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JUSTIFICACION

El estudio de la interaccién de membranas biolégicas con macromoléculas en medio
acuoso es importante ya que ayuda a comprender fendmenos biolégicos como la fusion celular,
el intercambio de iones y la difusion de moléculas al interior o exterior de la célula, la formacién
de balsas lipidicas, entre otros. Histéricamente, esta importancia se ejemplifica con el estudio
del eritrocito (5 — 8 um de diametro) y el descubrimiento de que la membrana es una bicapa
lipidica con proteinas transmembranales ancladas en ella. Tal descubrimiento llevé a la
propuesta del mosaico fluido y sus posteriores adecuaciones a medida que se fueron
obteniendo resultados experimentales por técnicas avanzadas. Por otra parte, la importancia del
eritrocito, como célula, se hace notar en las propiedades mecanicas de su membrana. Una de
estas propiedades, la elasticidad (modulo elastico), le permite al eritrocito cambiar su forma
para pasar por capilares estrechos (2 — 3 um de diametro) del sistema circulatorio, de modo que
trasporta oxigeno a los diferentes érganos del cuerpo de una manera eficiente. Las propiedades
mecanicas de membrana, dependen del tipo de moléculas que la conforman y del tipo de
solvente que le rodea. Asi, en el caso del eritrocito, la proporcion lipido/proteina le permite tener
un alto valor del moédulo elastico de membrana y adoptar la forma de disco bicéncavo cuando la
concentracion de iones es la misma en el interior y exterior del eritrocito. Sin embargo, esta
forma cambia cuando se tienen concentraciones diferentes en el interior y exterior. Abordar de
nuevo las interacciones eritrocito liposoma es de importancia asi nos ayuda a proponer un
modelo para la fusion celular y la formacion de eritrocitos deformados, al final del Capitulo |
exponemos algunos trabajos actuales que se han realizado con el sistema: eritrocito, liposoma,

eritrocito + liposoma.



Objetivo general

Estudiar la interaccion eritrocito liposoma en ambiente idnico.

Objetivos particulares
Caracterizar los cambios morfologicos del eritrocito en presencia de liposomas de tamafio

nanomeétrico a pH constante y diferentes concentraciones salinas.

Determinar la influencia de iones en la estabilidad de eritrocitos a pH constante y diferentes

concentraciones ionicas.

Estudiar la estabilidad de eritrocitos a pH contante y bajo la influencia de un campo eléctrico.



CAPITULO |

GENERALIDADES

Introduccion.

En este capitulo presentamos generalidades sobre las moléculas que conforman la
membrana celular y algunos aspectos tedricos que permiten comprender la interaccion de la

membrana con la macromolecula en ambiente iénico.
1.1 Fosfolipidos

Los fosfolipidos estan compuestos por una parte hidrofébica (colas apolares) y una parte
hidrofilica (cabeza polar) como se muestra en la Figura 1.1. La cabeza polar esta compuesta
por un grupo fosfato (cargado negativamente) unido a otro grupo como la colina (cargado
positivamente). Por otra parte, las colas apolares estan compuestas por una cadena de
hidrocarbonos, a las cuales se les pueden incorporar diferentes acidos grasos.

Las moléculas de fosfolipido son los principales componentes de la membrana bioldgica.
Poseen la capacidad de desplazarse en el interior de ésta, gran parte debido al grado de
saturacion quimica de las colas hidrocarbonadas que conforman su estructura. El grado de
saturacion quimica es un factor que determina la fluidez de la membrana y se define por la
cantidad de enlaces dobles en las cadenas de hidrocarbonos. Un hidrocarbono (o hidrato de
carbono) se considera saturado sino contiene enlace doble, e insaturado si presenta al menos
uno [1].

Un tipo particular de fosfolipido, dipalmitoifosfatidilcolina, actia en el funcionamiento de
los pulmones, ya que requiere un aporte constante de estas moléculas para mantener la

elasticidad de los tejidos pulmonares y la humedad necesaria para una respiracion adecuada

[2].
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Figura 1.1 Dibujo de fosfolipido mostrando las regiones hidrofdbicas (cola apolar) e hidrofilica (cabeza

polar) [1].

1.1.2 Estructuras formadas por fosfolipidos

Los fosfolipidos juegan un papel muy importante en la membrana celular, ya que

controlan la transferencia de moléculas al interior o exterior de la célula [3].

La estructura que tienen las moléculas de fosfolipido hace posible que participen en el
intercambio de sustancias entre un sistema acuoso y uno lipidico. En medio acuoso, las colas
de los fosfolipidos tienden a formar un ambiente hidrofébico que impide las interacciones con el
agua. Asi, las moléculas de fosfolipido dejan sus extremos hidrofilos en contacto con el agua y
se autoensamblan formando micelas, bicapas (lamelas), liposomas y fase esponja (Figura
1.2) [4]. Estas estructuras contienen una gran cantidad de fosfolipidos y han servido como
sistemas modelo para estudiar diversos fendmenos celulares como la difusion confinada de

proteinas transmembranales, transporte de iones, elasticidad de membranas, etc.
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Figura 1.2 Estructuras formadas por fosfolipidos: a) micela, b) bicapas, c) liposomas [1].

1.2 Liposomas

Los liposomas son sistemas cerrados compuestos por fosfolipidos en forma de bicapas

concéntricas separadas por compartimientos acuosos [5].

Por su compatibilidad con los sistemas bioldgicos, los liposomas tienen gran importancia
en la investigacion, ya que la membrana de los liposomas sirve como modelo para estudiar la
interaccion de proteinas con el citoplasma, la difusién molecular y la fusién celular. De igual
manera, han sido utilizados para medir la elasticidad de membranas y la formulacién de teorias
que permiten explicar fendmenos a nivel celular, teniendo multiples aplicaciones en la industria

cosmética y farmacéutica [6].

1.2.1 Morfologia

Existen diferentes factores que intervienen en la morfologia que adoptan los liposomas;
uno de ellos es el método de preparacion. Para la formacion de liposomas del orden de 1-10
micras de diametro se requiere utiliza el método de hidratacién; para disminuir el tamafio a
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varios nanometros y tener una muestra monodispersa, se trabaja con el método de sonicacion.

Detallaremos estos métodos en el Capitulo 1.

Los liposomas elaborados por hidratacion se pueden observar mediante Microscopia
Optica o Contraste de Interferencia Diferencial y son muy Utiles para estudiar la interaccion

membrana macromolécula mediante técnicas como pinzas opticas o micropipetas.

Existen otros parametros importantes para controlar la formacion de liposomas, como la
concentracion de fosfolipidos, la temperatura de transicion del fosfolipido, pH y sales presentes.
La combinaciéon de estas variables puede llevar a la coexistencia de liposomas esféricos,

cilindricos, helicoidales, combinacion cilindro y agregados [7].

Los liposomas, como las micelas, no son estructuras rigidas o estaticas. Las moléculas
que conforman las bicapas de moléculas de fosfolipidos del liposoma entran y salen de la
estructura manteniendo un radio promedio. Asi, las moléculas se difunden a lo largo de la
bicapa debido al movimiento browniano y otras se trasladan de una monocapa (perpendicular a
la bicapa) a otra en un proceso difusivo denominado flip - flop. Por otra parte, el liposoma, se
mueve en el solvente como resultado de las fluctuaciones térmicas e interactia con los demas

liposomas por medio de interacciones de van der Waals, eléctricas o entropicas [8].
1.2.2 Clasificacion

De acuerdo a las caracteristicas estructurales de los liposomas ya sea el numero de
bicapas y/o tamano, se pueden clasificar en multilamelares y unilamelares (Figura 1.3) [7]. Las
vesiculas multilamelares (MLVs, del inglés Multi Lamellar Vesicles). Se caracterizan en poseer
multiples bicapas (membranas) concéntricas, tipo cebolla, separadas entre si por un espacio
acuoso de aproximadamente 5 nm de espesor. Sus diametros varian entre 1 -10 ym. Por otra
parte, las vesiculas unilamelares poseen un compartimento central polar y una sola bicapa
lipidica. Se clasifican en vesiculas unilamelares grandes (LUVs, del inglés Large Unilamellar
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Vesicles) con tamafios del orden de 100 — 500 nm y gran capacidad de encapsulacion de
moléculas, y vesiculas unilamelares pequefias (SUVs, del inglés Small Unilamellar Vesicles)
con tamafos menores a 100 nm. Suelen obtenerse por tratamiento de una suspensiéon de MLVs

con ultrasonido [8].

MLV

Figura 1.3 Tipos de liposomas [9].

1.3 Formacion de liposomas y métodos de preparacion

Los liposomas se forman a una temperatura superior a la de transicion (T.) de los
fosfolipidos que los constituyen. Al aumentar la temperatura de éstos se produce un aumento
en la movilidad de las colas apolares de los fosfolipidos, hacia un estado liquido cristalino en el
que la fluidez aumenta, produciendo un incremento en la libertad rotacional y en el area por

lipido de las cadenas [3].

Al ser hidratadas una o varias peliculas delgadas de fosfolipidos se separan durante la
agitacion uniendo sus extremos a lo largo, las vesiculas multilamelares interactuan con el
hidrocarbono de la bicapa en los bordes. Entonces, una vez que las particulas se formaron, se

puede reducir el tamafio de la particula.



Para la obtencion de liposomas a diferentes tamanos existen diferentes tipos de

métodos de formacion de lipidos que a continuacion presentaremos.
1.3.1 Hidratacién

Para este método, los liposomas se preparan con una mezcla de lipidos (fosfolipidos)
disueltos en un solvente organico para obtener una mezcla homogénea éstos. Comunmente se

utiliza cloroformo.

Las soluciones de lipidos son preparadas tipicamente a una concentracion entre 10 y 20
mg/ml de solvente organico. Una vez que los lipidos se mezclan con el solvente, éste es
removido mediante el secado en la campana de vacio durante 3 horas, para asi formar una
pelicula de lipidos. También se puede evaporar mediante el uso de nitrégeno o argén (para
volumenes pequefios) o mediante un rotavapor (para volumenes grandes y pequefios). La
pelicula de lipido se obtiene removiendo el residuo de solvente organico colocado en el vial
para después hidratarla afiadiendo un medio acuoso al contenedor. El producto mediante el

método de hidratacion son vesiculas grandes y multilaminares (LMV) (Figura 1.4) [10 — 11].

Hratanin con
Fostoligedo Haataoon con Q0N
bufler
7]  Secasoenn |

\ campana &o u(ﬂ

AN
- U

Solverte pﬂ( M paca LMV

Figura 1.4. Pasos de preparacion de liposomas por el método de hidratacién [10].



1.3.2 Sonicacion

Este método es tal vez el mas utilizado para la preparacion de vesiculas pequefias
unilamelares. La desventaja de este método es que, existe una posible degradacién de los
fosfolipidos y de los compuestos a encapsular. Consiste en aplicar vibraciones de alta
intensidad que generan ultrasonido para agitar las particulas de una muestra, sonicar vesiculas

LMV produce pequefias vesiculas unilamelares SUV. [10 — 12].

Hay dos técnicas de sonicacion:

a) Sonda de ultrasonido. La superficie de la muestra con liposomas se pone en contacto
con una punta que genera intensidad. Mayor superficie, baja intensidad de ultrasonido.
b) Bafio ultrasénico. La dispersion de los liposomas en un recipiente tiene lugar en un bafo

ultrasoénico, controlando la temperatura de transicion del lipido.

