Fig. 7 se ilustra esquematicamente el mecanismo

anteriormente descrito para la formacion de las vesiculas.
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L

Bicapa seca de lipidos

Hinchamiento

Fig. 7 Mecanismo de formacion de vesiculas por Lasic, D.D., Recherche 20, 904, 1989.

2.3.3 Métodos de obtencion de vesiculas

En la actualidad existen muchas técnicas para formar liposomas, estas técnicas se han ido
desarrollando y actualizando a través de los afios. Estos métodos dependen directamente del
tipo de vesicula que se quiera obtener, ya sean pequefias o grandes, unilamelares o
multilamelares, etc. Aqui se presentan algunas técnicas convencionales para la obtencion de

diferentes tipos de liposomas.

Obtencion de liposomas de tipo MLVs: generalmente este tipo de vesiculas se forman
espontaneamente mediante la hidratacion de peliculas lipidicas secas, utilizando grandes
voliimenes de medios acuosos como agua o una solucidon amortiguadora. Se encuentran en la

literatura reportados varios métodos para obtener MLVs, sin embargo, en su gran mayoria
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estas técnicas estan basadas en el método de Bangham el cual consiste en la disolucion de
lipidos en una fase orgénica, tipicamente cloroformo/metanol 2:1 v/v, seguido de la
eliminacion de dicho disolvente organico utilizando una corriente de nitrogeno y alto vacio,
para formar una pelicula lipidica. Finalmente, la pelicula lipidica es hidratada con un medio
acuoso, llevada a cabo simultdneamente con agitacion suave con el fin de separar las bicapas
lipidicas hinchadas y formar estructuras esféricas selladas. Los liposomas que se forman
mediante esta técnica tienen un tamafio promedio de varias micras, son muy heterogéneos y
contienen generalmente de siete a diez bicapas concéntricas, cada una de ellas separadas por
una fina capa de agua. De hecho, este método es considerado como uno de los métodos mas

simple pero efectivo para la formaciéon de MLV s [3,19, 22-26].

Si se requiere reducir el tamafo y las lamelas de las MLV’s es necesario acudir a otras
técnicas de preparacion de liposomas que basicamente parten del método anteriormente

descrito, ya que para todos los casos se requiere la hidratacion del lipido.

Obtencion de liposomas de tipo GUV’s: aqui se describe el método de electroformacion en
alambre para preparar vesiculas unilamelares gigantes. En esta técnica se utiliza un generador
de corriente a baja frecuencia aplicado a una pelicula lipidica hidratada. Los lipidos
previamente mezclados en una solucion cloroformo:metanol se depositan en una superficie
solida (alambre) de platino con ayuda de una jeringa Hamilton y se mantienen al vacio
durante un par de horas. Una vez evaporado el solvente organico, se procede a la hidratacion
de los lipidos utilizando un medio acuoso que puede ser agua, una solucion amortiguadora o
una solucion acuosa de sacarosa. Finalmente se aplica un campo eléctrico externo durante

dos horas que promueve la formacion de estructuras esféricas (GUV’s) [15,22,27].

Obtencion de liposomas tipo LUVs: el método que se describe se denomina evaporacion
en fase reversa y se puede utilizar tanto para lipidos puros como para mezclas de lipidos. En
este método se requieren pequefias cantidades del medio hidratante, es decir, la fase acuosa.
Se parte de una disolucién de los fosfolipidos en un solvente organico que se mezcla con la
fase acuosa en una relacion de volumenes 1:3 (fase orgénica/fase acuosa). Tras la adicion de
la fase acuosa, el sistema se sonica utilizando un sonicador de tipo bafio dando como
resultado una emulsion. Luego, la fase organica es eliminada mediante un evaporador

rotatorio bajo una presion reducida originando liposomas en una fase de gel intermedio.
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Finalmente, tras una vigorosa agitacion se forman vesiculas de diferentes tamafios que van
aproximadamente desde pocos nanometros hasta micras, esto va a depender de la
composicion y concentracion de los lipidos, de la temperatura, fuerza de sonicacion y tiempo

[6, 28-29].

Obtencion de liposomas de tipo SUV’s: la técnica cominmente utilizada se denomina
extrusion de liposomas y consiste en hacer pasar varias veces una solucion de lipidos a través
de un filtro de policarbonato con tamano de poro definido, usando un gas presurizado o un
sistema de émbolo a base de jeringa para producir vesiculas que tengan un didmetro cercano
al tamafio de poro del filtro utilizado. Para reducir el tamafio de las vesiculas formadas es
importante que la extrusion se lleve a cabo a una temperatura superior a la Tr, del lipido, ya
que no tendra éxito el intentar extruir por debajo de la T, debido a que la membrana porosa
retiene a las vesiculas rigidas que no pueden pasar a través de los poros. Generalmente se
realizan 10 pases de la solucion lipidica a través de la membrana; mediante cada pase la
suspension de lipidos debe comenzar a aclararse para producir una solucion transparente
ligeramente turbia, esto es porque al momento de reducir el tamafio de las vesiculas en la
suspension, se va disminuyendo la dispersion de la luz inducida por las particulas grandes.
Mediante este método se obtienen vesiculas relativamente monodispersas y de tamafio
controlado [4,21-22,30]. Para esta técnica se puede utilizar tanto el extrusor convencional o

instrumentos mas pequefios como el mini extrusor de la compafiia Avanti polar lipids.

Como nota importante: es crucial para cualquier tipo de técnica de preparacion de liposomas,
que el medio hidratante a utilizar este siempre por encima de la temperatura de transicion del

lipido, ya que de esta manera le permite hidratarse en su fase fluida.

2.3.4 Aplicaciones de las vesiculas

Las vesiculas o liposomas han sido ampliamente estudiados debido a sus propiedades y a sus
diversas aplicaciones actuales y potenciales [27]. Inicialmente estos sistemas formados por
fosfolipidos han sido usados comtiinmente como modelo para estudiar el comportamiento de
membranas biologicas. Como ejemplo se incluyen las propiedades mecénicas de la

membrana, formacion de dominios lipidicos, el estudio de la dinamica lipidica, fusion, entre
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otras [15]. Esto es debido a que muestran ciertas similitudes con las membranas reales:
estructura, composicion, selectividad y permeabilidad. Ademas, son capaces de incorporar a
su estructura diferentes moléculas de caracter hidrofilico, hidrofobico y anfifilico [6]. Sin
embargo, conforme ha avanzado el tiempo, estos sistemas han ido evolucionando y cada vez
sus estudios han aumentado en gran escala, por lo cual en la actualidad existen diversas
aplicaciones de los liposomas entre ellas la mas destacable es su uso como vehiculos de

farmacos controlados [20, 25, 26, 31, 32].

Gracias a su composicion lipidica, las vesiculas presentan una toxicidad menor en
comparacion con otros vehiculos, por lo que se piensa que dichas vesiculas son sistemas
prometedores para la entrega de una amplia gama de medicamentos que requieren
tratamientos especificos, tiempos de circulacion controlados, efectos secundarios reducidos
y una accion farmacoldgica optima. La posibilidad de dirigir un farmaco hacia tejidos
especificos sin cambiar su estructura y, por lo tanto, su actividad biologica, es fundamental
para las aplicaciones terapéuticas. Por consiguiente, los esfuerzos se han dirigido a mejorar

la vectorizacion de los sistemas liberadores de farmacos a tejidos diana especificos [5,33].

2.4 Técnicas de caracterizacion

2.4.1 Dispersion Dinamica de Luz:
La dispersion dinamica de luz también conocida como espectroscopia de correlacion de
fotones o dispersion de luz cuasi elastica, es una técnica que se utiliza para medir el radio

hidrodinamico promedio de las particulas en la region submicronica [34-35].

Los fundamentos tedricos de la dispersion de luz estan basados en la teoria de dispersion de
Rayleigh desarrollada en 1881, enfocada para particulas esféricas pequeiias en comparacion
con la longitud de onda de la radiacion y en la teoria de Mie desarrollada en 1908 enfocada
para particulas esféricas de tamafo aproximadamente equivalente a la longitud de onda de la

luz iluminadora [36-38].

En el método de dispersion dindmica de luz se mide la luz dispersada por una suspension

coloidal a un cierto angulo 0. Debido al movimiento Browniano (movimiento aleatorio) de
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las particulas coloidales, la luz dispersada presenta fluctuaciones en la intensidad, cuya
frecuencia temporal esta relacionada con el movimiento de las particulas. Particulas lentas
(por ejemplo, las de didmetro grande) dispersan la luz con fluctuaciones de mas baja
frecuencia que las particulas rapidas (por ejemplo, las de didmetro pequefio). Esto permite
relacionar las fluctuaciones en la luz dispersada con el didmetro hidrodindmico Dy de las
particulas mediante el coeficiente de difusion traslacional utilizando la ecuacion de Stokes-

Einstein [34].

