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Resumen

Este trabajo de investigacion se orienté al estudio de la dindmica molecular, y a través de ésta, al
estudio de las propiedades mesoscépicas en diferentes estructuras supramoleculares globulares. Para
ello, se utilizaron diferentes técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN), principalmente la
relaxometria con ciclado rapido de campo magnético (o FFC por sus siglas en inglés). Se estudiaron
diferentes formulaciones de liposomas y vesiculas poliméricas suspendidos en medios acuosos.

En esta tesis se hizo uso de un modelo previamente desarrollado para interpretar la dispersion de la
tasa de relajacion espin-red de protones, obtenida con la técnica de campo ciclado en liposomas
unilamelares. Ademas de proporcionar informacion general sobre la dinamica de los lipidos que
conforman la membrana de los liposomas, este modelo nos permitié inferir sobre las propiedades
elasticas de la misma por medio de la constante eléstica de flexion x (uno de los parametros fisicos
involucrados en el modelo). Se llevd a cabo con éxito la extension de este modelo a sistemas mas
complejos. Se realizaron mediciones de x para liposomas de dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) dopados
con colesterol de manera de incrementar el valor de la constante (x ~ 15-20kgT). En este caso, fue
posible dilucidar experimentalmente la cantidad de lipidos que son afectados por cada molécula de
colesterol, segln la proporcidn lipido-colesterol de la membrana. Estos resultados permitieron afianzar
la idea de coexistencia de lipidos ordenados y desordenados en la membrana. Los resultados fueron
comparados con estudios computacionales de otros autores disponibles en la literatura.

Por otro lado, a los fines de extender éstos estudios al limite opuesto de flexibilidad de las
membranas, se llevaron a cabo experimentos en vesiculas deformables/ultradeformables compuestas
de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) o fosfatidilcolina de soja (SPC) y desoxicolato de sodio
(DOCNa) como detergente para flexibilizar la membrana (x ~ 2kgT). EI modelo permitié nuevamente
describir con éxito la dindmica molecular en este tipo de sistemas, mostrando poca variacion en la
constante elastica de flexion y permitiendo despreciar el proceso de difusién en el caso de liposomas
de SPC. Esto Ultimo esta en concordancia con la simplificacion del modelo, en la cual se ha empezado
a trabajar en estudios previos y se continta validando en esta tesis.

Se intentd extender nuestro modelo al caso de vesiculas gigantes para asi poder comparar nuestros
resultados con los provenientes de métodos establecidos en otros trabajos, para la medicion de la
constante elastica de flexion. La relacion sefial-ruido extremadamente baja que se observé mediante la
técnica de RMN en vesiculas gigantes, impidié llevar a cabo los experimentos. Asimismo, la literatura
predice la no-dependencia de xcon el radio R, de la vesicula en el rango de tamafios de vesiculas
grandes y gigantes (R,> 40nm).

Los estudios realizados en vesiculas poliméricas permitieron discriminar, en términos relaxométricos,
los diferentes bloques que componen el copolimero, siendo éste un resultado alentador para el estudio
de los procesos que intervienen en la dindmica de liberacion de drogas, cuando dichas vesiculas
poliméricas son utilizadas como vehiculizantes.
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Clasificacion (PACS): 76.60.-k; 82.56.Pp
Palabras claves: lipidos, liposomas, dindamica molecular de bicapas lipidicas, relajacion espin-red,
relaxometria con ciclado rapido de campo magnético.
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Capitulo 1

Introduccion

Las propiedades viscoelasticas e hidrodinamicas de la membrana de vesiculas lipidicas (liposomas)
0 sistemas autoensamblados de polimeros anfipaticos (vesiculas poliméricas), resultan de particular
interés en una creciente cantidad problemas biotecnol6gicos. Diferentes propiedades de vesiculas y la
membrana que las conforman han sido estudiadas intensamente en las Ultimas décadas. Propiedades
guimicas, termodinamicas, topoldgicas, dinamicas y diferentes modelos fueron estudiados y
propuestos (1). Si bien la mayoria de los estudios se concentran en sistemas de membranas bioldgicas
naturales o sintéticas constituidas por diferentes formulaciones lipidicas, en los Gltimos afios también
se ha trabajado en la formulacién de sistemas basados en copolimeros anfipaticos (2,3).

En términos generales, las propiedades viscoelasticas e hidrodinamicas de sistemas de vesiculas se
relacionan con la dinamica y estado de orden de las unidades moleculares que componen la
membrana. Asi, algunos estudios se centran en las propiedades de difusién de los lipidos en
formulaciones de liposomas con diferentes contenidos de colesterol o detergentes (4-6), mientras que
otros analizan propiedades elasticas de la membrana de estas vesiculas a través de la constante elastica
de flexién x (7). Algunas técnicas normalmente empleadas en el estudio de estos sistemas son:
calorimetria diferencial (DSC), recuperacion de fluorescencia o FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching), FRET (fluorescence resonance energy transfer), espectroscopia de correlaciéon de
fluorescencia (FCS), resonancia paramagnética electronica (EPR), resonancia magnética nuclear
(RMN), video microscopia Optica, métodos basados en deformaciones mecéanicas de la membrana
(succion o extrusion) y técnicas de dispersion y reflexion (como scattering y reflexion de rayos X y
neutrones).

En general, las técnicas experimentales utilizadas para la caracterizacion de propiedades elasticas
de vesiculas o liposomas, funcionan satisfactoriamente para unidades con tamafios de varios cientos de
nandmetros o varios micrometros. Otras técnicas que permiten realizar estudios en sistemas de
menores dimensiones, presentan dificultades debido a su complejidad o costo, impidiendo el uso
masivo de las mismas. El creciente interés, tanto en la industria farmacéutica-cosmetoldgica como en
grupos academicos, en la investigacion y desarrollo de liposomas “ultradeformables” (para la
incorporacién transdermal de agentes quimicos), requiere de técnicas experimentales sencillas,
confiables y de acceso masivo para la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas relevantes.

Entre los métodos tradicionales para el estudio de la constante eléstica de flexion k se encuentran el
uso de micropipetas, con las cuales se succiona la membrana y se observa la deformacién de la misma
en la zona de succidn (8); el analisis de Fourier de las fluctuaciones térmicas observadas en vesiculas
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gigantes, utilizando técnicas de video microscopia dptica (9,10) y por altimo, la extrusion de las
vesiculas a través de membranas porosas con la consecuente medicion de la deformabilidad (11). Sin
embargo, las dos primeras técnicas experimentales requieren de vesiculas con diametros del orden del
micrémetro o mayores y la Gltima requiere de vesiculas flexibles.

Las técnicas de RMN de baja resolucidn ofrecen dos potenciales ventajas escasamente exploradas a
la fecha: es factible extender los estudios a sistemas de escalas de pocas decenas de nandémetros en
forma no invasiva, y es posible pensar en instrumentacion dedicada de costo razonable, volumen
limitado y facilidad de instalacion, mantenimiento y uso. Mediante la medicidn de diferentes tiempos
de relajaciéon, queda demostrada la potencialidad de la técnica para la evaluacién de diferentes
aspectos de la dindmica y orden molecular de los lipidos, indirectamente relacionados con las
propiedades viscoelasticas, asi como con procesos de intercambio de las moléculas del solvente entre
las zonas de adsorcion y el volumen libre del mismo (12-15). Dentro de las técnicas de RMN
utilizadas en el estudio de membranas lipidicas se encuentra la relaxometria magnética nuclear de
campo ciclado, o FFC por sus siglas en inglés (fast field cycling) (16). A diferencia de otras técnicas
de RMN mencionadas anteriormente, la relaxometria FFC permite estudiar procesos dindmicos
colectivos como son las fluctuaciones de orden y procesos difusivos lentos, los que estan
estrechamente vinculados a las propiedades viscoelasticas de la membrana (17). Trabajos recientes,
llevaron a cabo un estudio experimental exhaustivo de la dindmica molecular en liposomas
unilamelares de DMPC (dimiristoilfosfatidilcolina) y DOPC (dioleoilfosfatidilcolina) de 100nm en
agua pesada (RMN de protones) (18,19) y sugieren que la aplicacion de la técnica al estudio de las
propiedades viscoelasticas de estos sistemas es prometedora. La aplicacion de estos resultados a la
caracterizacion y disefio de vesiculas ultradeformables, representa una herramienta de potencial uso en
la industria farmacoldgica y en cosmética (20-22).

Especificamente, el objetivo de esta tesis fue el desarrollo y perfeccionamiento de una metodologia
experimental basada en la técnica de relaxometria magnética nuclear de campo ciclado, para la
caracterizacién de propiedades viscoelasticas de membranas en diferentes formulaciones de liposomas
o sistemas similares. Como se mencioné anteriormente, esta metodologia tiene sus origenes en
trabajos previos (18,19) por lo que esta tesis se centré en mejorar y extender su validez a sistemas méas
complejos, como asi también en la simplificacion del modelo del cual hace uso esta metodologia, con
el objetivo futuro de aplicar todos los resultados en el desarrollo de tecnologia propia para medir xde
manera no invasiva.

1.1. Sistemas estudiados en este trabajo

A lo largo de este trabajo se utilizaron diferentes componentes para la formacion de las vesiculas.
Algunos de ellos fueron la base estructural de las mismas, como lipidos o polimeros, y otros fueron
aditivos para regular las propiedades viscoelasticas de la membrana, como colesterol o detergentes. En
esta seccion se hace una breve descripcion de las principales propiedades de cada uno de ellos.

1.1.1. Lipidos
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1.1.1.1. Lipidos anfifilicos: Fosfolipidos

Un lipido es una molécula orgénica compuesta principalmente por carbono e hidrégeno y en menor
medida oxigeno, aunque también pueden contener fosforo, azufre y nitrogeno. Los lipidos poseen una
amplia gama de funciones, desde funciones estructurales, hormonales, de transporte, hasta
biocatalizadoras y de reserva energética.

Los lipidos anfifilicos son un tipo de lipidos que consisten de una parte que es soluble en solventes
no polares, y una segunda parte que es soluble en solventes polares. En aplicaciones biolégicas, el
solvente es agua, entonces uno habla de las partes hidrofobica e hidrofilica, respectivamente. En
general la parte hidrofébica consiste de cadenas hidrocarbonadas, mientras que la parte hidrofilica esta
compuesta por el llamado grupo polar. Dentro de esta clase de lipidos, se encuentran los fosfolipidos,
los cuales poseen funcién estructural dado que son un componente principal de todas las membranas
celulares debido a su capacidad de formar bicapas lipidicas (23). Estdn compuestos por una molécula
de glicerol, a la que se unen dos acidos grasos (1,2-diacilglicerol) y un grupo fosfato. Este Gltimo esta
unido a otro grupo de atomos, entre los que generalmente esta incluido el nitrégeno, como es el caso
del grupo colina a base del cual se forman las fosfatidilcolinas. En la Figura 1.1 se muestra la
estructura tipica de un fosfolipido. En este trabajo nos concentraremos en solo tres fosfolipidos
particulares, dos de ellos sintéticos y uno natural. Especificamente son: dioleoilfosfatidilcolina
(DOPC) de formula molecular C44HgsNOgP; dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) de férmula molecular
CssH72NOgP, y fosfatidilcolina de soja (SPC), cuya especie predominante tiene formula molecular
C4HgoNOgP, siendo fosfolipidos de cadenas insaturadas, saturadas, y doblemente insaturadas,
respectivamente. Sus estructuras se muestran en la Figura 1.2.

CABEZA o Grupo
POLAR 0=P-0 Fosfato

Glicerol

COLAS CH, CH Acidos
APOLARES CH, C, Grasos

Figura 1.1. Estructura de un fosfolipido. La parte de la cabeza polar indicada con la letra R representa el grupo de
atomos unidos al grupo fosfato, entre los que generalmente esta incluido el nitrogeno, como es el caso del grupo
colina.


https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
https://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
https://es.wikipedia.org/wiki/Azufre
https://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
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Figura 1.2. Fosfolipidos utilizados en este trabajo para la formacidn de liposomas. En el extremo derecho se
observan las cabezas 0 grupos polares, y en el extremo izquierdo se muestran las cadenas apolares.

En solucién acuosa, los lipidos anfifilicos al principio se disuelven como monémeros, pero al
superar cierta concentracion se unen espontaneamente para minimizar las interacciones hidrofobicas
desfavorables, y forman una variada gama de estructuras, que dependen en general de la concentracion
y la temperatura.

Para grandes excesos de agua los fosfolipidos forman bicapas que se curvan y se cierran
espontaneamente en estructuras cuasi-esféricas llamadas liposomas, los cuales encierran en su interior
parte del solvente que lo rodea (Figura 1.3). Tales sistemas no estan en equilibrio termodindmico
aunque pueden ser estables durante varios dias. El tamafio de un liposoma puede ir desde unos 20nm
hasta varios micrometros, y puede estar compuesto de una (unilamelar) o varias membranas
concentricas (multilamelar), cada una de las cuales tienen aproximadamente 6nm de espesor. La
importancia de estudiar este tipo de sistemas es su utilidad para el transporte controlado de farmacos
hidrofilicos e hidrofébicos en su ndcleo acuoso y bicapa lipidica, respectivamente (24).

Los lipidos de la membrana de un liposoma pueden encontrarse en diferentes fases dependiendo de
la concentracion de lipidos como de la temperatura. Es esta tesis siempre trabajaremos en la fase
lamelar en el estado liquido-cristalino o fase L, En este tipo de conformacion los lipidos se
encuentran acomodados en bicapas donde las cadenas estan altamente desordenadas, pero en promedio
las cadenas se encuentran perpendiculares al plano de la bicapa.
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Figura 1.3. Representacion esquematica de un liposoma. Los circulos representan los grupos polares mientras
que las lineas onduladas hacen referencia a las cadenas hidrocarbonadas.

1.1.1.2. Colesterol: Regulador de fluidez en membranas lipidicas

El colesterol es un lipido que se encuentra dentro del grupo de los esteroides por poseer una
estructura de anillos a base de esterano (25). Consiste en una pequefia cabeza polar dada por el grupo
hidroxilo, y el resto de su estructura, la cual es apolar, esta formada por cuatro anillos, tres de ellos
hexagonales y uno pentagonal y una cola hidrocarbonada (Figura 1.4). Una de sus principales
funciones es la funcién estructural dado que es especialmente abundante en las membranas de las
células, donde ayuda a mantener la firmeza y la integridad de las mismas regulando las condiciones de
fluidez. Por otro lado, el colesterol también ayuda a separar los fosfolipidos de manera que las cadenas
de acidos grasos no puedan unirse y hacer que la membrana se cristalice. Considerando estas
propiedades del colesterol, a menudo se lo incluye en la formulacion de liposomas para dar mas
rigidez a la bicapa y para tratar de mejorar la estabilidad de estas vesiculas, como se muestra a lo largo
de esta tesis.

Figura 1.4. Estructura de una molécula de colesterol. Su pequefia cabeza polar (grupo hidroxilo) se observa en el
extremo izquierdo de la molécula y el resto de su estructura corresponde a su parte apolar (cuatro anillos y
cadena hidrocarbonada).
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1.1.1.3 Detergentes: agentes para flexibilizar membranas lipidicas

Los detergentes, también conocidos como tensoactivos o surfactantes, son compuestos quimicos,
también considerados como un grupo especial de lipidos (26), que tienen la propiedad de disminuir la
tension superficial de un liquido, es decir, disminuyen la cantidad de energia por unidad de érea
necesaria para aumentar la superficie del liquido. Usualmente son compuestos organicos anfifilicos,
permitiéndoles esta naturaleza dual la alineacidn de los mismos en las interfases cuando se encuentran
en solucion, produciendo asi el efecto de superficie antes mencionado.

Los detergentes también exhiben la propiedad de autoagregacion. A bajas concentraciones, los
surfactantes existen en forma monomérica en soluciones acuosas, mientras que al incrementar
paulatinamente su concentracién hasta alcanzar el limite caracteristico, llamado Concentracion
Micelar Critica (CMC), las moléculas del detergente se agrupan formando micelas, como una
consecuencia de su naturaleza dual.

Cuando en una solucion acuosa de lipidos se agrega una baja concentracion de un detergente,
debido a su caracteristica anfipatica, se agrega en su mayoria a la membrana de los liposomas
formados por los lipidos, disminuyendo la tensién superficial de la misma. Consecuentemente, permite
adaptar su forma de manera facil y rapida ante algin tipo de estrés externo (26). En otras palabras, un
detergente en baja concentraciones le otorga mayor flexibilidad a la membrana de un liposoma.

En este trabajo, utilizaremos un detergente en particular para preparar liposomas deformables, a
saber: desoxicolato de sodio (DOCNa), el cual es aniénico y posee una CMC entre 2y 6 mM en el
rango de temperaturas de 20 a 50 °C, aproximadamente (Figura 1.5).

Figura 1.5. Estructura del desoxicolato de sodio (DOCNa) utilizado en este trabajo para flexibilizar la membrana
de liposomas y asi obtener liposomas deformables.

1.1.2. Polimeros anfipaticos: Copolimeros tribloque

Un polimero es una macromolécula compuesta de unidades estructurales repetitivas Ilamadas
mondmeros, las cuales tipicamente estdn conectadas por enlaces covalentes. Los polimeros poseen un
variado rango de propiedades las cuales les permiten cumplir diferentes funciones, desde ser los
principales componentes de plasticos sintéticos hasta ser parte de biopolimeros naturales como los
acidos nucleicos y las proteinas que son esenciales para la vida.

Los polimeros que poseen un solo tipo de unidad repetitiva se denominan homopolimeros, mientras
que los que poseen diferentes tipos de mondmeros reciben el nombre de heteropolimeros o
copolimeros. En un copolimero, los mondmeros distintos pueden estar distribuidos de manera aleatoria
o0 periddica. Dentro de este tipo de polimeros se encuentran los copolimeros en bloques los cuales
poseen dos 0 mas homopolimeros como unidades repetitivas. Cuando estas unidades repetitivas son
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solo dos, las cuales llamaremos A y B, y estan distribuidas en tres bloques de la siguiente manera
AnBrAn, el copolimero resultante se denomina copolimero tribloque.

En este trabajo, nos centraremos particularmente en los copolimeros tribloque compuestos por
oxido de etileno (OE) y 6xido de propileno (OP), a los que se conoce con el nombre genérico de
“Poloxamer” y el nombre comercial “Pluronic”. Su estructura quimica es (OE)y,(OP).(OE), =
(POE)(POP)(POE), o de manera extendida HO(C,H;0),(CsH¢0).(C,H,0)H.

A temperaturas por debajo de los 6°C tanto el POE como el POP son solubles en agua, pero cuando
la temperatura se incrementa, el bloque POP se transforma en hidrofébico mientras que los dos
blogues POE siguen siendo hidrofilicos. En consecuencia, este tipo de polimero posee una estructura
anfipatica en un amplio rango de temperaturas. Esto les permite formar agregados llamados micelas en
medios acuosos (Figura 1.6) a partir de ciertas concentraciones y/o temperaturas especificas
denominadas concentracion micelar critica (CMC) y temperatura micelar critica (TMC),
respectivamente. ElI nimero de agregacién puede ir desde 30 a 10.000 copolimeros. El valor de la
CMC depende de la temperatura, pero para este tipo de polimeros su valor se encuentra dentro del
rango de 0,01 a 10% m/V para temperaturas entre 10 y
60°C. La importancia de estudiar este tipo de sistemas es su utilidad para el transporte controlado de
farmacos hidrofébicos en el nucleo de la micela (27,28).

€ Bloques
hidrofilicos

Blogue

. 1 ‘UU UE/‘ hidrofobico

Figura 1.6. Estructura de una micela polimérica. Su nucleo esta formado por los bloques hidrofébicos mientras
gue su capa externa, en contacto con el medio acuoso, esta formada por los bloques hidrofilicos.

Los copolimeros tribloque en solucidn acuosa pueden presentar diferentes fases dependiendo de la
concentracion y/o temperatura. Por debajo de las CMC (TMC) no se agregan, permaneciendo en su
estado individual llamado unimero. A partir de la CMC (TMC) empiezan a agregase formando
micelas, pero ain es posible encontrar unimeros. Mientras mayor sea la concentracion (temperatura),
menor seré la probabilidad de encontrar unimeros. En esta instancia existe una cinética de intercambio
entre las fases micelar y de unimeros. Si la concentracion (temperatura) se continGa incrementando
aun mas, es posible obtener fases formadas por las micelas, como lo son las mesofase clbica con
caracteristicas de gel y mesofases liquidos cristalinas, como la hexagonal y lamelar (29).

En esta tesis se utilizaron tres diferentes copolimeros tribloque, a saber: Pluronic F68
(OEgyOP,;0Eg), F108 (OE1410P40E141), Y F127 (OE;10,0Ps60E141). Algunas de sus caracteristicas se
muestran en la Tabla 1.1.
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PLURONIC | N° N° Peso molecular | Peso porcentual Peso molecular
OE | OP promedio total POE promedio POP
F68 80 27 8400 80 1800
F108 141 44 14600 80 3000
F127 101 56 12600 70 3600

Tabla 1.1. Algunas caracteristicas para los copolimeros tribloque usados en este trabajo: Pluronic F68, F108 y
F127.

1.2. Técnica experimental

1.2.1. Generalidades de RMN

Muchas han sido las técnicas empleadas durante afios para el estudio de sistemas bioldgicos.
Dentro de estas técnicas, la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una de las mas poderosas
debido a que es no invasiva y a que permite estudiar los sistemas desde el punto de vista molecular.

La resonancia magnética (30,31) es un fendmeno que se encuentra en sistemas magnéticos que
poseen momento magnético y momento angular no nulo. EI término resonancia magnética implica que
estamos “en sintonia” con una frecuencia natural del sistema magnético, en este caso la frecuencia de
precesion giroscopica o frecuencia de Larmor del momento magnético en un campo magnético
estatico externo.

La aplicacion de un campo magnético B a un momento magnético asociado a un espin nuclear M=
yhl, donde y es la razén giromagnética del nlcleo, 7 la constante de Planck dividida 2z e | es el
operador momento angular, produce una energia de interaccién de los nucleos de la forma —M.B. Esta
interaccion es la base de la RMN. Entonces tenemos el siguiente Hamiltoniano:

H=-MB [1.1]
Tomando que el campo sea B, a lo largo de z, encontramos que:
H = - y/iByl, [1.2]
donde I, es la componente z del operador I. Los valores de energias permitidos son:
E = - yABom m=1, 1-1,....-I [1.3]

Uno espera ser capaz de detectar la presencia de tal conjunto de niveles de energia por algunas formas
de absorcion espectral. Para ello, necesitamos tener una interaccion que pueda causar las transiciones
entre niveles. Para satisfacer la conservacion de la energia, la interaccion debe ser dependiente del
tiempo y de una frecuencia angular « tal que:

ho = AE [1.4]

donde 4E es la diferencia de energia entre las energias Zeeman inicial y final.

Supongase ahora un sistema de espines nucleares bajo la accion de un campo magnético estatico By
dirigido segun el eje z del sistema de laboratorio, y considérese al sistema de espines como un sistema
termodinamico en contacto con un reservorio (la red) con un gran nimero de grados de libertad. La
condicion de equilibrio estd caracterizada por un estado de polarizacion con una magnetizacion My
alineada a lo largo de la direccion de campo magnético externo.
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En un experimento tipico de RMN, se conduce energia hacia el sistema de espines en forma de
pulsos B, de radiofrecuencia (rf) aplicados en direcciones perpendiculares a By, con el objetivo de
llevarlo a un estado de no equilibrio con la red. Es decir, se inducen transiciones entre los niveles de
energia Zeeman. Al introducir una energia adicional al sistema, aparecen una componente longitudinal
y una transversal de la magnetizacion relativa a By. Para retornar al estado de equilibrio térmico, el
sistema de espines necesita disipar este exceso de energia lo que se describe como relajacion.
Entonces, si se le permite al sistema de espines interactuar entre ellos y entrar en contacto con la red
durante un periodo de evolucidn, y se observan los resultados de dicha evolucién, se comprueba que
cumplen con las denominadas ecuaciones fenomenoldgicas de Bloch (32), las cuales describen la
evolucion temporal de las componentes de la magnetizacion en el sistema de laboratorio y se expresan
en forma vectorial como:

LN VRV B0 [1.5]

donde M, y M, son la componente paralela y la componente vectorial perpendicular a B,,

respectivamente.