1.3.3 Extrusion

Este método empieza cuando finaliza el de hidratacién; una vez obtenida la muestra, se
hace pasar por un extrusor como el sefialado en la Figura 1.5 y se sigue el protocolo que a
continuacién se indica: las vesiculas unilamelares se hacen pasar por un filtro de un tamafio de
poro definido donde se hidrata la pieza de teflon con el bufer a utilizar, se colocan dos filtros de
soporte en el centro de las piezas de soporte de membrana interna, se afiade una gota de agua
antes de colocar la membrana con el diametro requerido, y después se coloca la membrana en

la parte mas alta del metal, se acoplan las dos piezas de metal y se colocan en el soporte.

Se instala una jeringa de un lado del extrusor como se muestra en la Figura 1.5y se
llena la otra jeringa con el fosfolipido hidratado. Entonces, este método consiste en pasar de

una jeringa a otra mediante la membrana el fosfolipido hasta observarlo mas claro (se



recomienda realizar esto aproximadamente doce veces). El tamafio de los liposomas depende

del filtro de tamano de poro definido por el que se hace pasar la muestra [10 — 12].

Figura 1.5. Extrusor utilizado para preparacion de liposomas nanométricos.

1.4 Eritrocitos

Los eritrocitos (también llamados globulos rojos o hematies), son los elementos mas
numerosos en la sangre. La hemoglobina es uno de sus principales componentes, y su funcion
es transportar el oxigeno hacia los diferentes tejidos del cuerpo. Los eritrocitos de los
mamiferos, carecen de nucleo y de mitocondrias, asi facilitando el transporte de oxigeno ya que

ocupan menor gasto de energia.

El eritrocito normal tiene la forma de un disco biconcavo de 7.8 ym de diametro, y
~0.5 um de espesor (Figura 1.6) [13]. Su citoplasma contiene en mayor parte el pigmento
hemoglobina, una proteina que le concede su caracteristico color rojo y es la responsable del

transporte de oxigeno.
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El eritrocito estd compuesto por fosfolipidos como fosfatidilcolina (lecitina) 13%,
esfingomielina 26%, fosfatidiletanolamina (cefalina) 27%, fosfatidilinositol y proteinas como la

espectrina y ancrina.

Figura 1.6. Eritrocito biconcavo.

La membrana del eritrocito contiene proteinas y glucoproteinas incrustadas en el fluido
de la bicapa lipidica que le otorga un comportamiento viscoelastico. Las glucoproteinas sialicas
(acido sialico) son las responsables de que adquiera una superficie negativamente cargada

generando una fuerza de repulsion, denominada potencial zeta [14].

La proporcion 1:1 (aproximadamente) entre fosfolipidos y proteinas de la membrana es
importante para mantener las propiedades mecanicas de la membrana celular y su

permeabilidad selectiva.

1.4.1 Morfologia de eritrocitos

La morfologia de los eritrocitos se altera por factores fisicoquimicos, enfermedades y
cambios de presion osmdética. Entre las formas de eritrocitos anormales mas frecuentes se

encuentran [15]:
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Los acantocitos (Figura 1.7) del griego acantha que significa espina. La forma de estos
eritrocitos se observa en numerosos estados patolégicos en los cuales existen alteraciones
debido a los lipidos de la membrana, modificando la relacién colesterol/fosfolipidos en ciertas
zonas de la membrana de modo que la viscosidad de la membrana aumenta y por consiguiente,

disminuye su fluidez hasta causar la deformabilidad.

Figura 1.7 Acantocitos. Glébulos rojos con multiples proyecciones de la membrana celular y su presencia

D et /4..
P m
Q
:\@" Q OO

Figura 1.8. Eliptocitos. Eritrocitos de forma eliptica y el defecto puede ser heredado o adquirido. Estan

relacionados con distintos tipos de anemias [17].
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Por otro lado, estan los eliptocitos (Figura 1.8) que se presentan en forma de disco
biconcavo oval con polarizacion de la hemoglobina. La forma de estos eritrocitos esta

relacionada con las proteinas de esqueleto de membrana.

zm" @v

Q
”chgeﬁ & OQO

Figura 1.9. Esferocitos. El disco adopta configuracién esferoidal. Cuando el volumen de los glébulos rojos
disminuye, se debe a la esferocitosis hereditaria [18].

También estan los esferocitos (Figura 1.9), células rojas casi de forma esférica y se

presentan en la esferocitosis hereditaria causada por mutaciones en los genes que transcriben

una proteina llamada espectrina y otras proteinas de la membrana del hematie. Estas proteinas

son necesarias para mantener la forma del hematie de modo que estos defectos disminuyen la

elasticidad de membrana.

D..Q 8 ol
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Figura 1.10. Megalocitos que se presentan en las anemias megaloblasticas [18].
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Finalmente tenemos al megalocito (Figura 1.10) que significa “glébulo rojo de gran
tamano”, con dimensiones entre 12 y 13 um. Se observan en la sangre de los embriones y en

anemias.

1.5 Interacciones y fendmenos asociados

Una interaccion es la fuerza que existe entre dos o mas cuerpos. Las interacciones
fundamentales son la fuerza gravitacional, electromagnética, fuerzas débiles y fuertes. En
sistemas coloidales y biofisicos las interacciones mas importantes son las fuerzas
intermoleculares. Algunas interacciones pueden asociarse al caracter estadistico del sistema y

el movimiento de las moléculas en el mismo.

A continuacion, hablaremos de forma breve de las interacciones que se abordan en el
presente trabajo y fendmenos importantes para entender los cambios de forma de los
eritrocitos. Entre estos fendmenos esta la 6smosis que es fundamental para comprender su

estabilidad estructural.

1.5.1 Osmosis

La 6smosis toma un papel muy importante en los procesos biolégicos ya que el
transporte del agua (como disolvente) y otras moléculas a través de las membranas biolégicas,
es esencial en muchos procesos de los organismos vivos. De acuerdo al medio en que se
encuentre una célula, la ésmosis varia. La funcion de la 6smosis es mantener hidratada a la

membrana celular [19].

La membrana celular tiene propiedades que permiten el paso controlado de sustancias a
su interior. En el interior de la célula se encuentra el citoplasma, compuesto por una solucion
acuosa viscosa (proteinas solubles, azucares, iones y aminoacidos) que cuando la célula (en

este caso el eritrocito) es expuesta a un medio de diferentes concentraciones de soluto (en
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nuestro caso cloruro de sodio, NaCl), la membrana permite la entrada y salida de soluto, hasta

alcanzar el equilibrio, dentro y fuera de la membrana.

En un medio isotdénico, las presiones dentro y fuera de la célula son iguales, por lo que la
concentracion en sal es la misma (1.54 mM), asi el volumen del eritrocito no se altera (Figura
1.11a). Se dice que los eritrocitos se encuentran naturalmente en un medio isoténico por eso,

los sueros que se aplican por intravenosa son isotonicos.

Para el medio hipoténico, la solucidon contiene una baja concentraciéon de soluto (0.68 mM),
en comparacion a la del citoplasma. La presion en el interior de la célula es menor que en el
exterior (Figura 1.11b). De esta manera la célula se hincha y el agua difunde desde afuera hacia

el interior de la célula.

Por otra parte, en un medio hiperténico, la concentracion es mas elevada (3.08 mM) fuera
de la célula que, en el interior, asi, la presioén en el exterior es menor que en el interior (Figura
1.11c). Esto lleva a que la célula se deshidrate de modo que el agua fluya del interior al exterior.
La formacion de otras formas como las que hemos mencionado anteriormente no son facil de
explicar si se toma en cuenta Unicamente la presion osmotica. Para ellos se requiere considerar
modelos que tomen en cuenta la rigidez de membrana y presencia de aglomerados (balsas

lipidicas, por ejemplo). Los fundamentos fisicos del 6smosis se presentan en el Anexo .
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@) Fueradelacéula Dentro de la célula b) Fueradelacélula Dentro de la célila

Figura 1.11. Eritrocito en distintos medios: a) isotonico, b) hipotonico, ¢) hipertdnico [20].
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1.5.2 Tension superficial

Otro de los parametros importantes para entender la morfologia de eritrocitos y liposomas es la
tension superficial. EI fendmeno de tensién superficial se puede explicar mediante el hecho de
que un liquido actua como si estuviera bajo tension, la cual actua paralelamente a la superficie,
surge de las fuerzas de atraccion entre las moléculas (Figura 1.12). Las fuerzas que presentan
las moléculas que estan en el interior del liquido se anulan. Mientras que las moléculas que se
encuentran en la interface liquido-vapor experimentan una fuerza tangencial con respecto a la

superficie que contrae el liquido [21].

Tension
T superficial

O O O
O
O O O

Figura 1.12. Fuerzas de interaccion entre moléculas de agua en el interior del liquido y en la

interface liquido-vapor [21].
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Esta cantidad se define como la fuerza F por unidad de longitud ¢ que actua de forma

tangencial a la interface liquido-vapor. Matematicamente se expresa como [21 — 22]

1.5.3 Interacciones de van der Waals

Junto con las interacciones eléctrostaticas, las interacciones de van der Waals son las

fuerzas predominantes de cohesion y adhesion en la materia.

Los objetos hechos del mismo material siempre se atraen entre si debido a los dipolos
inducidos. La intensidad de los enlaces de van der Waals es relativamente débil, con energias

del orden de ~1 kjmol~!, pero las fuerzas actuan entre todos los tipos de atomos y moléculas.

Las interacciones de van der Waals son de origen mecanico cuantico y surge de la
interaccion de dipolos oscilantes. El potencial V;,(r) que da lugar a la dispersion de van der

Waals entre moléculas de tipo 1y 2 se definen como

1 1
24(meg)? ro

|<n|m|0>,|?|<k|m|0>,]2 _ Ay

Lnk =-" (2)

(ET-ED)+ (E5-E2) ré

Vi2(r) =

Donde < n|n|0 >; es el momento dipolar de transicion desde el estado n a 0 para la
molécula 1, r es la distancia entre las dos moléculas y A, es la constante Hamaker. EI' y EF
son las energias del estado n y k para la molécula 1 y 2 respectivamente. Hay un decaimiento
caracteristico de 1/r6 del potencial entre las moléculas semejantes a puntos, con una sola
constante de Hamaker caracteristica de proporcionalidad que depende de la variedad de la
molécula considerada. Las fuerzas de van der Waals también son llamadas interaccion de
dispersion, debido a que las mismas cantidades determinan tanto las propiedades 6pticas de

las moléculas como las fuerzas entre ellas.
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Las fuerzas de van der Waals son de largo alcance y pueden ser efectivas desde
grandes distancias (> 10 nm) hasta distancias interatdomicas (< 0.1 nm). Las fuerzas pueden ser
repulsivas o atractivas como se muestra en la Figura 1.13. A grandes separaciones, el efecto de

la velocidad finita de propagacion de la interaccion también se vuelve importante [22].

o< > O
.
w_ B LA RR
o "0 TR+ A
(a) (b)
® D
_R‘Cp S A
6D° 1D’
(e) (d)

Figura 1.13. Diferentes expresiones de la interacciéon de van der Waals dependiendo de la geometria del

sistema. a) atomos puntuales, b) esferas, c) atomo/pared y d) superficies planas [22].