D — KT
"™ 3mnD

Donde Dy es el didmetro hidrodinamico de la esfera supuesta, Kz es la constante de
Boltzmann 1.380 6488(13) x 102 J/K, T es la temperatura absoluta en Kelvin, n es la
viscosidad del liquido en el que se mueve la particula, y D es el coeficiente de difusion

traslacional de la particula [39].

En la figura 8 se presenta un esquema de un instrumento basico de DLS. El equipo consta de
un laser (1) que proporciona una fuente de luz que ilumina la muestra contenida en una celda
(2). La luz dispersada por las particulas que se estdn moviendo en todas las direcciones es
recolectada mediante un detector (3) posicionado tipicamente a 90 ° (esta posicion varia
dependiendo de cada experimento y del tipo de instrumento). La intensidad de la luz
dispersada por las particulas debe de estar dentro de un intervalo especifico de valores, de lo
contrario el detector se saturard, para esto se utiliza un atenuador (4) que reduce la intensidad
de la fuente del laser. Este atenuador se ajusta dependiendo del tipo de muestras, es decir, si
se trabaja con particulas pequefias (muestras diluidas) o con particulas grandes (muestras
concentradas). Posteriormente la sefial del detector se pasa a un circuito de procesamiento
denominado correlador (5). El correlador compara la intensidad de la dispersion en intervalos
de tiempos sucesivos para obtener la velocidad a la que varia la intensidad. Esta informacion
del correlador pasa luego a una computadora (6) donde finalmente un software analizara los

datos y derivard la informacion del tamafo [34]. Para esto, primero se calcula la llamada
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funcion de correlacion, la cual se ajusta a un decaimiento exponencial simple; de la constante
de tiempo del decaimiento se obtiene el coeficiente de difusion de las particulas, el cual se

alimenta en la ecuacion de Stokes-Einstein para obtener el didmetro hidrodinamico.

Laser

Arenuador U a
[ 1] . Detector
Detector

2] %Ié :.QD E @ | Correlador I -

Crida

Fig. 8 Esquema del equipo para Mediciones de Dispersion Dindmica de Luz
[34].

Como observacion importante, las muestras analizadas por dispersion dindmica de luz deben
de ser liquidas, diluidas y se deben filtrar para eliminar cualquier particula de polvo que

pudiera intervenir en la medicion.

2.4.2 Dispersion de rayos-X a angulos pequeiios (SAXS):
La dispersion de rayos X a dngulos pequefios (SAXS, por sus siglas en inglés) es una técnica
analitica que es usada para determinar la estructura de un sistema de particulas en términos

de promedio de tamafio de particulas o formas [40-41].
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Por otra parte, esta técnica también ha sido de gran utilidad para evaluar las propiedades
mecénicas de las membranas biomiméticas. En cuanto a la estructura de la bicapa lipidica,
existen dos pardmetros estructurales que han sido ampliamente estudiados debido a su

importancia: el grosor de la bicapa y el area lateral por lipido [42].

En la técnica de SAXS se pueden analizar muestras liquidas, sélidas y pueden contener
dominios solidos, liquidos o gas, ya sean del mismo material o de la combinacion de otro

[40].

La dispersion de rayos X a bajo angulo es ampliamente utilizada para estudiar materiales
bioldgicos, polimeros, coloides, metales, minerales, entre otros. Como requisito estos
materiales deben de estar en la escala nanoscopica ya que esta técnica analiza muestras del

orden de 1 a 100 nm con un angulo que va de 0.10° a 10° [40].

En la fig.9 se muestra esquematicamente el principio basico del equipo SAXS. Generalmente
la muestra es irradiada con un haz de rayos X monocromatico. Estos rayos X viajan a través
de la muestra y cada particula iluminada dispersa la radiacion y es fuente de una sefial. Por
lo tanto, el espectro de dispersion resultante es debido a la estructura promedio de las
particulas iluminadas. De la distribucién de intensidades a bajo angulo se obtiene

informacion sobre el tamano de las particulas, morfologia y estructura interna [6, 40, 43].
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09 1

{ -
| -, L)
= .

deteccion da2l haz :

musstra

datector

fuente de rayos X

Fig. 9 Esquema del principio basico del equipo de SAXS.
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2.4.3 Microscopia Electronica de Transmision (TEM):
Es ampliamente reconocido que la microscopia electronica de transmision es una técnica

central para la caracterizaciéon de nano materiales [44].

Esta técnica sirve para estudiar una amplia gama de materiales, el requerimiento es que
cuenten con una preparacion adecuada y que tengan dimensiones dentro del rango
nanométrico o bien sub-micrométrico. El microscopio electronico de transmision (TEM por
sus siglas en inglés) es una herramienta crucial para obtener informacion detallada del
material en estudio, tales como morfologia, cristalografia y composicion quimica, este ultimo
es posible gracias a la ayuda de la espectroscopia de dispersion de energia de rayos-X (EDS)

que viene incluida en la mayoria de los microscdpicos electronicos modernos [45].

En la Fig.10 se ilustra esquematicamente el funcionamiento basico de un microscopio
electronico de transmision. E1 TEM produce una sefial a partir de un haz de electrones que
es generado al calentar un filamento cominmente de tungsteno; el haz de electrones
interactua con la muestra al atraversarla y es recogido por un detector que produce imagenes
bidimensionales. El haz de electrones tiene una alta energia debido a que se acelera mediante
un voltaje del orden de 100-200 keV. Una parte de estos electrones son transmitidos, otros
son dispersados y otros dan lugar a interacciones que producen distintos fendomenos como

emision de luz o rayos X [6, 46-47].
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Fig. 10 Esquema de un Microscopio Eléctronico de Transmision.

Nota importante: para esta técnica la preparacion de la muestra es un paso crucial para poder
obtener resultados exitosos. La muestra debe de ser delgada: como méximo de 100 nm, es
decir, tiene que ser parcialmente transparente a los electrones. Si las muestra a tratar es un
sistema bioldgico, es necesario llevar a cabo la técnica de tincion negativa para generar un

buen contraste. El objetivo es obtener micrografias de buena calidad.

2.4.4 Microscopia Optica

El microscopio Optico ha sido ampliamente utilizado en el area de la ciencia, en
investigaciones dentro del campo de la quimica y la biologia, ya que gracias a esta técnica se
puede estudiar la morfologia y organizacion de estructuras microscopicas. Estos especimenes
pueden ser de cualquier tipo: materia viva, cristales, minerales, en si, cualquier tipo de

material del orden de micras en adelante [48].

En la actualidad el microscopio Optico invertido es uno de las més utilizados y al igual que
cualquier tipo de instrumento microscopico sirve para obtener una imagen aumentada de

objetos minusculos o detalles muy pequefios de los mismos. El microscopio Optico mas
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simple es la lente convexa doble con una distancia focal corta. Estas lentes pueden aumentar
un objeto hasta 15 veces. Por lo general se utilizan microscopios compuestos, que disponen
de varias lentes con las que se consiguen aumentos mayores. Algunos microscopios Opticos

pueden aumentar un objeto por encima de las 2.000 veces [49].

En el microscopio invertido la estructura 6ptica del microscopio esta colocada al revés que
en un microscopio optico convencional. En el microscopio invertido la luz parte desde la
bombilla situada en la parte superior de la columna trasera, atraviesa el condensador situado
encima de la platina, llega al objetivo colocado por de la platina y desde alli a los oculares
y/o a los sistemas de recogida de imagen, es decir, camaras fotograficas, video, entre otros

[50].

En la Fig.11 se describe el funcionamiento bdsico del microscopio invertido. La luz
producida por una bombilla haldégena (1) situada en el mastil posterior del microscopio
atraviesa la lente del condensador (2) y pasa por el portafiltros, donde se situan los filtros
anulares o de colores (3), y por el diafragma iris (4) antes de llegar al espécimen colocado en
la platina (5). La luz que atraviesa la muestra es captada por el objetivo situado en el revolver
junto a los demads objetivos del microscopio (6). El enfoque se realiza gracias a los tornillos
macrométrico y micrométrico (7) situados en el lateral del microscopio. La luz llega al mastil
frontal del microscopio donde se localizan los oculares (8) y los sistemas de captacion de

imagen y video (9) como camaras fotograficas o de videograbacion [50].
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Fig. 11 Esquema del microscopio invertido en una vista lateral [50)].
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

En esta seccion haremos un listado de los materiales y métodos que utilizamos para preparar

y estudiar las vesiculas de Lecitina.

Para este estudio se utilizo como lipido la Lecitina de la yema de huevo (L-a-
Phosphatidylcholine) comprado a Avanti Polar Lipids con una pureza del 99%. Este material
a temperatura ambiente es solido en forma de polvo y es soluble en solventes organicos. Su

temperatura de almacenamiento es de - 20°C.