Al resolver estas ecuaciones se obtiene la dependencia temporal de la magnetizacion en los planos
longitudinal y transversal. Estas dependencias tienen forma exponencial, donde la constante de caida
es el inverso de los denominados tiempos de relajacion.

Asi, la recuperacion de la componente longitudinal ocurre con un tiempo caracteristico
denominado tiempo de relajacion longitudinal o espin-red T,, y esta determinado por la eficiencia de
los mecanismos de relajacion espin-red, es decir, mecanismos que involucran una transferencia
energética desde el sistema de espines a la red. Asi, la evolucién temporal de M, esta dada por:

M. (t)=(M.(0)~M. ) /% + M, [1.6]

donde M,(0) es la componente longitudinal de la magnetizacion inmediatamente después de la
aplicacién del pulso de radiofrecuencia. Notar que si aplicamos lo que se denomina un pulso de n/2, es
decir, le entregamos al sistema de espines la cantidad necesaria de energia para llevar la magnetizacién
al plano transversal al eje impuesto por B, (en nuestro caso, el plano x-y), entonces M,(0) =0y la
ecuacion [1.6] se simplifica de la siguiente manera:

M,(t)= Mo(l—e%lj [1.7]

Por otro lado, el decaimiento de las componentes transversales, las cuales son proporcionales a la
sefial de RMN o FID (free induction decay), esta caracterizado por la constante de tiempo llamada
tiempo de relajacion transversal o espin-espin T,, y esta determinado por procesos de interaccion entre
espines, como asi también por fluctuaciones de la red. Asi la evolucion temporal de M, esta dada por:

M, (t)= Moe‘%te_%z [1.8]

donde w, es la denominada frecuencia de Larmor y representa la frecuencia de precesiéon de la
magnetizacion en torno a la direccion impuesta por el campo B,.

1.2.2. Relaxometria con ciclado rapido de campo

La relaxometria con ciclado rapido de campo (también conocida como fast field cycling o FFC) es
una técnica de RMN que nos permite obtener diversos tiempos de relajacion del sistema de ndcleos
estudiado (en nuestro caso *H o protones) en funcion del campo magnético externo aplicado (33). El
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término relaxometria es normalmente utilizado en el contexto de mediciones de tiempos de relajacion
en general.

En la Figura 1.7 se representa el principio de funcionamiento de un experimento tipico de
relaxometria con ciclado de campo. La muestra es polarizada en un campo magnético By, tan alto
como técnicamente sea posible. El proceso de relajacidn tiene lugar en un intervalo de tiempo que
depende de las propiedades relaxométricas de la muestra. La sefial remanente después de este intervalo
de relajacion es detectada en un campo By, de nuevo, tan alto como sea posible. Para la deteccion de la
sefial remanente luego de la relajacion se observa la FID después de un pulso de n/2 o el eco de espin
producido por una secuencia de dos 0 méas pulsos. Finalmente toma lugar el proceso de repolarizacion
de la muestra, antes de que comience el ciclo nuevamente, pudiendo ser necesario un intervalo con el
campo magnético desactivado por razones térmicas.

La técnica de ciclado de campo permite medir tiempos de relajacion para campos magnéticos
externos tipicamente en el rango desde unos kHz hasta aproximadamente 40MHz (expresado en
frecuencia de Larmor vo= wy/2 de protones). Luego, en el rango de 40 a 900MHz el experimento
puede ser suplementado por mediciones del tiempo de relajacién realizadas con aparatos de RMN
convencionales a campo fijo, siendo el limite de alta frecuencia determinado por los campos
magnéticos alcanzables con imanes superconductores. Para medir a bajas frecuencias, es decir en el
orden de algunos kHz o inferiores, existen limitaciones dadas por los valores de campos locales u
otros campos externos que pudieran existir en el laboratorio y que no estén compensados
correctamente. Entonces es importante determinar, antes que nada, el valor de los mismos, a los fines
de obtener un limite inferior en el rango del campo magnético externo a utilizar en los experimentos.
Para esto, se puede utilizar la técnica de relajacion en el sistema rotante (34,35), la que permite obtener
informacién de las componentes residuales del campo local a lo largo de la direccién impuesta por el
campo magnético externo.

En esta tesis, hicimos uso de la técnica con ciclado rapido de campo para medir la dependencia de
T1 en funcién de v, y asi obtener la curva de dispersion de la tasa de relajacion espin-red Ry(vg)= Ty
(o). La importancia de obtener esa curva reside en lo que se describe a continuacion. Partiendo de la
teoria semiclasica de relajacion (30), bajo ciertas aproximaciones como aleatoriedad de los procesos
dindmicos y la consideracién de que los campos locales del sistema son mucho menores que el campo
externo aplicado, la inversa del tiempo de relajacion espin-red (T, ™) se puede describir en términos de
ciertas funciones de la frecuencia de Larmor, conocidas como densidades espectrales. Estas funciones
son las transformadas de Fourier de las funciones de correlacién de cada uno de los procesos
dindmicos del sistema (contienen la informacion de la dindmica de la red). De esta manera,
conociendo la dependencia de T, en funcion de la frecuencia, o curva de dispersion, se obtiene
informacién de los procesos dinamicos que intervienen en la relajacion del sistema de espines y del
rango de frecuencias en el cual son efectivos.
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Figura 1.7. Representacién esquematica de un ciclo tipico del campo magnético principal Bo generado con un
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Efectos del colesterol en membranas
lipidicas
2.1. Efectos generales

Las membranas biol6gicas son entidades bastante complejas que contienen diversos lipidos y
proteinas, siendo los primeros el principal componente. Entre los lipidos presentes, el colesterol juega
un rol muy importante debido a su participacién en la formacion de dominios que parecieran ser
primordiales en la regulacién de la actividad de ciertas proteinas de la membrana (36). Considerando
la importancia de entender la influencia del colesterol en las propiedades de la membrana, se usan
modelos simples de membranas formados solo por lipidos y colesterol (36).

El control sobre la estabilidad fisica de los liposomas se convierte en un requisito previo importante
para el uso efectivo de los mismos como portadores de drogas. En consecuencia, el colesterol es a
menudo incluido en la formulacion de liposomas para dar mas rigidez a la bicapa y para tratar de
mejorar la estabilidad de los mismos. Por lo tanto, nuevamente se ve la importancia de conocer la
accion de colesterol en la membrana.

Entre los principales efectos del colesterol en una bicapa lipidica en fase liquido cristalina
desordenada (lg), podemos mencionar: el aumento en el pardmetro de orden de las cadenas
hidrocarbonadas de los lipidos (37-49) mediante la reduccién del nimero de isomerizaciones trans-
gauche (50). Esto lleva a una disminucién en la movilidad de los primeros grupos CH, de estas
cadenas y a un incremento en el espesor de la bicapa, siendo este efecto mas fuerte para lipidos
saturados (45,51,52). Ademas, el colesterol genera una disminucion del area efectiva por lipido, lo que
se denomina efecto de condensacion del colesterol (53,54); la disminucion de la interaccion y del
espacio libre entre lipidos (53,55); el incremento de la constante elastica y la disminucion de la
permeabilidad de la membrana (47,54). Por otro lado, la influencia del colesterol en la dinamica de los
lipidos no es drastica en los procesos de difusion traslacional y rotacional, pues estos continGan siendo
como si ocurrieran en una fase fluida, sin presencia de colesterol (56-59). Por otro lado, se ha
demostrado que el colesterol tiene una influencia significativa en los procesos dinamicos de lipidos en
la escala de tiempo de sub-nanosegundos (60), como lo son el movimiento de un defecto de la cadena
a lo largo de las cadenas hidrocarbonadas y la rotacion parcial de la molécula como un todo, entre
otros, los cuales probablemente sean importantes para el transporte lateral y trans-bicapa de moléculas
pequefas. Adicionalmente, podemos mencionar como efecto del colesterol, la aparicién de una nueva
fase a ciertos valores de temperatura y/o valores de concentracion de colesterol, denominada fase
liquido cristalina ordenada (l,) (61,62). En esta fase las cadenas de los lipidos estan altamente
ordenadas, pero las tasas de movimientos traslacionales y rotacionales son similares a los de la fase
fluida (1y).
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2.2. Estudio de la dindmica molecular de lipidos en membranas con
colesterol

El efecto del colesterol en la dinamica de membranas lipidicas ha sido intensamente estudiado en
numerosos trabajos utilizando un amplio rango de técnicas experimentales, cada una de ellas sensibles
a una escala de tiempo dindmica particular. Por ejemplo, las técnicas de fluorescencia, como FRAP
(en inglés, fluorescence recovery after photo-bleaching), han sido aplicadas en muchas composiciones
y estructuras de membrana, incluyendo vesiculas unilamelares gigantes y pequefias, con la cual se ha
obtenido informacidon sobre la difusion de los lipidos (un proceso dindmico en una escala de tiempo
intermedia) y sobre el ordenamiento de sus cadenas por la presencia del colesterol (55,63). Sin
embrago, el uso de marcadores en las técnicas de fluorescencia, ademas de modificar la composicién
binaria de la membrana, podria alterar las propiedades de la misma que estan siendo estudiadas (64).
Entre las técnicas espectroscopicas usadas para estudiar difusion en membranas se encuentra la
Resonancia Paramagnética Electronica (RPE) (65-67), pero nuevamente requiere del uso de
marcadores, ademas de ser aplicada tipicamente para el estudio de vesiculas multilamelares (las cuales
no representan un buen sistema modelo de membranas), ni tampoco son de gran utilidad como
transportadores de farmacos. Por otro lado, las técnicas de RMN para el estudio de dindmica en
membranas con colesterol también han sido ampliamente aplicadas, pues son sensibles a procesos en
una extensa gama de escalas de tiempo. Entre ellas encontramos: espectroscopia de RMN (68); RMN
con gradiente de campo pulsado (PFG-NMR) utilizada para estudiar difusion lateral en el rango de ~
10, pero por lo general sélo para bicapas orientadas macroscopicamente (4,69) 6 vesiculas
multilamelares (70,71); asi también, espectroscopia de RMN con gradiente de campo pulsado y
rotacion al angulo magico (su sigla en inglés, PFG-MAS-NMR) (70,71). Este Gltimo método combina
la alta resolucion del MAS con la capacidad de medir coeficientes de difusion para cada componente
en el sistema, ya sean esteroles ¢ fosfolipidos, sin el uso de marcadores perturbantes. Por otro lado, la
relaxometria con ciclado de campo de alta resolucidn, en la cual una contribucién importante para la
relajacion es la anisotropia del corrimiento quimico, permite estudiar la dindmica de sectores
moleculares individuales debido a su resolucion espectroscépica (72—74), mientras que la técnica de
relaxometria con ciclado de campo de baja resolucion o ciclado rapido de campo (FFC-NMR), si bien
no presenta resolucion espectroscopica, permite estudiar procesos dinamicos lentos como lo es la
dindmica colectiva de la membrana debido a la escala temporal a la cual es sensible la técnica. De
hecho, presenta la ventaja de ser sensible a procesos en un amplio rango de escalas de tiempo, desde
10 a 10% y ha sido aplicada exitosamente para estudiar dinéamica molecular en gran cantidad de
materiales (18,19,33).

2.2.1. Enfoques sobre la accion del colesterol en la dinamica de los lipidos

Si consideramos liposomas unilamelares compuestos de dos componentes, es decir, fosfolipidos y
colesterol, es posible encontrar en la literatura dos descripciones diferentes de como se modifica la
dinamica molecular de los lipidos por la presencia del colesterol. Segun algunos autores, el sistema
permanece en la fase liquido cristalina desordenada (l5) hasta una concentracion de colesterol del
40%mol para lipidos insaturados y del 5-15%mol para lipidos saturados, a temperatura ambiente
(4,75), en donde los pardmetros asociados a los diferentes procesos dinamicos son modificados de una
manera promedio sobre toda la poblacién de lipidos. Por otro lado, existen otros trabajos (41—
43,76,77) en los cuales se define un “radio de accion” (R,) alrededor de cada molécula de colesterol y
por lo tanto la poblacién de lipidos es dividida entre los lipidos que no son afectados por la presencia
del mismo y los que si. Los primeros son cominmente considerados en una fase lq, mientras que los
segundos poseen una estructura mas rigida y ordenada por lo que son descriptos en una fase liquida
cristalina ordenada (l,). Por lo tanto, estos trabajos plantean la idea de que cada molécula de colesterol
ordena solo un pequefio nimero de lipidos, pudiéndose extender su accion un poco mas alla de los
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primeros vecinos, pero con un efecto que decae gradualmente con la distancia a la molécula de
colesterol.

Hasta el momento, el enfoque planteado en el cual se divide la poblacion de lipidos entre lipidos
afectados y no afectados por el colesterol, ha sido reportado como resultado de simulaciones
numéricas (41-43,76,77), sin tener fundamentacidn experimental. Las simulaciones computacionales
de dindmica molecular tienen el potencial de proporcionar propiedades estructurales y dinamicas de
las membranas lipidicas a escala atdmica, lo cual complementa y ayuda en la interpretacion de los
resultados experimentales. Sin embargo los métodos computacionales siguen siendo algo limitados,
incluso hoy en dia, pues el namero de moléculas incluidas (en el orden de los cientos de moléculas de
lipidos) sigue siendo bastante bajo, al igual que el tiempo total de las simulaciones (en el rango de los
cientos de nanosegundos). Consecuentemente, el objetivo de nuestro trabajo es tratar de elucidar,
basdndonos en los resultados de nuestros experimentos, si en una membrana compuesta de
fosfolipidos y colesterol tenemos una o dos poblaciones de lipidos. Para ello, se realizaron dos
interpretaciones diferentes de los perfiles de dispersion de la tasa de relajacion espin-red de protones
para este tipo de sistema, considerando los dos enfoques mencionados anteriormente, como se
describe en las siguientes secciones.

2.2.2. Modelo para interpretar la dispersion de la tasa de relajacion espin-
red de protones obtenida con la técnica de ciclado de campo

En trabajos previos (18,19) se ha descripto y validado un modelo para interpretar la dispersion de
la tasa de relajacion espin-red de protones obtenida con la técnica de RMN con ciclado de campo, para
liposomas unilamelares de un solo componente, en la fase liquido cristalina desordenada (lg). El
modelo fue validado con éxito para liposomas preparados con diferentes lipidos (DMPC y DOPC),
tamafios (100-200 nm) y temperaturas, usando valores de la literatura para las diferentes constantes
fisicas y parametros involucrados en el modelo. Por lo tanto, se demostré que este modelo es una
herramienta Gtil para estudiar la dindmica y las propiedades viscoelésticas de membranas de un solo
componente. En este modelo, la tasa de relajacién espin-red, R;, puede describirse como:

R =2 = Aodio( @)+ Ado(0)+ Ade(@) + Ay 211

1

donde T, es el tiempo de relajacion espin-red y Jeo(®), Jo(w) Y Jr(w) son las densidades espectrales
correspondientes a los procesos dinamicos FO, D y R, respectivamente, considerados en el modelo.
Especificamente, FO corresponde al proceso denominado fluctuaciones de orden, es decir,
fluctuaciones en la direccidon del vector normal a la membrana que indica un promedio del orden
orientacional local de los lipidos, y son debidas a movimientos colectivos de los lipidos que generan
fluctuaciones de forma de la vesicula. D y R corresponden a la difusion en una superficie curva y
rotacion de los lipidos en la membrana del liposoma, respectivamente. Los A; son sus correspondientes
amplitudes definidas como (g/8r®)*4?(u/4x)? donde rj es la distancia efectiva "H-'H relevante para cada

proceso dinamico, w=2xrv, es la frecuencia de Larmor y Ayr €S una constante que corresponde a
movimiento rapidos, los cuales no son dispersivos en el rango de frecuencias consideradas. La
densidad espectral correspondiente a las fluctuaciones de orden esta dada por el modelo de Vilfan
(78):

3,0 (@) = l2<BT 'mza*: I(1+1)(21 +1) T 2.2]

w5 (17 +1-2)(1° +1+ 0) L+ w’c})

donde la sumatoria corre sobre las contribuciones de cada uno de los modos hidrodindmicos,
caracterizados por el indice |, estando su maximo valor determinado por las dimensiones moleculares
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(Inax= mRo/a, con a siendo la distancia promedio entre moléculas y R, el radio de la vesicula). kg es la
constante de Boltzmann, T es la temperatura, x es la constante eléstica de flexion, o es la tension
lateral efectiva, y t,esta dado por:

CRE (D@12 +21-1)

T, 5 [2.3]
 1(1+D(1+2)(1-D(° +1+0)

siendo # la viscosidad del medio en el que se suspenden las vesiculas.

La densidad espectral correspondiente a la difusion en una superficie curva esta dada por el modelo de
Halle, que bajo la condicién de solucion isotropica de vesiculas, se reduce a una funcion Lorentziana
(79):

_1 D ’p
Jol@) = SL+ (a)TD)2 JF41+ (Zer)z} [2.4]

donde 1p es el tiempo de correlacién caracteristico asociado al proceso de difusion y esta dado por:

Tp =

6D  3k,T
2 + 3
R~ 4mnR;

(o]

[2.5]

siendo D la constante de difusion.
Por dltimo, la densidad espectral correspondiente a las rotaciones moleculares estd dada por una
funcion Loretziana:

JR(w){ R4 Tk } [2.6]

1+ (w7r)? 1+ QRory)’

donde 1r €s el tiempo de correlacidn caracteristico asociado al proceso de rotacion. En el modelo dado
por la ecuacion [2.1], la tasa de relajacion total puede escribirse como una sumatoria de los aportes de
los tres procesos dinamicos considerados dado que se puede demostrar que las correlaciones cruzadas
son despreciables (18).

Consideremos ahora liposomas con colesterol con la intencion de extender el modelo al caso de
membranas con dos componentes. Las curvas experimentales para 1/T, obtenidas con la técnica de
FFC-NMR para este sistema fueron analizadas por medio de dos tratamientos diferentes.

En el primero, llamado “andlisis de una sola poblacion”, el modelo de la ecuacion [2.1] se aplico
bajo la suposicién de que la membrana estaba en la fase liquido cristalina desordenada (l5) aun con la
presencia del colesterol. Para los parametros fisicos relevantes, se utilizaron valores de la literatura
obtenidos con diversas técnicas, que proporcionaban valores promedios sobre toda la poblacion de
lipidos modulados de acuerdo al contenido de colesterol.

En el sequndo tratamiento, llamado “andlisis de las dos poblaciones ”, consideramos dos diferentes
tipos de poblaciones de lipidos; una de ellas formada por los lipidos fuertemente afectados por la
presencia de una molécula de colesterol cercana, y la otra formada por los lipidos que estan lo
suficientemente lejos de una molécula de colesterol como para ser considerados completamente no
afectados. El limite entre estas dos poblaciones o regiones se define por medio de un area de accion
del colesterol, determinada por un radio de accién (R,), centrada en cada molécula de colesterol. Una
representacion gréafica de la organizacion de los lipidos y el colesterol en este analisis se muestra en la
Figura 2.1.
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1nm

Lipidos no afectados

. Lipidos afectados
. Molécula de colesterol

Area promedio de
influencia del colesterol

Figura 2.1. Representacion gréafica del analisis de las dos poblaciones. La vista es perpendicular al plano de la
bicapa. Los discos representan los lipidos, las moléculas de colesterol y el area de accién del colesterol, segin se
indica en la figura con la escala de grises. El punto de vista es desde una posicién perpendicular al plano de la
bicapa.

Considerando que las fronteras entre estos dos dominios pueden ser atravesadas por los lipidos
(71), vamos a suponer que hay intercambio de lipidos entre estas dos poblaciones pero el tiempo en el
cual un lipido se ordena/desordena al entrar/salir del area de accion de una molécula de colesterol es
mucho mas corto que el tiempo del experimento, permitiéndonos asi tener dos poblaciones
perfectamente distinguibles. Los lipidos no afectados se consideraron completamente libres de
cualquier influencia del colesterol, es decir, fueron considerados en la fase de Iy teniendo la misma
dinamica ya descripta para liposomas de un solo componente. Los lipidos afectados, que poseen un
orden local mucho mayor debido a la influencia del colesterol, se consideraron, a los efectos del
calculo, en la fase I,. Cabe destacar, que los dominios definidos en este analisis no estan relacionados
con los dominios llamados rafts (80-82) que presentan fase |, y estdn formados basicamente por
colesterol y lipidos saturados.

En este andlisis, se aplico el modelo original modificado segun lo describe la ecuacion [2.7], tal que
los parametros fisicos relevantes correspondientes a la dinamica de los lipidos afectados fueron
obtenidos de la literatura para lipidos en la fase l,. Asi, la tasa de relajacion, R;, fue descripta como:

Total naf af
RI"™! = RY*

Nnaf naf 7 na naf qna naf yna
== (A () + AT (@) + AT () [2.7]
+ Naf( afJaf (a))+Agf\]af(a))_'_Angaf(a)))_'_ATﬂotal
OY FO D R R

N

donde los superindices af y naf significan lipidos afectados y no afectados, respectivamente; N
representa el nimero total de lipidos en la muestra; N " y N representan el ndmero de lipidos no
afectados y afectados respectivamente y estdn dados por las siguientes expresiones:

N"™ =N -N [2.8]
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N* =N, Y [2.9]

donde Nc es el numero total de moléculas de colesterol, A= {7[.(RA +1.)° - ﬂ.rg} es el area efectiva

o promedio de accion del colesterol, r. es el radio promedio de una molécula de colesterol y A, es el
area promedio de los lipidos afectados.

2.2.3. Experimentos de dispersion de la tasa de relajacion

2.2.3.1. Preparacion de la muestra

Se prepararon liposomas suspendidos en agua deuterada (D,O) compuestos de lipidos de
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) y colesterol a diferentes concentraciones, siendo los radios de las
vesiculas de 68 y 80 nm. La preparacion de las vesiculas fue realizada por Carla Meledandri, del
Instituto Nacional de Biotecnologia Celular, de Dublin, Irlanda. EI método de preparacion se describe
a continuacion, el cual puede separarse en tres etapas:

1. Se disolvieron 70,6mg de DOPC y, 10 y 25%mol de colesterol, en 2mL de cloroformo (CHCI3) y se
sec6 con corriente de nitrégeno (N,), dejandose luego unas horas en vacio para terminar de eliminar el
solvente. Esto se hizo para formar capas monomoleculares en las paredes del tubo cénico, para
favorecer la hidratacion cuando luego se le agregue la solucién acuosa. El lipido es bastante insoluble
en agua, y si al polvo del lipido agregamos directamente el buffer acuoso, va a tender a excluirse del
agua formando grandes agregados dificiles de desarmar.

2. Se hidrat6 la muestra agregando el buffer acuoso (1,5mL de D,O) mas tratamiento térmico. El
tratamiento térmico consistié en 5 ciclos de shock térmico (aire liquido por unos minutos-bafio
caliente a 35°C por unos minutos), y finalmente calentamiento durante una noche a 40°C. Estas
temperaturas deben estar por encima de la temperatura de transicion del lipido T, (T, = -18,3°C para
DOPC). Esta etapa se realiza para hidratar el lipido, donde todo el tratamiento térmico favorece que el
agua interactue bien con los grupos polares de los fosfolipidos. Se formé asi una suspension del lipido,
en forma de liposomas multilamelares, que son como cebollas, con multiples bicapas de lipidos
superpuestas. La distribucién de tamafios de estas vesiculas esféricas no es uniforme, es decir, hay una
distribucion amplia del nimero de bicapas por liposoma.