1.5.4 Interacciones de Coulomb
La energia potencial eléctrica entre dos cargas puntuales g, y q, esta dada por

_ 4192 (3)

c— ATEEGT
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Donde ¢ es la permitividad dieléctrica del medio, ¢, en el vacio es la permitividad, q; y g, son

las magnitudes de las dos cargas y r es la distancia entre las cargas.

Otra energia de interaccion importante es la energia potencial Ep, entre un dipolo p y una carga

puntual q

2,2
Ep=——2>1 _ (4)

" (4meg)23KkTr?
Donde kT es la energia térmica y p el momento dipolar.

Del mismo modo hay una energia de interaccion Epp entre dos dipolos eléctricos

separados dada por

_ P1b2K
EPP - 4megr3 (5)
Donde K es una constante.

JAy

+

+
+

a) Cadenas b} Proteina - ADN c) Proteina - proteina d) Proteoglicanos

de ADN

Figura 1.14. Diagrama esquematico de algunos sistemas moleculares. La electrostatica domina las
interacciones de las fuerzas intermoleculares a) acidos nucleicos, b) acidos nucleicos y proteinas, c) la

agregacion de proteinas y d) proteoglicanos. Adaptada de [22].
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Para una gran variedad de moléculas biolégicas, las fuerzas electrostaticas son de vital
importancia para su funcionamiento y proporcionan una interaccion de largo alcance dominante

(Figura 1.14).

Una doble capa eléctrica se forma alrededor de grupos cargados en una solucién acuosa como
se observa en la Figura 1.15. Este proceso debido a la doble capa apantalla las interacciones
de Coulomb que son importantes al momento de determinar las fuerzas electrostaticas
resultantes. La carga de una superficie de un liquido puede ocurrir de dos maneras: por la

disociacion de grupos de superficie o por la adsorcién de iones sobre la superficie.

El potencial quimico para la doble capa eléctrica que rodea a un sistema acuoso

cargado es la suma de dos términos:

u=zeyp+ kTlogp (6)

agua

Superficie

catidnica \

nube de contraién

contraién coidn

Figura 1.15. Distribucién de contraiones en una doble capa eléctrica alrededor de una superficie

positivamente cargada [22].
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Donde y es el potencial eléctrico, p la densidad de contraiones, kT es la energia térmica, z es
la valencia de los grupos cargados en la molécula, y e es la carga del electron. El primer
término es debido a la energia electrostatica y la segunda es la contribucién de la entropia los

contraiones. La forma del potencial quimico puede ser expresarse como:
_ze
p=poe” Ik (7)
Donde p, esta relacionado con el potencial quimico:
po=e'lir (8)

La ecuacion de Poisson para la electrostatica, se relaciona con el potencial ¥ para la
concentracion libre de iones  pisnipre iINMersos en un dieléctrico a una distancia x de la

superficie cargada:

d?y
&réo FEE —Pién libre (9)

donde g, es la permitividad del espacio libre y &, es la permitividad relativa del dieléctrico en el
cual estan incrustados los iones. La ecuacion de Poisson para la electrostatica se puede
combinar con la distribucion de Boltzmann para la distribucién térmica de las energias de iones,

para tener la ecuacion de Poisson-Boltzmann

da?y — _ﬂe—zed}/kT (10)

d%x £r&o

El modelo DLVO (nombre dado por sus creadores: Derjaguin, Landau, Verwey,
Oberbeek) que consiste en la suma de potenciales permite el estudio de interaccién entre

particulas esféricas. El potencial viene dado por

A 64KTCyTE o—KT
12mr? K

V() =-
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Donde A es la constante de Hamaker para las fuerzas de van der Waals, k~! es la longitud de
apantallamiento de Debye, c¢; es la concentracién en sal y I, viene dado por (zqUi/4kT)

[22 — 23].

1.6 Sistema compuesto eritrocitos + liposomas
Es importante destacar los trabajos actuales que se estan haciendo en el mundo con el
sistema compuesto por eritrocito + liposomas por lo que a continuacién hablaremos de los
mas destacados para obtener un mejor panorama de las aplicaciones que puede tener el

estudio de este sistema.

1.6.1 Trabajos actuales: eritrocito membrana

La membrana del eritrocito tiene la propiedad de flexibilidad y resistencia que le permite
el paso por los capilares estrechos y soportar las presiones mecanicas de las turbulencias

vasculares de los distintos territorios que recorre.

En la Universidad de Vienna se estudi6 el efecto de la curcumina liposomal en glébulos rojos in
vitro, debido a la importancia que tienen sus propiedades anti inflamatorias, anti oxidantes y anti
microbiales. La curcumina es casi insoluble en agua y estable a pH acido. Este estudio indica
que los cambios en la morfologia de los eritrocitos pueden representar una senal temprana de

la toxicidad de la curcumina en humanos [24].

Pawlikowska, B. y col. caracterizaron la interaccion de la membrana de la genisteina
(isoflavona presente en soya y algunos vegetales que pueden actuar como estrégenos en el
cuerpo) y su correlacion con los efectos biologicos en las células. En este estudio se encontro
que la genisteina afecta la libertad dinamica de cabeza y la parte hidrofébica de los lipidos en

los liposomas, asi como en la membrana del glébulo rojo [25].
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En el 2010 se realizdé un estudio de como alteraban los liposomas el comportamiento de
la fase térmica y la composicion de las membranas celulares en los glébulos rojos. Se encontro
que los liposomas formados por fosfolipidos de cadena corta causan un aumento en la
temperatura de los glébulos rojos. A su vez, se encontré que el incremento de lipidos en los

gldbulos rojos coincide con la disminucion en la relacion de colesterol a fosfolipido [26].

Por otra parte, un estudio realizado en Polonia muestra que existen cambios en la
morfologia de la membrana del eritrocito debido a componentes que pertenecen a las
antocianinas, ya que éstas se incorporan en la region externa de la membrana de los eritrocitos,
afectando a su forma, reflejandose en el aumento de equinocitos (constituye una variaciéon
morfolégica de los globulos rojos donde el eritrocito luce de menor tamafo con prolongaciones

distribuidas regularmente en su superficie) [27].

Las vesiculas gigantes unilamelares (GUVs, por sus siglas en inglés) proveen
informacion importante ya que poseen una membrana muy parecida al modelo realistico que se
tiene de las biomembranas, debido a su curvatura. Lo mismo para las membranas biocomplejas

ya que sus componentes pueden ser controladas sistematicamente [28].

Entre los estudios de propiedades eléctricas podemos mencionar el de Levine, S. y col.
[29] quienes desarrollaron la teoria de electroforesis para el eritrocito humano. Esta teoria
encuentra que la mayoria de las cargas que se producen por el acido sialico estan contenidas
en el glicocdlix. Esta capa es modelada como una membrana permeable de moléculas de
polielectrolito que esta unida a la membrana celular, asi las cargas estan distribuidas alrededor

de esta capa.

En el 2011 se estudiaron las propiedades eléctricas de los eritrocitos humanos y sus
cambios ante un campo eléctrico externo, usando como punto de partida el hecho de que la

salinidad fisiologica de los seres humanos es isotonica. Los resultados de este estudio
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muestran que, conforme se aumenta la salinidad aumenta la resistencia mecanica hasta llegar a
un punto maximo y después empieza a disminuir debido al proceso de crenacion que sufren los

eritrocitos [30].
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

Este capitulo esta dividido en dos secciones. En la primera de ellas, presentamos las
caracteristicas fisicoquimicas de moléculas, bufer y solvente, asi como los métodos usados
para la preparacion de muestras. Dentro de esta misma, incluimos los pasos seguidos para la
purificacion de eritrocitos para su observacion en DIC. La segunda seccién, describe las
técnicas experimentales del Microscopio de Contraste Interferencial (DIC), de la Dispersion

Dinamica de Luz (DLS) utilizadas en este trabajo.
2.1 Moléculas y solvente

El fosfolipido usado en este trabajo para la preparacién de liposomas fue DPPC (1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfatidilcolina), formula molecular C4HggNOgP, peso molecular de 734.039 g/mol, y
una temperatura de transiciéon T, = 41°C, comprado en Avanti Polar Lipids. El DPPC es un
fosfolipido de carga neutra con 99% de doble cola hidrofébica con 16 carbonos saturados cada
una, su cabeza polar es zwiterionica (Figura 2.1.) que contiene el porcentaje siguiente de

componentes quimicos: C 65.45%, H 10.98%, N 1.91%, O 17.44%, P 4.22%. DPPC fue disuelto

en cloroformo para tener una concentracion inicial de 4.9 fn—gl.

I & DPPC

Figura 2.1. Estructura molecular de la molécula de DPPC

[Imagen tomada del catalogo de Sigma Aldrich].
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Cloruro de sodio (NaCl; P, = 58.44 g/mol) de Sigma Aldrich, fue utilizado para cambiar
las propiedades eléctricas del solvente para tener concentraciones hipotdnica, isotonica e

hiperténica.

El agua utilizada para la preparacién del buffer fue tipo Mili-Q con conductividad 2.44 %

la cual fue medida con un ZetaSizer de marca Malvern.

Para la preparacién del buffer se emple6 HEPES ACIDO (4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico; CgH1gN.O,4S; Py, = 238.30 g/mol)) y HEPES BASICO (4-(2-hidroxietil)
piperazina-1-etanosulfonico; CsH1,Og; Py, = 260.29 g/mol), ambos con una pureza de 99.5% de
Sigma Aldrich. La proporcion de estas moléculas para lograr un pH fisiolégico fue de 80.19 uM y

9.98 uM respectivamente. La estructura molecular de estas moléculas se muestra en la Figura

(—?}-OH

[Nj HEPES &cido
N
L_OH
N N @
] HEFES base
o~/ N\ L ona
@]

2.2

Figura 2.2. HEPES &cido y basico utilizados para lograr un solvente con pH de 7.6

[Imagen tomada del catalogo de Sigma Aldrich].

Con el objetivo de producir contraste 6ptico en las muestras de liposomas vy eritrocitos

para la observacién con Microscopio Optico y/o DIC, se utilizd sacarosa (C1,H».0+1; Py, = 342.30
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g/mol) y glucosa (C¢H1206; Pyy= 180.16 g/mol), ambos con 99.5% de pureza de Sigma Aldrich, a

concentracion de 2mM y 2 mM.

Para la purificacion de eritrocitos se utilizd Bufer fosfato salino (PBs 1x: cloruro
sodico, fosfato sodico, cloruro de potasio y fosfato de potasio) para conseguir un ambiente
adecuado a pH fisiolégico (7.3 — 7.4) y Lymphoprep (diatrizoato de sodio, polisacarido, densidad
1.077+0.001 g/ml, osmolaridad 290+15 mOsm) para separar los componentes de la sangre

(leucocitos, plaquetas, plasma, eritrocitos) mediante gradiente de densidad.

2.1.2 Método de preparacion del solvente (bufer)

En matraz de 1 L se prepararon cuatro soluciones bufer.

BN

. Agregar 500 ml de agua destilada en el matraz.

N

Agregar concentracion de 80.19 uM de HEPES acido.

3. Agregar concentracion de 9.98 uM de HEPES base.

4. Agregar de 6.8 mM de NaCl para obtener el medio hipotdnico.
5. Agregar de 15.4 mM de NaCl para obtener el medio isoténico.
6. Agregar 30.8 mM de NaCl para obtener el medio hipertonico.
7. Dejar agitar durante 1 hora en placa con agitador magnético.