Todos los reactivos fueron de grado comercial asegurando que cumplieran con los estandares
de pureza para cada técnica en particular.
e Cloroformo (CHCI3, Sigma Aldrich >99.8% de pureza)

e Metanol (CH30H, Sigma Aldrich >99.9 % de pureza)

3.1 Preparacion de Liposomas

Las propiedades de los lipidos pueden variar dependiendo de su composicion, es decir, si son
lipidos catidnicos, anidnicos o neutros. Sin embargo, se puede utilizar el mismo método de

preparacion para todas las vesiculas lipidicas, independientemente de su composicion [21].

El procedimiento que se llevo a cabo en este trabajo es el de hidratacion de lipidos y consta
basicamente de dos elementos generales, los cuales involucran la preparacion de una pelicula
lipidica seca y su posterior hidratacion bajo agitacion. Dichos elementos se muestran en la

figura 12.
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Fig. 12 Esquema paso a paso de la formacion de vesiculas: preparacion del lipido-hidratacion con agitacion de la
pelicula lipidica.

A. Preparacion del lipido para hidratacion

Para preparar las vesiculas de lecitina, lo primero que se debe de hacer es asegurarse de que
la mezcla de lipidos esté totalmente homogénea. Para esto, los lipidos deben disolverse y
mezclarse en un solvente organico. Para llevar acabo este procedimiento se utilizd una
mezcla de cloroformo/metanol en una proporcion de 2:1 v/v. La intencion es obtener una
solucion lipidica clara indicativa de que los lipidos se han mezclado totalmente.

La solucion lipidica fue preparada a 10-20 mg de Lecitina por ml de solvente orgénico
(cloroformo/metanol), se mezcld vigorosamente hasta homogeneizar y posteriormente la fase
organica se elimind en una campana extractora de flujo laminar agitando intermitentemente
para formar una pelicula lipidica alrededor del vial. Una vez que se ha evaporado el solvente
organico, la pelicula lipidica se dej6 al vacio durante dos horas para eliminar cualquier traza

orgéanica que pudiera haber quedado.
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B. Hidratacion de la pelicula lipidica o pastel de lipidos
El siguiente paso es la hidratacion de la pelicula lipidica formada en el paso A. Esto se logra
simplemente afiadiendo un solvente acuoso a la pelicula lipidica: agua, solucion
amortiguadora o solucion de sacarosa. En este trabajo el medio hidratante fue agua ultrapura
Milli-Q. La fase acuosa fue previamente calentada por arriba de la temperatura de transicion
de la lecitina (41°C) antes de afiadirla a la pelicula seca para lograr que los lipidos se
hidrataran en su fase fluida, es decir, en la fase liquido desordenado /4. Esta hidratacion se
llevo a cabo aproximadamente durante 1 hora con agitacion vigorosa intermitente cuidando
la temperatura durante todo el periodo (< 41°C) con ayuda de un bafio de agua. El producto
de la hidratacion es una suspension de vesiculas grandes multilamelares (MLV's); estos
agregados son analogos en estructura a una cebolla, con las bicapas lipidicas vecinas

separadas por una capa de agua.

3.2 Técnicas Dispersivas

3.2.1 Dispersion Dinamica de Luz (DLS):

Las soluciones de liposomas preparadas se diluyeron y se transfirieron a un vial especifico
para el gonidometro de dispersion de luz (DLS) BI-200MS de Brookhaven Instruments. Cada
muestra se analizo por triplicado a una longitud de onda de 637 nm en un angulo de 90° con
una intensidad de laser de 50% y una potencia de 20 mW, con un bafio térmico a una
temperatura constante de 25°C, el tiempo de medicion fue de 1 minuto en cada corrida. Para
cada muestra analizada se obtuvo la polidispersidad, la funcion de correlacion, los datos de
la sefial y el didmetro hidrodindmico promedio calculado mediante la ecuacion de Stokes-

Einstein. En la Fig. 13 se muestra el equipo utilizado en las mediciones de DLS.
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Fig. 13 Fotografia del goniometro Brookhaven Instruments, modelo BI-200SM.

3.2.2 Dispersion de rayos-X a angulos pequeiios (SAXS):

Las mediciones se llevaron a cabo en un equipo SAXSpace (Anton Paar) operando a una
longitud de onda A = 1.55 A. bajo un angulo de 0.1°- 10° (ver Fig.14).

Se introdujeron por separado tres capilares o viales al equipo de SAXS, uno vacio, otro con
el disolvente y otro con la solucidon de liposomas cuyas caracteristicas son las que se quieren
estudiar. En general, el tiempo de medida depende de la muestra a analizar y del contraste de
la densidad electronica, puede ir desde unos minutos hasta horas. Generalmente las muestras
de liposomas se miden en un tiempo relativamente bajo del orden de minutos. Las curvas de

dispersion I (q) vs. q se corrigieron restando el disolvente puro.
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Fig. 14 Fotografia del equipo SAXSpace (Anton Paar).

3.3 Técnicas Microscopicas

3.3.1 Microscopia Electronica de Transmision (TEM):

El TEM fue utilizado para investigar la morfologia y el tamaino de las vesiculas de lecitina.
Las mediciones se llevaron a cabo en un equipo JEOL modelo JEM-2010 (ver Fig.15)
operando a 200 kV adquiriendo las micrografias de manera digital a través de una camara
CCD de Gatan modelo SC200 incorporada al equipo. El andlisis de la espectroscopia de
dispersion de energia de rayos-X (EDS) permiti6 obtener la composicion quimica del sistema

de vesiculas.
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Fig. 15 Fotografia del microscopio electronico de transmision JEOL modelo JEM-2010.

Para obtener micrografias de buena calidad, es decir, con un buen contraste, se utilizé la
técnica de tincion de negativa [51] aplicada para muestras bioldgicas como es el caso de las
vesiculas. Esto se debe a que estos especimenes generalmente estdn formados por elementos
quimicos con nimeros atomicos bajos por lo que es necesario prepararlos con especies

quimicas de nimero atémico mayor como son los metales pesados [52].

Esta técnica se puede realizar de dos formas, ya sea mezclando la muestra biologica con el
metal pesado o bien, anadiendo estos compuestos gota a gota, es decir, una gota de la muestra
luego una gota del metal [51]. En este estudio se utiliz6 la tincién negativa gota a gota que
se describe a continuacion.

Se tomo una cantidad de 10 ul de la muestra de vesiculas y se coloco en un soporte o rejilla
de cobre recubierta de carbono y se elimind el exceso con un papel de filtro secante,
posteriormente se recubri6 la muestra con una gota (10 pl) del metal pesado &cido
fosfotungstico y se volvio a eliminar el exceso con la ayuda del papel filtro secante, la mezcla

se dejo secar a temperatura ambiente y luego se mantuvo al vacio por unas horas. Finalmente,
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la muestra se analiz6 en el microscopio electronico de transmision. En la figura 16 se

muestran los dos procedimientos de tincién negativa paso a paso.
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Fig. 16 Diagrama esquemadtico que ilustra el procedimiento comunmente utilizado en la tincion negativa. (4) Mezcla; (B)
Gota a gota [51].

3.3.2 Microscopia Optica

Las mediciones se llevaron a cabo en un microscopio invertido Leica DMIL con una cdmara
integrada que permitio capturar fotos y videos (ver Fig.17).

Para obtener imagenes de las vesiculas a diferentes magnificaciones, se tomd una gota de la
solucidn lipidica, se colocod en un cubre objetos y se analizé en fresco bajo el microscopio

invertido.
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Fig. 17 Microscopio Optico Invertido Leica DMIL.

En el siguiente capitulo se muestran los resultados obtenidos mediante estas técnicas de

caracterizacion y su respectiva interpretacion.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se discuten las caracteristicas de las vesiculas de Lecitina formadas
mediante el método de hidratacion de lipidos. La presentacion esta estructurada en dos partes:
1) técnicas dispersivas (Dispersion Dinamica de luz y Dispersion de Rayos X a Angulos
pequefios) y técnicas de microscopia (Microscopia Electronica de Transmision y
Microscopia Optica). A continuacion, se presentan los resultados obtenidos mediante estas

técnicas de caracterizacion en el orden anteriormente mencionado.

4.1 Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La técnica de DLS se us6 para obtener el radio hidrodindmico (Ru) promedio de las vesiculas
de Lecitina en solucion y la polidispersidad de la muestra. Aunque se prepararon mas
muestras, aqui se muestran los resultados significativos de tres sistemas de vesiculas de
Lecitina preparadas todas bajo las condiciones que se describe en el capitulo 3; cada muestra

se analiz6 por triplicado a 25°C y a un angulo de 90°.

Antes de entrar al detalle de los resultados, definiremos los parametros de entrada y de salida
del instrumento de dispersion de luz [39,53], estos datos aparecen en las tablas de los

resultados que se muestran posteriormente.

Parametros de entrada (ajustables por el operador):

Primer decaimiento y ultimo decaimiento: Indican el intervalo de tiempo en que se calcula

la funcidn de correlacion; los valores tipicos estan entre 5 pus — 100 ms.

Tiempo Transcurrido: Tiempo de duracion del experimento.

Longitud de onda (A): Longitud de onda del laser He-Ne utilizado en el goniometro.