3. Se llevd a cabo la extrusion pasando las vesiculas multilamelares por membranas de policarbonato
con poros de un cierto diametro. Esto se hace para obligar a las vesiculas a adoptar una forma esférica
con diametro promedio definido por las membranas de policarbonato, por lo que a las vesiculas no les
gueda otra que tener una Unica bicapa. De esta manera se forman las vesiculas unilamelares. Los
tamafios promedios de las mismas fueron determinados por medio de mediciones de dispersion
dindmica de luz (dynamic light scattering, DLS), en un equipo de dispersion dindmica de luz laser
(Zetasizer Nano-Zs, Malvern Instruments, UK) usando un angulo de deteccion de 173° y provisto de
un laser He-Ne operando a una longitud de onda de 633 nm.

2.2.3.2. Modelado de la dispersion de la tasa de relajacion

Las curvas experimentales de los perfiles de dispersion de R; fueron interpretadas a partir de los
modelos descriptos anteriormente (ver seccion 2.2.2). Se adopt6 el modelo sistematico exitosamente
utilizado en trabajos previos (18,19) con pequefias modificaciones, como se describe a continuacion:

(i) Se fijaron los parametros fisicos relevantes, que aparecen en el modelo, dentro de sus intervalos
maés probables, usando valores de la literatura.
(if) Se ajustd la contribucion independiente de la frecuencia (una constante) y se selecciond el
valor 6ptimo para cada pardmetro dentro de su intervalo méas probable.
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(iii) Se hicieron ajustes finos de las amplitudes (pre-factores) de cada una de las contribuciones de
las densidades espectrales. La optimizacion de la curva se obtuvo mediante la minimizacion manual de
la suma de las diferencias al cuadrado (SDC) entre la curva simulada y los datos experimentales,
definida segun la ecuacion [2.10]:

sDC =3 (Re® —RI™) [2.10]
1

donde R;*® y R;™ representan los valores experimentales y modelados de R; a la frecuencia vg;,

respectivamente. Mientras menor sea el valor de SDC, la curva modelada reproduce de manera mas

acertada a los datos experimentales.

Los errores fueron determinados mediante el analisis de la sensibilidad de la curva modelada a las
variaciones de cada pardmetro. El intervalo de error obtenido para cada pardmetro corresponde al
maximo desplazamiento de la curva modelada dentro del error experimental (aproximadamente el
tamafio de los puntos que se observan en los gréficos).

2.2.3.3. Medicién de la tasa de relajacion espin-red en funcion de la frecuencia de Larmor en
liposomas con colesterol

Las dispersiones de la tasa de relajacion de protones se midieron usando la técnica de RMN con
ciclado réapido de campo (33) con un relaxémetro Spinmaster FFC- 2000 Fast Field-Cycling NMR
(Stelar; Mede, Italia) para un volumen de muestras de liposomas de 1 ml. Las mediciones mostradas
en este capitulo fueron realizadas por Carla Meledandri, del Instituto Nacional de Biotecnologia
Celular, de Dublin, Irlanda. En todos los casos se usé un campo magnético de polarizacion de 0,329T
(equivalente a 14MHz para 'H), que fue encendido durante un periodo de 0,5s para generar la
magnetizacion en la muestra. El valor del campo de adquisicién fue 0,217T (9,25MHz). Una velocidad
de conmutacion de campo de 0,47T.ms™ (20MHz.ms™) fue utilizado en todos los casos, con un tiempo
de conmutacion de 1,5ms para permitir que el campo magnético se re-establezca en un valor de
equilibrio. Una velocidad de digitalizacion de 1 MHz se utilizé para la adquisicién, con un tiempo
muerto de alrededor de 20 ps. Para la FID se tomaron muestras de 512 puntos en el intervalo de
tiempo 25- 540us, obtenida mediante un pulso de 90° de 7,5 ps de duracién.

Los valores de R; fueron determinados de las curvas de recuperacién de la magnetizacion por
ajuste de cuadrados minimos. Estos valores no fueron sensibles a la ventana temporal sobre la cual la
FID fue muestreada. El proceso de relajacion de espin para todas las muestras resultd ser
monoexponencial, dentro del error, a todas las frecuencias. La temperatura de la muestra fue
controlada dentro de los 0,5K aproximadamente utilizando el controlador de temperatura variable
Spinmaster. Las temperaturas se calibraron externamente utilizando una termocupla de Cu-Al en un
tubo de RMN de 10 mm. El tiempo para cada experimento estuvo limitado por la estabilidad de las
suspensiones. Después de varios dias se observaron cambios en R; y en el tamafio hidrodinamico. Los
datos presentados aqui fueron obtenidos tipicamente de 64 repeticiones para cada una de las
frecuencias y el tiempo de medicion total fue de 24h para cada curva de dispersion, durante el cual las
suspensiones no cambiaron.

Los perfiles se midieron dentro del rango de frecuencias de 30 kHz a 15,2 MHz, donde podemos
asegurar que las mediciones no estan afectadas por la presencia de los campos locales (18). Los
liposomas utilizados se encontraban en la fase liquido cristalina y estaban compuestos de DOPC y
colesterol a las concentraciones de 10%mol y 25%mol. Los experimentos se realizaron en
suspensiones de liposomas con radios hidrodinamicos promedios de 80 y 68 nm, a 298 K.

Cabe sefalar que la técnica de RMN con ciclado rapido de campo es una técnica de baja resolucion
debido al rango de frecuencias en el cual trabaja por lo tanto, la sefial adquirida no puede distinguir las
contribuciones de los protones de los diferentes componentes de la muestra. En nuestras muestras,
tenemos protones en los lipidos, en las moléculas de colesterol y en el DOH formado. Este Gltimo se
forma debido a la cinética de intercambio de protones entre moléculas de D,O y H,0. Asimismo, los
protones de los lipidos son los mas abundantes, por lo que podemos considerar que la sefial que
medimos proviene basicamente de los lipidos. Ademas, la presencia de los protones del colesterol y
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del DOH no altera significativamente los perfiles de dispersion. Mientras las moléculas de colesterol,
como asi las posibles moléculas de DOH ligadas a los lipidos, siguen la dindmica de los lipidos en
primera aproximacion, la contribucion a la relajacion debida a las moléculas libres de DOH no es
dispersiva (constante).

Andlisis de una sola poblacién

Las curvas experimental y modelada usando éste analisis para liposomas de DOPC a 298 K con: (a)
10%mol de colesterol y radio Ry = 80 nm, y (b) 25%mol de colesterol y radio Ry = 68 nm, se
muestran en las Figuras 2.2 y 2.3, respectivamente. Los correspondientes pardmetros del modelo estan
dados en las Tablas 2.1y 2.2.

De las curvas simuladas se observa gque, considerando el mismo modelo usado para liposomas sin
colesterol (18,19), es posible reproducir la curva experimental muy bien para ambos porcentajes de
colesterol. Los valores numéricos de todos los parametros se encuentran dentro del rango esperado de
acuerdo a la literatura (comparar Tablas 2.1 y 2.2 con tabla 2.3). Notar que los valores
correspondientes a 0% de colesterol en las tablas 2.1 y 2.2 fueron adaptados para tener en cuenta la
diferencia de tamafio de los liposomas, utilizando el modelo establecido para la dependencia del
tamafio en membranas de un solo componente (19).

Las variaciones de los parametros, debidas a la presencia del colesterol, mostrados en las Tablas 2.1
y 2.2, sugieren cambios en las propiedades de la membrana, de acuerdo con la literatura (ver Tabla
2.3). Entre ellas encontramos que la constante elastica se incrementa (mas rigidez en la membrana), la
constante de difusion traslacional disminuye y el tiempo de correlacion rotacional aumenta.

1000:IIIIII| T T LI B B B | T T LI B B R |

DOPC+10%mol de colesterol a 298K

100

R, [s7]

10

. | DIF |FO
100000 1000000
v [Hz]

Figura 2.2 Dispersiéon experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DOPC con 10%mol de colesterol, radio Ry = 80nm a 298K (e). La curva de dispersion modelada usando el
analisis de una sola poblacién es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son
incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo), rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los
pardmetros correspondientes se muestran en la Tabla 2.1.
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Parametros Valores obtenidos del modelado Variacion porcentual
% molar de colesterol 0 N
5 D,0 [Kg/s.m] 1,1x 107 1,1x10° | e
c 0 o | -
a [nm] 1 A s
x [J] (5,4+0,8) x 10°° | (6,3+0,9) x 10 17
Aro[57] (1,0£0,3) x 10° | (1,4+0,3) x 10° 40
D [m?/s] (13+4) x 10 (7£2) x 10 -46
5 [5] (0,7£0,2) x 10* | (1,2+0,3) x 10™ 71
Ap [s7] (1,0£0,3) x 10° | (1,2+0,4) x 10’ 20
R [5] (1,1£0,3) x 10° | (2,1+0,5) x 107 91
Ag[s7] (1,0£0,3) x 10° | (0,7+0,2) x 10° -30
Aur[s'] (5+1) (6,1+0,9) 22

Tabla 2.1. Parametros correspondientes al modelado de la dispersién de la tasa de relajacion usando el analisis
de una sola poblacion, para liposomas de Ry = 80nm compuestos de DOPC y 10 %mol de colesterol, a 298 K
(ver Figura 2.2). Los parametros para liposomas de DOPC con Omol% de colesterol son mostrados a modo de
comparacion (18,19).
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Figura 2.3. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DOPC con 25%mol de colesterol, radio Ry = 68nm a 298K (e). La curva de dispersion modelada usando el
analisis de una sola poblacidn es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son
incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo), rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los
pardmetros relevantes se muestran en la Tabla 2.2.
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Parametros Valores obtenidos del modelado Variacion porcentual
% molar de colesterol 0 25 | e
5 D,0 [Kg/s.m] 1,1x 107 1,1x10° | e
c 0 o | -
a [nm] 1 A s
0[] (5,4+0,9) x 10°° | (8+1) x 10™ 48
Aro[57] (1,0£0,3) x 10° | (2,0+£0,4) x 10° 100
D [m?/s] (8,8+0,3) x 10 | (5,5+0,8) x 10™* -38
5 [8] (0,7+0,2) x 10” | (1,0£0,1) x 10™ 43
Ap [s7] (1,3+0,2) x 10° | (3,5+0,3) x 10’ 170
R [5] (1,1£0,3) x 10° | (1,6+0,3) x 107 45
Ag[s7] (2,0£0,3) x 10° | (1,5+0,2) x 10° -25
Aur[s'] (5+1) (7,120,8) 42

Tabla 2.2. Parametros correspondientes al modelado de la dispersion de la tasa de relajacién usando el analisis
de una sola poblacién, para liposomas de Ry = 68nm compuestos de DOPC y 25%mol de colesterol, a 298 K

(ver Figura 2.3). Los parametros para liposomas de DOPC con O0mol% de colesterol son mostrados a modo de
comparacion (18,19).

Rango de los
Parametros Rango de los pardmetros en la fase Iy Referencias pardmetros en Referencias
la fase |,
% molar de >35
colesterol 0 10 25 <50
n D,O [Kg/s.m] | (0,8-1,3)x10° (0,8-1,3)x10° | (0,8-1,3)x10° (83,84) (0,8-1,3)x10° (83,84)
G 0-25 0-25 0-25 (10,78,85) 0-25 (10,78,85)
a [nm] 1-1.2 1-1.2 1-1,.2 (86-89) 1-1,2 (86-89)
Area del
itsre e | 0,32-0,39 0,32-0,39 (39,41,42,90) 0,32-0,39 (39,41,42,90)
Area[‘r’]%z']'p'do 0,71-0,74 0,7-0,72 0,64-0,69 (54,90-92) | e |
& [J] 0,4x10%-1x10™" | (6,1-8,8)x10% | (6,4-8)x10™° (47,54,91,93,94) 3*5’“'8*: Kio < (56,95)
Id
P 7 o 1,6x10"- 1,6x10"- 1,6x10"-
Aro[s?] 1,6x 10"- 9,910 9.9x10° 9.9 x10° (96,97) 9 9x10° (96,97)
D [m?/s] 10721010 G.8-7X102 | (4.9-6)x10™2 (57'59’65(’)%;"86'98_ Pwt=Do= | (51,55,57,75,101)
Id
2 1,6x10'- 1,6x10’- 1,6x10'- 1,6x10'-
Ao [57] 9,9x10° 9,9x10° 9,9x10° (96,97) 9,9x10° (96,97)
Id To
w[s] 100107 1070107 1070107 (17,102,103) 2t 4?.:} = (101)
R
2 1,6x107-9,9x 1,6x10’- 1,6x10"- 1,6x10"-
Arls”] 9,9x10° 9,9x10° (96,97) 9,9x10° (96,97)
_______ ] ] (41—
Ra[nm] 0,5-3 (41-43,76,77,104) 0,5-3 43.76.77.104)
Numero de
lipidos
afectadospor | (43,76,105) 1-9 (43,76,105)

cada molécula
de colesterol

Tabla 2.3. Resumen de los intervalos mas probables para cada parametro fisico en las fases Iy y lo, con sus

correspondientes referencias.
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Andlisis de las dos poblaciones

Con este analisis, se modelaron curvas para diferentes cantidades relativas de lipidos afectados y no
afectados por el colesterol, segun el siguiente procedimiento:

(i) Se fijaron los parametros correspondientes a la dindmica de los lipidos no afectados. Estos
fueron los mismos que aquellos para 0% de colesterol, adaptados segun el tamafio del liposoma.

(ii) Se fijaron los pardmetros correspondientes a la dindmica de los lipidos afectados dentro de sus
intervalos méas probables, de acuerdo con los valores de la literatura para la fase |,.

(iii) Se seleccionaron uno de los diez valores entre 10% y 100% para la fraccion de lipidos
afectados, lo cual es equivalente a seleccionar un valor para el radio de accion del colesterol, R (ver
ecuacion [2.9]).

(iv) Se determind la curva éptima para cada valor de R, por medio de ajustar los parametros de los
lipidos afectados, dentro de sus intervalos mas probables. Esto se hizo de forma manual mediante la
busqueda del mejor acuerdo entre el modelado y los datos experimentales. A partir de esta curva se
extrajeron los valores mas probables para la fase I,.

(v) Se determind el valor 6ptimo de R,, es decir la fraccion de lipidos afectados, minimizando la
suma de las diferencias al cuadrado SDC dada por la ecuacién [2.10].

Asi vemos que con este procedimiento podemos obtener el radio de accién del colesterol, es decir,
el nimero promedio de lipidos afectados, N*, para cada concentracién de colesterol. Notar que segdn
la ecuacion [2.7], hemos supuesto que el valor de N* es el mismo para todos los procesos dindmicos
(en promedio).

El resultado de este procedimiento para liposomas de DOPC a 298K con colesterol a las
concentraciones del 10%mol y 25%mol se muestra en las Figuras 2.4 y 2.5, respectivamente, en las
cuales la SDC aparece en funcién del porcentaje de lipidos afectados. Es posible observar de estas
figuras, que el porcentaje de lipidos afectados que minimiza el valor de la SDC fue del 90% para
liposomas con 25 %mol de colesterol, lo que equivale a un R,= 0,48 nm y un numero de lipidos
afectados por molécula de colesterol de ~3. En el caso del 10% mol de colesterol, el porcentaje de
lipidos afectados que minimiza el valor de la SDC fue del 40%, lo que equivale a un R,= 0,63 nmy a
un numero de lipidos afectados por molécula de colesterol de ~4. Las curvas experimental y modelada
correspondientes a estos valores de N* se presentan en las Figuras 2.6 y 2.7, y los pardmetros
correspondientes se muestran en las Tablas 2.4 y 2.5, para 10 y 25 %mol de colesterol,
respectivamente.
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DOPC+10%mol de colesterol

1200

1000

800 | -

SDC
°

600 | ® . .
400 | . .

200 + ° ° i
L JPa—
O 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 1 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
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Figura 2.4. Valores de SDC en funcion del porcentaje de lipidos afectados para liposomas de DOPC a 298K con
10%mol de colesterol y radio R;=80 nm. EI minimo muestra que la curva éptima corresponde a 40% de lipidos
afectados.
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Figura 2.5. Valores de SDC en funcion del porcentaje de lipidos afectados para liposomas de DOPC a 298K con
25%mol de colesterol y radio Ry=68 nm. EI minimo muestra que la curva 6ptima corresponde a 90% de lipidos
afectados.
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Figura 2.6. Dispersién experimental de la tasa de relajacion para una suspension de liposomas de DOPC con
10%mol de colesterol, radio Ry = 80nm a 298K (e). La curva de dispersién modelada usando el analisis de las
dos poblaciones es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas:
fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo), rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Las lineas mas
gruesas corresponden a los lipidos afectados. Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 2.4
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Figura 2.7. Dispersion experimental de la tasa de relajacion para una suspension de liposomas de DOPC con
25%mol de colesterol, radio Ry = 68nm a 298K (e). La curva de dispersion modelada usando el analisis de las
dos poblaciones es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas:
fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo), rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Las lineas mas
gruesas corresponden a los lipidos afectados. Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 2.5.

Parametros Valores obtenidos del modelado
Lipidos no afectados Lipidos afectados
(fase ly) (fase 1,)
5 D,0 [Kg/s.m] 1,1x10° 1,1x10°
o 0 0
a [nm] 1 1
Area del colesterol [nm?*] | = - 0,35
Area por lipido [nm?] 0,73 0,71
x[J] (5,4+0,8) x 10%° (30+10) x 107
Aro [s7] (1,040,3) x 10° (3+2) x 10°
D [m?/s] (1,3+0,4) x 10™* (0,5+0,2) x 10"
o [5] (0,74¢0,2) x 10 (1,5+0,5) x 10
Ao [57] (1,0+0,3) x 10° (2,1+0,9) x 10°
R [S] (1,120,3) x 107 (4,4+0,9) x 10°
Ag[s7] (1,0+0,3) x 10° (0,8+0,1) x 10°
Aur [s7] (5,8+0,6)
Ra[pm] | - 0,63
Numero de lipidos afectados 3,6
por cada moléculade | -
colesterol

Tabla 2.4. Pardmetros correspondientes al modelado de la dispersion de la tasa de relajacion usando el andlisis
de las dos poblaciones con 40% de lipidos afectados, para liposomas de Ry = 80nm compuestos de DOPC y
10%mol de colesterol, a 298 K (ver Figura 2.6).
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Parametros Valores obtenidos del modelado
Lipidos no Lipidos afectados
afectados (fase 1,)
(fase lg)
n D,0 [Kg/s.m] 1,1x10° 1,1x10°
c 0 0
a [nm] 1 1
Area del colesterol [nm*] | - 0,35
Avrea por lipido [nm?] 0,73 0,64
x [J] (5,4+0,9) x 10 (30£10) x10™%°
Aro[57] (1,00,3) x 10° (5,1%1,9) x10°
D [m?/s] (8,8+0,3) x 10™ (5,5+0,8) x10™*
5 [5] (0,740,2) x 10™ (1,0+0,1) x 10™
Ap [s7] (1,3+0,2) x 10° (4,3+0,4) x 10’
R[] (1,1+0,3) x 10° (3,7#0,5) x10°®
Ag[s7] (2,0+0,3) x 10° (0,9+0,1) x 10°
Awrls] (8,420,2)
Ra[nm] | - 0,48
Numero de lipidos afectados 2,7
por cada moléculade | = -
colesterol

Tabla 2.5. Parametros correspondientes al modelado de la dispersion de la tasa de relajacién usando el analisis
de las dos poblaciones con 90% de lipidos afectados, para liposomas de Ry = 68nm compuestos de DOPC y
25%mol de colesterol, a 298 K (ver Figura 2.7).

Los resultados obtenidos muestran claramente que también es posible generar, con el andlisis de las
dos poblaciones, curvas modeladas que estan en muy buena concordancia con las curvas
experimentales para ambas concentraciones de colesterol. Ademas, los valores numéricos utilizados
para los parametros de las curvas 6ptimas (Tablas 2.4 y 2.5) estan en el rango esperado de acuerdo a la
literatura (comparar las Tablas 2.4 y 2.5 con Tabla 2.3) y sus variaciones con el colesterol coinciden
con las expectativas fisicas, como se discute mas adelante.

Analisis y discusion

Los resultados obtenidos con ambos analisis sugieren fuertemente que el modelo utilizado
anteriormente en otros trabajos para explicar el perfil de la tasa de relajacion espin-red en liposomas
de un solo componente (18,19) se puede extender para el estudio de liposomas que contienen
colesterol en la membrana. Sin embargo, como dos analisis diferentes pueden ser utilizados para
reproducir los perfiles experimentales, es necesario hacer una evaluacion completa y comparativa
entre ellos. Los valores de SDC calculados para cada simulacion nos proveen una forma de comparar
los resultados obtenidos con los dos andlisis para los porcentajes de colesterol estudiados.

Si consideramos las curvas modeladas a los dos porcentajes de colesterol usando el mismo analisis,
en el caso del andlisis de una sola poblacion, el valor de SDC para la simulaciéon con 10% mol de
colesterol fue aproximadamente 4,4 veces mas pequefio que para el caso de 25% mol. Por otro lado,
para el analisis de las dos poblaciones, el valor de SDC para la curva correspondiente al 10% mol fue
aproximadamente 10 veces menor que la de 25% mol de colesterol. Claramente ambos analisis
reproducen mucho mejor los perfiles experimentales a un menor contenido de colesterol. Esto
probablemente se deba a que la dindmica de colesterol, la cual llega a ser mas importante a mayor
contenido de colesterol, no esta incluida de forma independiente en nuestros analisis.

Si ahora consideramos las curvas modeladas al mismo porcentaje de colesterol usando diferentes
andlisis, en el caso de 10% mol de colesterol, el valor de SDC usando el anélisis de una poblacion fue
aproximadamente 3,3 veces mas grande que para el analisis de las dos poblaciones. Por otro lado, en
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el caso de 25% mol de colesterol, el valor de ese factor fue de alrededor de 1,4. Asi, los valores de
SDC sugieren que el analisis de las dos poblaciones proporciona una mejor descripcién de los datos
experimentales. En la Tabla 2.6 se comparan los resultados para los dos porcentajes molares de
colesterol usando ambos anélisis.

En el andlisis de una poblacién se asumié que el colesterol induce una modulacién de los
parametros viscoelasticos de toda la membrana permaneciendo en la fase liquida cristalina
desordenada, I, a 298 K. Los resultados fueron consistentes, para ambos porcentajes de colesterol, con
las observaciones de otros autores que se pueden encontrar en la literatura (57,75), estando los
parametros obtenidos dentro del rango esperado (comparar las Tablas 2.1 y 2.2 con la Tabla 2.3). Al
comparar los valores de tp para 0, 10 y 25% mol de colesterol es posible apreciar un ligero incremento
en el mismo con el contenido de colesterol como era esperado de acuerdo con otros trabajos
(57,59,70). Un comportamiento similar se observé para los valores de tr (56). Estos resultados
sugieren que el colesterol hace méas lentos los procesos de difusion y rotacion de los lipidos. La
constante elastica k mostré un ligero incremento con el contenido de colesterol, también de acuerdo
con otros estudios reportados en la literatura (47,54). Este resultado se atribuy6 a la estructura mas
rigida y ordenada que adquieren los lipidos por la presencia de colesterol (37—49). Por ultimo, las
amplitudes A; no mostraron un cambio muy grande con la adicion del colesterol, pero sus variaciones
fueron mayores para el caso de 25% mol de colesterol (ver Tablas 2.1 y 2.2). Atribuimos este efecto a
la dindmica del colesterol, pues a medida que la concentracion aumenta, las moléculas de colesterol
contribuyen mas a la sefial de *H y su dindmica empieza a ser relevante. Dado que no hemos incluido
en el modelo un término especial que refleje la dindmica de colesterol (ver ecuaciéon [2.1]), esta
contribucion es absorbida por las amplitudes de los procesos dindmicos de los lipidos. Esta
aproximacién es equivalente a la suposicion implicita de que el colesterol sigue la dindmica de los
lipidos, que en principio es razonable para la difusién, de acuerdo con otros autores (71) y para las
fluctuaciones de orden.