8. Completar 500 ml hasta llegar al aforo.

Sugerencia: Filtrar soluciones con membrana de policarbonato 0.2 um de tamafo de

poro para eliminar polvo presente en la muestra. Agregar 5 gotas NaOH para ajustar el pH.

2.1.3 Método de purificacion de eritrocitos

1. Obtencion de sangre mediante donadores (~10 ml).

2. Agregar Lymphoprep (7 ml) a tubo cénico (estéril).
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3. Introducir el tubo coénico con sangre + lymphoprep en centrifugadora a 1500

revoluciones por minuto (RPM) durante 30 minutos.

4. Retirar capa de Lymphoprep con pipeta automatica (con cuidado de no romper el

gradiente).
5. Agregar PBs 1x al tubo conico la misma cantidad que se tiene de eritrocitos.

6. Centrifugar tres veces a 2500 RPM y en cada ocasion retirar PBs 1x y agregar

nuevamente éste con la misma cantidad que se tiene de eritrocitos.

Dicho proceso se tuvo que realizar debido a que la sangre estda compuesta por plaquetas,

monocitos, plasma, etc.
2.1.4 Método de preparacioén de liposomas

1. Colocar una alicuota (en un vial de 4 ml) de 180pl de DPPC a una concentracion de

4.9 ’;—f disuelto en cloroformo a secar durante tres horas en la campana de vacio.

2. Hidratar con 3ml de la solucion buffer la alicuota en el vial (obteniendo una

concentracion de 0.294 ’;—“‘Z)

3. Sonicar durante tres minutos por arriba de T,.
4. Refrigerar vial con alicuota hidratada durante 24 horas a 4°C.

5. Colocar la muestra en jeringa de 250 ul que se observa en el mini extrusor (arreglo que

se muestra en el Capitulo I).
6. Usar membrana de policarbonato de 50 nm de diametro de poro.

7. Realizar el proceso antes mencionado en el Capitulo |, alrededor de 12 veces.
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Con el objetivo de preparar liposomas de radio hidrodinamico en la escala nanométrica,
se usaron membranas de policarbonato de 50 nm de didmetro de poro y se ambientd con las
cuatro soluciones buffer al igual que los filtros de soporte. Este tamafio de poro permite obtener
radios hidrodinamicos cercanos a 60 nm (120 nm de diametro) lo que implica un proceso de
coalescencia de los liposomas al pasar de un lado al otro de la membrana durante el proceso

de extrusion.

Sugerencia: al momento de pasar la muestra de una jeringa a otra, a través de la
membrana de policarbonato ejercer presion moderada ya que una alta presion puede ocasionar

la ruptura de la membrana.

La ventaja de este extrusor es la facilidad de uso y transportacion, ademas de permitir

trabajar con pequenos volumenes de muestra y la optimizacién de material.

2.2 Técnicas experimentales
Las bases teodricas de las técnicas experimentales y el equipo correspondiente utilizado
en este trabajo de tesis seran descritas en esta secciéon. Incluiremos un apartado para
hablar de la técnica de formacion de liposomas por electroformacion y la celda utilizada para
aplicar un campo eléctrico sinusoidal entre placas a eritrocitos en medio iGnico

2.2.1 Microscopia de contraste interdiferencial (DIC) [31]

La técnica de Contraste de interferencia diferencial (DIC, por sus siglas del inglés
Differencial Interference Contrast) disefiada y desarrollada en la década de los 50s. La

configuracion optica de un microscopio DIC se presenta en la Figura 2.3.
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Polarizador

Figura 2.3. Esquema de la 6ptica de un microscopio DIC. Adaptado de [32].

Consta de dos polarizadores, dos primas Nomarski, el condensador, el objetivo y la
muestra. El principio de la técnica puede entenderse de la siguiente manera: luz polarizada
linealmente se divide en dos ondas ortogonales desplazadas lateralmente y recombinadas en
una onda polarizada elipticamente por prismas Wollaston o prismas Wollaston modificados,
conocidos como prismas Nomarski. Los prismas Wollaston se construyen a partir de dos cufias
(calcita o de cuarzo) que se cementan juntos, de modo que los ejes Opticos de los dos cristales
birrefringentes que forman un prisma, son perpendiculares entre si. Los prismas Wollaston son
a menudo demasiado gruesos para ser colocados en frente del lente condensador o detras del

lente objetivo de modo que el centro de la interface del prisma esta situado en el plano focal
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frontal del lente condensador y el plano focal posterior de la lente objetivo, respectivamente.
Este problema se puede superar mediante el uso de prismas Nomarski, en la que el eje 6ptico
en el primer cristal en un prisma es oblicuo con respecto al segundo. Debido a esta disposicion,
las ondas se dividen y recombinan fuera del prisma. Los prismas Nomarski se colocan en el
microscopio de tal modo que el plano fuera del prisma, donde las ondas se dividen, se coloca
en el plano focal frontal del condensador y el plano, en el que las ondas se recombinan fuera
del segundo prisma, se coloca en el plano focal posterior del objetivo. Con el fin de entender
coémo se produce contraste con un microscopio DIC basado en la luz polarizada; se consideran
cuatro pares de ondas producidas por el prisma menor Wollaston o Nomarski. La interface del
prisma se coloca en el plano focal frontal del

condensador, de manera que la onda ordinaria y la onda extraordinaria parecen divergir desde
el plano focal frontal del condensador y salir del condensador como un haz paralelo en fase.
Imagine que un par de ondas pasan a través de la envolvente (A), un par de ondas pasan a lo
largo de un borde de un objeto (B), un par de ondas pasan a través del centro del objeto (C), y

el ultimo par de ondas pasa a lo largo del otro borde del objeto (D) (Figura 2.4).
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Figura 2.4 Formacién de una imagen de DIC. Los dos miembros de cada par de ondas han sido

separadas lateralmente pero no axialmente [32].

El primer y tercer par de ondas (A y C) no experimentan diferencia de camino éptico,
mientras que una de las ondas de un par en el segundo y cuarto par de ondas (B y D)
experimentara una diferencia de camino éptico con respecto al otro par de ondas. Supongamos
que el objeto, como la mayoria de los objetos bioldgicos, introduce un retraso de fase 1 / 4 entre
las ondas ordinaria y extraordinaria de un par. También suponga que el segundo prisma esta
ubicado con el fin de introducir otro cambio de fase de 1/ 4 entre los miembros de un par de
modo que el rayo ordinario esta retardado en relacidén al rayo extraordinario. Parejas donde
tanto las ondas ordinarias y extraordinarias van a ir a través de la envolvente, o pares donde
tanto las ondas ordinarias y extraordinarias pasan a través de regiones donde no hay
diferencias en la longitud de camino éptico, estaran 1/ 4 fuera de fase después de que son
recombinadas por el segundo prisma. La onda resultante estara polarizada circularmente y
estas regiones apareceran gris en la imagen. Por otra parte, pares de ondas cuya onda
ordinaria experimenta un cambio de fase a medida que pasa a través de un espécimen, estara
A/ 2 fuera de fase después de haber sido recombinado por el segundo prisma (D). La onda

resultante estara polarizada linealmente paralela al azimut de transmision maxima del
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analizador y este punto en la imagen aparecera brillante. Un par de ondas cuya onda
extraordinaria experimenta un cambio de fase a medida que pasa a través de la muestra estara
0 A fuera de fase después de haber sido recombinado por el segundo prisma B. La onda
resultante estara polarizada linealmente paralela al azimut de la transmision maxima del
polarizador y este punto de la imagen aparecera oscuro. Como resultado de la conversion de
los gradientes de camino optico en diferencias de intensidad, la imagen aparece como si la
muestra fuera un objeto tridimensional iluminado lateralmente. Sin embargo, la apariencia
tridimensional de la imagen, que asemeja a un espécimen que es iluminado de forma oblicua,
es solo una ilusion.

Para la realizacion de experimentos de DIC, se utilizd un microscopio Olympus 1X71, con
un sistema DIC (analizador, prismas Nomarski y corredera de DIC con el que se selecciona

longitud de onda) funcional unicamente con un objetivo de 60x.

2.2.2 Dispersion dinamica de la luz (DLS, por sus siglas en inglés) [33]

El fendmeno de dispersion de luz se presenta cuando se separan las ondas

electromagnéticas de distintas frecuencias al atravesar un material.

A diferencia de la reflexion de la luz, el fendmeno de dispersion de luz esta relacionado a
la interaccion de la radiacion electromagnética con las moléculas de un sistema. El campo
eléctrico de la radiacion incidente induce una polarizacion oscilante de los electrones en las
moléculas de la muestra. Asi, las moléculas se comportan como fuentes secundarias de
radiacion y subsecuentemente radian (dispersan) luz en todas direcciones. Parametros fisicos
como la polarizacién de la luz, la distribucion angular y la intensidad de la radiacion dispersada,
estan determinados por el tamafo, forma e interacciones moleculares en la muestra. De esta
forma, con la ayuda de la electrodindmica y la mecanica estadistica es posible obtener

informacion sobre la estructura y dinamica molecular del medio que dispersa.
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2.2.2.1 Experimento de dispersion

Basicamente, un experimento de DLS se puede esquematizar por la Figura 2.5.

3

Volumen de dispersidn

Laser — k. = —

Polarizador

Analizador

Figura 2.5. Esquema de un experimento de dispersion de luz. Se indican los vectores de onda inicial y

dispersado, los vectores de polarizacion y el angulo de dispersion.

Un haz de luz monocromatico de longitud de onda A y vector de onda E = Z%i incide
sobre una muestra; parte de la energia es absorbida, parte es transmitida sin modificacién del

vector de onda incidente y otra es dispersada con vector de onda kj = ZRTnf en todo el espacio.

En términos generales todos los equipos de dispersién de luz contienen los mismos
componentes como son: una fuente de radiacion monocromatica, un detector situado al angulo

de dispersion y un correlador.

La luz dispersada a un cierto angulo 8 es colectada por el detector (fotomultiplicador).

Estudiando la dispersion de la muestra en funcion del vector de onda de dispersion q =
4%sen(g/z) (suponiendo que la energia incidente es aproximadamente igual a la energia

transmitida, es decir en la condicién cuasielastica) y correlacionando las intensidades de
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dispersion a diferentes tiempos mediante un programa computacional, se construye la funcién
de correlaciéon. Graficamente, la funcion de correlaciébn aparece como una exponencial
decreciente con un tiempo caracteristico 7, de decaimiento. Para difusién browniana, este
tiempo caracteristico, se relaciona con el coeficiente de difusion D y al vector de onda q por la

ecuacion
1 2
-= I'=Dq (2.1)

El lado izquierdo de la igualdad, puede obtenerse ajustando la funcidon de correlacion
para una q dada, mediante una funcién exponencial decreciente de la forma Ae~"t. Una gréfica
de I' vs g2 permite obtener el coeficiente de difusion D si la relacion obtenida es lineal y asegura
que la difusion se debe unicamente a movimiento browniano. Suponiendo que la muestra es
muy diluida y monodispersa, el valor del coeficiente de difusion, D, es utilizado en la ecuacion

de Stokes-Einstein para determinar el radio hidrodinamico R;, de la particula

_ kgT
6TN Ry

(2.2)

Donde kg es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y n la viscosidad del

solvente.