Angulo (6): Angulo al cual esta posicionado el detector de luz/angulo de dispersion.
Temperatura: Temperatura constante en grados Celsius del bafo de circulacion del equipo
DLS. Segun la temperatura a la que se quiere analizar la muestra.

Liquido: Liquido utilizado para suspender las particulas (muestra).
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Viscosidad: Corresponde a la viscosidad del disolvente o liquido en suspension, es decir, el

liquido en el cual las particulas se mueven (en este caso, agua).

Indice de refraccion: Corresponde al indice de refraccion de liquido de la muestra (agua en

nuestro caso).

Parametros de salida (obtenidos en el experimento):

Atot: Numero de cuentas totales durante el experimento (fotones detectados).

A CR (promedio): Indica la tasa de recuento promedio (en kilocuentas por segundo), es decir,
el nimero de fotones por segundo para la entrada A.

M. Base: Indica la linea de base medida. Este pardmetro es necesario para los ajustes de la
funcion de correlacion.

C. Base: Hace referencia a la linea de base calculada (una linea de base calculada se
determinada a partir del nimero de muestras y los recuentos totales) / Primer canal cuentas
sobre la linea calculada. Este parametro es necesario para los ajustes de la funcion de
correlacion.

Diferencia de base: Es la diferencia porcentual entre la linea de base medida y la linea de

base calculada. Este parametro es necesario para los ajustes de la funcion de correlacion.

Didametro efectivo: Indica el radio hidrodindmico promedio de las particulas en suspension.

Polidispersidad: Indica la medida del ancho de la distribucion de tamaiio.

En la técnica de dispersion dindmica de luz se mide la intensidad luminosa dispersada por la
muestra a un cierto angulo en funciéon del tiempo. A partir de las fluctuaciones en la
intensidad, se calcula la denominada funcion de correlacion. Para el caso de agregados
esféricos (muestra monodispersa), dicha funcidon decae exponencialmente en funcion del
tamafio de las particulas: cuando las particulas son pequefas (movilidad grande) el
decaimiento es rapido; cuando las particulas son grandes (movilidad reducida) el decaimiento
es lento. En ambos casos, del tiempo de decaimiento se puede obtener el coeficiente de
difusién y a partir de este, el radio hidrodinamico de las particulas. En el caso de particulas
no perfectamente esféricas, las funciones de correlacion pueden también ajustarse a
exponenciales. Del decaimiento se obtiene un didmetro hidrodindmico efectivo de los

agregados.
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El correlador aplicado en el DLS es basicamente un comparador de sefiales y brinda
informacion del tamafio de las particulas que estdn en movimiento Browniano constante. La
distribucion de tamafio obtenida es una grafica de la intensidad relativa de la luz dispersada
por particulas en varias clases de tamafios, por lo tanto, se conoce como una distribucion de
tamafio de intensidad [34]. En la fig.18 se ilustra una funcién de correlacion tipica y su
respectiva interpretacion. El tiempo inicial de decaimiento indica si el tamafio promedio de
las particulas es grande o pequefio; el gradiente de la funcion de correlacion indica que tan
monodispersa o polidispersa es la muestra y la linea de base indica si hay presencia de
particulas grandes o agregados. Una linea de base plana sugiere que no se encuentran estas
particulas grandes o agregados, en cambio una linea de base no plana indica que si estan

presentes.
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Fig. 18 Interpretacion de la funcion de correlacion. Grdfica tomada del curso teorico-prdactico en la tecnologia DLS-
NIBS (Dynamic Light Scattering-Non-Invasive Back Scatter) para el uso del equipo Zetasizer Nano de la firma Marlvern
Panalytical. lesmat (Instrumentacion Especifica de Materiales).

En las siguientes figuras 19, 21 y 23 se muestra la grafica de las sefiales de fluctuacion, es
decir, las fluctuaciones de las particulas en el tiempo para la primera muestra de vesiculas de
Lecitina a una concentracion de 15 mg/ml, medidas a 90° y su respectiva funcion de

correlacion tipica C(q,t) (figuras 20, 22 y 24).
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Fig. 19 Fluctuaciones tipicas de intensidad de la medicion 1 de la primera muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 20 Funcion de correlacion tipica C(q,t) medida a 6 = 90 °. Medicion I de la primera muestra de vesiculas de
Lecitina.
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Fig. 21 Fluctuaciones tipicas de intensidad de la medicion 2 de la primera muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 22 Funcidn de correlacion tipica C(q,t) medida a 8 =90 °. Medicidn 2 de la primera muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 23 Fluctuaciones tipicas de intensidad de la medicion 3 de la primera muestra de vesiculas de Lecitina.

0.35 w — ‘
© © 00000, Medicion 3 °
025
02t

0.15

C(q.t)

005

-0.05 L L > L 3 L L
10 10 10

Tiempo [ ps]

Fig. 24 Funcidn de correlacion tipica C(q,t) medida a € =90 °. Medicidn 3 de la primera muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 25 Funcidn de correlacion tipica C(q,t) medida a 8= 90° Mediciones 1, 2y 3 de la primera muestra de vesiculas de

Lecitina.
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En las figuras 19, 21 y 23 se ilustran las gréaficas de fluctuaciones de intensidad de las
particulas respecto al tiempo, dichas fluctuaciones son tipicas de muestras con particulas

grandes, ya que la velocidad a la que se producen estas fluctuaciones de intensidad es lenta

[34].

Por otra aprte, todas las funciones de correlacion se ajustaron bien a exponenciales. Las
funciones de correlacion de las tres mediciones para la primera muestra de vesiculas de
Lecitina son tipicas de particulas grandes. Como se muestra en las Fig. 20, 22 y 24 la
intensidad de la sefal cambia lentamente y la correlacion persiste durante mucho tiempo, es
decir, el momento en que la curva (correlacion) comienza a decaer se ve a partir de los 100
ps. Ademas, se puede apreciar que la linea de decaimiento es extendida (ancha) con una linea
de base no plana, esto es indicativo de una muestra moderadamente polidispersa.
Normalmente para particulas pequefias (didmetro < 100 nm) y monodispersas, la sefial de
intensidad decae mas rapidamente, tipicamente antes de los 100 ps y la linea de decaimiento
es mas inclinada [11,34,54]. En la Fig. 25 se muestran todas las funciones de correlacion en
una misma grafica para la primera muestra de vesiculas, donde el comportamiento de la

funcion de correlacion para las tres corridas es practicamente el mismo.
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En las siguientes Tablas (1, 2 y 3) se muestran todos los pardmetros anteriormente

mencionados, tanto los de entrada como los obtenidos mediante la medicion de DLS de la

primera muestra de vesiculas.

Tabla 1 Pardmetros obtenidos en la medicion 1 de la primera muestra de vesiculas de Lecitina mediante DLS.

Primer Decaimiento
Ultimo Decaimiento
Tiempo Transcurrido
Longitud de Onda
Angulo

Temperatura
Liquido

Viscosidad

5.0 us
100.0 ms
00:02:00
637.0 nm
90.0
25.0°C
Agua
0.890 cP

Indice de Refraccion
Atot

A CR (promedio)
M. Base

C. Base

Diferencia de base
Didmetro Efectivo

Polidispersidad

1.331
5.6255x107
545.9 keps
1.5390x108
1.5354x108
0.233%
617.6 nm
0.318

Tabla 2 Pardmetros obtenidos en la medicion 2 de la primera muestra de vesiculas de Lecitina mediante DLS.

Primer Decaimiento
Ultimo Decaimiento
Tiempo Transcurrido
Longitud de Onda
Angulo

Temperatura
Liquido

Viscosidad

5.0 us
100.0 ms
00:02:00
637.0 nm
90.0
25.0 °C
Agua
0.890 cP

Indice de Refraccion
Atot

A CR (promedio)
M. Base

C. Base

Diferencia de base
Diametro Efectivo

Polidispersidad

1.331
5.6235x107
544.0 kcps
1.5255x108
1.5295x1078
-0.257%
638.7 nm
0.311
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Tabla 3 Pardmetros obtenidos en la medicion 3 de la primera muestra de vesiculas de Lecitina mediante DLS.

Primer Decaimiento 5.0 us
Ultimo Decaimiento 100.0 ms

Tiempo Transcurrido | 00:02:01

Longitud de Onda 637.0 nm
Angulo 90.0
Temperatura 25.0 °C
Liquido Agua
Viscosidad 0.890 cP

indice de Refraccion 1.331

Atot 5.5407x107
A CR (promedio) 535.1 keps
M. Base 1.4823x108
C. Base 1.4824x108
Diferencia de base -0.007%
Didmetro Efectivo 666.7 nm
Polidispersidad 0.183

De todos los parametros obtenidos, los de mayor relevancia son el Dy promedio y la

polidispersidad de la muestra. Por lo tanto, en la Tabla 4 se muestra un resumen de las tres

mediciones de la primera muestra, involucrando unicamente el radio hidrodindmico

promedio y la polidispersidad.