El andlisis de dos poblaciones, el cual estuvo inspirado en resultados de simulaciones
computacionales (41-43,76,77), permitio obtener perfiles de la tasa de relajacion que concuerdan muy
bien con los datos experimentales para ambos porcentajes de colesterol, estando los parametros
obtenidos dentro del rango esperado (comparar las Tablas 2.4 y 2.5 con la Tabla 2.3). El pardmetro
clave a determinar con esta metodologia fue R,, lo cual se hizo por comparacion estadistica entre las
curvas experimentales y modeladas. Los resultados mostraron que hay alrededor de 3 lipidos afectados
por cada molécula de colesterol, lo cual es consistente con el rango de valores provenientes de
simulaciones de dindmica molecular encontrados en la literatura (76,105). Respecto a los restantes
parametros fisicos obtenidos mediante las curvas dptimas, se observo que los procesos de difusion y
rotacion eran mas lentos para los lipidos afectados, y la constante elastica k aument6 aproximadamente
5,5 veces en la fase de I, lo cual es consistente con una estructura local mas rigida y ordenada por
efecto del colesterol. Las amplitudes A; no mostraron grandes cambios entre las dos poblaciones de
lipidos. Sin embargo, las variaciones fueron mayores para el caso de 25% mol de colesterol (ver
Tablas 2.4 y 2.5) lo cual, una vez mas, se puede atribuir a la mayor influencia de la dinamica del
colesterol a medida que aumenta su concentracién. Ademas, esto se evidencia con el hecho de que la
curva 6ptima para 10%mol de colesterol genera un valor de SDC menor que la correspondiente a
25%mol (ver Tabla 2.6).
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Analisis de una Analisis de dos poblaciones Analisis de una Anadlisis de dos poblaciones
sola poblacién 60% 40% sola poblacién 10% 90%
Parametros (fase lg) Lipidos no Lipidos (fase 1y) Lipidos no Lipidos afectados
afectados afectados afectados (fase 1)
(fase 1g) (fase 1) (fase 1g) R,= 0,48nm
R,=0,63nm
Porcentaje
molar de 10 0 10 25 0 25
colesterol
R, (M) 80 80 68 68
) (6,3+0,9) x 10 | (5,4+0,8)x10”° | (30+10)x 10 (8+1) x 10%° (5,4+0,9) x 10 | (30 +10) x107%°
Aro (57) (1,4+0,3) x 10° (1,0+0,3) x 10° (3+2) x 10° (2,0+0,4) x 10° (1,0£0,3) x 10° (5,1 +1,9) x10°
D (m?/s) (0,720,2) x 10™ | (1,3#0,4)x10™ | (0,5+0,2) x 10 | (5,5+0,8)x 10™* | (8,8+0,3)x 10™* | (5,5+0,8) x 107
75 (S) (1,240,3) x 10™ (0,740,2) x 10 (1,5+0,5) x 10™ (1,0£0,1) x 10™ (0,740,2) x 10* | (1,0#0,1) x 10™
Ap (57) (1,240,4) x 10° (1,0+0,3) x 10° (2,1+0,9) x 10° (3,5+0,3) x 10° (1,3%0,2) x 10° (4,3%0,4) x 10°
7z (S) (2,1+0,5) x 10° (1,1#0,3) x 107 (4,4+0,9) x 107 (1,6+0,3) x107 (1,1+0,3) x 10° (3,740,5) x 10°
Ag(s™®) (0,740,2) x 10° (1,0+0,3) x 10° (0,8+0,1) x 10° (1,540,2) x10° (2,0£0,3) x 10° (0,9+0,1) x 10°
Ayr (57 (6,1+0,9) (5,8+0,6) (7,1%0,8) 8,4
sSDC 211 63 942 661

Tabla 2.6. Analisis comparativo de los parametros fisicos mas importantes de los modelados de los perfiles de la
tasa de relajacion, para liposomas de DOPC con 10 y 25%mol de colesterol a 298K, usando los analisis de una y
de dos poblaciones.

En resumen, con nuestra metodologia de analisis hemos encontrado que para liposomas con
colesterol los perfiles de la tasa de relajacién espin-red de protones son mas consistentes con la
division de la poblacién de lipidos en afectados y no afectados por el colesterol, que con la descripcion
de una unica fase promedio (ver valores de SDC en la Tabla 2.6). Ademas, obtuvimos la primera
estimacion experimental del nimero de lipidos afectados por cada molécula de colesterol, para
concentraciones de colesterol de hasta 25%mol, dando esto un sustento a diversos estudios
computacionales previos, realizados por otros autores.

Asi, hemos validado la técnica de RMN con ciclado rapido de campo magnético para el estudio de
dindmica molecular en liposomas multicomponentes, demostrandose ademas que esta técnica tiene la
habilidad de proporcionar informacién sobre la rigidez de la membrana (pues nos permite obtener el
valor de la constante elastica de flexion) y sobre la movilidad lateral de los lipidos mediante un dnico
experimento que es no invasivo/destructivo para los liposomas.
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Capitulo 3

Ajustes automaticos de los perfiles de
dispersion de la tasa de relajacion

Como se mostrd en el capitulo anterior, existe un modelo para interpretar la dispersién de la tasa de
relajacion espin-red de protones en liposomas unilamelares, con (106) y sin colesterol agregado
(18,19). La obtencion de la mejor curva segun este modelo que describe el perfil de dispersion se ha
basado en un método manual, en el cual se utiliza como criterio de parada la minimizacién de la SDC
(ver ecuacion [2.10]). Con el objetivo de generar una metodologia automatica de busqueda de la curva
de ajuste o modelado Optima, es decir, que mejor describa la curva experimental, se escribié un
programa simple en FORTRAN que se encarga de buscar dicha curva. A continuacién se describe esta
metodologia automatica.

Vale la pena mencionar que estos estudios apuntan al analisis sistematico de muestras de liposomas
de diferentes formulaciones, siendo importante para ello poder implementar una metodologia que trate
a los datos de diferentes muestras con un Unico criterio y en forma automatica.

3.1. Planteo del problema a resolver

Consideremos el modelo dado por la ecuacién [2.1]. Se puede observar que en este modelo
aparecen tres parametros fisicos relevantes (k, tp, tr), tres amplitudes (Aro, Ap, Ar) Y Una constante
(Amr), por lo que podriamos decir que tiene asociado siete parametros a determinar al momento de
guerer encontrar la curva de ajuste 6ptima. La metodologia que se aplicd para obtener las curvas
mostradas en el capitulo 2, estuvo basada en una busqueda bibliografica previa que permitiera
determinar los valores que puede tomar cada parametro, segln otros trabajos cuyas mediciones han
sido llevadas a cabo con diversas técnicas experimentales. Una vez fijados esos rangos, se procedia a
la busqueda manual de la mejor combinacion de los siete parametros antes mencionados tal que
reprodujeran la curva experimental tomando el minimo valor de la suma de las diferencias al cuadrado
SDC (ver ecuacion [2.10]). Esta metodologia funcioné muy bien pero era poco eficiente considerando
el gran consumo de tiempo que involucraba. Por lo tanto, se procedié a escribir un programa muy
sencillo en FORTRAN que se encarga de buscar automaticamente la mejor combinacion de
parametros dentro de los rangos establecidos, como se describe en la siguiente seccion. Cabe destacar,
que si utilizdramos un ajuste convencional por cuadrados minimos con siete parametros de ajuste
libres, la curva 6ptima que obtendriamos podria no tener sentido fisico, sumado al hecho de que esto
no serviria como una validacion del modelo.
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3.2. Automatizacion

3.2.1. Método de parametros iniciales fijos y minimizacién de SDC

Inicialmente se intenté automatizar exactamente el mismo procedimiento que se llevaba a cabo en
forma manual para encontrar la curva optima. Este procedimiento consistia en darle valores iniciales
(dentro de los rangos preestablecidos) a los siete parametros, que llamaremos Kini, 7oini, ZRini» AFoinis
Abini» Arini» Y Awvrini» Y S€ le pedia al programa que calcule el valor de SDC, que llamaremos SDC;y;.
Luego, dejando fijos seis de los siete parametros en esos valores iniciales, se variaba el séptimo
parametro dentro del rango y con un paso preestablecido, hasta encontrar un valor que permitiera
obtener una SDC menor que SDC;,. Se repetia el mismo procedimiento siete veces, cada vez variando
un parametro diferente, pero en cada paso se reemplazaban los valores de los parametros iniciales por
los nuevos pardmetros encontrados, como se describe en la Figura [3.1], en donde el subindice opt se
ha utilizado para referirse al nuevo valor encontrado para cada parametro:

Kini Kopli Koptl. Koptl

Tpini Thini Toptt Fort

TRini TRini TRini Fropu

AFOini SDCini - AFoini SDCoptl - AFOini SDCoptZ reeeee AFOoptl SDCOpW
Aoini Abini Apini ADOP‘l

ARini ARini ARini AROPtl

AMRini AMRini AMRini AMRopﬂ

Figura 3.1. Diagrama de funcionamiento del método de pardmetros iniciales fijos y minimizacion de SDC.

Este procedimiento de siete pasos era repetido N veces, siendo N el nimero de iteraciones, cuyo
valor se fijaba antes de empezar a correr el programa. Esta metodologia de calculo de la curva 6ptima
no tuvo éxito cuando se la intentdé automatizar basicamente por dos motivos. Primero, no tenia un
criterio de parada, dado que el nimero de iteraciones N era establecido por el usuario, sin tener un
criterio claro para la eleccion de su valor. Efectivamente se comprobd que el hecho de que N creciera
no implicaba que el programa convergiera a una mejor solucion. Segundo, se observé una alta
dependencia del resultado con los valores iniciales de los parametros, tal que el programa encontraba
minimos locales para la funcion SDC, quedandose estancado en ellos sin recorrer todo el hiperespacio
establecido por los rangos de los siete parametros, siendo el ajuste final muy malo (pese al valor de
bajo de SDC).

3.2.2. Método de parametros iniciales aleatorios y minimizacion de PROM

Intentando resolver el inconveniente planteado en el método de la seccién 3.2.1 respecto a que el
programa no recorre todo el hiperespacio establecido por los rangos de valores de los siete parametros,
decidimos tomar aleatoriamente conjuntos de siete pardmetros dentro del hiperespacio establecido. Es
decir, en lugar de entregarle al programa un conjunto de valores iniciales, le permitimos que los elija
aleatoriamente dentro de los intervalos preestablecidos. Ademas, introdujimos un nuevo método de
optimizacién llamado PROM que estd asociado a la minimizacion del promedio de las diferencias
absolutas entre valores medidos y ajustados de R; (ver ecuacion [3.5]).
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Utilizamos una funcion generadora de nimeros aleatorios e impusimos la siguiente restriccion de
seleccidn de este conjunto inicial de parametros:

‘ oxp mod

[3.1]
RE?

donde R;™ y R;™ representan los valores experimentales y modelados (0 ajustados) de R; a la
frecuencia vy, respectivamente, y A es un numero (en general entre 0,1 y 0,25) que funciona como una
cota y se calcula para cada curva experimental. A se obtiene de calcular una cantidad llamada dif_max
definida como el valor maximo del mddulo de la diferencia entre prome; y Ry, como se muestra en
la ecuacion [3.2].

exp
‘promei -R;

dif_max = max_val =1, Nyggos [3.2]

prome,

donde prome; es el promedio entre R;i;*" y R1i+:”®, como se describe en la ecuacion [3.3].

prome, = (R + R&P) /2 i=2,...,Ng..—1 [33]

datos

exp

donde prome, =R} Y prome, =R{¥ .

De esta manera, el célculo de dif_max nos da una idea de cuan lejos estan algunos puntos medidos de
la tendencia general de la curva, siendo prome; una forma de estimar esta tendencia. Finalmente, se
decidio tomar A igual a tres veces el valor de dif_max.

Asi, inicialmente el programa calcula el valor de A utilizando las ecuaciones [3.2] y [3.3], luego
elije aleatoriamente un conjunto de siete parametros (siempre dentro de los rangos permitidos) y
calcula Ry™ para todos los valores de frecuencia medidos. Posteriormente, utiliza la ecuacion [3.1]
para saber si toma ese conjunto de pardmetros o lo descarta. Se pudo comprobar que el imponer esta
restriccion inicial, reduce mucho el tiempo de célculo.

Una vez que el programa encuentra un conjunto de parametros que cumple con la restriccion inicial
dada por la ecuacion [3.1], se procede a utilizar el criterio de optimizacion que, como se mostrara
posteriormente, también serd un criterio de parada. Considerando que para ello se venia haciendo uso
de la minimizacién de SDC, se continud usando este criterio al cual se le adicionaron otros dos, a
modo de comparacion y se definen de la siguiente manera:

exp mod .
SlGMAz—‘ 0 i I Z:L""’ Ndatos [34]
Ry
PROM = hak R R [3.5]
}/ datos 1 RleIXp .

Se obtuvieron resultados usando los tres criterios de optimizacion (SDC, SIGMA y PROM) y se
verifico que los mejores resultados se conseguian usando la minimizacion de PROM, tomando asi solo
éste como criterio de optimizacion para el calculo de las futuras curvas. Para permitir que este método
converja a un resultado se establecié una cota o (en general entre 0,04 y 0,1) para el valor de la
funcion PROM, como se muestra en la ecuacion [3.6]. Esta cota, la cual se llamé q_pmax en el
programa, se calcula nuevamente para cada curva experimental y estd dada como minimo por el valor
de dif_max o un valor mayor en caso de que el programa no converja a ningan resultado en un tiempo
finito. Entonces el programa verifica como segundo paso, luego de pasar la restriccion inicial de la
ecuacion [3.1], que se cumpla la ecuacion [3.6]. Si no se cumple, el programa debe seguir buscando
otro conjunto de parametros y repetir nuevamente todo el proceso descripto.
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e mod
Ndam 1 Rll

PROM = y <a. [3.6]
datos |_1

T pep
Rll

Finalmente, si el conjunto de pardmetros tomados al azar cumple con las restricciones de las
ecuaciones [3.1] y [3.6], el programa calcula la curva de ajuste.

Esta metodologia de optimizacion tiene una pequefa debilidad y es el hecho de que al pedirle a los
puntos de la curva calculada que cumplan con la restriccion inicial de la ecuacion [3.1], estamos
descartando conjuntos de parametros que podrian ser buenos, por culpa tal vez de unos pocos puntos
que se encuentran muy alejados de la tendencia de la curva. Esto nos motivo a introducir en el
programa alguna metodologia automatica de eliminacion de puntos que estan mal medidos antes de
aplicar todo el procedimiento previamente descripto. Con este objetivo en mente, se intentd buscar un
criterio que permitiera identificar los puntos experimentales que no seguian la tendencia general de la
curva, y por lo tanto no serian considerados en la seleccion inicial de parametros que cumplan con las
restricciones [3.1] y [3.6]. La funcién mas sencilla con la que se empez6 fue un polinomio de grado
uno, es decir, se aproximé la curva experimental de a tramos por rectas tal que el criterio que se
establecio para eliminar puntos fue el hecho de obtener variaciones abruptas en las pendientes de estas
rectas. Cuando la variacion entre las pendientes de dos rectas consecutivas era menor a un cota
preestablecida, entonces el punto era conservado, caso contrario no se lo consideraba para el ajuste
inicial. Es decir, este criterio describia la curva experimental por rectas consecutivas que involucraran
de a cinco puntos (el punto central era el punto a evaluar), cuyo empalme debia ser lo mas suave
posible. Las fallas de este método fueron que no permitia evaluar la calidad de los puntos de los
extremos de la curva y los puntos que eliminaba eran muchas veces puntos que efectivamente si
seguian la tendencia de la curva. Se intentd utilizar polinomios de mayor grado combinados con
funciones més complejas como una exponencial, pero no tuvimos éxito. Es decir, no fue posible
encontrar un criterio automatico que sea capaz de descartar para el calculo del ajuste aquellos puntos
gue se van de la tendencia general de la curva.

Asi, se decidié hacer uso de un método semiautomatico para la eliminacién de puntos, dado que
requiere de una intervencion manual al inicio, que consiste de los siguientes pasos:

1) Eliminacion manual de puntos experimentales Npania que estan claramente fuera de la tendencia

de la curva, es decir, aquellos que son distinguibles por estar fuera de la dispersion estadistica de

puntos a lo largo de la curva;

2) Calculo de la curva de ajuste que cumple con las restricciones [3.1] y [3.6] usando (Ngatos-

Nmanual); o ) ] . . )
3) Segunda eliminacion de puntos N.iprom curva Usando el siguiente criterio:

<PROM xR™ =& i=1...,N

ajuste

‘( o0 4 G ) — Rimod [3.7]

datos

4) Calculo de la curva final usando (Ngatos - N-+1prom_curva);
5) Se repiten los pasos 3 y 4 usando la nueva curva calculada en el paso 4, y cuantas veces sea
necesario hasta que se cumpla la ecuacion [3.7] para todos los puntos.

Notar que en la ecuacion [3.7] se definié la cantidad aajuste que se consideré como el error de los
puntos calculados Ry*™ en la curva de ajuste.

A continuacion se resume la metodologia completa semiautomatica para obtener la curva de ajuste
Optima y cuyo cédigo escrito en FORTRAN se muestra en el Apéndice I.

1) Eliminacion manual de puntos que se van de la tendencia general de la curva;

2) Eleccidn aleatoria del conjunto de 7 parametros dentro del hiperespacio establecido por la
literatura bajo la restriccion inicial dada por la ecuacién [3.1], sin considerar los puntos
eliminados en el paso 1;

3) Caélculo de la funcion de ajuste usando el criterio de optimizacion PROM vy el criterio de
parada de la ecuacion [3.6];

4) Segunda eliminacidn de puntos usando el criterio establecido por la ecuacion [3.7];
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5) Se repiten los pasos 2 y 3, ahora sin considerar los puntos eliminados en el paso 4, y en caso
de ser necesario se repite el paso 4 nuevamente.

3.2.3. Aplicacion del método de pardmetros iniciales aleatorios y minimizacion de PROM

Para demostrar que la metodologia descripta en la seccion anterior funciona, se aplico la misma
para analizar curvas de liposomas de DMPC con radio R, = 50nm, entre 303 y 328K, y con diferentes
contenidos de colesterol (0 y 3%mol). Para ello se empleé el modelo de la ecuacion [2.1]. Los
resultados obtenidos se muestran en las Figuras 3.2, 3.3y 3.4y en el Apéndice Il. Las curvas de trazos
(segmentos) que se muestran a la par de la curva de ajuste en todas estas figuras representan lo que se
definié como el error del ajuste c'juse. LOS pardmetros de todas las curvas de ajuste 6ptimas estan
expuestos en la Tabla 3.1.

Analizando los valores de los parametros de la Tabla 3.1, se puede observar que se cumplen todas
las tendencias esperadas, estando sus valores dentro de los rangos establecidos por la literatura
(4,6,9,14,17,47,55,75,98,102,107,108). Por un lado, si evaluamos las variaciones segun la temperatura,
se observa que la constante elastica de flexion x sufre leves variaciones con el incremento de la
temperatura, con una leve tendencia a decrecer, en concordancia con la literatura para liposomas de
DMPC (107). ElI mismo comportamiento se observa para las contantes de tiempo asociadas a los
procesos de difusion y rotacion, es decir, 1p y tr tienden a decrecer con la temperatura, siendo estos
procesos mas rapidos a altas temperaturas (4,55,75,109). Por otro lado, si consideramos las variaciones
de los parametros «, 1o y tr con el contenido de colesterol (a temperatura fija e igual a 328K) es
posible apreciar un ligero incremento en los mismos con el contenido de colesterol, pese a que su
cantidad es muy pequefia. Nuevamente este resultado concuerda con el de otros trabajos
(9,47,55,56,107) y se adjudica a la estructura mas rigida y ordenada que adquieren los lipidos por la
presencia de colesterol, haciendo mas lentos los procesos de difusion y rotacion. Por Gltimo, las
amplitudes A; no mostraron un cambio muy grande ni con la temperatura, ni con la adicion del
colesterol.

DMPC a 303K

100 | Ro=50nm

R, [s"]

10

DIF FO

1 MR R S | L P |
100000 1000000
v, [HZ]

Figura 3.2. Dispersién experimental de la tasa de relajacién espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con radio Ry = 50nm a 303K (e). La curva de ajuste optimizada con la metodologia descripta en la
seccion 3.2.2 se muestra en magenta. Las contribuciones de cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones
de orden (verde), difusién (rojo), rotacidn (azul), y movimientos rapidos (cian). Los pardmetros relevantes se
muestran en la Tabla 3.1.
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Figura 3.3. Dispersién experimental de la tasa de relajacién espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con radio Ry = 50nm a 328K (e). La curva de ajuste optimizada con la metodologia descripta en la
seccion 3.2.2 se muestra en magenta. Las contribuciones de cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones
de orden (verde), difusién (rojo), rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se
muestran en la Tabla 3.1.

DMPC+3%mol de Colesterol a 328K
RO:SOnm

| ROT \\ MR ]
1 1 L 1 1 1 L I | 1 L T A |

100000 1000000 1E7
v, [HZ]

Figura 3.4. Dispersién experimental de la tasa de relajacién espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC+3%mol de colesterol con radio R, = 50nm a 328K (). La curva de ajuste optimizada con la metodologia
descripta en la secciéon 3.2.2 se muestra en magenta. Las contribuciones de cada tipo de movimiento son
incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo), rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los
pardmetros relevantes se muestran en la Tabla 3.1.
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Parametros Valores obtenidos del ajuste
% mol
Colesterol 0 0 0 0 3
T [K] 303 310 318 328 328
R, [nm] 50 50 50 50 50
nD,0[kg/s.m] 0,97 x10° 0,82 x10° 0,72 x107 0,6 x10° 0,6 x10°
Natos 30 30 30 30 30
Nmanual 1 2 5 3 0
N+1prom curva O 0 1 2 O
A 0,141 0,158 0,166 0,183 0,227
o 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07
x[J] (2,8+0,6) x10®° | (2,9+0,7) x10™ | (2,240,6) x10™ | (1,740,5) x10™ | (2,240,5) x10™
Aok [57] (9£2) x10° (8+2) x10° (6+3) x10° (3+1) x10° (5+1) x10°
75 [S] (4,0£0,7) x10° | (3,440,4) x10®° | (2,240,5) x10™ | (1,5%0,5) x10” | (2,0£0,4) x10”
D [m?/s] (7£2) x10™ (8+1) x10™ (14+2) x10™%? (22+2) x10™%? (15+4) x10™%?
Ap [57] (1,1£0,3) x10° | (1,3+0,2) x10° | (0,8+0,2) x10° | (0,7+0,3) x10° | (0,8+0,2) x10°
7x [5] (3+1) x10°® (1,74¢0,7) x10° | (0,7#0,4) x10® | (0,1+0,1) x10° | (0,640,2) x10°
Ag[s°] x10° | (0,5+0,1) x10° | (0,4+0,1) x10° | (0,7+0,1) x10° | (1,3x0,2) x10° | (0,6%0,2) x10°
Avr [s1] (9,1+0,8) (6,6+0,7) (3,8+0,6) (3,2+0,7) (2,2+0,4)
PROM 0,059 0,058 0,076 0,073 0,066

Tabla 3.1. Pardmetros correspondientes a las curvas de ajuste optimizadas de la dispersién experimental de la
tasa de relajacion espin-red para liposomas de DMPC con Ry, = 50nm, entre 303 y 328K, con diferentes
contenidos de colesterol (ver Figuras 3.2, 3.3, 3.4 y Figuras del Apéndice II).