Este valor de radio hidrodinamico, puede ser calculado por un programa informatico para
cada funcién de correlacion para construir una distribucion de tamanos. EI maximo de esta
distribucién, es el valor promedio del radio hidrodinamico, mientras que el ancho de esta
distribucidon, esta relacionado al valor del indice de polidispersion. Pequefios indices de
polidispersion (< 0.1) dan una distribucién angosta, indicando que la muestra es monodispersa
(compuesta de particulas del mismo tamafo): altos valores de indice de polidispersion indicaran
que la muestra contiene particulas de tamanos muy distintos. En algunos casos, es posible

separar la distribucion de tamanos correspondiente a dos 0 mas particulas de distinto tamafrio,
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mediante una “distribucién de tamafos en niumero o volumen (en lugar de intensidad). Los
ajustes mediante una o varias funciones exponenciales, no siempre es convenientes,
principalmente si la muestra es polidispersa, y tiene errores asociados a la linea base y la
seleccion de datos del experimento. Para reducir errores en la determinacion de Ty calcular el

valor del indice de polidispersion, es comun optar por el método de cumulantes.
2.2.2.2 Expansion de cumulantes [33]

Puesto que para una muestra polidispersa, cada particula tiene tamafio distinto, cada
una de ellas tendra una funcion de correlacion diferente. La funcion de correlacion global se
expresa como la superposicion de todas las funciones de correlaciéon asociadas al conjunto de

particulas
g@®) = [G(D)e Ttar (2.3)

Con la condicién f0°° G(I)dr = 1. La forma de g(t) es equivalente a la definicion de una funcion

generadora de momento
g:(™) = [ G(De Tdr = M(—,T) (2.4)

El m-ésimo momento de la distribucion esta dado por la m-ésima derivada de M con respecto a

T

m,(D) = [;° G(NI™eTtar (2.5)
De igual manera, el logaritmo de g1(t) es equivalente a la definicion de la funcion generadora
de cumulantes K(—t,I') y el m-ésimo cumulante de la distribucion esta dado por:

d™M™K(-T,T)™

k() = a(=1)

—-7=0
con los cumulantes
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k() = [ GOrdr =T (2.7)

ko (1) =
ks(t) = us
ka(T) = pg — 35

Expandiendo en serie de Taylor la funcién K alrededor de t = 0 y considerando la relacion de

Seigert se tiene que la funcion de correlacion puede ajustarse por:

In(g;(r) = B) = Inf + 2(-Tr + 2272 = %73 4 .. (2.8)

Donde T es el valor promedio de la frecuencia caracteristica, k, es la varianza y el indice de

k

- L _kp
polidispersién se calcula por IP = =-

2.2.2.3 Caracteristicas del equipo experimental.

Utilizamos un DLS marca Brookhaven Instruments con laser de tipo diodo y polarizacién
vertical, de potencia variable 5 mW a 30 mW con una A = 637 nm, detector foto diodo de

avalancha (APD).

Para los experimentos de DLS las muestras obtenidas por extrusion fueron nuevamente
filtradas a través de filtros de 0.2 um de tamafio de poro para asi poder observarla en el DLS y
obtener una mejor intensidad y menor polidispersidad. Los tubos para DLS fueron limpiados con
alcohol etilico y después se colocaron en el bafio decalin controlado con el programa

Brookhaven Instruments — Dynamic Light Scattering Software.
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2.2.3 Aplicacion de campo eléctrico sinusoidal a eritrocitos

En la aplicaciéon de esta técnica utilizamos portamuestras conductores llamados ITOS.
Para la aplicacion de ondas eléctricas sinusoidales, se construy6 un porta ITOs (Figura 2.6) en
colaboracion con Arturo Rodriguez Gil y el apoyo del Taller de Maquinas y herramientas. Los
ITOs fueron limpiados de acuerdo al siguiente protocolo: Primeramente, los ITOs se pre lavaron
con acetona; luego, fueron sumergidos en una solucién acuosa al 10% de NaOH a la cual se le
aumento la temperatura hasta 55°C en bafio térmico durante 3 minutos bajo agitacion.
Finalmente, los ITOs se enjuagaron con agua desionizada por un minuto, hasta que se observo

que las capas de agua se deslizaron completamente a través de la superficie de los ITOs.

Figura 2.6. Porta ITOs, construido para la aplicacion de campo eléctrico.

La muestra (liposoma y/o eritrocitos) fue colocada en el porta muestras para asi
observarlas en el microscopio. Las imagenes fueron tomadas con una camara Pulnix modelo

TM-6740GE controlada por el programa Launch Coyote Applications (Figura 2.7)
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Figura 2.7. Arreglo experimental para aplicar un campo eléctrico a eritrocitos. En la parte central

se muestra el generador de funciones.

En este capitulo hemos presentado los métodos de preparacion de muestras y las
técnicas utilizadas. De igual manera, hemos incluido aspectos teoricos para ajustar datos
experimentales obtenidos por DLS. Consideramos que lo abarcado en este capitulo, puede

permitir entender y discutir los resultados experimentales que presentaremos en el Capitulo lll.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo esta dividido en dos secciones. Primeramente, presentamos los resultados
obtenidos al medir la conductividad y pH de las soluciones que se prepararon. Después
presentamos los resultados obtenidos mediante la técnica del Microscopio DIC, es decir el
promedio en cuanto a tamanos de los eritrocitos en diferentes medios. Después ofrecemos las
graficas obtenidas para los coeficientes de difusion, radio hidrodinamico, diametro efectivo
obtenidos con ayuda del DLS y finalmente mostraremos cémo reaccionan los eritrocitos

aplicando un campo eléctrico (corriente directa).
3.1 Mediciones y observaciones preliminares
3.1.1 pH y conductividad de solvente

Con el objetivo de lograr un ambiente con pH fisiologico similar al que rodea al eritrocito
en su medio ambiente natural (pH ~7.4), se preparé un bufer siguiendo el protocolo marcado en
el capitulo Il de esta tesis. El pH de los bufer se midié con el equipo Thermo Scientific ORION
VERSASTAR Advanced Electronemestry Meter. La conductividad se obtuvo mediante el equipo
ZetaSizer Malvern. A continuacion, presentamos en la Tabla | los valores obtenidos para dichas

soluciones.
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Tabla I. Conductividad y pH

o (uS/cm) pH € (mM)
Buffer 8.63 7.6 0
Hipotdnico 69.96 7.6 6.8
Isotdnico 118.66 76 154
Hipertonico 206 7.6 30.8

Conductividad (o) y pH de solventes utilizados en liposomas y eritrocitos.

Como puede observarse, la conductividad de la solucion aumenta conforme se incrementa la

concentracion de NaCl.

3.2 Microscopia Optica (DIC)

Esta seccion esta dedicada a presentar los resultados experimentales obtenidos por la
técnica DIC. Como se explicé en el Capitulo I, el DIC que trabajamos en esta tesis funciona con

un objetivo de 60x.

Al final de la seccion, se discuten los resultados experimentales obtenidos por esta técnica para

cada uno de los sistemas estudiados: Liposomas, eritrocitos + solucion, liposomas + eritrocitos.
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1.21 Liposomas de DPPC

La técnica de DIC la utilizamos en este caso para asegurarnos de que realmente
estabamos formando liposomas, a continuacion, se presentan las imagenes tomadas

mediante la técnica DIC en los distintos medios.

1.2.1.1 Liposomas en bufer

La imagen capturada con DIC para liposomas en bufer se muestra en la Figura 3.1. Se
observa un bajo porcentaje de liposomas esféricos; sin presencia de agregados y ausencia de

liposomas cilindricos.

Figura 3.1. Imagen de microscopia 6ptica DIC. Liposomas en bufer (objetos claros y esféricos)
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1.2.1.2 Liposomas en medio hipoténico

La imagen con DIC para liposomas en medio hipotdnico se muestra en la Figura 3.2. Se
observan liposomas esféricos del mismo orden de tamano (cualitativamente) de los liposomas

en buffer. No se observan cambios apreciables de forma debido al medio hipoténico.

Figura 3.2 Imagen de microscopia 6ptica DIC. Liposomas en medio hipoténico (objetos claros y esféricos)

1.2.1.3 Liposomas en medio isoténico

La imagen con DIC para liposomas en medio isotonico se muestra en la Figura 3.3. Se
observan liposomas con forma de esferas y cilindros por lo que si hay cambios de forma
(cualitativamente hablando), debido al medio expuesto con una solucion isotonica. Por otra
parte parece presentarse una disminucién en el tamafo de los liposomas esféricos a esta

concentracion de sal. Esto pudiera deberse a la formacién de la capa de solvatacién y capas
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idnicas que favorecen una distribucion de tamafios mas pequefia que permite una mayor

estabilidad del sistema.

I Z

{

Figura 3.3 Imagen de microscopia optica DIC. Liposomas en medio isotonico (objetos claros esféricos y

cilindricos).

1.2.1.4 Liposomas en medio hiperténico

La imagen con DIC para liposomas en medio hiperténico se muestra en la Figura 3.4. Se
observa una menor cantidad de liposomas esféricos y cilindricos con una disminucion de

tamano, por lo que también presentan cambios de forma.
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Figura 3.4. Imagen de microscopia 6ptica DIC. Liposomas en medio hipertdnico (objetos claros, esféricos

y cilindricos).
3.2.2 Eritrocitos
Tamaios de eritrocitos, con escala

Para medir los tamafios de los eritrocitos en microscopia DIC (60x) se tomo una imagen
de 100 ym de longitud que equivalen a 448 pixeles en el programa Image (programa de
procesamiento de imagen digital) y en Microscopia Optica 20x, una imagen de 100 pm de
longitud que equivale a 156 pixeles. Para calcular el diametro promedio, se tomaron en cuenta
cuatro formas de eritrocitos: esferocitos, acantocitos, eritrocitos biconcavos y eritrocitos tipo
pasa, ya que su forma facilita la medicion del diametro. Para estudiar los cambios posibles en

el tiempo, se tomaron imagenes cada 10 minutos durante 1 hora.
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3.2.2.1 Eritrocitos en bufer

En la Figura 3.5a mediante microscopia optica (objetivo de 20x) se observa que para
eritrocitos en ausencia de sal se muestran eritrocitos en su forma esférica, denominados
esferocitos y eritrocitos biconcavos. El histograma de tamafos para estos eritrocitos se muestra

en la Figura 3.5b.

Figura 3.5 a) Imagen at = 60 min de microscopia 6ptica 20x para eritrocitos en bufer. La

escala equivale a 100 pm.
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Podemos observar en la Figura 3.5b. el histograma para eritrocitos en buffer y se
observa que para t, (color verde) tenemos un porcentaje del 100% para los esferocitos,
mientras que para t =60 min (color verde) tenemos un porcentaje del orden del 80%,
percibiendo un cambio en el diametro promedio de 11.24 y 16.04 nm respectivamente. Para el
caso de los eritrocitos bicdncavos, no hay presencia de estos al tiempo t,, pero al tiempo
t = 60 min (color gris) tenemos un porcentaje del 19.51% y se percibe la presencia de éstos

con un diametro promedio de 15.97 um.

11.43
Eritrocitos bicGncavos

10.98

D, micras

sferocit@s

11.33

11.45

%

Figura 3.5 b) Histograma de tamafios para eritrocitos en buffer. Las barras de error son inapreciables.