Tabla 4 Resumen de las Tablas 1, 2 y 3. Valores de diadmetro hidrodindmico promedio y polidispersidad obtenidos en las

mediciones de la primera muestra mediante DLS.

Mediciones Du

No.1 617.6 nm
No.2 638.7 nm
No.3 666.7 nm

Polidispersidad
0.318
0.311
0.183

El promedio del Du de la primera muestra fue de 641 nm y el promedio de la polidispersidad

de la muestra fue de 0.271.

A continuacion, se presentan las graficas y tablas para el segundo sistema de vesiculas de

Lecitina a una concentracion de 15 mg/ml, medidas por triplicado a 90°.
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En las Figuras 26, 28 y 30 se muestra la grafica de las sefiales de fluctuacion de las vesiculas
de Lecitina medidas a 90° y su respectiva funcion de correlacion tipica C(q,t) (Fig. 27,29y

31).
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Fig. 26 Fluctuaciones tipicas de intensidad de la medicion 1 de la segunda muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 27 Funcioén de correlacion tipica C(q,t) medida a € = 90 °. Medicidn 1 de la segunda muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 28 Fluctuaciones tipicas de intensidad de la medicion 2 de la segunda muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 29 Funcidn de correlacion tipica C(q,t) medida a € = 90 °. Medicidn 2 de la segunda muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 30 Fluctuaciones tipicas de intensidad de la medicion 3 de la segunda muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 31 Funcidn de correlacion tipica C(q,t) medida a € = 90 °. Medicidn 3 de la segunda muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 32 Funcidn de correlacion tipica C(q,t) medida a 6= 90 °. Mediciones 1, 2y 3 de la segunda muestra de vesiculas de
Lecitina.

Los resultados de las graficas de las fluctuaciones tipicas de intensidad y de la funcion de
correlacion (26-32), muestran un comportamiento muy similar al descrito para la muestra 1.
Se trata de un sistema de vesiculas de Lecitina conformado por particulas grandes y
moderadamente polidisperso. Los resultados indican un tiempo de decaimiento
aproximadamente entre 100 pus y 1 ms, una linea de decaimiento ancha y una linea de base

no plana.

De igual manera que en el caso de la primera muestra, para la segunda muestra también se

presentan los pardmetros obtenidos mediante la medicion de DLS. (Tablas 5, 6 y 7).
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Tabla 5 Pardmetros obtenidos en la medicion 1 de la sequnda muestra de vesiculas de Lecitina mediante DLS.

Primer Decaimiento
Ultimo Decaimiento
Tiempo Transcurrido

Longitud de Onda

Angulo
Temperatura
Liquido
Viscosidad

Tabla 6 Parametros obtenidos en la medicion 2 de la segunda muestra de vesiculas de Lecitina mediante DLS.

Primer Decaimiento
Ultimo Decaimiento
Tiempo Transcurrido

Longitud de Onda

Angulo
Temperatura
Liquido
Viscosidad

Tabla 7 Parametros obtenidos en la medicion 3 de la segunda muestra de vesiculas de Lecitina mediante DLS.

Primer Decaimiento
Ultimo Decaimiento
Tiempo Transcurrido

Longitud de Onda

Angulo
Temperatura
Liquido
Viscosidad

5.0 us
100.0 ms
00:02:00
637.0 nm
90.0
25.0 °C
Agua
0.890 cP

5.0 us
100.0 ms
00:02:00
637.0 nm
90.0
25.0 °C
Agua
0.890 cP

5.0 us
100.0 ms
00:02:00
637.0 nm
90.0
25.0 °C
Agua
0.890 cP

Indice de Refraccion
Atot

A CR (promedio)
M. Base

C. Base

Diferencia de base
Didmetro Efectivo

Polidispersidad

Indice de Refraccion
Atot

A CR (promedio)
M. Base

C. Base

Diferencia de base
Didmetro Efectivo

Polidispersidad

Indice de Refraccion
Atot

A CR (promedio)
M. Base

C. Base

Diferencia de base
Didmetro Efectivo

Polidispersidad

1.331
5.8337x107
565.2 keps
1.6521x108
1.6486x108
0.212%
700.1 nm
0.119

1.331
5.8968x107
570.4 keps
1.6887x108
1.6817x108
0.419%
688.3 nm
0.306

1.331
5.8741x107
568.2 keps
1.6679x108
1.6688x108
-0.054%
676.5 nm
0.312
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En la Tabla 8 se muestran los parametros resumidos de las tres mediciones de la segunda

muestra, involucrando tnicamente el didmetro hidrodindmico promedio y la polidispersidad.

Tabla 8 Resumen de las Tablas 5, 6 y 7. Valores de diametro hidrodindmico promedio y polidispersidad obtenidos en las
mediciones de la sequnda muestra mediante DLS

Mediciones Du Polidispersidad
No.1 700.1 nm 0.119
No.2 688.3 nm 0.306
No.3 676.5 nm 0.312

El promedio del Dy de la segunda muestra fue de 688.8 nm y el promedio de la polidispersidad
de la muestra fue de 0.246.

Finalmente, En las siguientes graficas (Fig. 33, 35 y 37) se muestra el grafico de las sefiales,
es decir, de las fluctuaciones de las particulas en el tiempo de las vesiculas de Lecitina
medidas a 90° para la tercera muestra preparada a una concentracion de 15 mg/ml y su

respectiva funcion de correlacion tipica C(q,t) (Fig. 34, 36 y 38).
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Fig. 33 Fluctuaciones tipicas de intensidad de la medicion 1 de la tercera muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 34 Funcidn de correlacion tipica C(q,t) medida a € = 90 °. Medicidn 1 de la tercera muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 35 Fluctuaciones tipicas de intensidad de la medicion 2 de la tercera muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 36 Funcion de correlacion tipica C(q,t) medida a € = 90°. Medicion 2 de la tercera muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 37 Fluctuaciones tipicas de intensidad de la medicion 3 de la tercera muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 38 Funcidn de correlacion tipica C(q,t) medida a € = 90 °. Medicidn 3 de la tercera muestra de vesiculas de Lecitina.
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Fig. 39 Funcion de correlacion tipica C(q,t) medida a =90 ° Mediciones 1, 2 y 3 de la tercera muestra de vesiculas de

Lecitina.
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Los resultados de las graficas de las fluctuaciones tipicas de intensidad y de la funcion de
correlacion (33-39), muestran un comportamiento muy similar al descrito para la muestra 1
y 2. Nuevamente se trata de un sistema de vesiculas de Lecitina conformado por particulas
grandes y moderadamente polidisperso. Con un tiempo de decaimiento que se aprecia
aproximadamente después de los 100 ps y antes de 1 ms, una linea de decaimiento ancha y

una linea de base no plana.

En las siguientes Tablas (9, 10 y 11) se muestran los parametros obtenidos mediante la

medicion de DLS de la tercera preparacion de vesiculas.

Tabla 9 Parametros obtenidos en la medicion 1 de la tercera muestra de vesiculas de Lecitina mediante DLS.

Primer Decaimiento 5.0 us Indice de Refraccion  1.331
Ultimo Decaimiento ~ 100.0 ms Atot 3.8214x107
Tiempo Transcurrido = 00:02:00 A CR (promedio) 370.8 keps
Longitud de Onda 637.0 nm M. Base 7.0869x107
Angulo 90.0 C. Base 7.0850x107
Temperatura 25.0 °C Diferencia de base 0.026%
Liquido Agua Diametro Efectivo 694.2 nm
Viscosidad 0.890 cP Polidispersidad 0.231

Tabla 10 Parametros obtenidos en la medicion 2 de la tercera muestra de vesiculas de Lecitina mediante DLS.

Primer Decaimiento 5.0 us Indice de Refraccion ~ 1.331
Ultimo Decaimiento 100.0 ms Atot 3.8357x107
Tiempo Transcurrido | 00:02:00 A CR (promedio) 371.6 kcps
Longitud de Onda 637.0 nm M. Base 7.1787x107
Angulo 90.0 C. Base 7.1268x107
Temperatura 25.0 °C Diferencia de base 0.729%
Liquido Agua Diametro Efectivo 724.2 nm
Viscosidad 0.890 cP Polidispersidad 0.177
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Tabla 11 Parametros obtenidos en la medicion 3 de la tercera muestra de vesiculas de Lecitina mediante DLS.

Primer Decaimiento 5.0 us Indice de Refraccion  1.331
Ultimo Decaimiento 100.0 ms Atot 3.9365x107
Tiempo Transcurrido = 00:02:00 A CR (promedio) 382.6 keps
Longitud de Onda 637.0 nm M. Base 7.5497x107
Angulo 90.0 C. Base 7.5302x107
Temperatura 25.0 °C Diferencia de base 0.260%
Liquido Agua Diametro Efectivo 711.3 nm
Viscosidad 0.890 cP Polidispersidad 0.302

En la Tabla 12 se muestran los parametros resumidos de las tres mediciones de la tercera

muestra, involucrando unicamente el radio hidrodindmico promedio y la polidispersidad.