Asi, podemos concluir que esta metodologia semiautomatica para calcular las curvas simuladas
Optimas funciona correctamente, dando resultados que tienen sentido fisico y coherentes con
resultados encontrados en la literatura. Por lo tanto, de ahora en adelante se empleara esta metodologia
para calcular los ajustes de las curvas experimentales de dispersion de la tasa de relajacion espin-red
de protones en liposomas.

El método propuesto asemeja en ciertos aspectos la minimizacién por cuadrados minimos. Se opt6
por la minimizacion de la diferencia absoluta entre los datos y el ajuste, por ser esta una operacion con
menor tiempo de calculo, aunque el resultado final no es criticamente dependiente de esta eleccion. La
curva de ajuste obtenida con nuestra metodologia es en realidad sub-6ptima, pues depende de los
parametros aleatorios tomados en el hiperespacio. La metodologia podria mejorarse mediante el uso de
algoritmos genéticos u otras maquinarias matematicas mas refinadas, aunque en su mayoria
convergerian a otras soluciones sub-Optimas, muy probablemente sin grandes cambios en la
significancia fisica del resultado. Se optd por el método sencillo descripto en este capitulo, ya que el
mismo es derivado directamente del procedimiento manual que se utilizaba anteriormente (ver
capitulo 2). No obstante, es un punto a refinar en el futuro, asi como la incorporacion de algoritmos
eficientes automaticos que permitan la depuracién previa de puntos experimentales fuera de tolerancia.
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Liposomas ultradeformables

Con la intencién de continuar con la extension del modelo del capitulo 2 al caso de liposomas bi-
componentes, pero ahora en el extremo opuesto de flexibilidad, es decir, vesiculas con mayor
flexibilidad, en este capitulo se analizan dispersiones de la tasa de relajacion espin-red en suspensiones
de liposomas formulados a tal fin. Este tipo de vesiculas presenta una alta importancia actualmente
debido a su utilidad para el transporte transdermal de farmacos.

4.1. La piel

4.1.1. Caracteristicas principales

La piel es el érgano mas extenso del cuerpo humano y constituye una excelente barrera biolégica.
Su espesor no supera los 2000 um (2 mm), contribuye al 4% del peso corporal aproximadamente, y es
entre 10? y 10" veces menos permeable que las paredes de los capilares sanguineos. Est4 compuesta
basicamente por tres capas, la epidermis, la dermis y la hipodermis.

La epidermis es la capa mas externa, posee una estructura muy rigida, un espesor entre 20 a 200
um, y las células en esta capa estdn organizadas en clusteres (110-112). Estd formada por varios
estratos, siendo el estrato corneo el mas externo (5-20 um) y la primera y mas dificultosa barrera que
se debe superar para poder atravesar la piel.

La region debajo de la epidermis es llamada dermis, posee una rigidez intermedia, su espesor es de
5 a 20 veces mas ancho que el de la epidermis (100 a 4000 um) y en esta capa se encuentran los
capilares sanguineos. Por ultimo, la capa mas profunda de la piel, la hipodermis, posee vasos
sanguineos y nervios mas largos que los encontrados en la dermis y sirve para el almacenamiento de
grasas.

4.1.2. Rutas transdermales naturales

La piel constituye un medio de transporte muy atractivo para las moléculas hidrofilicas debido al
gradiente acuoso que aquella posee, siendo la concentracion de agua del 10 al 30% en el estrato corneo
(superficie de la piel expuesta al aire) incrementandose progresivamente en los estratos mas profundos
de la epidermis hasta alrededor de un 75 % en el Gltimo estrato (estrato basal) (113-116). Luego, el
contenido de agua se mantiene aproximadamente constante en las capas mas profundas.

Existen varias rutas transdermales para el trasporte de moléculas, siendo las mas potenciales las
rutas transcelular, intercelular y folicular (110-112,117) como se muestra en la Figura 4.1. Estas
rutas, que las denominaremos en términos generales como poros, constituyen el 0,001% de la
superficie total de la piel. La ruta transcelular es través de los caracteristicos clusteres de células de la
epidermis, la cual presenta una alta resistencia, siendo el tamafio tipico de estos conductos de ~1-10nm
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y su abundancia de ~10° por cm? (112). La ruta intercelular esta dada por los espacios entre clisteres
de células, siendo el tamafio tipico de estos conductos de ~10°nm y su abundancia de ~10° por cm?
(112). Mientras la primera via es el camino mas directo, ofrece mas resistencia para la molécula que la
segunda ruta, siendo ésta Ultima la ruta més usada debido a su baja resistencia (110,111). Por ultimo,
la ruta folicular esta dada por los foliculos pilosos, la cual presenta el mayor tamafio de poros
(~10*nm) pero su abundancia es muy baja (~10? por cm?), lo cual la hace una via un poco ineficiente
para el transporte transdermal de moléculas.

Folicular
offera Transcelular

Intercelular

e T P B e e
e b et e s

Figura 4.1. Principales rutas transdermales naturales: intercelular, folicular y transcelular. La capa més externa
de la piel con estructura de pequerios bloques (clusters) es la epidermis.

4.2. Mecanismos de transporte transdermal

La via transdermal para la administracién de farmacos ha adquirido actualmente gran interés por
parte de las empresas farmacéuticas, ya que evita varios problemas asociados con las principales vias
de administracion de medicamentos como lo son la via oral (digestiva) y la via parenteral
(basicamente intravenosa), ademas de representar una via comoda y conveniente para el paciente.
Principalmente evita el efecto de primer paso o metabolismo de primer paso a través del higado, lo
cual disminuye la biodisponibilidad del farmaco ademas de generar efectos secundarios indeseados
(118), y prescinde del uso de jeringas, el cual constituye un método bastante agresivo para la piel dado
gue genera orificios en la misma que tardan alrededor de un dia en cerrarse y que presentan un tamafio
lo suficientemente grande (~10° m) para permitirle a diferentes tipos de virus y bacterias ingresar al
organismo (112).

El obstaculo mas importante en la administracién transdermal de medicamentos es la barrera
intrinseca de la piel, dada por su capa mas externa, es decir, el estrato corneo, que ofrece el obstaculo
principal para la difusion de bioactivos que intentan alcanzar los vasos sanguineos de la dermis. Asi,
es de alto interés generar sistemas de transporte transdermal de farmacos que puedan atravesar la
epidermis sin agredirla, es decir, utilizando poros naturales de la piel. Esto requiere de sistemas de
transporte no invasivos (0 de invasion minima) basicamente para minimizar el dolor y el peligro de
infecciones, que puedan suministrar el farmaco de manera controlada, que permitan potenciar la
permeabilidad de la piel y que posean dimensiones estables en el rango de los nanémetros (112).

Recientemente, varias estrategias se han utilizado para llevar a cabo la administracion transdermal
de compuestos bioactivos eficientemente (112). Entre ellas se encuentran las particulas balisticas que
requieren del uso de fuentes de energia para darles el impulso necesario para que atraviesen la piel; la
sonoporacion que utiliza ultrasonido y la electroporacion que hace uso de pulsos de alto voltaje, para
ampliar el tamafio de los poros naturales y generar nuevos; y las microagujas. Todas ellas, ademas de
ser agresivas para la piel, presentan una limitacion en la cantidad de droga que pueden transportar
(~1mg), algunas de ellas requieren de una fuente de energia externa, y el nimero de nuevos conductos
que pueden generar es limitado (~10° cm?) y de amplio tamafio (> 10° nm) siendo un riesgo para la
integridad del organismo. Por otro lado, se encuentran los sistemas vesiculares ultraflexibles (tales
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como etosomas Yy transfersomas) los cuales permiten el transporte transdermal de farmacos de manera
no invasiva (119-122). Mientras algunos autores aseguran el efectivo traspaso de estas vesiculas a
través de la epidermis, practicamente intactas hasta el torrente sanguineo de la dermis (119,120,123),
otros trabajos aseguran la ruptura de las mismas en las primeras capas de la piel, sin tener acceso a los
conductos sanguineos (124-127).

4.2.1. Liposomas ultradeformables

Un liposoma ultradeformable es una vesicula que posee una membrana altamente flexible (x ~
2kgT), lo cual le permite ser utilizada para el transporte y liberacion controlada de una variedad de
drogas a través de los poros naturales de la piel. Gracias a los componentes de su membrana, esta
vesicula puede adaptar su forma a las condiciones del ambiente rapida y facilmente, permitiéndole
atravesar las barreras impuestas por las diferentes rutas transdermales, pese a que su tamafio puede
superar de dos a diez veces el tamafio del poro e incluso mas. El hecho de poseer una membrana
altamente hidrofilica hace que la vesicula tienda a evitar la deshidratacion que sufriria al quedarse en
la superficie externa de la piel y consecuentemente sigue el gradiente acuoso que naturalmente posee
la piel (128-130). Esto es el motor que impulsa a estas vesiculas a penetrar la piel. Los liposomas
convencionales demostraron no ser sistemas eficientes para el transporte transdermal debido a que son
demasiados rigidos (x ~ 15kgT) para deformarse, por lo tanto no pueden atravesar la piel intactos o se
rompen al intentar hacerlo (129). Tampoco mostraron utilidad las micelas lipidicas mixtas, formadas
por lipidos y detergentes, las cuales se generan cuando la concentracion del detergente supera la CMC,
debido a que poseen la propiedad de ser muy pequefias (con radio de algunos nandmetros) para ser
sensibles al gradiente acuoso de la piel (129).

Es posible obtener un liposoma ultraflexible, es decir, con x ~ kgT, por medio de preparar la bicapa
de la vesicula con una mezcla de dos o mas componentes con diferentes “curvaturas espontaneas”, es
decir, con diferentes capacidades a adaptarse a estrés externo. De esta manera, cuando la vesicula
necesite pasar por pequefios conductos se producira un reacomodamiento de los componentes de la
membrana de la misma, de forma tal que el componente que mejor se adapte a curvaturas
pronunciadas se acumulara en las zonas altamente deformadas, reduciendo asi el costo de la energia de
deformacion (131).

En general, los liposomas deformables estan compuestos de fosfolipidos, en su mayoria de origen
natural como la fosfatidilcolina de soja (SPC), proveniente de la lecitina de soja, o fosfatidilcolina de
huevo y un detergente para flexibilizar la membrana, generalmente colato de sodio (CNa) o
desoxicolato de sodio (DOCNa). Asimismo, existen otras formulaciones de vesiculas con otro tipo de
aditivos para flexibilizar la membrana (122).

4.3. Elasticidad de membranas de vesiculas
4.3.1. Energia eléstica de Helfrich

Existe una expresion para la energia elastica de una membrana biol6gica y esta dada por el modelo
desarrollado por el cientifico aleman Wolfgang Helfrich (132). Una breve descripcion de este modelo
se muestra a continuacion, basada en la adaptacion hecha por otros trabajos (133).

Considerando que el espesor de una membrana biol6gica es tan pequefio (~5-6 nm), al menos
comparado con las dimensiones de una célula (~um), permite aproximar a la bicapa como una
superficie bidimensional inmersa en el solvente. Si suponemos que la bicapa se encuentra en equilibrio
con la solucién acuosa y teniendo en cuenta que se encuentra sujeta a las fluctuaciones térmicas del
solvente, entonces su energia estéd caracterizada por las deformaciones que la membrana puede sufrir
(compresion o expansion de la bicapa en la direccion lateral y deformaciones en la direccion normal a
la superficie). La energia libre de una bicapa (por unidad de &rea), f, debe ser invariante bajo cualquier
parametrizacion de la superficie, dado que es un concepto fisico que no depende de la descripcion
matematica utilizada. Luego entonces, dicha energia debe ser una funcién de las curvaturas media H y
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gaussiana K (que no dependen de la parametrizacion de la superficie) las cuales estan definidas de la
siguiente manera:

H :%(014'(32); [4'1]
K=c.c,, [4.2]

donde c; y ¢, son las curvaturas principales de la superficie, las cuales se definen punto a punto.

En el equilibrio la bicapa puede considerarse aproximadamente plana, al menos localmente. Las
deformaciones respecto a dicho estado estan caracterizadas por curvaturas muy pequefias, es decir, el
radio de curvatura correspondiente es mucho mayor que el espesor de la bicapa. Esto permite
desarrollar la funcion f = f(H, K) mediante una serie de Taylor (a segundo orden en las curvaturas c; y
Cy):

f(H,K)=f,+ f,H+ f,H? + f,K, [4.3]

donde las constantes f,, f;, f, y f; dependen en principio del &rea promedio por molécula; en particular,
f, corresponde a la energia libre de una bicapa plana (c; y ¢, iguales a cero). Completando cuadrados
en la ecuacion [4.3] y definiendo las siguientes cantidades:

2 _
o=t k=26 =i k=f, [4.4]
4f, 2f,
la energia libre por unidad de area de la bicapa toma la siguiente forma:
f=%K‘(H—CO)Z+lZK+O', [4.5]

donde g, x, kY C, son la tension superficial, el modulo eléstico de curvatura media o constante eléstica
de flexion, el mddulo elastico de curvatura gaussiana y la curvatura espontanea de la membrana,
respectivamente. Estas variables son conocidas como los “parametros de Helfrich”.

Asi, la energia total de la bicapa o energia elastica de Helfrich esta dada por la integral sobre el
area total de la misma:

F=I[%K(H—co)2+|2K+a]dA. [4.6]

S

En ausencia de fuerzas externas y para una superficie cerrada de topologia fija, se cumple que los
términos de la energia de Helfrich que contienen la tension superficial y el mddulo elastico de
curvatura gaussiana son constantes. En general se intenta obtener informacidn sobre el sistema en el
estado de equilibrio, por lo tanto se busca minimizar la energia total. En este caso los términos
constantes no son relevantes y por este motivo F suele describirse con una expresion mas simplificada
dada por el primer término de la ecuacion [4.6] (que contiene el mddulo elastico de curvatura media),
como se muestra en la ecuacion [4.7]:

F =I[%K(H —c, ) 1dA. [4.7]

S

En esas condiciones, la energia eléstica de Helfrich toma la forma de un potencial armdnico que
depende de la curvatura media H en forma analoga a como la energia potencial de un resorte depende
de su deformacion. Entonces, el médulo de curvatura media (o constante eléstica de flexion), x, es
analogo a la constante de rigidez de un resorte y puede interpretarse como una constante de rigidez
(ante deformaciones de curvatura) de la membrana. Cuando « tiene valores pequefios, la membrana es
flexible; cuando x asume valores grandes, la membrana es rigida. Entonces, el termino de curvatura
media esta relacionado con las fluctuaciones de forma u ondulaciones (sin cambio topolégico) que
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experimenta la membrana por efectos de la energia térmica del solvente. La curvatura espontanea c,
estd asociada a la asimetria de las monocapas que forman la bicapa, por lo que cuando esta formada
por un solo tipo de moléculas, no existe curvatura espontanea y el estado de equilibrio tiende a ser el
de una membrana plana (c, = 0).

4.3.2. Elasticidad en vesiculas ultradeformables: medicion de la constante elastica de flexion

Las vesiculas deformables/ultradeformables para el transporte transdermal de drogas han sido
ampliamente estudiadas (11,122,127-130,134-136). Los experimentos mas comunes basicamente
miden el flujo de vesiculas a través de membranas porosas naturales (piel humana y de animales) y
artificiales en funcion de la presion aplicada paralelamente a la normal de la membrana y del cociente
entre los radios de la vesicula, la cual se supone cuasi esférica, y del poro, considerado de tipo
cilindrico. Algunos de estos experimentos han sido acompafiados por técnicas de fluorescencia para
determinar la profundidad de penetracion (127-129) y han caracterizado las vesiculas mediante un
parametro llamado deformabilidad, valor de elasticidad (122,134-136), o adaptabilidad (11,129),
definido basicamente como una cantidad que es proporcional a la inversa de la constante el&stica de
flexion «.

Entre los métodos mas comunes para medir xen vesiculas deformables/ultradeformables se
encuentran el método de aspiracion de vesiculas con micropipetas (133,137), que consta de un capilar
de didametro del orden de 5-10um y un microscopio éptico, por lo que este método solo sirve para
vesiculas gigantes (tamafios del orden de 20 um), y es una técnica invasiva. Ademas, se encuentran las
técnicas Opticas basadas en reflexion como elipsometria y reflectividad de rayos X (138,139), las
cuales no son invasivas, pero requieren de una preparacion especial de la muestra a analizar, la cual
consiste en hacer un “film” a base de la bicapa lipidica (bicapa extendida).

Por otro lado, existe un método experimental que posee su fundamentacion teérica (11), que
permite obtener xa partir de mediciones de la cantidad de masa filtrada m por una membrana porosa
con tamafios de poros conocidos, en funcion de la presion aplicada Ap en la direccion de la normal de
la membrana. La fundamentacién de este método se describe a continuacion. Partiendo de la ley de
Darcy, se cumple:

J=PAp, [4.8]

donde J es el flujo de liposomas a través de la membrana por unidad de tiempo y de area, P es la
penetrabilidad de los liposomas en los poros, y Ap es la presion aplicada. Asi, podemos obtener la
ecuacion “experimental” para la penetrabilidad, dada por (11):

1 dm
P, (4p)= A dt [4.9]

donde J estaria dado por id_m , siendo Ay el area total del filtro o membrana porosa.
f

Por otro lado, si consideramos el proceso de penetracion de una vesicula de diametro promedio
mayor que el del poro, vemos que se trata de un proceso activado pues la vesicula debe deformarse
para pasar por el poro y lo hace a un costo de energia dado por la energia de activacion Ea.
Considerando que las curvas experimentales de Py, versus Ap son de carécter sigmoidal (11), se puede
suponer que existe una distribucion de las energias de activacion que esta dada por un distribucion de
Maxwell-Boltzmann (140). Asi, la densidad de vesiculas n con energia E, y energia de activacion Ea,

estd dada por:
n(E E )_— ——=—371/ E exp A [4 10]
AT \NTT EV% A Ev ’ .
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donde se considera que la energia de activacion puede tomar un valor minimo E," y la energia de la
vesicula E, consta de dos componentes, una pequefia contribucién de energia térmica kgT, y la energia
de deformacion Wy. Si se integra n(EaE,) entre E, e infinito, se obtiene la funcién penetrabilidad
P(EA,E,) que representa la totalidad de vesiculas que atraviesan la membrana. De esta manera se

demuestra que (11):
. = 4E, ~E;
P(EAlEv)=1_erf( A E\/J"’ 7Z.EA exp( A Evjv [411]

\

donde erf es la funcion error. La energia de deformacion Wy estd dada por el trabajo hecho por la
presion aplicada Ap para hacer que la vesicula se deforme y pase por el poro, tal que en primera
aproximacion es proporcional a Ap. Si se desprecia la energia térmica frente a Wy, es posible obtener
una ecuacion tedrica para la penetrabilidad en funcion de la presién aplicada Ap, como se muestra en

la siguiente ecuacion:
_ _ P’ 140" o[~ P
P(4p)= Pmax{l erf( Ap} s exp( Apj}’ [4.12]

donde se ha usado en la ecuacion [4.11] el hecho de que E,ccAp y Ex ocp’, siendo p el valor de la
presion aplicada para la que se cumple que la E,= Ex". Ppa representa el valor maximo que puede
alcanzar la penetrabilidad cuando Ap — oo, cuyo valor depende de pardmetros como la viscosidad y
temperatura de la suspension y de las propiedades del filtro empleado. Notar que se cumple que
P(Ap=p) = 0,57Pnax.

Se ha demostrado (11) que las curvas experimentales de P, en funcion de Ap obtenidas usando la
ecuacion [4.9] siguen el comportamiento dado por la ecuacion tedrica [4.12], validando asi el modelo.

El valor de p~ es un pardmetro que solo depende de las propiedades de las vesiculas y esta
vinculado con la capacidad de adaptacién que éstas tienen para pasar por los estrechos poros de la
barrera impuesta, en términos de presion. Por lo tanto, se puede definir la adaptabilidad a” de las
vesiculas como la inversa de p’:

a=1p. [4.13]

Se ha demostrado numérica (131) y experimentalmente (11), que existe una relacion de
proporcionalidad entre la presion umbral o de activacion p”y la constante elastica de flexion « de la
bicapa de la vesicula. Por lo tanto, si se miden pares de valores (Ap, Pey) usando la ecuacion [4.9] y la
curva resultante se ajusta seguin el modelo de la ecuacién [4.12] tomando como parametros de ajuste a
Py Pmax €S posible obtener el valor de « de la siguiente manera:

£
_ p Kot

*
pref

K [4.14]

donde x.r Y pref* corresponden a los valores de la constante elastica de flexion y la inversa de la
adaptabilidad de una vesicula tomada como referencia, respectivamente. Esta podria ser una vesicula
formada solo por fosfolipidos pudiéndose asumir asi que en promedio se cumple que ks = 15kgT.
Usando la ecuacion [4.14] se puede escribir la penetrabilidad dada por la ecuacion [4.12] en funcion
de la constante elastica de flexion:

P(4p)=P, <1—erf P s EL-zcexp P L [4.15]
ap- ref ”Ap'Kref Ap'Kref
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Adicionalmente, existe otro método experimental ampliamente usado (122,134-136) basado en la
medicion del flujo de vesiculas por una membrana porosa y en la relacién entre los tamafios de las
vesiculas y los poros. Este método permite obtener una estimacion de la constante elastica de flexion
mediante un parametro llamado deformabilidad o valor de elasticidad definido por:

D=1 (r—] , [4.16]
I

p

donde J es un flujo de vesiculas por unidad de tiempo y de area, r, es el tamafio de las vesiculas luego
de pasar por la barrera y r, es el tamafio de los poros de la barrera. El parametro D es proporcional a la
inversa de « (141), por lo tanto:

x oc 1/D. [4.17]

Asi vemos de la ecuacioén [4.7] que a medida que una vesicula se hace mas flexible, y por lo tanto
su deformabilidad D se incrementa, k disminuye.

4.4. Experimentos de dispersion de la tasa de relajacion

4.4.1. Preparacion de la muestra

Se prepararon liposomas suspendidos en agua deuterada (D,0) utilizando lipidos de DMPC o SPC
(fosfatidilcolina de soja) y desoxicolato de sodio (DOCNa) como detergente para flexibilizar la
membrana, a diferentes concentraciones (3,10 y 20%mol), siendo los radios de las vesiculas de 50 nm.
El método de preparacion fue idéntico al utilizado para liposomas con colesterol descripto en el
capitulo 2, pero reemplazando el agregado de colesterol por el del detergente en la proporcién
correspondiente. Ademas, la disolucion se llevo a cabo usando una mezcla de cloroformo-metanol en
una razon de 9:1. Todas las formulaciones de liposomas fueron preparadas por la autora de esta tesis,
en el centro de investigaciones en quimica bioldgica de Coérdoba (CIQUIBIC), de la facultad de
ciencias quimicas, UNC, en la ciudad de Cérdoba.

4.4.2. Modelado de la dispersion de la tasa de relajaciéon

Las curvas experimentales de los perfiles de dispersion de R; obtenidos para liposomas con
detergente agregado fueron interpretadas mediante el modelo de la ecuacion [2.1], con la intencién
nuevamente de extender el mismo al caso de membranas con dos componentes, pero esta vez en el
extremo opuesto de flexibilidad. Para modelar estas curvas y calcular los errores de los parametros
obtenidos, se adoptd el método sistematico descripto en la seccién 3.2.2 del capitulo 3.