3.2.2.2 Eritrocitos en medio hipotdnico

En medio hipotonico eritrocitos (Figura 3.6a) se observan eritrocitos en su forma
bicdncava (normal), un porcentaje pequefio tanto de acantocitos como de esferocitos y la
presencia de eritrocitos “arrugados” tipo pasa. El histograma de tamafos para estos eritrocitos

se muestra en la Figura 3.6b.
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Figura 3.6a Imagen a t, microscopia optica DIC. Eritrocitos en medio hipoténico. La escala

representa 50 nm.

Podemos observar en la Figura 3.6b. el histograma para eritrocitos en medio hipoténico
y se observa que para t, (color verde) tenemos un porcentaje del 4% para los esferocitos,
mientras que para t = 60 min (color verde) tenemos un porcentaje del orden del 26.31%,
percibiendo un cambio en el diametro promedio de 7.40 y 7.12 nm respectivamente. Para el
caso de los eritrocitos biconcavos, al tiempo t, tenemos una poblacién del 69.35% y al tiempo
t = 60 min (color gris) tenemos un porcentaje del 54.13% y se percibe la presencia de éstos
con un diametro promedio de 8.02 um. Mientras que para los acantocitos en t, existe una
pequena poblacion del 1.61% y en t = 60min. aumenta hasta 5.26%. Hay una elevada
presencia de eritrocitos tipo pasa (color negro) en t, que disminuye casi en un 50% a t =

60 min.
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Figura 3.6 b) Histograma de eritrocitos en medio hipotdnico. Las barras de error son

inapreciables.

Figura 3.7 a) Imagen a t, de microscopia 6ptica DIC. Eritrocitos en medio isotonico. La escala representa

50 pm.
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Figura 3.7 b) Histograma de eritrocitos en medio isotdnico. Las barras de error son inapreciables.

3.2.2.3 Eritrocitos en medio isoténico

Mediante la técnica DIC, se muestran eritrocitos en medio isoténico en la Figura 3.7a. A
simple vista, en proporcién, se observan esferocitos y la presencia de eritrocitos “arrugados”
tipo pasa. Podemos observar en la Figura 3.7b el histograma de tamafnos para eritrocitos en
medio isoténico y nos podemos percatar que existe un aumento de poblacién para los
esferocitos (color verde) y una disminucién en el diametro. Para el caso de los eritrocitos
bicéncavos (color gris) a t, existe una poblacion del 18% y 7.63 um de diametro promedio, por
otro lado para t = 60 min la poblacibn aumenta su poblacién y didmetro. No se registra
presencia de acantocitos al t, hasta y en t = 60 min existe una pequeina poblacion del 7.07%
con 7.5 um de diametro. Para los eritrocitos tipo pasa (color negro) en t, existe una poblacion

del orden del 45% que desciende drasticamente en t = 60 min a 9%.
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3.2.2.4 Eritrocitos en medio hiperténico

Las imagenes capturadas con DIC se muestran en la Figura 3.8a. para eritrocitos en
medio hipertdnico. Se pueden apreciar eritrocitos “arrugados” tipo pasa, esto es debido al medio
altamente saturado en sal en el que se encuentran los eritrocitos, esferocitos y eritrocitos

bicdncavos. El histograma de tamafios para estos eritrocitos se muestra en la Figura 3.8b.

Figura 3.8 a) Imagen a t = 60 min de microscopia Optica DIC. Eritrocitos en medio hiperténico.

La escala representa 50 um.

Podemos observar en la Figura 3.8b el histograma de tamarnos para eritrocitos en medio
hiperténico y nos podemos percatar que para eritrocitos deshidratados en el tiempo t, (color
verde) con un porcentaje poblacional del orden de 21% con un diametro promedio de 6.52 um
que disminuye en t = 60 min. Mientras que para eritrocitos biconcavos (color gris) y tipo pasa
(color negro) este comportamiento se repite ya que el diametro disminuye pero la poblacion

aumenta. No hay presencia de acantocitos.
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Figura 3.8 b) Histograma de eritrocitos en medio hiperténico. Las barras de error son inapreciables.

3.2.3 Eritrocitos + liposomas

Ahora presentamos el sistema anterior afnadiéndole liposomas micrométricos, usando la
misma metodologia que en el sistema anterior. Cabe mencionar que los liposomas no se
aprecian en las siguientes figuras debido a su tamafio (nm) que es muy pequefio comparado al

tamafo de los eritrocitos (um). A continuacion, presentamos los resultados.

3.2.3.1 Eritrocitos + liposomas en bufer

Mediante MO (objetivo 20x), se presenta el sistema eritrocitos + liposomas en la Figura
3.9a. Podemos percibir una extensa poblacion de eritrocitos en su forma esférica, denominados
esferocitos. El histograma de tamafnos para estos eritrocitos se muestra en la Figura 3.9b Al
momento de hincharse quiere decir que la concentracion de soluto es menor fuera de la

membrana que adentro, por lo que tiende a hincharse.
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Figura 3.9. a) Imagen a t = 60 min de microscopia Optica 20x. Eritrocitos + liposomas en bufer. La

escala es de 100 pm.

La Figura 3.9b muestra el histograma de tamafios para eritrocitos + liposomas en
ausencia de sal, se observa que para los esferocitos en t, (color verde) hay un porcentaje del
75.55% mientras que para t = 60 min 72.77% con un diametro promedio del 11.33 ym. Por
otro lado, para el caso de los eritrocitos biconcavos, en t, tenemos un porcentaje del orden de
24.44% con un diametro promedio de 10.98 um, mientras que para ty, se muestra una

poblacion del 27.77% con un diametro promedio de 11.43 um.
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Figura 3.9 b) Histograma de eritrocitos + liposomas en buffer. Las barras de error son inapreciables.

3.2.3.2 Eritrocitos + liposomas en medio hipoténico

La técnica DIC para eritrocitos + liposomas en medio hipoténico se muestra en la Figura
3.10a. Podemos apreciar una mayor cantidad de eritrocitos “arrugados” tipo pasa, esferocitos,
acantocitos y eritrocitos biconcavos. Lo cual corresponde a lo que observamos cuando
estudiamos solo el sistema de eritrocitos en medio hipoténico. Podemos decir que la presencia
de liposomas en el sistema de eritrocitos no afecta la forma de éstos. El histograma de

tamanos para estos eritrocitos + liposomas se muestra en la Figura 3.10b
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Figura 3.10 a) Imagen a t = 60 min de microscopia éptica DIC. Eritrocitos + liposomas en medio

hipoténico. La escala representa 50 pum.

Podemos observar en la Figura 3.10b el histograma de tamanos para eritrocitos + liposomas en
medio hipotdnico y nos podemos percatar que para esferocitos (color verde) en el tiempo ¢,
tenemos un porcentaje del 23.07% y en t = 60 min , 58.82%, disminuyendo su diametro. Para
eritrocitos biconcavos (color gris) en t, existe una poblacién del 26% con un diametro de
7.37 um. Mientras que 60 minutos después, éste disminuye en diametro y poblacion. Mientras
que los acantocitos (color naranja) tienen cambios inapreciables. Por otro lado, los eritrocitos

tipo pasa (color negro), disminuye su poblacion y conservando su diametro.
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Comparando con el sistema de eritrocitos en medio hipotoénico, los liposomas parecen afectar al

diametro de los eritrocitos en sus diferentes formas.
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Figura 3.10 b) Histograma de eritrocitos + liposomas en medio hipoténico. Las barras de error son

inapreciables.

3.2.3.3 Eritrocitos + liposomas en medio isotonico

La observacion con DIC para eritrocitos + liposomas en medio isotdnico se muestra en la
Figura 3.11a. Podemos observar la presencia de esferocitos, eritrocitos bicéncavos y eritrocitos
“arrugados” tipo pasa. El histograma de tamafios para estos eritrocitos se muestra en la Figura

3.11b.
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Figura 3.11 a) Imagen a t, de microscopia 6ptica DIC. Eritrocitos + liposomas en medio isoténico. La

escala representa 50 pm.

En Figura 3.11b se presenta el histograma de tamafos para eritrocitos + liposomas en
medio isotdnico y nos podemos percatar que para los esferocitos (color verde) en t, existe una
poblacion del 56% con un diametro del orden de 5.4 um, en t = 60 min se mantiene igual el
diametro y aumenta su poblacion a 68%. Los eritrocitos bicéncavos (color gris) mantienen su
poblacion y su diametro. Mientras que los acantocitos (color naranja) en t, presentan un
diametro del orden de 7.51 um con una poblacién del 19% y en el caso de los eritrocitos tipo

pasa (color negro) también se mantiene el tamafio de su diametro y la poblacién.
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Figura 3.11 b) Histograma de eritrocitos + liposomas en medio isoténico. Las barras de error son

inapreciables.

3.2.3.4 Eritrocitos + liposomas en medio hiperténico

Aplicando la técnica DIC para eritrocitos + liposomas en medio hipertonico se muestra

en la Figura 3.12a. Podemos apreciar esferocitos, eritrocitos “arrugados” tipo pasa, y eritrocitos

biconcavos esto es debido al medio altamente saturado en sal en el que se encuentran los

eritrocitos. El histograma de tamafos para estos eritrocitos se muestra en la Figura 3.12b.
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Figura 3.12 a) Imagen at = 60 min de microscopia optica DIC. Eritrocitos + liposomas en medio

hiperténico. La escala representa 50 pm.

En Figura 3.12b se presenta el histograma de tamafios para eritrocitos + liposomas en medio
hipertonico. Se observa que para los eritrocitos deshidratados (color verde) en t, se tiene una
poblacion del 26% con 5.55 um de didmetro, en t = 60 min aumenta ligeramente un 29% con
un didmetro de 5.86 um. Los eritrocitos biconcavos (color gris) presentan 7.47 um de didmetro
con una poblacion del orden de 42%. Mientras que los acantocitos (color naranja) tienen un
diametro de 6.2 um con un 11% de poblacién y para t = 60 min, éste aumenta su diametro y

poblacion a 6.45 uym y 16% respectivamente.
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Figura 3.12 b) Histograma de eritrocitos + liposomas en medio hipertonico. Las barras de error son

inapreciables.

3.2.4 Discusion de resultados de DIC
Los resultados obtenidos por Microscopia Optica y DIC indican que:

a) La presencia de sales en el solvente afecta la morfologia de los eritrocitos. Este
resultado coincide con lo ya publicado en la literatura.
b) Cuando se anaden liposomas en baja concentraciéon al medio i6nico, también existe

interaccion, pero el liposoma parece afectar de forma diferente dependiendo del medio.

Tales observaciones indican que las interacciones liposoma eritrocito estabilizan el sistema,
pero favoreciendo una u otra forma y numero de poblacién dependiendo del grado iénico.

Asi, la interaccion electrostatica liposoma - eritrocito, liposoma — liposoma, eritrocito -
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eritrocito y liposoma (o eritrocito) — solvente favorece la presencia selectiva de morfologias

del hematie.

3.3 Dispersion dinamica de luz

Los resultados experimentales obtenidos para el sistema de liposomas en sus cuatro
variantes (ausencia de sal, hipotonico, isoténico, e hipertonico) se presentan en esta seccion. Al
final de la seccidn se discuten los resultados experimentales. Puesto que en un experimento de
DLS se requiere estabilidad termodinamica. A continuacién, se presentan las consideraciones
de estabilidad que se tomaron en cuenta para proceder a tomar como validos los resultados

experimentales.