Tabla 12 Resumen de las Tablas 9, 10 y 11. Valores de didmetro hidrodindmico promedio y polidispersidad obtenidos en
las mediciones de la tercera muestra mediante DLS.

Mediciones Du Polidispersidad
No.1 694.2 nm 0.231
No.2 724.2 nm 0.177
No.3 711.3 nm 0.302

El promedio del Dy de la tercera muestra fue de 709.9 nm y el promedio de la polidispersidad
de la muestra fue de 0.237.

El Du promedio de las tres muestras de vesiculas de Lecitina fue de 641 nm, 688.8 nm y
709.9 nm respectivamente. Mientras que la polispersidad para la primera muestra fue de
0.271, para la segunda muestra 0.246 y para la tercera muestra 0.237. Estos valores arrojados
mediante las mediciones de DLS nos indican que se trata de un sistema conformado por

particulas relativamente grandes, pero no mayores a una micra y que es un sistema no
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monodisperso, es decir, que se encuentran particulas de diferentes tamanos con una
polidispersidad > 0.05. El método més conocido para analizar la polidispersidad es el método
de cumulantes propuesto por primera vez por Denis E. Koppel [55]. Cuando la
polidispersidad es igual a cero, la muestra es monodispersa y, a medida que la polidispersidad
aumenta, también lo hace el ancho de la distribuciéon. Como generalizacion, se encuentra que
el analisis acumulativo funciona mejor cuando la polidispersidad < 0.3, aproximadamente.
Para determinar esta polidispersidad se requiere un ajuste de segundo orden y para determinar
la inclinacidn se requiere un ajuste de tercer orden [39]. Los valores que se encuentran por
encima de 1 indican que la muestra es muy polidispersa, incluso se considera no adecuada
para medir con DLS (ISO13321).

El diametro y la polidispersidad obtenidos en las tres muestras coinciden con sus respectivas
gréficas de correlacion y de fluctuacion de intensidad, ya que en todos los casos (muestral,
2 y 3) el tiempo de decaimiento se presentd entre 100 y 1000 ps con una linea de base no
plana indicativo de la presencia de particulas o agregados grandes con un rango medio de
polidispersidad. Ademas, las fluctuaciones de las particulas respecto al tiempo fueron
relativamente lentas, lo cual también nos indica que el sistema de vesiculas de Lecitina esta
compuesto por particulas grandes, ya que, en base al movimiento Browniano, a mayor
tamafio de la particula mas lenta es su fluctuacion [34].

Por otra parte, el realizar las mediciones por triplicado para cada muestra de vesiculas de
Lecitina fue con la intension de tener una buena calidad de los datos obtenidos durante las
mediciones y una mayor estadistica de estos datos. En teoria al realizar tres repeticiones de
una misma muestra, el Dy promedio, el tiempo de decaimiento y las kilocuentas por segundo
de las particulas, deberian ser similares en todas las repeticiones. En este trabajo las tres
mediciones de cada muestra arrojaron valores muy similares de tasa de cuentas (kcps) lo cual
nos dice que probablemente durante el tiempo de medicion, las vesiculas de Lecitina
(particulas) no se agregaron entre ellas y no sedimentaron. En cuanto al didmetro
hidrodinamico promedio obtenido de la repeticion de medidas en cada muestra, present6 una
variacion menor al 2% lo cual de igual manera nos indica que durante el tiempo en que realizé

cada medicion, las particulas fueron estables.
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4.2 Dispersién de Rayos-X a Angulos Pequeiios (SAXS).

La morfologia de las vesiculas de Lecitina fue probada a través del analisis de SAXS. Las
intensidades de dispersion fueron graficadas en funcion del vector de dispersion Q definido
como:

o~ (3

En donde Q es el angulo de dispersion y A la longitud de onda del rayo X incidente.
La intensidad de rayos X dispersada por las particulas depende de Q y por lo tanto depende
de 6.

La Fig.40 muestra el espectro de SAXS de la solucién de vesiculas de Lecitina 15 mg/ml en
agua a 25 °C. El espectro obtenido presenta formas de linea caracteristico de una esfera, ya
que decae hasta llegar a un minimo, posteriormente sube hasta llegar a un maximo y
finalmente vuelve a bajar. Este patron o factor de forma se encuentra establecido en la
literatura y oscila de una manera tipica de la forma de la particula, por lo tanto, las curvas
obtenidas del sistema de vesiculas mediante las mediciones de SAXS en este estudio,
coincide con el factor de forma reportado en otros estudios [30,37,39,40,50]. En el presente
trabajo no se realizd el ajuste de diferentes parametros como el radio, grosor, densidad
electronica, entre otros, ya que s6lo se buscaba estudiar la forma de las vesiculas de Lecitina

y no su estructura interna ni el tamafio.
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Fig. 40 Espectro de SAXS de vesiculas de lectina ([]= 15 mg/ml).

4.3 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Las micrografias de TEM que se muestran en la Fig.41 y Fig.42 revelaron para todo el sistema
de vesiculas de Lecitina, la formaciéon de estructuras esféricas de tamafio variado
generalmente en el rango de 0.5 um (500 nm). Se pueden observar agregados grandes y
pequefios en las micrografias, lo cual coincide con los resultados del andlisis de dispersion
dindmica de luz, ya que el Dy promedio de las vesiculas fue casi de 700 nm presentando
polidispersidad en la muestra. En las micrografias se puede apreciar un fondo negro de
apariencia liquida en las particulas esféricas, interfiriendo en la calidad de las iméagenes de
TEM. Se cree que pudo ser efecto de la preparacion de la muestra de vesiculas (tincion
negativa), quiza la cantidad afiadida del metal pesado acido fosfotungstico no hizo buen

contraste con la muestra.
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Fig. 42 Micrografias de TEM de vesiculas de Lecitina formadas en agua. Las estructuras fueron analizadas
después de la tincidn negativa. La barra de escala corresponde a 0.5 ym.

Fig. 41 Micrografias de TEM de vesiculas de Lecitina formadas en agua. Las estructuras fueron analizadas
después de la tincidn negativa. La barra de escala corresponde a 1 ym.

Para conocer los elementos quimicos que conforman el sistema de vesiculas de Lecitina se
realiz6 la espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDS). Se muestra en la grafica
de la Fig.43 los picos correspondientes a los elementos quimicos presentes en las vesiculas.
Los elementos de principal interés son el fosforo (P), carbono (C), oxigeno (O) y nitrogeno
(N) ya que son los elementos que componen al fosfolipido (Lecitina). Todos estos elementos
estan presentes en la grafica de EDS a excepcion del nitrogeno. Los demds elementos
presentes se piensan que corresponden a sales que pudieran ser producto del medio acuoso
utilizado en el paso de hidratacion de la preparacion de las vesiculas. Excepto el cobre que
se debe al soporte utilizado en la preparacion la muestra previa al andlisis de TEM. Otro
punto que hay que mencionar es que el acido fosfotiingstico con el que se recubri6 a las

vesiculas en la tincidon negativa, contiene fosforo, por lo cual se recomienda analizar las
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vesiculas con otro metal pesado o sin tefiirlas para descartar que el pico de P presente en el
analisis de EDS se deba al acido fosfotungstico.

En otras palabras, gracias al analisis de EDS se pudieron detectar los elementos quimicos que
conforman a la lecitina de la yema de huevo (comercial) utilizada en el proceso de fabricacion
de liposomas mediante el método de hidratacion de lipidos. Estos elementos se aprecian en

la siguiente figura.
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Fig. 43 Espectroscopia de Rayos X de Dispersion de Energia (EDS) de vesiculas de Lecitina.
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4.4 Microscopia Optica
Las vesiculas de Lecitina fueron observadas a diferentes magnificaciones mediante el

microscopio Optico invertido. Las imagenes obtenidas revelaron particulas esféricas de
diferentes tamafios, aunque también hay evidencia de artefactos y aglomeracion de particulas.
Por lo tanto, se trata un sistema de vesiculas heterogéneo. Las vesiculas de menor tamafio no
se observan aqui ya que el microscopio Optico no tiene la capacidad para distinguir objetos
de escala nanométrica. A pesar de esto, las imagenes vistas en el microscopio Optico
coinciden con los resultados obtenidos mediante las técnicas anteriormente descritas. Es
decir, los agregados grandes vistos aqui contribuyen a la polidispersidad presente en los
analisis del DLS y al radio hidrodindmico promedio obtenido, ya que en el equipo de DLS
se pueden analizar sistemas dentro de un rango de tamafio que va desde 1 nm hasta 10 um
[39]. El hecho del que el didmetro hidrodindmico Du promedio sea de escala nanométrica
podria deberse a que contribuyen mads las particulas de menor tamafio, que las de mayor
tamano, es decir, en el sistema predominan las particulas pequefias.