4.4.3. Medicién de la tasa de relajacion espin-red en funcion de la frecuencia de Larmor en
liposomas con detergente

Las dispersiones de la tasa de relajacion de protones se midieron usando la técnica de RMN con
ciclado rapido de campo con un relaxémetro Spinmaster FC2000/C/D (Stelar; Mede, Italia) para un
volumen de muestras de liposomas de 1 ml. Todas las mediciones mostradas en este capitulo fueron
realizadas por la autora de la tesis, en el Laboratorio de Relaxometria y Técnicas Especiales (LaRTE)
de FaMAF, UNC, en Coérdoba. En todos los casos se usd un campo magnético de polarizacion y de
adquisicion de 15MHz, expresado en frecuencia de Larmor para protones. Los perfiles se midieron
dentro del rango de frecuencias de 30 kHz a 15 MHz (valores del campo de relajacion), donde
podemos asegurar que las mediciones no estan afectadas por la presencia de los campos locales (18).
Los valores de R; fueron determinados de las curvas de recuperacion de la magnetizacion por ajuste de
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cuadrados minimos. Estos valores no fueron sensibles a la ventana temporal sobre la cual la FID fue
muestreada. El proceso de relajacion de espin para todas las muestras resulté ser monoexponencial,
dentro del error, a todas las frecuencias.

La temperatura de la muestra fue controlada con una variacion de 1K aproximadamente utilizando
el controlador de temperatura del relaxémetro. Las temperaturas se calibraron externamente utilizando
una termocupla de Cu-Al en un tubo de RMN de 10 mm. El tiempo empleado para medir cada curva
de dispersion fue entre una a cinco horas, dependiendo de la muestra y de la temperatura, y nunca se
super0 el tiempo de estabilidad de las suspensiones (aproximadamente una semana).

Los liposomas utilizados se encontraban en la fase liquido cristalina y estaban compuestos de
DMPC (para poder comparar con mediciones sin detergente hechas con este lipido) o SPC con el
agregado del detergente DOCNa, a concentraciones del 3, 10 y 20%mol. Los experimentos fueron
realizados para liposomas con radios hidrodindmicos promedios de 50nm y a diferentes temperaturas
entre 303K y 328K.

Vale la pena mencionar que en nuestras muestras, tenemos protones en los lipidos, en las moléculas
de detergente (no supera el 12% de la poblacion total de protones en nuestro caso) y en el DOH
formado. Asimismo, los protones de los lipidos son los mas abundantes, por lo que podemos
considerar que la sefial que medimos proviene basicamente de los lipidos.

Ademas, la presencia de los protones del detergente y del DOH no altera significativamente los
perfiles de dispersion. Mientras las moléculas de detergente, como asi las moléculas de DOH, ambas
ligadas a los lipidos, siguen la dinamica de los lipidos en primera aproximacion, la contribucion a la
relajacion debida a las moléculas libres de DOH no es dispersiva (constante). Por otro lado, se analizd
el efecto en los perfiles de dispersion de las moléculas de detergente no ligadas a la bicapa lipidica,
tanto en estado libre (de no agregacion) como en estado de agregacion micelar, lo cual efectivamente
podria suceder considerando que las concentraciones de detergente usadas en nuestros experimentos se
encuentran entre 2 y 14 mM, superando la concentracion micelar critica (CMCpocna = 2-6 mM en el
rango de temperaturas de 20 a 50 °C). Los experimentos mostraron que no son dispersivas en el rango
de frecuencias considerado, por lo tanto, solo contribuyen con una constante al perfil de dispersion
total.

Liposomas de DMPC con diferentes porcentajes molares de DOCNa

Las curvas experimentales de dispersion de la tasa de relajacion R; para liposomas de DMPC, con
3, 10 y 20%mol del detergente DOCNa agregado, entre 303 y 328 K, se muestran en las Figuras 4.2,
4.3 y 4.4, respectivamente. EI comportamiento de estos perfiles con la temperatura corresponde con la
esperada(19). Es posible observar que practicamente no existe diferencia, dentro del error
experimental, entre las curvas con 3 y 10%mol de DOCNa para todas las temperaturas consideradas.
Incluso, no se distinguen de los perfiles correspondientes a liposomas de DMPC sin detergente a las
mismas temperaturas, como se muestra en la Figura 4.5 solo a 303K. Por el contrario, los perfiles para
liposomas de DMPC con 20%mol de DOCNa tienen una curvatura diferente, como se muestra en los
perfiles de la Figura 4.4 (ver Figura 4.5 para comparacion con las curvas a otros porcentajes de
detergente).

Las curvas experimentales con sus respectivos ajustes usando el método descripto en la seccion
3.2.2, para liposomas de DMPC a 308 K con 3, 10, y 20%mol de DOCNa agregado y radio Ry = 50
nm, se muestran en las Figuras 4.6, 4.7 y 4.8, respectivamente. Los correspondientes parametros del
ajuste son mostrados en la Tabla 4.1. Los rangos extraidos de la literatura de algunos de los
parametros fisicos involucrados en el modelo se muestran en la Tabla 4.2, mientras que los pardmetros
restantes conservan los mismos rangos en fase Iy mostrados en la Tabla 2.3 del capitulo 2.
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Figura 4.2. Dispersiones medidas de la tasa de relajacién espin-red para una suspensién de liposomas de DMPC

con 3%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm y a diferentes temperaturas, entre 303 y 328K
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Figura 4.3. Dispersiones medidas de la tasa de relajacién espin-red para una suspensién de liposomas de DMPC
con 10%mol de DOCNa, radio Rq = 50nm y a diferentes temperaturas, entre 303 y 328K.
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Figura 4.4. Dispersiones medidas de la tasa de relajacién espin-red para una suspensién de liposomas de DMPC
con 20%mol de DOCNa, radio R, = 50nm y a diferentes temperaturas, entre 303 y 328K.
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Figura 4.5. Comparacién de los perfiles de dispersion de la tasa de relajacion espin-red para suspensiones de
liposomas de DMPC con 0, 3, 10 y 20%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm y a 303K.
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Figura 4.6. Dispersién experimental de la tasa de relajacién espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con 3%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 308K (e). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.1.
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Figura 4.7. Dispersién experimental de la tasa de relajacién espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con 10%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 308K (e). La curva de ajuste €s mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusién (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.1.
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Figura 4.8. Dispersién experimental de la tasa de relajacién espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con 20%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 308K (e). La curva de ajuste €s mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.1.

De las curvas ajustadas (ver Figuras 4.6, 4.7 y 4.8) se observa que es posible reproducir la curva
experimental muy bien para los tres porcentajes de detergente, dentro de los errores experimentales.
Los valores numéricos de todos los parametros se encuentran dentro del rango esperado de acuerdo a
la literatura (comparar Tablas 4.1 y 4.2). Notar que los valores correspondientes a liposomas de
DMPC con 0%mol de detergente que se muestran en la Tabla 4.1 fueron extraidos del capitulo 3 a
modo de comparacion.

Se observaron leves variaciones en los parametros por la presencia del detergente, como se
describe a continuacién. La constante elastica xk mostr6 una ligera tendencia a disminuir con el
porcentaje de detergente, lo cual es compatible con una membrana con mayor deformabilidad o
flexibilidad debido a la presencia del detergente (ver ecuacion [4.17]) (141). El hecho de que x no
presentd grandes variaciones, puntualmente para liposomas de DMPC con agregados de DOCNa, esta
en concordancia con otros trabajos que no observan variaciones en la deformabilidad de la membrana
para el mismo tipo de vesiculas a través de mediciones de microviscosidad (142). Considerando que se
han reportado grandes variaciones (de hasta el 80%) en « en liposomas de fosfatidilcolina de soja
(SPC) con detergente agregado de hasta un 20%mol (11), se llevaron a cabo mediciones el liposomas
a base de SPC con DOCNa agregado, como se muestra mas adelante en esta misma seccion.

La constante de difusion D mostr6 un leve incremento con el contenido de detergente (ver Tabla
4.1), siendo este un resultado esperado debido a la mayor flexibilidad de la membrana por la presencia
del detergente. Adicionalmente, se observd que el aporte a la relajacion espin-red por parte del proceso
de difusion disminuye a medida que el porcentaje de detergente se incrementa (comparar Figuras 4.6,
47y48).

El tiempo de correlacion rotacional se increment6 levemente, con el contenido de detergente (ver
Tabla 4.1). Por altimo, las amplitudes Aro ¥ Az N0 mostraron un cambio significativo con la adicion
del detergente.

Adicionalmente, se midieron perfiles de dispersion de R; para liposomas de DMPC con 3, 10 y
20% mol de DOCNa agregado, a 303, 318 y 328 K. Los gréficos con las curvas experimentales y sus
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correspondientes ajustes se encuentran en el apéndice Il y los parametros del ajuste aparecen en la
Tabla 4.3. Si se mantiene fijo el porcentaje de detergente, es posible observar una ligera tendencia a
decrecer con la temperatura en los pardmetros x, zp Y zz. Por otro lado, si fijamos la temperatura, se
pueden apreciar para 303, 318 y 328K, las mismas tendencias en todos los pardmetros como se
describio6 para 308K, con el contenido de detergente.

Parametros Valores obtenidos del ajuste
% mol DOCNa 0 3 10 20
T [K] 310 308 308 308
R, [nm] 50 50 50 50
nD,0 [kg/s.m] 0,82 x10° 0,87 x107 0,87 x107 0,87 x10°
Naatos 30 30 30 30
Nmanual 2 2 0 0
N+1pr0m curva 0 2 1 0
A 0,158 0,187 0,182 0,18
o 0,06 0,062 0,09 0,09
x[J] (2,940,7) x10%° | (2,5+0,4) x10%° | (2,1£0,2) x10*° | (1,540,1) x10™
Aok [57] (0,8+0,2) x10° | (0,6+0,1)x10° | (0,7+0,1) x10° | (1,5%0,1) x10°
75 [S] (3,4+0,4) x10° | (3,3%0,3) x10° | (2,8+0,3) x10° | (2,60,8) x10~
D [m?/s] (8+1) x10™ (9+1) x10™ (11+2) x10™ (1245) x10™
A [57] (1,3+0,2) x10° | (1,040,3)x10° | (0,4+0,1)x10° | (0,2%0,2) x10°
2 [5] (1,740,7) x10® | (2,620,4) x10° | (2,040,3) x10° | (3,5+0,5) x10°®
Ag [s7] (0,4+0,1) x10° | (0,5#0,1) x10° | (0,7+0,1) x10° | (1,6%0,2) x10°
Awr [57] (6,6+0,7) (7,0£0,5) (6,4%0,4) (8+1)
PROM 0,058 0,08 0,066 0,088

Tabla 4.1. Parametros correspondientes a los ajustes de la dispersiones de la tasa de relajacion para liposomas de
Ro=50nm compuestos de DMPC y diferentes porcentajes molares de DOCNa, a 308 K (ver Figuras 4.6, 4.7 y
4.8). Los parametros para liposomas de DMPC con 0mol% de detergente a 310K (ver Tabla 3.1 del Capitulo 3)
son mostrados a modo de comparacion

Parametro Rango para T=298-328K Referencias
x [J] (0,8-14) x10%° (9,11,47,107)
D [m?/s] (3-26) x10™ (4,6,55,75,98,108,143,144)

Tabla 4.2. Resumen de los intervalos mas probables para la constante elastica de flexion x y la constante de
difusién D, para liposomas de DMPC y SPC, con y sin detergente, con sus correspondientes referencias.
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Pardmetros Valores obtenidos del ajuste
% mol
DOCNa 3 3 3 3 10 10 10 10 20 20 20 20
T [°K] 303 308 318 328 303 308 318 328 303 308 318 328
Ro [nm] 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
nD,0
[kg/s.m] 0,97 0,87 0,72 0,6 0,97 0,87 0,72 0,6 0,97 0,87 0,72 0,6
x10
Ndatos 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
Nmanual 2 2 1 3 2 0 1 3 0 0 0 0
N+ 1prom curva 2 2 1 2 2 1 1 1 1 0 0 2
V| 0,196 0,187 0,199 0,192 0,18 0,182 0,196 0,202 0,25 0,18 0,18 0,25
o 0,09 0,062 0,07 0,07 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,07 0,1
X’i([ﬂo 29104 | 2,5£0,4 | 1,5+£0,2 | 1,1+0,3 | 2,84+0,2 | 2,1+0,2 | 1,5+£0,2 | 1,1+0,2 | 2,4+0,2 | 1,5+0,1 | 1,2+0,1 | 0,9+0,1
2
A?(Flgsg 1104201 | 0,6£01 | 0,3£01 | 0,2£01 | 1,4+01 | 0,701 | 0.2£0.1 | 0,2¢0,1 | 3,9+0.4 | 1,5¢0.1 | 0,701 | 0,420,1
T;l%s_]s 4,1+0,4 | 3,3%0,3 | 2,2+0,3 | 1,5£0,3 411 2,8+0,3 | 2,0x0,2 | 1,4+0,3 | 3,8+0,7 | 2,6+0,8 | 1,9+0,8 | 1,0£0,7
D 2
X[lng.llzs] 741 | 91 | 14#3 | 2246 | 8#3 | 11#2 | 16+2 | 24¢6 | 8+2 | 1245 | 17+9 | 36£30
Ap [s? 0,20 0,10
)[(’1[09] 1,3+0,2 | 1£0,3 | 0,6%0,1 | 0,5+0,2 | 0,3£0,1 | 0,4+0,1 | 0,7+0,1 | 0,5+0,2 | 0,3£0,1 | 0,2+0,2 40,08 40,07
;ngsi]; 3,105 | 2,604 | 1,5¢1,0 | 0,5£04 | 2,4%£0,2 | 2,0£0,3 | 1,5+£0,2 | 0,8+0,2 | 4,3x0,4 | 3,5+0,5 | 2,9+0,8 | 1,8+0,6
2
Ail[(s)g] 0,8+0,1 | 0,5¢0,1 | 0,2+0,1 | 0,30,1 | 1,0¢0,1 | 0,7+0,1 | 0,7¢0,1 | 0,3¢0,1 | 2,1+0,2 | 1,620,2 | 0,920,2 | 0,740,1
Avr [s'l] 7,8+£0,3 | 70,5 | 5,3+04 | 3,504 | 7,7£0,5 | 6,4+0,4 | 4,5+0,5 | 3,8+0,4 | 9,1+0,9 8xl 5,6x0,8 | 4,7+0,9
PROM 0,101 0,08 0,068 0,085 0,093 0,066 0,074 0,089 0,086 0,088 0,055 0,083

Tabla 4.3. Parametros correspondientes a los ajustes de las dispersiones de la tasa de relajacion de liposomas de
Ro=50nm compuestos de DMPC vy diferentes porcentajes molares de DOCNa (3, 10 y 20%mol), entre 303 y
328K (ver Figuras 4.6, 4.7, 4.8 y del Apéndice II).

Liposomas de SPC con diferentes porcentajes molares de DOCNa

Las curvas experimental y ajustada usando el método descripto en la seccion 3.2.2, para liposomas
de SPC a 305 K con 0y 20%mol de DOCNa agregado y radio Ry, = 50 nm, se muestran en las Figuras
4.9y 4.10, respectivamente. Los correspondientes pardmetros son mostrados en la Tabla 4.4.

Es posible observar que estos perfiles presentan una curvatura similar a la observada para
liposomas de DMPC+20%mol DOCNa (ver Figura 4.4). De las curvas ajustadas (ver Figuras 4.9 y
4.10) se observa que es posible reproducir la curva experimental muy bien para los dos porcentajes de
detergente (0 y 20% mol DOCNa), dentro de los errores experimentales. Los valores numéricos de
todos los parametros se encuentran dentro del rango esperado de acuerdo a la literatura (comparar
Tablas 4.2y 4.4).
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Figura 4.9. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de SPC
de radio Ry = 50nm, a 305K (e). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo), rotacion (azul), y movimientos
rapidos (cian). Los pardmetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4.
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Figura 4.10. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de SPC
con 20%mol de DOCNa, de radio Ry = 50nm, a 305K (e). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.4.
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Valores obtenidos del ajuste

Parametros

Modelo con difusion Modelo sin difusion
% mol DOCNa 0 0 20 20 0 0 20 20
T[K] 305 313 305 313 305 313 305 313
R, [nm] 50 50 50 50 50 50 50 50
nD,0[kg/s.m] x10° | 0,92 0,78 0,92 0,78 0,92 0,78 0,92 0,78
Ndatos 30 30 30 30 30 30 30 30
Nmanual 0 0 0 0 0 0 0 0
N+1pr0m curva 0 0 1 O O O O 0
A 0,15 0,15 0,2 0,2 0,15 0,18 0,18 0,2
o 0,05 0,05 0,09 0,08 0,05 0,06 0,07 0,08

x [J] x10% 6,3+0,8 | 5,10,5 | 4,3+0,5 | 3,9#0,3 | 5,8+0,2 | 4,74#0,2 | 40,3 | 3,740,2
Aok [s7] x10° 3,5+0,7 | 2,7+0,5 | 2,2+0,5 | 2,5+0,2 | 3,8+0,2 | 3,3+0,2 | 2+0,3 | 2,5+0,2
5 [s] x10° 36415 [32+1,9[23+1,7 | 18+14 | -
D [m?/s] x10™ 815 9+8 | 14+13 | 19+18 | -----
Ap [s7] x10° 1,0+0,6 | 1,0£0,6 | 0,304 | 0,4+0,4 | -
1 [5] x10° 3,240,6 | 2,1+04 [ 2,6+05 | 1,8+#0,3 | 3,1+0,3 [ 1,9+0,3 | 2,4+0,3 | 1,8+0,3
Ag [s7] x10° 1,6+0,3 | 1,740,2 | 2,4+0,3 | 2,0+0,2 | 1,7+0,1 | 1,5+0,2 | 2,8+0,3 | 2,3+0,3
Awr [57] 99+11 | 7,3+1,2 [ 9,8+1,1 | 7,2+0,9 | 9,3+1,0 | 7,2+0,8 | 9,4+1,2 | 6,5+0,6

PROM 0,044 | 0,045 | 0,084 | 0,08 | 0,043 | 0,057 | 0,064 | 0,077

Tabla 4.4. Pardmetros correspondientes a las curvas de ajuste de la dispersion de la tasa de relajacion espin-red
usando el modelo de la ecuacion [2.1] con y sin el proceso de difusion, para liposomas de Ry=50nm compuestos
de SPC vy diferentes porcentajes molares de DOCNa (0 y 20%mol), a 305 y 313K (ver Figuras 4.9, 4.10, 4.11,
4.12, y del Apéndice I1).

Se observaron variaciones en los pardmetros por la presencia del detergente, como se describe a
continuacion. La constante elastica x mostré una ligera tendencia a disminuir con el porcentaje de
detergente, lo cual es compatible con una membrana con mayor deformabilidad o flexibilidad debido a
la presencia del detergente (ver ecuacién [4.17]) (141). El hecho de que x no presenté grandes
variaciones esta en concordancia con otros trabajos que no observan variaciones significativas en la
deformabilidad de la membrana para el mismo tipo de vesiculas a través de mediciones de
microviscosidad (142). No se observan las variaciones significativas (de hasta el 80% con 20%mol de
detergente) que se han reportado en x en liposomas de SPC (11), lo cual puede deberse al efecto
electrostatico del detergente sobre la constante elastica de flexion (145). Mientras que en nuestros
experimentos hemos utilizado un detergente i6nico (DOCNa), el trabajo que observé las variaciones
relevantes en x us6 un detergente no ionico (11).

El tiempo de correlacion rotacional disminuy6 levemente, con el contenido de detergente (ver
Tabla 4.4) y las amplitudes Aro Y Az no mostraron un cambio significativo con la adicion del
detergente.

La constante de difusion D mostr6 un leve incremento con el contenido de detergente (ver Tabla
4.4), siendo este un resultado esperado debido a la mayor flexibilidad de la membrana por la presencia
del detergente. Ademas, se observé que el aporte a la relajacion espin-red por parte del proceso de
difusion disminuye a medida que el porcentaje de detergente se incrementa, lo cual se aprecié a través
de la disminucion significativa del valor de Ap y los grandes errores asociados a los parametros D y 7p.
Este comportamiento indica que el proceso de difusion deja de ser efectivo como mecanismo de
relajacion, y es posible considerar el andlisis de las curvas medidas en términos de un modelo
simplificado que no incluya esta contribucién. Por lo tanto, se usdé el modelo en su version
simplificada para describir los perfiles, como se muestra en las Figuras 4.11 y 4.12. Fue posible
describir los perfiles perfectamente considerando solo los procesos de fluctuaciones de orden,
rotaciones, y contribuciones de movimientos rapidos intramoleculares, sin observar variaciones
significativas en los parametros, dentro de los errores experimentales, si los comparamos a aquellos
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obtenidos usando el modelo completo. Adicionalmente, la precision con la cual se pueden determinar
k'Y r mejora en el caso del modelo simplificado, lo cual se evidencia en los valores de los errores
asociados a estos parametros (ver Tabla 4.4).

Adicionalmente, se midieron perfiles de dispersion de R; para liposomas de SPC con 0y 20% mol
de DOCNa agregado, a 313 K. Los gréaficos con las curvas experimentales y sus correspondientes
ajustes se encuentran en el apéndice Il y los pardmetros del ajuste aparecen en la Tabla 4.4. Si se
mantiene fijo el porcentaje de detergente, es posible observar una ligera tendencia a decrecer con la
temperatura en los parametros «, p y zr. Por otro lado, si fijamos la temperatura, se pueden apreciar a
313K las mismas tendencias en todos los pardmetros como se describié para 305K, con el contenido
de detergente. El anélisis sin considerar el proceso de difusion para los perfiles a 313K también se
llevé a cabo y los gréficos con los ajustes correspondientes se muestran en el apéndice Il y los
parametros de ajuste en la Tabla 4.4. Nuevamente, no se observaron variaciones significativas en los
parametros, dentro de los errores experimentales, si los comparamos a aquellos obtenidos usando el
modelo completo, mientras que la precision con la cual se pueden determinar x y zzr mejora en el caso
del modelo simplificado

1000: T T T TTT T T T T TTT T T T T TTT
SPC a 305K
Ajuste usando el modelo sin difusion
100 | -
T,
m-—t
10 - =
ROT
FO
1 [ R A | 1 ool 1 I |
100000 1000000 1E7

v, [HZ]

Figura 4.11. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspensién de liposomas de
SPC de radio Ry = 50nm, a 305K (e). La curva de ajuste usando el modelo sin difusion es mostrada en magenta.
Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), rotacién (azul), y
movimientos rapidos (cian). Los pardmetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4.

En resumen, fue posible describir con éxito la dinamica molecular de liposomas con detergente
usando el modelo descripto en el capitulo 2 (ecuacion [2.1]). Todos los parametros fisicos
involucrados siguieron la tendencia esperada segun la literatura, tanto con la temperatura como con el
porcentaje de detergente. Adicionalmente, fue posible utilizar una version simplificada del modelo
para describir los perfiles de liposomas de SPC debido a que el aporte a la relajacion espin-red por
parte del proceso de difusion empez6 a ser irrelevante. Esta tendencia también fue observada
levemente para liposomas de DMPC con 20%mol de detergente agregado. Por dltimo, no se
observaron grandes variaciones en x, pese a que el contenido de detergente fue elevado y a que se
utilizé el lipido SPC, el cual se ha establecido como el lipido estdndar para la preparacion de
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liposomas deformables/ultradeformables. En estudios futuros, se planea utilizar un detergente no
ibnico para la preparacion de estas vesiculas, a fin de intentar reproducir las grandes variaciones en la
deformabilidad y en la constante eléstica que han sido reportadas en la literatura.