Para hacer mediciones en el DLS, se tomo6 una muestra de liposomas con diferentes
buferes, a 4 angulos diferentes. 50°, 70°, 90° y 110°. Corridas de 2 minutos, 4 mediciones a
25°C. El experimento fue repetido una vez mas en una segunda muestra para cada una de las

concentraciones salinas.

Consideraciones de estabilidad

Primeramente, nos aseguramos que la intensidad de dispersion en el tiempo fluctuara
alrededor de una linea horizontal, es decir, un valor promedio y que no disminuyera ni
aumentara drasticamente (Figura 3.13a). En segundo lugar, se asegurd que la diferencia entre
la linea base y el valor de la funcion de correlacion a tiempos posteriores al tiempo
caracteristico fuera inapreciable (cualitativamente hablando) (Figura 3.13b). Estas dos
consideraciones, en nuestra opinion, son importantes y necesarias para considerar estabilidad

termodinamica y reproducibilidad de resultados.
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Figura 3.13 a) Intensidad de dispersion vs tiempo en un experimento de DLS.
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Figura 3.13 b) Funcion de correlacion tipica en DLS. Las figuras corresponden a un experimento de

liposomas en medio hipoténico.
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3.3.1 Liposomas en bufer

En la Figura 3.14 se presenta el inverso del tiempo caracteristico (I') vs el cuadrado del

vector de onda (g?). Los puntos experimentales representan el promedio de 10 medidas (5

medidas por muestra). Se observa una dependencia lineal entre I' y g2 . El ajuste lineal permite

encontrar el coeficiente de difusion, el cual es la pendiente de la recta. Se observa que la linea

recta no intersecta en y = 0. El valor de este coeficiente es 5.0425x10° + 2.3566x10° nm~2s~!

que corresponde a un radio hidrodinamico de 59.98 + 4.45 nm. (Ver Anexo Il)

2500

2000

— 1500
‘v
[

1000

500

! ! g
y=m1+m2* M0
Value Error ||
— m1 -293.86 73.019 || o
m2 | 5.0426e+6 | 2.3566e+5 || /
Chisg 5901 NA |t
R| 099782 NA || /
0 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004
2 -2
g, nm

0.0005

Figura 3.14 La grafica representa el inverso del tiempo caracteristico I" vs el cuadrado del vector de onda

q?, correspondiente a liposomas extruidos en bufer.
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3.3.2 Liposomas en medio hipoténico

Como en el caso de liposomas en ausencia de sal I' tiene una dependencia lineal en g2
(Figura 3.15). El ajuste por una linea recta nos da un coeficiente de difusion de 4.4164x10° +
3.083x10° nm~2s~1 que corresponde a 59.98 + 6.29 nm de radio. Nuevamente el intercepto en

y # 0 (Ver Anexo II).

2500
y=m1+m2*M0
Walue Error
m1 58815 95 546
2000 1 o[ 44164e+6 | 3.0836e+5
Chisq 11816 NA /Tj
r| 099518 NA /
1500 L

I,s

1000 /EI,/
500 /

O

0 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005

2 2
g~ nm

Figura 3.15 La grafica representa el inverso del tiempo caracteristico I" vs el cuadrado del vector de onda

q?, correspondiente a liposomas extruidos en medio hipotonico.

3.3.3 Liposomas en medio isoténico

Para este sistema I también tiene una dependencia lineal en g? (Figura 3.16). El ajuste

por una linea recta nos da un coeficiente de difusion de 4.8725x10° + 1.0493x10° nm~2s~! que
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corresponde a 51.62 + 1.67 nm de radio. De nuevo el intercepto en y # 0 pero un poco mayor

que el obtenido para liposomas en medio hipotonico (Ver Anexo ).

2500
y=m1+m2* M0
Walue Error
m1 -90.066 12512 /D
2000 mz 4.8725e+6 | 1.0403e+5
Chisg 1368.1 MA /
r| 099054 MA
@ 1500
L
1000 Y
500 O
0 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005
2 D
g nm

Figura 3.16. La grafica nos muestra el inverso del tiempo caracteristico I" vs el cuadrado del vector de

onda g2, correspondiente a liposomas extruidos en medio isotonico.

3.3.4 Liposomas en medio hiperténico

Como para los tres sistemas anteriormente presentados, I' también tiene una
dependencia lineal en ¢? (Figura 3.17). El ajuste por una linea recta nos da un coeficiente de
difusion de es 4.7645x10° + 2.9298x10° nm~2s~! que corresponde a 60.41 + 8.94 nm de radio.
Se obtiene de nuevo un intercepto en y # 0 del mismo orden que para el caso de liposomas en

ausencia de sal (Ver Anexo ).
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Figura 3.17. Gréfica de inverso del tiempo caracteristico " vs el cuadrado del vector de onda g2,

correspondiente a liposomas extruidos en medio hipertonico.

El conjunto de coeficientes de difusion obtenidos esta graficado en la Figura 3.18. El
promedio obtenido (linea horizontal) es de 4.3145x10° nm?s~1. Se observa que la desviacion
estandar es mayor para liposomas en medio hipoténico y en medio hiperténico (Ver Anexo I).
El radio correspondiente a los coeficientes de difusidon obtenidos esta graficado en la Figura
3.19. Como se observa la menor variacion se da para un radio de liposomas en medio isotonico.
El valor promedio de radio obtenido para todos los casos (muy cercano al de liposomas en
medio isotdnico) es de 57.97 nm Para ver mas sobre los calculos de indice de polidispersidad,

radio efectivo, etc. consultar Anexo Ill.
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Figura 3.19. Radio hidrodinamico (Ry) vs [NaCl] para todos los sistemas estudiados. La linea horizontal

representa el radio hidrodinamico promedio con un valor de 57.97 nm.
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3.3.5 Discusion de resultados de DLS

Comparando los cuatro coeficientes de difusién obtenidos de las pendientes de las graficas
para liposomas en distintos medios, podemos decir que es razonable que para el caso de
liposomas en ausencia de sal tenga un valor mayor lo que proporciona mayor facilidad de
movimiento en el disolvente. Sabemos que el coeficiente de difusién depende del tamafio,
forma del soluto, viscosidad del solvente, temperatura y de la naturaleza de la particula que
difunde. En nuestro caso, las variaciones de tamafno son minimas y podemos considerar que,
para las concentraciones trabajadas, el coeficiente de difusion es independiente de las

concentraciones de sal.

Respecto a la desviacion del ajuste lineal del cero de intercepcion, las causas posibles
son: a) la existencia de mas de una distribucion de tamafio y, b) el efecto de interacciones
hidrostaticas separa el sistema en dos o mas poblaciones de liposomas con altos indices de

polidispersion (ver Anexo lll).
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3.4 Eritrocitos en campo eléctrico sinusoidal

En esta seccion tenemos a nuestro sistema de eritrocitos en distintos medios, pero ahora
aplicando un campo electro sinusoidal. A continuacion, presentamos los resultados obtenidos

(Figura 3.20).

a)

Figura 3.20. Eritrocitos aplicando corriente directa. Observacién en campo claro objetivo 20x. a) en

ausencia de sal, b) en medio hipotdnico, c) medio isotdnico, d) medio hipertonico

Retomamos el sistema eritrocito + liposoma, pero ahora aplicando campo eléctrico
sinusoidal para estudiar si el contacto con ésta mas un campo perturba la forma de los

eritrocitos. A continuacioén, presentamos los resultados Figura 3.21).
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c)

Figura 3.21. Eritrocitos + liposomas aplicando corriente directa. Observacion en campo claro objetivo 20x.

a) en ausencia de sal, b) en medio hipoténico, c) medio isoténico, d) medio hiperténico

3.4.1 Discusion de resultados de campo eléctrico sinusoidal

Una comparacion cualitativa de los resultados experimentales obtenidos por Microscopia

Optica y presentados en las imagenes anteriores indica que:

a) Para el sistema eritrocito + liposoma al aplicar un campo sinusoidal (corriente
alterna), no se muestran diferencias apreciables en tamafio y forma.
b) Por otro lado, cuando afiadimos un campo eléctrico directo al campo sinusoidal a

eritrocitos + liposomas en ausencia de sal y en medio isotonico, éste no producia un
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flujo; en medio hipoténico e hiperténico se producia un flujo, donde el campo era

perpendicular a la superficie y el flujo tangente a la superficie.

Estos resultados indican que el flujo de eritrocitos + liposomas puede deberse al flujo de
iones libres o atados tanto al liposoma como al eritrocito en la direccién perpendicular al campo.
El flujo en esta direccién, contrario al flujo que debiera presentarse en la direccion del campo,
puede deberse a diferencias de temperatura generadas por la diferencia de potencial

(calentamiento de los ITOs), ya que se observé que estos se sobrecalentaban.
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IV. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

De los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se concluye que el tamano y
morfologia del eritrocito en ausencia de liposomas son afectados por el bufer y medio salino.
Las formas que prevalecen en medio hipoténico son las de esferocito y eritrocito bicéncavo;
para el medio isoténico la de esferocito es la mayoritaria, mientras que para medio hiperténico

se tiene un mayor porcentaje de eritrocito deshidratado.

Con respecto al sistema eritrocito + liposoma, se observd que los eritrocitos
bicéncavos en bufer aumentan su poblacion y diametro. En medio hipertonico disminuye su
poblacidén, pero aumenta su tamafio. Para el medio isoténico, aumenta su tamafio, pero
disminuye su poblacion. Los acantocitos en buffer no coexisten; en medio hipotdnico conservan
el tamafo y disminuye poblacion. Para el medio isotdnico, disminuye su poblacion y tamafio

mientras que, en medio hipertonico, la poblacion y tamafo de acantocitos aumenta.

Por otra parte, la aplicacién de un campo eléctrico sinusoidal junto con uno directo,

genera un flujo perpendicular al campo para medios hipotdnicos e hipertonicos.

Perspectivas

Por otra parte, los resultados de DLS abren una perspectiva para construir un modelo de
interaccion eritrocito + liposoma tomando como base la interaccion DLVO y el efecto de tamafio
en los cambios de forma y numero de eritrocitos en medio acuoso iénico. Liposomas con menor
radio hidrodinamico conducirian a una mayor area de contacto con el eritrocito de modo de

incrementar la magnitud de las interacciones.
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Una segunda perspectiva de este trabajo de tesis seria extension de este trabajo

mediante experimentos de potencial zeta, microscopia confocal y microscopia electronica.

Adicionalmente estudios complementarios con diferentes buferes y fosfolipidos cargados

pueden dar informacién complementaria para comprender la interaccion eritrocito liposoma.

Finalmente, una extensién posible del trabajo es estudiar el proceso de fusién celular
mediante la aplicacion de campos eléctricos a un sistema compuesto por liposomas cationicos

preparados por electroformacion y eritrocitos.
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V. ANEXOS

Anexo I. Osmosis

Para definir el fendmeno del osmosis, visualicemos un sistema dividido por una membrana

rigida, permeable a la componente (1) (Figura A1)

El sistema consta de dos fases: la fase (1), con una componente, y la fase (2), con dos
componentes. El ejemplo mas comun es imaginar al sistema como azucar y agua, llamando a
uno soluto y al otro solvente. Las presiones en ambas fases no son necesariamente iguales;

ademas, existen dos pistones a los extremos que controlan los volimenes de las fases.