Por otra parte, la linea de base no plana de la grafica de la funciéon de correlacion podria
deberse a los aglomerados que aparecen en las micrografias Opticas. La mayoria de las
vesiculas que se muestran en las Figuras 44, 45 y 46 tienen una morfologia esférica, lo cual
es coherente con el espectro obtenido mediante el andlisis de SAXS y con las micrografias
electronicas obtenidas mediante el analisis de TEM, aunque l6gicamente la escala de tamafio

de las vesiculas no es la misma para las diferentes técnicas.

En las siguientes figuras (Fig. 44, 45 y 46) se muestran las imagenes de las vesiculas de

Lecitina vistas en fresco utilizando diferentes objetivos.
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Fig. 44 Micrografias dpticas de vesiculas de Lecitina observadas bajo el objetivo de 20X. La barra de escala corresponde a 20 um.

Fig. 45 Micrografias dpticas de vesiculas de Lecitina observadas bajo el objetivo de 40X. La barra de escala corresponde a 20 um.

Fig. 46 Micrografias dpticas de vesiculas de Lecitina observadas bajo el objetivo de 63X. La barra de escala corresponde a 40 um.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

Durante este trabajo de Maestria se prepararon diferentes sistemas de vesiculas de Lecitina
de yema de huevo mediante el método de hidratacion de lipidos. Se variaron ciertas
condiciones como la concentracion de Lecitina, el solvente organico y la temperatura de del
medio hidratante. Dado que el trabajo buscaba estandarizar de alguna manera los métodos de
preparacion de estos sistemas, se prepararon una gran cantidad de muestras. Sin embargo, en
la seccion de resultados y discusion se mostraron solamente algunos resultados
representativos.

Cabe sefialar que la Lecitina de yema de huevo es una mezcla de lipidos que tienen en comin
la cabeza polar: fosfatidilcolina; la variacion en las especies que conforman la mezcla ocurre
en las colas hidrofobicas. Este lipido es de muy facil extraccion y purificacion; por eso mismo
es facil de conseguir comercialmente. Esa es una de las razones por las cuales se escogio este
sistema: para estandarizar la fabricacion de liposomas con un método sencillo y utilizando
un lipido facilmente disponible.

Al variar los parametros mencionados anteriormente se buscé establecer las condiciones
Optimas para formar los liposomas y estandarizar el método de obtencidn, permitiendo de
esta manera la fabricacion de vesiculas con las mismas caracteristicas en cada preparacion,
como se discute en el capitulo anterior.

Una vez formadas las vesiculas de Lecitina mediante el método de hidratacion de lipidos, se
estudiaron algunas de sus caracteristicas mediante diferentes técnicas de caracterizacion tales
como: Dispersién Dinamica de Luz (DLS), Dispersion de Rayos X a Angulos pequefios
(SAXS), Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) y Microscopia Optica (OM).
Estas técnicas de caracterizacion de liposomas se realizaron inmediatamente después de la
preparacion de dichos liposomas para obtener un control de calidad adecuado de los
resultados. En un trabajo posterior seria deseable estudiar la evolucion con el tiempo de las
muestras, para tener una idea de su estabilidad.

Los resultados obtenidos, tales como la distribucion de tamafio y la morfologia de las
vesiculas concuerdan con el método de preparacion. De hecho, los liposomas que se

obtuvieron mediante la hidratacion de la pelicula lipidica fueron muy heterogéneos, es decir,
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se formaron liposomas de diferentes tamafios, generalmente en el orden de 500 nm a varias
micras, con diferentes membranas, separadas entre si por una capa de agua.

La técnica de hidratacion de lipidos como vemos, es una técnica muy efectiva para la
formacion de vesiculas multilamelares gigantes (MLVs).

Si se desea tener un sistema de vesiculas mas homogéneo, monodisperso y con un tamafio
igual o menor a 100 nm, se recomienda utilizar la técnica de extrusion de lipidos. Esta técnica
permite obtener sistemas de liposomas de caracteristicas mas controladas.

También se recomienda realizar mas experimentos para encontrar las condiciones ideales
para obtener micrografias electronicas de las vesiculas de Lecitina. Para ello se sugiere
recubrir las vesiculas con un metal pesado distinto al dcido fosfotungstico como, por ejemplo,
el acetato de uranilo o molibdato de amonio, previo al analisis de Microscopia Electronica
de Transmision (TEM). O bien, no teirlas, simplemente dejarlas evaporar en la rejilla o
soporte de cobre y posteriormente analizarlas. Esto con el objetivo de evitar el fosforo del
agente de tincion y estar seguros que este elemento (detectado en los espectros de EDS)
proviene de las membranas de fosfolipido.

Por otra parte, si se funcionalizan estos sistemas de vesiculas, podrian utilizarse en
potenciales aplicaciones en la industria farmacéutica, como vehiculos acarreadores de una
amplia gama de farmacos requeridos en tratamientos especificos. Mediante la
funcionalizacion se puede controlar el tiempo de circulacion y se pueden tener efectos
secundarios reducidos y una accidén farmacologica 6ptima. Sin embargo, antes de desarrollar
una posible aplicacion practica, es necesario hacer estudios de ciencia basica sobre los
sistemas descritos. Es decir, se requiere conocer las caracteristicas del sistema de vesiculas
como su morfologia, tamafio, lamelaridad, entre otras, como se estudi6 en la presente tesis,
para tener la certeza de que el sistema descrito serd un candidato potencial para la aplicacion

pensada.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

En el trabajo de tesis anteriormente descrito, se prepararon vesiculas unilamerales gigantes
(MLVs) mediante el método de hidratacion de lipidos, a raiz de esto surgieron nuevas

posibilidades o lineas para explorar en un futuro como son:

1. Preparar vesiculas unilamelares pequeias (SUV's) mediante el método de extrusion
de lipidos. Las SUVs formadas por este método son homogéneas, tiene un tamafio
reducido y controlado, lo cual es importante a la hora de pensar en las posibles
aplicaciones de los liposomas en el area de la medicina, ya que estas vesiculas podrian
utilizarse para encapsular proteinas o algiin farmaco con propiedades Unicas, por
ejemplo, propiedades anticancerigenas, antitumorales, entre otras. En otras palabras,
podrian utilizarse como vehiculos liberadores de farmacos dirigidos a un blanco
especifico.

2. Utilizar un medio hidratante diferente al agua, como solucién tampdn o solucion de
azucar en el método de preparacion de vesiculas segin la aplicacion de dichas
vesiculas y propiedades del o los fosfolipidos utilizados.

3. Preparar las vesiculas lipidicas con y sin tincion negativa previamente a su analisis
por TEM, con la finalidad de ver si se mejora el contraste para las micrograficas
obtenidas en el TEM.

4. Preparar las vesiculas lipidicas mediante la técnica de tincion negativa probando un
metal pesado diferente al dcido fosfotungstico para su analisis por TEM, esto con la
intencion de tener la certeza de que el pico del elemento fosforo visto en el analisis
de EDS corresponde tinicamente al fosforo presente en la Lecitina y no en el metal
pesado.

5. Y finalmente, estudiar el efecto de agregar proteinas con propiedades Unicas a las
vesiculas de Lecitina formadas mediante el método de extrusion de lipidos, como

posible aplicacion en el area de la medicina y farmacéutica.

Dejamos algunas de estas perspectivas para un trabajo posterior que aborde el problema con

mayor profundidad.
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APENDICE

Como complemento a los estudios de Maestria en Ciencia de Materiales se realizdé una
estancia de investigacion en la Universidad del Pais Vasco en el Instituto de Biofisika
(UPV/EHU, CSIC), en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, bajo el grupo
de trabajo de la Dra. Alicia Alonso y el Dr. Félix Goi.

Durante el periodo de estancia se trabajo en la preparacion de liposomas mediante diferentes
técnicas tales como: sonicacion, electroformacion en alambre y extrusion de lipidos. Ademas,
se tuvo la oportunidad de colaborar en el articulo titulado como: “Phase-selective staining of
model and cell membranes, lipid droplets and lipoproteins with the single-photon
fluorescence probes PA and PK” para la revista BBA-biomembranes (articulo en revision).
En dicho trabajo la contribucion fue llevar a cabo experimentos con modelos de Vesiculas
Multilamelares Gigantes (MLV’s) y Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUV’s) formadas
mediante la técnica de sonicacion y electroformacion en alambre respectivamente para su
posterior estudio mediante ensayos espectrofluorométricos y de microscopia de fluorescencia
confocal.

Tanto las MLV’s como las GUV’s fueron preparadas con diferentes composiciones lipidicas:

POPC (1-palmitoil-2-oleoil-glicero-3-fosfocolina), DPPC (dipalmitoil fosfatidilcolina),
eggSM  (esfingomielina de la yema de huevo), Cer (ceramida), eggSM:Col

(esfingomielina:colesterol), Cer:Col (ceramida:colesterol), entre otras, las cuales se
mezclaron adicionalmente con una sonda o marcador fluorescente derivado de Pireno
conocido abreviadamente como PK.