1000: T llllll| T T llllll| l|
SPC+20% mol DOCNa a 305K
Ajuste usando el modelo sin difusion
100 £ 4
m-—!
10 - =
ROT
FO
1 ' o1l ' M R S A | ' M AN R |
100000 1000000 1E7

v, [Hz]

Figura 4.12. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de SPC
con 20%mol de DOCNa, de radio Ry = 50nm, a 305K (e). La curva de ajuste usando el modelo sin difusion es
mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden
(verde), rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los pardmetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4.
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Vesiculas gigantes

A los fines de poder comparar nuestros resultados con los provenientes de métodos establecidos
por la literatura para medir la constante eléstica de flexion, en este capitulo se intenta extender nuestro
modelo al caso de vesiculas gigantes unilamelares (GUV). De esta manera, se validaria nuestra
metodologia como una herramienta méas para el estudio de propiedades elasticas de membranas de
liposomas.

5.1. Métodos usados para medir la constante elastica de flexion en GUV

Existe una clasificacion de las vesiculas unilamelares segun el tamafio que poseen, las cuales se
consideran estructuras cuasi-esféricas, siendo su didmetro promedio la variable que determina su
tamafio. Si su tamafio es menor a los 100nm, se denominan vesiculas unilamelares pequefias, que
denotaremos en forma breve como SUV por su sigla en inglés (small unilamellar vesicle). Si su
tamafio se encuentra entre los 100nm y 1 um, se denominan vesiculas unilamelares grandes, que
denotaremos en forma breve como LUV (large unilamellar vesicle). Por ultimo, si su tamafio es mayor
gue 1 um, se denominan vesiculas unilamelares gigantes, que denotaremos en forma breve como
GUV (gigant unilamellar vesicle).

Como se ha mencionado en el capitulo 1, entre los métodos mas tradicionales para el estudio de la
constante elastica de flexion x en vesiculas gigantes, se encuentran el uso de micropipetas, con las
cuales se succiona la membrana y se observa la deformacion de la misma en la zona de succion (8) y
el analisis de Fourier de las fluctuaciones térmicas de la membrana (9,10). Ambos métodos requieren
del uso de video microscopia dptica.

La técnica de aspiracion con micropipetas introducido por Evans y Needham (146-148) ha sido
aplicada para el estudio de propiedades elasticas de membranas de diferentes composiciones
(137,149-155). Consiste en succionar, por medio de un capilar de vidrio (de didametro interno ~5-10
pm), una parte de la membrana de la vesicula (y con ello tensionar la misma), lo cual permite medir el
area almacenada en las ondulaciones de la membrana. En el régimen de baja tension, se observa una
relacion lineal entre la dilatacion del area de la membrana (diferencia entre el &rea de la vesicula con
ondulaciones en su estado natural y area de la vesicula bajo tension a causa de la micropipeta) y el
logaritmo de la tension aplicada, cuya pendiente permite obtener el valor de la constante elastica de
flexion. Uno de los pardmetros que se miden para estimar esta dilatacion del &rea es la longitud de la
porcién de vesicula aspirada por la pipeta, para lo cual se necesita el uso de microscopia éptica.
Algunos inconvenientes que presenta esta técnica son: el hecho de que es invasiva; la adhesion de la
membrana a la pipeta, lo cual puede superarse usando el recubrimiento apropiado en el capilar; en
general subestima el valor de x debido a que la variacién de area de la membrana que se observa al
succionar puede deberse a leves estiramientos de la mismas y no solo a las ondulaciones naturales.
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Por otro lado, el método de andlisis de fluctuaciones fue establecido hace casi 40 afios por
Brochard y Lennon aplicado a eritrocitos (156) y por Servuss et al. en vesiculas tubulares (157). Mas
tarde se amplio6 a vesiculas gigantes (158) y la teoria fue refinada por Helfrich (159) y Milner y Safran
(160). EIl andlisis de las fluctuaciones de forma de membranas de vesiculas est4d basado en la
recopilacion de una secuencia de imagenes obtenidas con microscopia éptica. Asi, las fluctuaciones de
forma inducidas térmicamente alrededor de equilibrio son monitoreadas y se determinan los valores
cuadraticos medios de las mismas. Este método ha sido aplicado ampliamente para el estudio de
propiedades elasticas de vesiculas cuasi-esféricas(9,10,158,161,162).

Desde un punto de vista experimental, probablemente este método es uno de los menos exigentes,
ya que se basa en la observacion directa de vesiculas gigantes mediante video microscopia. Una de las
pocas desventajas de este método reside en el requisito de que las vesiculas deben exhibir
fluctuaciones visibles, lo que implica una baja tensién en la membrana. Particularmente, este método
no puede aplicarse a vesiculas en la fase de gel. El método ha sido continuamente mejorado en las
Gltimas décadas (163-166).

Nuestra metodologia establecida en los capitulos anteriores para estudiar dindmica molecular de
membranas de liposomas, y con ello obtener informacion de las propiedades elasticas de la membrana,
ha sido aplicada solamente al caso de vesiculas grandes (especificamente, R,= 50-80nm). Como se
muestra en la siguiente seccidn, se intent6 extender nuestro modelo al caso de vesiculas gigantes, por
medio de llevar a cabo experimentos en dichos sistemas y comparar nuestros valores de x con los
obtenidos usando el método de anélisis de fluctuaciones (considerando que es un método adoptado por
parte de la comunidad cientifica para medir «).

5.2. Intentando extender el modelo para GUV

Los experimentos se llevaron a cabo con vesiculas gigantes de DMPC suspendidos en agua pesada
(D,0) con R, entre 6,5y 25 um, preparados por la Ing. Ma. Florencia Peralta del Laboratorio de
Biofisica de Membranas y Nanotecnologia, del Instituto de Investigaciones Médicas Mercedes y
Martin Ferreyra de la ciudad de Cérdoba. Se disolvio 1 mg de DMPC en cloroformo (CHCI3) y se
sec con corriente de nitrégeno (N,), dejandose luego unas horas en vacio para terminar de eliminar el
solvente. Posteriormente se hidrat6 el film de lipidos formados agregando el buffer acuoso (1 ml de
D,0). Este método de preparacién lo llamaremos método por hidratacion (gentle hydration en inglés).
Notar que la masa de lipidos utilizada en este caso no supera el 2% de la masa utilizada para preparar
liposomas grandes (61,19mg).

Todas las mediciones mostradas en este capitulo fueron realizadas por la autora de la tesis, en el
Laboratorio de Relaxometria y Técnicas Especiales (LaRTE) de FaMAF, UNC, en Cérdoba. Se utilizd
la secuencia PP1E (secuencia de campo ciclado pre-polarizada con un eco) con los siguientes
parametros: valores del campo de polarizacion (By) y relajacion (B,) de 15MHZ; valor del campo de
deteccion (Bg) de 14,2MHz; tiempos de polarizacion 1, y relajacion t, de 1s y 2ms, respectivamente;
numero de scans igual a 500; atenuacion del pulso de radio frecuencia de 28 dB; factor de ganancia del
receptor igual a uno, y frecuencia de corte del filtro de audio de 200000Hz.

En la Figura 5.1 se muestra la sefial del eco de Hahn a 15MHz para vesiculas gigantes de DMPC a
310K. La relacion sefial-ruido extremadamente baja que se observd mediante la técnica de RMN en
estas vesiculas gigantes, impidio llevar a cabo los experimentos. La sefial de RMN obtenida mediante
la secuencia de eco de Hahn, se vio reducida alrededor de unas 60 veces respecto al valor que
usualmente se observaba con los liposomas grandes con los que veniamos trabajando, mientras que la
relacion sefial ruido se redujo aproximadamente 25 veces.

Con el objetivo de incrementar la sefial, se prepar6 una nueva muestra de vesiculas gigantes de
DMPC que consistia en una mezcla de vesiculas preparadas con dos métodos, para asi incrementar la
densidad de las mismas. Los métodos fueron: método por hidratacion (como se describid
anteriormente) y por electroformacion (167). Asimismo, no se logré incrementar la sefial, como se
puede apreciar en la Figura 5.2, si se la compara con la Figura 5.1.
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Por otro lado, se decidié medir la sefial del eco de Hahn de una muestra de 1ml de agua pesada
(D,0) a 310K para saber si contenia protones que estuvieran aportando sefial. En la Figura 5.3 se
muestra la sefial antedicha, lo cual no solo confirma la presencia de protones si no que es
indistinguible de la correspondiente a las vesiculas gigantes (comparar Figuras 5.1, 5.2 y 5.3). Una
comparacion de los valores maximos de las amplitudes de las sefiales para vesiculas gigantes de
DMPC y agua pesada parcialmente protonada a 310K se muestra en la Figura 5.4, donde se observa
que los tres valores de sefial son indistinguibles dentro del error experimental (pese a la leve tendencia
a crecer con la densidad de protones).
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Figura 5.1. Sefal del eco de Hahn para vesiculas gigantes de DMPC a 310K, preparados con el método por
hidratacién, en un campo magnético de 15MHz.
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Figura 5.2. Sefial del eco de Hahn para vesiculas gigantes de DMPC a 310K, preparados con el método por
hidratacion y electroformacion, en un campo magnético de 15MHz.
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Figura 5.3. Sefial del eco de Hahn para una muestra de 1ml de agua pesada parcialmente protonada, a 310K, en
un campo magnético de 15MHz.
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Figura 5.4. Comparacion de los valores maximos de la amplitud de las sefiales del eco de Hahn para una muestra
de 1ml de agua pesada parcialmente protonada y para vesiculas gigantes preparados por hidratacion y por

hidratacion + electroformacion, a 310K y campo magnético de 15MHz.

Esto nos hizo pensar que en realidad la sefial que estdbamos midiendo en la muestra de vesiculas
provenia mayoritariamente del agua pesada parcialmente protonada, enmascarado la proveniente de
los lipidos debido a su valor tan bajo. Esto se verificd completamente con las mediciones de tiempo de
relajacion espin-red T; a 15MHz que se efectuaron en vesiculas gigantes de DMPC vy en el agua
pesada parcialmente protonada, a 310K. En las Figuras 5.5 y 5.6 se muestran las curvas de valor
maximo de la amplitud de la sefial de RMN versus el tiempo de polarizacion z, del campo magnético,
en una secuencia de campo ciclado no-polarizada (NP), con sus correspondientes ajustes por
cuadrados minimos (obtenidos con el programa OriginPro 8).
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Figura 5.5. Valor maximo de la amplitud de la sefial de RMN obtenida con la secuencia NP en funcién del
tiempo de polarizacion z, del campo magnético de 15MHz, para vesiculas gigantes de DMPC a 310K,
preparados usando los métodos de hidratacion y electroformacion. La curva roja corresponde a la curva de
ajuste, tal que sus pardmetros de ajuste se muestran en la tabla inserta en el gréfico.
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Figura 5.6. Valor maximo de la amplitud de la sefial de RMN obtenida con la secuencia NP en funcion del
tiempo de polarizacion z, del campo magnético de 15MHz, para una muestra de agua pesada parcialmente
protonada a 310K. La curva roja corresponde a la curva de ajuste, tal que sus pardmetros de ajuste se muestran
en la tabla inserta en el grafico

El valor de T, a 15MHz para vesiculas de DMPC a 310K fue de (7+1)s, mientras que para la
muestra de agua pesada parcialmente protonada a 310K se obtuvo un valor de (9+2)s. Vemos que
estos valores son indistinguibles dentro del error experimental, concluyendo que efectivamente la
mayor parte de la sefial que medimos en el sistema de vesiculas de DMPC suspendidos en D,0, no
proviene de los lipidos. Esto nos imposibilitdé medir la dispersion de la tasa de relajacion espin-red
para vesiculas gigantes. Notar que podria pensarse que este inconveniente se superaria si utilizaramos
agua pesada a una concentracion del 99,99%. Sin embargo, la relacion sefial ruido demostré ser muy
baja, incluso con el aporte de sefial de los protones presentes en el agua pesada. Por lo tanto, esto hizo
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que no tuviera sentido intentar repetir los experimentos con muestras preparadas con un solvente con
tal pureza. Considerando que no fue posible validar el modelo experimentalmente en el caso de
vesiculas gigantes, en la siguiente seccidn se analizan resultados de otros autores vinculados a la
dependencia de la constante elastica de flexion con el tamafio de las vesiculas.

5.3. Dependencia de la constante elastica de flexion con el tamafio de la
vesicula

El tamafio de una vesicula podria modificar las caracteristicas y propiedades mecéanicas de su
membrana. Este efecto se ve intensificado cuando el liposoma es pequefio debido a que las
dimensiones del espesor de la bicapa empiezan a ser comparables con las del tamafio de la vesicula, ya
que las tensiones y curvatura de la membrana aumentan considerablemente. Particularmente, existen
diversos trabajos que muestran una dependencia de propiedades mecanicas, como la constante elastica
de flexion y la constante de estiramiento de area (K,), con el radio de la vesicula (168-171).
Asimismo, aln no estd claro en la literatura como es la dependencia funcional exacta de estas
constantes, pero podemos deducirla segtn la informacion disponible.

Si consideramos a la bicapa de la membrana del liposoma como un conjunto de finas capas
elasticas y teniendo en cuenta la teoria clasica de la elasticidad (172), la constante elastica de flexion x
puede ser escrita de la siguiente manera (137,153,173,174):

K=p4K,d%, [5.1]

donde d es el espesor de la bicapa, y # es una constante que vale 1/48 cuando la membrana se
considera como monocapas desacopladas libres de deslizarse una sobre la otra, y vale 1/12 cuando se
consideran monocapas completamente acopladas. Vale la pena recalcar que existen algunos trabajos
en los cuales se ha verificado experimentalmente esta expresion para un amplio rango de vesiculas
(137,153).

Por otro lado, se ha observado mediante calculos numéricos que en el caso de vesiculas pequefias,
cuando el tamafio del liposoma disminuye, la bicapa se hace mas delgada, es decir, d decrece (171).
Esto se justifica con el hecho de que se incrementa el desorden orientacional de los lipidos a medida
que la vesicula se hace mas pequefia. Asi, la dependencia funcional de d con el radio R del liposoma
puede describirse en forma aproximada por la siguiente ecuacion (171):

d=d, —% : [5.2]
donde d., representa el espesor de una membrana infinitamente extensa, es decir, con R— y A €s una
constante positiva.

Como se menciond anteriormente, la constante K, puede depender del tamafio del liposoma,
principalmente en el caso de vesiculas pequefias (R menor a 50 nm). Se ha mostrado que esta
constante decae con R convergiendo a un valor constante para vesiculas con radio mayor a 50nm
aproximadamente (168). En este trabajo no se describe este comportamiento con ninguna funcién
matematica, pero la tendencia de la curva es de la forma K,~1/R", donde n es un exponente constante y
par, por lo que supondremos en primera aproximacion que n = 2. Asumiendo este comportamiento
funcional para K, y considerando las ecuaciones [5.1] y [5.2], podriamos obtener la dependencia de la
constante elastica de flexion x con R de la siguiente manera:

K(R)zﬂ(cﬁ <. J(dw AJ , [5.3]

RE\ " R?
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donde C, y C, son constantes positivas. Asi, una estimacién de xen funcién de R seria:
4

=~ +R—‘g, [5.4]

K(R)za1+%+

donde ai, a,, as, Y a4 son constantes. Adicionalmente este mismo comportamiento para xse puede
obtener de la curva xvs. R calculada por otros autores (170) para liposomas pequefios y grandes. En la
Figura 5.1 puede observarse la curva de puntos extraida del trabajo antes mencionado y la curva de
ajuste obtenida con el programa OriginPro 8, mostrando una excelente concordancia entre ellas. Los
parametros del ajuste se muestran insertos en dicha figura. Esto confirma alin mas la estimacion de la
ecuacion [5.4].

Finalmente, podriamos concluir que la constante elastica de flexion solo varia con el tamafio de la
vesicula, incrementando su valor abruptamente, si su radio es menor a los 40/50nm aproximadamente.
Para radios mayores, es decir, para vesiculas grandes y gigantes, xse mantiene practicamente
constante. Este comportamiento es bastante intuitivo, dado que es natural pensar que cuando el tamafio
de la vesicula es muy pequefio la energia necesaria para doblar la membrana es mucho mas alta.

5«7 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
L e Curva calculada por otros autores
56| Curva de Ajuste k:a1+a2/R2+a3/R4+aL4/R6 |
i a,=(5,120,9)k T
_ 2
55 F a,=(8+1)k T nm -
_ s a,=(-40+10)k T nm°
|_
&2 54 - a,=(9+2)E-14k Tnm’
” L
53 ]
i L ® © °
52 ]
5’1 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
R [nm]

Figura 5.7. Constante elastica de flexién « en funcién del radio R de la vesicula. La curva de puntos ha sido
extraida de la referencia (170) sobre la cual se superpone la curva de ajuste (curva continua en rojo) que indica
que «~ 1/R®. Los parametros del ajuste se muestran insertos en la figura.

Considerando que la literatura predice la no-dependencia de xcon el radio R de la vesicula en el
rango de tamafios de vesiculas grandes y gigantes (R > 40nm), no deberian observarse variaciones
entre los valores de la constante eléstica de flexion obtenidos utilizando la técnica de analisis de
Fourier de las fluctuaciones térmicas de la membrana en vesiculas gigantes y nuestra metodologia en
vesiculas grandes, si la composicién de las vesiculas es idéntica. Asimismo, para vesiculas de DMPC,
se han reportado con el primer método valores de x iguales a (14£0,3)x10%°] a 310K (145,175)
mientras que nuestra metodologia nos entregé un valor de (3,1+0,6)x10?°J, a la misma temperatura.
Existen algunos trabajos en los cuales se discute sobre posibles causas de estas variaciones (176,177),
siendo no solo la técnica el principal motivo, sino también las condiciones de medicion (7,178) (tipo
de buffer y presencia de varias moléculas).
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Concluimos de este capitulo entonces que las diferencias observadas en los valores de x medidos
con las diferentes técnicas, pueden tener su origen en cuestiones intrinsecas a cada técnica
experimental. Esto requiere de un estudio detallado de las condiciones en que se preparan las muestras
para cada caso, de como las muestras son afectadas por cada técnica en el proceso de medicién, y de
los procesos fisicos que relacionan las mediciones propiamente dichas con el valor de «.

~60~
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Simplificacion del modelo

Se ha mostrado (179) que es posible medir x« en un rango reducido de frecuencias
(aproximadamente de 100kHz a 2MHz). Esto se basa en el hecho de que la dindmica colectiva, la cual
es particularmente sensible a «, es dominante sobre el proceso de difusion y es el Unico proceso
dispersivo en dicho rango de frecuencia. Como se vera a continuacion, el andlisis de la dindmica
molecular en un rango restringido de frecuencias permitird simplificaciones en el modelo utilizado,
facilitando la obtencion de « en condiciones favorables. En este capitulo se describe en que consiste
exactamente esta simplificacion del modelo y se lo pone a prueba en diversas formulaciones de
liposomas, a diferentes temperaturas.

6.1. Reduccién del modelo

Como se menciond en el capitulo 2, la dispersién de la tasa de relajacion Ry(v) de los protones de
membranas lipidicas se puede explicar en términos de los siguientes procesos dinamicos (18,19):

1. Fluctuaciones locales de orden debido a las fluctuaciones de forma del esferoide del liposoma (FO).
2. Difusién traslacional de los lipidos sobre una superficie curva (D).

3. Rotaciones moleculares de los lipidos (R).

4. Movimientos internos rapidos dentro de las moléculas de lipidos (MR).

La curva modelada para R;(v) se obtuvo a partir de la adicion de las contribuciones de cada
mecanismo:

&(v)=T1(v)=&FO(v)+R1D(v)+R1R(v)+R1MR. [6.1]

Como se observa en la Figura 6.1, existen dos puntos de cruce que indican frecuencias particulares,
donde se pueden observar dos caracteristicas importantes:

1) El punto en el lado izquierdo define la frecuencia en la cual las contribuciones de los procesos de
difusion traslacional y fluctuaciones de orden se cruzan (8,5x10*Hz en la Figura 6.1). Es decir, define
la frecuencia minima v, en la cual las fluctuaciones de orden empiezan a ser dominantes sobre la
difusion traslacional.

2) El punto de la parte derecha define la frecuencia donde la contribucion del proceso de rotacion

empieza a ser dispersiva. Es decir, define la frecuencia maxima wy hasta la cual las rotaciones no
pueden distinguirse del resto de los movimientos rapidos.
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Figura 6.1. Dispersion medida de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de DMPC
con radio Ry = 50nm, a 303K (e). La curva de dispersién ajustada usando el modelo de la ecuacion [6.1] es
mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden
(verde), difusion (rojo), rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Las lineas verticales rojas determinan el
rango reducido de frecuencia (8,5x10* Hz-1,3x10°, en este caso).

Estos dos puntos de cruce, definen lo que llamaremos el rango reducido de frecuencias. Dentro de
este rango, las fluctuaciones de orden se convierten en dominantes sobre el proceso de difusion y son
el Unico proceso dispersivo. Una consecuencia directa de este hecho es que el modelo fisico dado por
la ecuacion [6.1] se puede simplificar dentro de este intervalo, volviéndose més robusto para la
extraccion, a partir del perfil de dispersion, de la constante eléstica de flexion x. Entonces, dentro de
ese rango reducido de frecuencias, el modelo puede ser simplificado de la siguiente manera:

R(v)=RP(v)+R™, [6.2]

donde las contribuciones a la tasa de relajacion de los movimientos rapidos y las rotaciones
moleculares pueden ser reemplazados por una Unica constante independiente de la frecuencia, es decir,
R.O™ = R® + R,MR. Esto Gltimo es una consecuencia directa del hecho de que la contribucién
constante de las rotaciones moleculares no puede distinguirse del resto de los movimientos rapidos,
que tampoco son dispersivos. Ademas, la contribucion correspondiente a la difusion en una superficie
curva puede ser despreciada debido a que las fluctuaciones de orden son absolutamente dominantes.
Vale la pena recordar que en la ecuacion [6.2] la dependencia con x puede verse a través de R,™ (ver
ecuacion [2.2] para mayor detalle de esta dependencia funcional). Asi, en esta version simplificada del
modelo aparece solo un parametro fisico relevante (x), una amplitud (Ago) y una constante (R;°™),
por lo que podriamos decir que tiene asociado tres parametros a determinar al momento de querer
encontrar la curva de ajuste dptima.

6.2. Aplicacion y validacion del modelo simplificado

Con el fin de verificar si el modelo simplificado reproduce los valores de la constante elastica de
flexion obtenida usando el modelo completo, y con ello validar la reduccidn descripta en la seccion
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6.1, se llevaron a cabo ajustes de los perfiles de dispersion de la tasa de relajacién usando el modelo
simplificado, en el rango reducido de frecuencias. Este andlisis se hizo para curvas correspondientes a
liposomas de DMPC, de DMPC con colesterol y detergente agregado y liposomas de SPC con y sin
detergente agregado, a diferentes temperaturas.

Liposomas de DMPC

En las Figuras 6.1 y 6.2 se muestran las curvas experimentales y ajustadas usando el modelo
completo dado por la ecuacion [6.1] y el modelo simplificado de la ecuacién [6.2], respectivamente,
para liposomas de DMPC a 303K. El mismo analisis se realiz6 para liposomas de DMPC a 310, 318 y
328K, para liposomas de DMPC con 3%mol de colesterol agregado a 328K, y para liposomas de
DMPC con 20%mol de detergente DOCNa agregado a 318K. En las Figuras 6.3 y 6.4, se muestran las
curvas experimentales y ajustadas usando el modelo simplificado, para liposomas de DMPC con
3%mol de colesterol a 328K, y de DMPC con 20%mol de DOCNa agregado a 318K, respectivamente.
Los ajustes restantes se muestran en el Apéndice Il. En todos los casos, la determinacién del rango
reducido de frecuencias se hizo determinando los dos limites v, y wy descriptos gréficamente en la
Figura 6.1, cuyos valores se muestran en la Tabla 6.1. Se observa que es posible definir un rango
reducido de frecuencia promedio dado por 118x103- 2,2x106Hz, para liposomas a base de DMPC.
Los parametros relevantes provenientes de los ajustes se muestran en la Tabla 6.2.