Termostato T=const

Fase (2)
Fase (1)

. Componentes(1)y
Componente (1) - (2)

,!.1:::.5»"-":' - piz.'-'p::i

L L
///E//

Membrana

Figura A1. Modelo basico para entender el fendmeno de la osmosis [13].

El sistema en un estado de equilibrio tiene volimenes V1 y V3 pero si el sistema deja de

estar en equilibrio, el trabajo realizado por el sistema se representa como
aw,,,, = pDav® 4+ p@ gy @ (A1)

Sustituyendo en la primera ley de la termodinamica

A = AU — (AWp)rey — TdS — X 3 1 dn;” (A2)

i
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Obtenemos
8¢ = 8U — T8S + pDsv® + p@sy 2 (A3)

Donde 6 representa un proceso virtual infinitesimal hacia un estado de equilibrio con mayor
grado de restricciones. Esta ecuacion tiene una semejanza con la variacion de una funcion de
Gibbs. Para extraer las caracteristicas de equilibrio del sistema, se necesita un potencial
termodinamico que tenga un valor extremal para las restricciones iniciales; es decir, se necesita

una funcion termodinamica que imite a ¢ para distintas trayectorias.
Sea
@=U-TS+pWv® 4 p@y®@ (A4)

Donde @ es una funcion termodinamica, ya que es funcion de U, T, S, p y V; (sin ser la

funcion de Gibbs, ya que p® = p®?)).

Ahora, si se toma una trayectoria donde la temperatura y las presiones son constantes,

tenemos que

(69 @ = 6U =T8S + pDsy @D 4 p@ sy @ (A5)

(6D) 1y p@ = (69) g pwp@ =0

@ imita a ¢ para esta trayectoria en particular. Si se introduce la hipotesis de aditividad para la

energia interna y la entropia
U=UD+yu® (AB)

§=5M0 45 (A7)
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Entonces,
0= [U(l) + p(l)V(l) _ TS(l)] + [U(Z) + p(z)v(z) _ TS(Z)] (A8)

Esto es, @ es la suma de las funciones de Gibbs para cada fase, pero no es la funcion de Gibbs

de todo el sistema, debido a que no se tiene definida una presion para el sistema total.

Si tomamos la variacién de @ considerando al sistema abierto:
(69705 = 816G + 6PNy 0 = (66D ) +(86P), o) (A9)
Parai=1,2
GO =y® 4 pOy® _ 750
56O =sU® 4+ pOsy D 4 ysp® — 55O — 557 (A10)
Y sUW para sistemas abiertos esta dada por
UM =755 — pWsy® 4 Py, (A11)
SUD =T85@ — p@sy@ 4 1 Pgn, + 1P sn, (A12)
Reduciendo las ecuaciones nos queda que
(697 pwpe = 156y + uPony + uPon,
Es decir,
(697 pp@ = 1V ons + P on, + uon, = 0 (A13)

Como 1, = nil) + 7752)

snt = —sn® (A14)
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Por ser un estado cerrado, y
sn® =0 (A15)
Porque la membrana es permeable, Unicamente, a la componente (1). Sustituyendo se obtiene
(6D) 7wy = (Iigl) - Miz)) snt? =0
Es decir,
i = (A16)

Asi, los potenciales quimicos de la componente a la que es permeable la membrana, son
iguales. Existe un equilibrio entre las fases, a pesar de que las presiones entre las dos fases no
son iguales. Debido a que las presiones son diferentes y los potenciales quimicos iguales
podemos hablar de presién osmotica entre las dos fases separadas por la membrana y la

podemos definir como
Il = p(z) — p(l)

Para determinar esta diferencia de presiones como funcion de las concentraciones de las
componentes en ambas fases, recurrimos a la igualdad de potenciales quimicos; la segunda ley
de la termodinamica para sistemas abiertos establece que los potenciales quimicos, son

funciones de las presiones, la temperatura y las concentraciones
w? = @, pPn?)
Usando la ecuacion de Gibb-Duhem (para una sola fase), el potencial quimico queda

dut™ = v, Pap® — 7 Vg7 (A17)
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Donde vl*( es el volumen de la componente (1) por mol y sf(l) es la entropia por mol. Para

la segunda fase, el potencial quimico depende de las concentraciones de las dos componentes,

entonces
. i @ ou®
au® = v Pap® - 5;Par + (25) an+ (L) @ (18)
1 /7 p@ 2 7rp®@
Donde vl*(z) es el volumen por mol de la componente (1) en la fase (2), y sf(z) es la entropia

por mol de la componente (1) en la fase (2).

Volviendo a la condicion de equilibrio,

duy” = dpg? (A19)

1

Y resolviendo este sistema en forma diferencial, suponiendo que inicialmente se tienen las dos
fases sin la componente (2). En la primera fase hay nil) moles de la componente (1) y en la

2 . . .. s
segunda fase hay ng) moles de la misma componente, (es decir, inicialmente la presion

osmotica es cero IT = 0)

Si agregamos a la fase (2), ng” moles de la componente (2), manteniendo la presién en la

fase (1) fija. Para contrarrestar el efecto de anadir ng” moles a la fase (2), T es constante y p(®

puede variar, asi
d,ugl) =0 (A20)
Debido a p® = ctey T = cte,
dugz) =0

Como dnf) = 0y dT = 0, sustituyendo estos valores en la ec. (18)
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. o
i@ ap@ = {#) dn® (A21)
2

Esta ecuacion se puede integrar ahora bajo la condicién inicial de que, para ng” =0,la

presion en la fase (2) es igual a la presién en la fase (1), y para una concentracion arbitraria

12 la presion en la fase (2) es p®, de manera que

@ e
I=p® — 1) = (" *1 ( Hq ) d (2) A22
PO = o o), 0 (h22)

La ecuacion anterior es la expresidon mas general para calcular la presion osmaética entre
dos fases, separadas por una membrana semipermeable a s6lo una de las componentes y para

poder evaluarla se necesita saber de qué manera dependen los términos en la integral de la

concentracion nS®.
Si suponemos que la solucion es ideal:
ygz) = ugz) (T,p?) + RTlnxfz) = ,u;(z)(T,p(z)) + RTlnniz) - RTln(ngz) + ngz))
Y como la solucion es ideal

i@ — @

Y el volumen molar de la componente (1) en | fase (2) es el mismo que ocuparia esa

componente como sustancia pura en la fase (2)

°(2) _ o
v, =

Donde v;* es el volumen por ml de la componente (1) a temperatura T y presion p®® . Nos

queda que la presion osmotica para soluciones ideales es
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(2 (2)
_ RT (my _dny _ _FRT @)
m==; fo @ = X (A23)
1 N, +n, 1

Donde xg” es la fraccion molar de la componente transferible en la fase (2). Haciendo una

ultima aproximacion

xéz) < x{z) <1.

(2) _

@D4x® =1, se tiene nx® =n (1 - xéz)) ~ —x{?, de aqui entonces

Puesto que x;
la presion osmdtica es igual a

n= --n? (A24)

v(@ 12
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Anexo ll. Gréaficas I' vs g

Para hacer estas graficas, se tomo6 el promedio de gamma obtenido por el programa que

controla el equipo de DLS. Para obtener el vector de onda se hicieron los siguientes calculos
Sabemos que

_A4mn 0
q=—sens

Donde n = 1.333 es el indice de reflexion y 1 = 637 nim la longitud de onda del laser, variando

6 =50°70°90°y 110°

Entonces,
Para 50°
41(1.33 50
= ﬁgen7 =0.0109 qZ = 1.2073x10 " *nm =2
Para 70°
4m(1.33) 70 ) 4
q= Ws‘enT = 0.0149 q° = 2.2239x10
Para 90°
4m(1.33) 90 2 4
=gy Sen—= 0.0183 q- = 3.38x10
Para 110°

4m(1.33) 110 , .
q= Ws‘enT = 0.0212 q° = 4.5360x10

Teniendo los valores del vector de onda podemos graficar gamma vs g2
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Como se menciond en el Capitulo Il, la pendiente de la curva es el coeficiente de difusion

(ecuacion 2.2), el cual se relaciona al radio hidrodinamico, mediante la ecuacion de Stokes-

Einstein (ecuacion 2):

Para el calculo del radio hidrodinamico, hemos considerado la viscosidad del solvente (agua)

_ kgT
"~ 6mnRy

N's
nm? ’

n = 8.9x107%2

Coeficiente de Difusion (nm? - s~ 1)

y kT = 4.1144x10712N - nm considerando T = 298.15 K.

BUFFER HIPO ISO HIPER
Muestra 1 3.4458 x10° 3.8064 x10° 4.8617 x10° 4.764 x10°
Muestra 2 5.0426 x10° 4.4164 x10° 4.6434 x10° 3.5367 x10°
o 1.12 x10° 4.31x10° 1.56 x10° 8.67 x10°
Obtenemos
Ry (nm)
BUFFER HIPO ISO HIPER

Muestra 1 | 71.17 64.43 50.44 51.47

Muestra 2 | 48.63 55.53 52.80 69.35

Promedio | 59.9 59.98 51.62 60.41
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Como Ry es el radio calculado con la ecuacion anterior, para comparar el diametro que nos

arrojo el programa del DLS con el calculado obtenemos

Didmetro calculado(nm)

BUFFER HIPO ISO
Muestra 1 142.34 128.86 100.88
Muestra 2 97.27 111.06 105.62
Promedio 119.80 69.96 103.25

HIPER

102.95

1138.70

120.82

Comparandolo con el Diametro efectivo (Eff.Dia) que nos arrojé el programa

Eff.Dia(nm)

BUFFER HIPO ISO
Muestra 1 187.94 132.60 111.42
Muestra 2 136.56 103.84 2k gk
Promedio 162.25 118.22 203.50

HIPER

134.77

159.59

147.18
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Anexo lll. indice de polidispersion (IP)

BUFFER | 50° 70° 90° 110°
Muestra 1 | 0.1677 0.2282 0.2312 0.262
Muestra 2 | 0.2604 0.2222 0.2262 0.2144
Promedio | 0.2140 0.2252 0.2287 0.2382
Total 0.2265
HIPOTONICO | 50° 70° 90° 110°
Muestra 1 0.1665 0.124 0.1402 0.0897
Muestra 2 0.2058 0.1894 0.1824 0.1598
Promedio 0.1861 0.1572 0.1613 0.1247
Total 0.1573
ISOTONICO | 50° 70° 90° 110°
Muestra 1 0.1595 0.1557 0.2795 0.1485
Muestra 2 0.1682 0.1666 0.1594 0.194
Promedio 0.1638 0.1611 0.2169 0.1712
Total 0.1783
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P

024

0.22

0.14

0.2

HIPERTONICO | 50°
Muestra 1 0.2262
Muestra 2 0.169
Promedio 0.1976
Total 0.1771
=
O O 1 =
o ]
10 15 20 25 30 35

[NaCl], mM

70° 90° 110°
0.1923 0.1748 0.1832
0.156 0.139 0.179

0.1774 0.156 0.1811

100

C
3

Diameter (nm):Quadrstic

Figura A2. indice de polidispersidad (IP) vs [NaCl] para todos los sistemas estudiados. Las barras de

error son del tamafio del simbolo.
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