Para la formacion de las MLV 's mediante la técnica de sonicacion, la mezcla de lipido-sonda
fue evaporada bajo una corriente de N2 para eliminar el solvente organico (solucién de

cloroformo-metanol presente tanto en la preparacion del lipido puro como en la preparacion
de la sonda PK). Después de la evaporacion, la solucién se mantuvo en un desecador
conectado a alto vacio durante 2 horas con la intencién de eliminar cualquier solvente
organico residual. En este paso se formé una pelicula lipidica-sonda alrededor del vial, la

cual es hidratada mediante la adicién de una solucidon tampoén a una temperatura superior a
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la temperatura de transicion Tm del lipido, permitiendo de esta manera que el lipido se hidrate

en su fase fluida. Posteriormente se realizaron una serie de ciclos de agitacién con vortex
para favorecer la formacion de las vesiculas. El producto de la hidratacion es una gran
vesicula multilamelar de estructura andloga a una cebolla. Para romper las capas o lamelas

de las MLV's y reducir de esta forma su tamafio, las vesiculas se sonicaron en un sonicador
de tipo, cuidando de igual manera que la temperatura del bafio estuviera por encima de la Tm

del lipido. La sonicacion se realizd durante 10 minutos. Durante todo el proceso de
preparacion de las MLV's se cuido que todo el sistema estuviera expuesto lo menos posible
a la luz, debido a que la sonda es fotosensible. Finalmente se realizaron ensayos
espectrofluorométricos de las MLV's de diferentes composiciones a 405 nm para medir la

proporcion de intensidad rojo/azul (ratio).

Para la formacion de las GUV'’s mediante la técnica de electroformacion en alambre (ver
Fig.1) se utiliz6 un generador de corriente a baja frecuencia aplicado a una pelicula lipidica
hidratada. A groso modo, la mezcla de lipido-sonda se deposita en cada uno de los alambres
de platino que contiene el pocillo de manera cuidadosa con la ayuda de una jeringa Hamilton,
los pozos se colocan en una gradilla de hielo seco y mediante una especie de caja de papel
aluminio se protegen totalmente de luz (para evitar que la sonda se degrade) y se mantienen
al vacio durante 90 minutos. Transcurrido el tiempo, cada pocillo se monta en una camara

PRETGUV3 (ver Fig. 1) que permite la visualizacion directa bajo el microscopio, se anade
sacarosa previamente calentada por encima de la Tm del lipido a cada pozo con la finalidad

de hidratar a dichos lipidos, se conecta la cdmara montada con los pocillos al generador de
corriente durante 2 horas. Finalmente se realizaron ensayos de microscopia de fluorescencia

confocal.
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Fig.1 Camara de PTFE con pocillos circulares para la formacion de GUV's sobre alambres de platino.

El objetivo de la estancia de trabajo fue estudiar a través del marcador fluorescente PK las
fases y la rigidez de la membrana, es decir, de las MLV’s y las GUV’s. Y se vio mediante
los resultados de estos ensayos que con la sonda PK se pueden distinguir las diferentes fases
de la membrana: liquido ordenado, liquido desordenado y gel. Ademds, mediante la
proporcion de intensidad rojo/azul (RBIR) se pudo evaluar el comportamiento de las

vesiculas en términos de rigidez.
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RESULTADOS

Los espectros de excitacion y de emision de PK (Fig. 2A) se registraron en vesiculas
multilamelares compuestas de POPC, SM: Col (relacion mol de 70:30), o SM de huevo puro,
a 0.4 % de PK. Estas tres composiciones existen, en exceso de agua y a temperatura ambiente,
en tantas fases lamelares diferentes, respectivamente, la fase de liquido desordenado (Ld),
liquido ordenado (Lo) y gel (LP).

El anélisis de los datos se realizd utilizando la respuesta radiométrica de PK, es decir,
calculando la proporcion de intensidad integral de las regiones rojo/azul de la banda de
emision (573-613 nm/500-530 nm) (Fig. 2A). En la figura 2B se muestran los valores
adimensionales de RBIR para las diferentes composiciones lipidicas, el RBIR mas alto
correspondio a las fases Ld, por ejemplo, DOPC, y POPC. Por el contrario, los RBIR mas
bajos se asociaron a las bicapas en la fase Lo, por ejemplo, SM: Col (70:30), y DPPC: Col
(70:30). Las bicapas en la fase de gel LB, como SM y DPPC, emitieron un RBIR a valores
intermedios entre las fases Lo y Ld. Los datos sugieren que la sonda PK puede unirse a los
lipidos permitiendo distinguir entre las tres principales fases lamelares en las membranas. El
efecto de orden de colesterol detectado utilizando PK se ve en la figura 2C, en la que los
valores de RBIR de una bicapa basada en SM se trazan en funcion de la concentracion del
colesterol. E1 RBIR disminuyd facilmente con el aumento de las concentraciones de
colesterol hasta que, por encima del 20% de colesterol, el sistema estaba en una fase Lo
practicamente pura. Es posible que las estructuras planas y rigidas de colesterol y PK sean

responsables del comportamiento observado de la sonda.
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Fig.2 Resultados obtenidos mediante los experimentos de espectroscopia de fluorescencia usando MLV's a las que se les afiadid 0.4% de PK. Fig.
1 A) Los espectros de excitacion y emision de PK se registraron en vesiculas multilamelares compuestas de POPC, SM: Col (relacion 70:30) y SM
de huevo puro, a 04 % de PK. El andlisis de los datos se realizo utilizando la respuesta radiométrica de PK, es decir, calculando la proporcion
de intensidad integral de las regiones rojo/azul de la banda de emision (573-613 nm / 500-530 nm). En la Fig. 1B) se muestran los valores
adimensionales de RBIR para las diferentes composiciones lipidicas. En la Fig. 1C) se ve el efecto de orden de colesterol detectado utilizando PK
en la que los valores de RBIR de una bicapa basada en SM se trazan en funcion de la concentracion del colesterol.
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La ceramida (Cer) es estructuralmente muy diferente de colesterol (Col), pero comparte con
el esterol la capacidad de aumentar el orden de la cadena de fosfolipidos [56]. Se realiz6 una
serie de mediciones RBIR con bicapas (vesiculas multilamelares) compuestas de SM pura,
SM:Cer (70:30), SM:Col (70:30) y SM:Cer:Col (70:30:30 y 54:23:23) (Fig.3).
Contrariamente a nuestra prediccion, el RBIR no disminuyd con Cer, aunque los efectos de
rigidez y ordenamiento de este esfingolipido son bien conocidos [56]. Esto probablemente se
debio a otra propiedad de la Cer, es decir, su incapacidad para mezclarse con fosfolipidos,
dando lugar a dominios segregados lateralmente [57] en los que PK no pudo entrar. Sin
embargo, tanto SM:Col (70:30) como SM:Cer:Col (70:30:30) exhibieron valores RBIR
similares que estaban muy por debajo de los de SM pura. Una interpretacion preliminar seria
que PK "no podia reconocer" Cer, por lo tanto, las dos ultimas mezclas eran equivalentes
desde el punto de vista de la sonda (marcador fluorescente). Los dominios enriquecidos con
Cer son en general inaccesibles para las sondas, debido a la alta densidad de enlaces H

intermoleculares [58].
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Fig.3 Efecto de colesterol y ceramida sobre la proporcion Rojo/Azul de la esfingomielina.

En la Fig. 4 se muestran imagenes de microscopia de fluorescencia confocal de vesiculas
unilamelares gigantes (GUV’s) marcadas con PK. En la mezcla DOPC:SM:COL (2:1:1)
(Fig.4, arriba) se observaron vesiculas marcadas uniformemente en donde se pueden
diferenciar las dos fases Lo y Ld. Sin embargo, en las vesiculas que contenian
DOPC:SM:COL (2:1:1) mas 10% de CER aparecieron regiones oscuras (sin marcar)
correspondientes a dominios ricos en Cer, permitiendo identificar las tres fases de la

membrana Lo, Ld y LP (Fig. 4 abajo).
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Fig.4 Imdgenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia confocal de GUV's marcadas con PK. A) vesiculas preparadas
con mezcla DOPC:SM:COL + PK. B) Vesiculas preparadas con mezcla de DOPC:SM:COL mds 10% de CER + PK.

Fusion

En general, los valores de RBIR obtenidos de preparaciones comparables utilizando los
métodos espectroscopicos y microscopicos fueron similares, pero no exactamente los
mismos. Con el fin de obtener valores adecuadamente homogéneos independientemente del
método de medicion, se utilizd un coeficiente de correccion para los valores RBIR de la

microscopia confocal.
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CONCLUSION
Los resultados con modelos de membrana mediante espectroscopia (MLV’s) y microscopia

(GUV’s) sugieren que podria usarse el marcador PK para distiguir entre las tres principales
fases de la membrana: Ld, Lo y gel. Ademas, mediante el pardmetro radiométrico, la

proporcion de intensidad rojo/azul se puede evaluar el comportamiento de las vesiculas en

términos de rigidez.
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