Se puede observar gque la concordancia entre las curvas experimentales en el rango reducido de
frecuencias y las curvas ajustadas usando el modelo simplificado es muy buena, dentro de los errores
experimentales (ver Figuras 6.2, 6.3 y 6.4). En la Tabla 6.3 se comparan los valores de x obtenidos en
ambos casos para todas las formulaciones de liposomas de DMPC analizadas en esta seccién.

1000 f————r1 —rr
DMPC a 303 K
100 ¢ 5
D:-—i

10 Offset E

: o ]

1 M R A | L L MR R A | L L P A
100000 1000000 1E7

v, [Hz]

Figura 6.2. Dispersion medida de la tasa de relajacién espin-red en el rango reducido de frecuencias para una
suspension de liposomas de DMPC con radio Ry = 50nm, a 303K (e). La curva de dispersion ajustada usando el
modelo simplificado de la ecuacion [6.2] es mostrada en magenta. Las contribuciones de las fluctuaciones de
orden (verde), y de la constante de offset (violeta) son incluidas. Los parametros relevantes se muestran en la
Tabla 6.2
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Figura 6.3. Dispersion medida de la tasa de relajacién espin-red en el rango reducido de frecuencias para una
suspension de liposomas de DMPC+3%mol de colesterol con radio Ry = 50nm, a 328K (e). La curva de
dispersion ajustada usando el modelo simplificado de la ecuacién [6.2] es mostrada en magenta. Las
contribuciones de las fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset (violeta) son incluidas. Los
parametros relevantes se muestran en la Tabla 6.2
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Figura 6.4. Dispersion medida de la tasa de relajaciéon espin-red en el rango reducido de frecuencias para una
suspension de liposomas de DMPC+20%mol de DOCNa con radio Ry = 50nm, a 318K (e). La curva de
dispersion ajustada usando el modelo simplificado de la ecuacion [6.2] es mostrada en magenta. Las
contribuciones de las fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset (violeta) son incluidas. Los
parametros relevantes se muestran en la Tabla 6.2
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TIKI#1 | %mol %mol vin[Hz] x10% | wy[Hz] x10°
DOCNa | Colesterol
303 85 1,3
310 0 130 1,4
318 0 120 2,5
328 195 55
328 3 150 1,8
318 20 0 29 0,75

Tabla 6.1. Rangos reducidos de frecuencia calculados a partir de curvas ajustadas utilizando el modelo completo
de la ecuacion [6.1], para perfiles de dispersion de la tasa de relajacion espin-red de liposomas de DMPC con
diferentes porcentajes molares de detergente DOCNa o colesterol. Es posible definir un rango reducido de
frecuencia promedio dado por 118x10°%- 2,2x10°Hz.

Parametros Valores obtenidos del ajuste
% mol DOCNa 0 0 0 0 0 20
%mol Colesterol 0 0 0 0 3 0
T [°K]+1 303 310 318 328 328 318
R, [nm] 50 50 50 50 50 50
nD,O[kg/s.m] x10° | 0,97 0,82 0,72 0,6 0,6 0,72
Ngatos 13 9 15 16 12 16
Nimanual 0 0 0 0 0 0
N cme 0 0 0 1 0 0
4 0,1 0,101 0,22 0,197 0,15 0,18
a 0,05 0,05 0,098 0,05 0,07 0,08
x[J] x10%° 2,6x0,3 | 2,9+0,3 | 2,1+0,2 2,0£0,3 1,8+0,2 | 1,0+0,1
Aor [s7]x10° | 1,5+0,1 | 1,4+0,1 | 0,90+0,08 | 0,70+0,07 | 0,60+0,04 | 0,740,1
R, [s1] 14+1 | 75+1 | 46208 | 35404 | 35+0,3 | 15+1
PROM 0,034 | 0,048 0,097 0,046 0,065 0,069

Tabla 6.2. Parametros correspondientes a las curvas de ajuste de las dispersiones de la tasa de relajacion para
liposomas compuestos de DMPC vy diferentes porcentajes molares de DOCNa (20%mol) o colesterol (3%mol),
entre 303 y 328K (ver Figuras 6.2, 6.3, 6.4 y del Apéndice II).

T[K]*1 | %mol %mol k[0]1x10%° | x[J] x10%
DOCNa | Colesterol Modelo Modelo
completo simplificado

303 2,8+0,6 2,6£0,3
310 0 2,940,7 2,940,3
318 0 2,2+0,6 2,1+0,4
328 1,7+0,5 2,0+0,3
328 3 2,2+0,5 1,8+0,2
318 20 0 1,2+0,1 1,0+0,1

Tabla 6.3. Comparacion de los valores de x obtenidos de las curvas ajustadas utilizando el modelo completo
(ecuacidn [6.1]) y el modelo simplificado (ecuacion [6.2]) para todas las formulaciones de liposomas de DMPC
analizadas en esta seccion.
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Como se observa en la Tabla 6.3, los valores de la constante elastica obtenidos de los ajustes
usando el modelo completo y simplificado, son indistinguibles, dentro de los errores experimentales.
La Figura 6.5 muestra estos resultados en forma grafica, en donde se observa claramente la mayor
precision con la que se determina esta constante cuando se usa el modelo reducido.

5,0X10720 T T T T T T T T T T
¢ Modelo completo (ecuacion [6.1])
» Modelo simplificado (ecuacién [6.2])

4,5x10” |
4,0x10% | .
3,5x107° -

3,0x10™ —

K ()

2,5x10% | .
2,0x10”° | .

1,5x10% | -

1,0X10'20 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L
300 305 310 315 320 325 330

Temperatura (K)

Figura 6.5. Comparacién de los valores de x obtenidos de las curvas ajustadas utilizando el modelo completo
(ecuacidn [6.1]) y el modelo simplificado (ecuacion [6.2]) para liposomas de DMPC, a diferentes temperaturas.

Liposomas de SPC

En las Figuras 6.6 y 6.7, se muestran las curvas experimentales y ajustadas usando el modelo
simplificado, para liposomas de SPC y SPC con 20%mol de DOCNa, a 313K, respectivamente. Los
valores de vi, y v Se muestran en la Tabla 6.4. Es posible definir un rango reducido de frecuencia
promedio dado por 29x10% 0,98x10° Hz, para liposomas a base de SPC. Los parametros relevantes
provenientes de los ajustes se muestran en la Tabla 6.5.

Se puede observar gque la concordancia entre las curvas experimentales en el rango reducido de
frecuencias y las curvas ajustadas usando el modelo simplificado es muy buena (ver Figuras 6.6 y 6.7),
dentro de los errores experimentales. En la Tabla 6.6 se comparan los valores de x obtenidos en ambos
casos para las dos formulaciones de liposomas a base de SPC analizadas en esta seccion.

%mol | w,[Hz] x10° | wy[Hz] x10°
DOCNa
0 29 0,75
20 29 1,2

Tabla 6.4. Rangos reducidos de frecuencia calculados a partir de curvas ajustadas utilizando el modelo completo
de la ecuacion [6.1], para perfiles de dispersién de la tasa de relajacion espin-red de liposomas de SPC con
diferentes porcentajes molares de detergente DOCNa, a 313K. Es posible definir un rango reducido de
frecuencia promedio dado por 29x10°- 0,98x10°Hz.
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Figura 6.6. Dispersion medida de la tasa de relajacién espin-red en el rango reducido de frecuencias para una
suspension de liposomas de SPC con radio Ry = 50nm, a 313K (e). La curva de dispersién ajustada usando el
modelo simplificado de la ecuacion [6.2] es mostrada en magenta. Las contribuciones de las fluctuaciones de
orden (verde), y de la constante de offset (violeta) son incluidas. Los parametros relevantes se muestran en la

Tabla 6.5.
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Figura 6.7. Dispersion medida de la tasa de relajacion espin-red en el rango reducido de frecuencias para una
suspension de liposomas de SPC+20%mol de DOCNa con radio Ry = 50nm, a 313K (e). La curva de dispersion
ajustada usando el modelo simplificado de la ecuacién [6.2] es mostrada en magenta. Las contribuciones de las
fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset (violeta) son incluidas. Los parametros relevantes se

muestran en la Tabla 6.5.

~67 ~



Capitulo 6

Simplificacion del modelo

Parametros Valores obtenidos del ajuste
% mol DOCNa 0 20
T [°K]£1 313 313
R, [nm] 50 50
nD,0[kg/s.m] x107 0,78 0,78
Ndatos 16 18
Nmanual 0 O
N+1pr0m_curva 0 0
A 0,15 0,015
a 0,06 0,08
K [J] x10%° 5,1+0,2 3,9+0,1
Aok [s7] x10° 4,0+0,7 2,4+0,6
R [s1] 19+1 27+1
PROM 0,058 0,075

Tabla 6.5. Parametros correspondientes a la curvas de ajuste de las dispersiones de la tasa de relajacion espin-red
para liposomas compuestos de SPC y diferentes porcentajes molares de DOCNa, a 313K (ver Figuras 6.6 y 6.7).

%mol | x [J] x10% | « [J] x107
DOCNa | Modelo Modelo
completo | simplificado
0 5,1+0,5 5,1+0,2
20 3,90,3 3,940,1

Tabla 6.6. Comparacion de los valores de x obtenidos de las curvas ajustadas utilizando el modelo completo
(ecuacidn [6.1]) y el modelo simplificado (ecuacion [6.2]) para liposomas de SPC con 0 y 20%mol de DOCNa, a

313K.

Como se observa en la Tabla 6.6, nuevamente los valores de la constante elastica obtenidos de los
ajustes usando el modelo completo y simplificado, son indistinguibles, dentro de los errores
experimentales. Ademas, los errores de esta constante son menores cuando se usa el modelo reducido.

En conclusién, basandonos en los resultados tanto para liposomas a base de DMPC como de SPC,
podemos afirmar que el modelo simplificado es evidentemente mas sensible a la constante elastica de
flexion, permitiendo obtener k con mayor precision y en menor tiempo.
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Polimerosomas

En este capitulo se presentan resultados preliminares del estudio de la dinamica molecular de
vesiculas poliméricas utilizando la técnica de relaxometria magnética nuclear con ciclado de campo.
Al igual que en el caso de liposomas, se estudian las propiedades de relajacion de protones de
vesiculas suspendidas en agua deuterada.

7.1. Micelas poliméricas como transportadoras de drogas

La administracion de farmacos que poseen baja solubilidad en fluidos bioldgicos todavia representa
una importante limitacion para la industria farmacéutica, siendo el caso de alrededor del 50% de las
drogas. Entre las estrategias existentes para superar este problema, la inclusion de farmacos
hidrofébicos en micelas poliméricas es una de las alternativas mas atractivas y versatiles (180,3,2).
Los copolimeros tribloque anfifilicos compuestos por 6xido de etileno (OE) y 6xido de propileno
(OP), son materiales termosensibles que muestran propiedades de agregacion en medios acuosos.
Debido a su capacidad para formar sistemas micelares estables en agua, estos materiales son
estudiados ampliamente para la solubilizacion de medicamentos poco solubles en agua (27,28).

7.2. Dinamica molecular en polimerosomas

Los procesos dinamicos presentes en copolimeros o micelas poliméricas estan caracterizados por
una amplia escala temporal, que va a partir de ~10™*s para vibraciones y rotaciones moleculares de los
grupos internos que conforman los unimeros (copolimero sin agregarse), hasta movimientos mucho
mas lentos asociados a reorientaciones de los agregados y a los procesos de fision-fusién de micelas
(~107s) (181). Si bien se ha progresado mucho en la elucidacion de la estructura de agregados de
copolimeros, la dinamica molecular de los mismos aln sigue siendo poco conocida.

Existen dos procesos dindmicos espontaneos que ocurren en las soluciones micelares, a saber, el
intercambio del copolimero entre los estados de unimero y micela y la formacién/ruptura de micelas.
Estos procesos son los mas comunmente estudiados y han sido ampliamente discutidos en la literatura
durante décadas (182-192) usando diferentes técnicas. Los valores reportados sobre la escala de
tiempo de estos procesos son variantes debido a que los experimentos de los diferentes estudios han
sido realizados en diferentes polimeros bajo distintas condiciones de temperatura y concentracion.
Asimismo, se los puede asociar con diferentes escalas de tiempo. El primero es el mas rapido
(microsegundos a algunos milisegundos) y el segundo es lo suficientemente lento (cientos de
milisegundos) para no ser siempre observable con las técnicas experimentales cominmente usadas y
ocurre principalmente via fusion/fision de agregados submicelares.

El intercambio de unimeros es un proceso complejo en el que el glébulo hidréfobo del copolimero
se desenrolla o despliega (uncoils, unfolds) al ingresar a la micela. En la expulsion, una vez que el
unimero alcanza pleno contacto con el solvente, el copolimero se enrolla o pliega (coils, folds)
nuevamente con el fin de evitar el contacto entre el medio acuoso y el bloque hidréfobo POP (191). Es
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decir, el intercambio de una molécula individual del copolimero con la micela, tienen asociado un
mecanismo de plegado y desplegado.

Por otro lado, se han llevado a cabo estudios del proceso de difusidn en este tipo de sistemas (193).
Los autores presentan un estudio del efecto de las diferentes fases estructurales o de agregacion en la
difusién del copolimero usando la técnica de RMN con gradiente de campo pulsado (PFG-NMR).
Debido a la critica dependencia de la estructura con la temperatura y concentracion, se han observado,
en una amplia variedad de estos polimeros, diferentes fases estructurales. Estas fases se obtienen
progresivamente al ir incrementando la concentracién y/o la temperatura. Se concluy6 que el proceso
de difusion esta gobernado principalmente por el tipo de ordenamiento en las diferentes estructuras en
lugar de estar determinado por la cantidad de obstaculos o volumen disponible. Asi, en la fase micelar,
considerando la difusién de la micela como un todo, se report6 un valor del coeficiente de difusion
(decreciente con la concentracion del polimero) en el rango de 102-10™* m?/s.

Estudios utilizando dispersion de neutrones en Pluronic F68, distinguieron dos procesos de
relajacion, practicamente insensibles a los cambios de fases de la solucién (194). El proceso més lento
fue asociado a una dinamica de Rouse del blogue POP, mientras que el proceso mas rapido fue
adjudicado a los modos de difusién longitudinales del bloque POE. En concordancia con las diferentes
dindmicas moleculares de los bloques POP y POE, estudios de relajacion por RMN a 600 MHz,
revelaron diferentes valores de T, para los grupos -CH2 y -CH3 de dichos bloques, con diferentes
formas funcionales con la temperatura (195).

7.3. Experimentos de dispersion del tiempo de relajacién espin-red
7.3.1. Preparacion de la muestra

Se prepararon micelas suspendidas en agua deuterada (D,O) utilizando tres tipos diferentes de
copolimeros tribloqgue de nombre comercial Pluronic, a saber: F68 (EOgPO,;EQg,), F108
(EO141PO4EOQ 1), ¥y F127 (EO1;POssEO;0;) a concentraciones entre 10 y 22,5%m/v. El método de
preparacion fue el siguiente: se mezcld el copolimero con D,O en diferentes proporciones
(concentraciones medidas como masa del polimero en volumen de solucién), a temperatura ambiente.
Luego, la mezcla fue colocada de 12 a 24 horas, a una temperatura entre 277 y 279K dado que tanto el
OE y el OP son hidrofilicos a estas temperaturas y eso favorece la disolucién del polimero. Una vez
que la solucion lucia totalmente transparente, fue colocada a una temperatura mayor o igual a la TMC
a modo de obtener micelas, considerando la concentracién de la misma.

7.3.2. Medicion del tiempo de relajacion espin-red en el sistema de laboratorio en funcion de la
frecuencia de Larmor

Las dispersiones del tiempo de relajacion espin-red (T,) de protones para soluciones acuosas de
polimeros se midieron usando la técnica de RMN con ciclado répido de campo con un relaxémetro
Spinmaster FFC- 2000 (Stelar; Mede, Italia). Todas las mediciones mostradas en este capitulo fueron
realizadas por la autora de esta tesis y por el Dr. German Farrher en la Facultad de Matematicas y
Ciencias Naturales (Fakultat fir Mathematik und Naturwissenschaften) de la Universidad Técnica de
IImenau (Technische Universitat Ilmenau) situada en Iimenau, Alemania. En todos los casos se utiliz6
un campo magnético de polarizacion de 0,47 T (equivalente a 20 MHz para *H), el cual se encendia
por periodo de tiempo entre 1 y 2 s para generar la magnetizacion de la muestra, dependiendo de la
muestra y la temperatura. El valor del campo de adquisicion fue de 0,392 T (16,7 MHz). Los perfiles
se midieron dentro del rango de frecuencias de 8 kHz a 20 MHz (valores del campo de relajacion, en
general entre 10-24 valores diferentes en este rango), teniendo en cuenta que los campos locales
medidos (no mostrados) fueron inferiores a 1 KHz para todas las muestras. Estos fueron medidos
utilizando experimentos en el sistema rotante utilizando la denominada secuencia de Lock, que
consistié en el estudio de la dispersion de la sefial de RMN, a duracion del pulso de lock fijo, en
funcion de la intensidad de campo de radiofrecuencia aplicado (34,35).
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Los valores de T, fueron determinados de las curvas de recuperacion de la magnetizacion por ajuste
de cuadrados minimos. Estos valores no fueron sensibles a la ventana temporal sobre la cual la FID
fue muestreada. Se encontr6 que el proceso de relajacién spin-red de la magnetizacion era
monoexponencial en todas las frecuencias para algunas soluciones acuosas de Pluronic y
biexponencial para otras. Tipicamente, se midi6 la sefial entre 12 y 24 veces para cada tiempo de
recuperacion t de la magnetizacion (12-30 valores diferentes de t). La temperatura de la muestra fue
controlada con una variacion de 1K aproximadamente utilizando el controlador de temperatura
variable Spinmaster.

Se midieron dispersiones para soluciones acuosas compuestas por Pluronic F68, F108 y F127 a
diferentes concentraciones (10-22.5% w/v) y temperaturas (276-298 K).

Pluronic F127

En la Figura 7.1 se muestra el perfil de dispersion de T, para una solucién acuosa de Pluronic F127
a una concentracion de 10% m/v, y a una temperatura de 291K. La muestra se encontraba en fase de
solucion y estaba compuesta de micelas y unimeros (moléculas del polimero sin agregarse)
considerando que la TMC a esta concentracion es de alrededor de 291K (196,197). Fue necesario
realizar un analisis biexponencial de la recuperacion de la magnetizacién y por lo tanto M,(z) fue
considerada de la siguiente manera:

M, (t)=A,_ e w4t A g T M, [7.1]

1 1largo

donde Ticorto Y Tilargo SON los tiempos de relajacion espin-red “corto” y “largo”, respectivamente,
Articorto Y Atriarge SON las amplitudes asociadas a cada componente de la relajacion y M, es el valor a de
la magnetizacion en el equilibrio (-—). A pesar de que ambas componentes de T, muestran una
dispersién muy débil, Ty parece ser mas dispersivo.

Considerando la baja dispersion obtenida a una concentracién del 10%m/v, se midio el perfil de
dispersion para una solucion acuosa de Pluronic F127 a una concentracion mas alta. En la Figura 7.2
se muestran los perfiles de dispersion de Ticoro Y Tiiargo Para una solucion acuosa de Pluronic F127 a
una concentracion de 22,5% m/v, medida a 287 y 293K. La muestra se encontraba en fase de solucién
y estaba compuesta de micelas y unimeros a 287K y presentaba fase de gel y estaba compuesta por
micelas a 293K (196,197). Nuevamente, la dispersion en ambas componentes de T, es muy débil,
siendo la correspondiente a Ty levemente mas dispersiva. Ademas, no se observan diferencias,
dentro de los errores experimentales, entre los perfiles medidos en fase de solucion y en fase de gel.

Por otro lado, se observo un comportamiento biexponencial en T, para Pluronic F127 en fase s6lida
(sin disolver en agua) medido a 20MHz y a una temperatura de 300K (resultado no mostrado). Este
resultado nos induce a pensar que esta caracteristica biexponencial de T, podria estar vinculada a
propiedades del polimero y a consecuencia de eso se analizd el cociente de las amplitudes asociadas a
cada componente de T;. Asi, se calculd el cociente R definido por la ecuacion [7.2] teniendo en cuenta
que el polimero F127 contiene 808 y 336 protones en los grupos POE (polidxido de etileno) y POP
(poliéxido de propileno), respectivamente. Luego, las dos componentes observadas en T; fueron
atribuidas a las diferentes dindamicas moleculares de los bloques POE y POP, siendo T, asociado al
bloque POP (de movilidad mas restringida por encontrarse en el centro del copolimero) y Tijargo @ 10S
blogues POE (presenta mayor libertad de movimiento por encontrarse en los extremos). Esto se baso
en resultados de otros trabajos (194,195), y en la concordancia que existe entre el valor tedrico para el
cociente de amplitudes (ecuacion [7.2]) y el obtenido experimentalmente que se muestra en la Figura
7.3.

R N°protonesPOP
N ° protonesPOE

0’416 = [M]teérico [72]

llargo

~71 ~



Capitulo 7 Polimerosomas

" F127 10%miv a 291K o T
1 g A B
o 1corto 1
. L] s 4 v 5 ¢ s % s
=
'—
01} I % I E I { I i
I 41 T |
A
|
1
HE)I,Ol - I””(I),l " - I””ZII_O -

1
v, [Hz]

Figura 7.1. Perfiles de dispersion de las dos componentes de T, para una solucién acuosa de Pluronic F127 a
10% wiv, y 291K. La muestra se encontraba en fase de solucién y estaba compuesta de micelas y unimeros. El
perfil de Ty parece ser mas dispersivo.
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Figura 7.2. Perfiles de dispersion de las dos componentes de T, para una solucién acuosa de Pluronic F127 a
22,5% m/v, medidas a 287 y 293K. La muestra se encontraba en fase de solucion y estaba compuesta de micelas
y unimeros a 287K y presentaba fase de gel y estaba compuesta por micelas a 293K. El perfil de Ty, parece ser
mas dispersivo nuevamente, en ambos casos.
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Figura 7.3. Cociente de las amplitudes Aricorte ¥ Atiarge 8S0Ciadas a las dos componentes de T, para Pluronic
F127 a diferentes concentraciones, temperaturas y frecuencias, en fase sélida y fase solucién.

Pluronic F68 y F108

En las Figuras 7.4 y 7.5 se muestran los perfiles de dispersién de T, para soluciones acuosas de
Pluronic F68 y F108, respectivamente, a una concentracion de 22,5% m/v, medidos a 287 y 298K.
Segun los diagramas de fase para estos polimeros (196-198), las muestras se encontraban en fase de
solucion a ambas temperaturas y estaban compuestas de micelas y unimeros para F68 y basicamente
unimeros a 287K y micelas a 298K, para F108. En este caso, la magnetizaciébn mostré un
comportamiento monoexponencial y el perfil de T, nuevamente fue poco dispersivo. Asimismo, T,
parece ser levemente mas dispersivo en la fase micelar que en la fase de unimeros como se muestra en
la Figura 7.5.

T AL TorTTTTh TorTTTTh
e 298K

@,
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01p ]

0,01
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Figura 7.4. Perfil de dispersion de T, para una solucién acuosa de Pluronic F68 a 22.5% m/v, a 287K y 298K.
La muestra se encontraba en fase de solucion y estaba compuesta de micelas y unimeros a ambas temperaturas.
Se observa una muy débil dispersién en la Gnica componente de T;.
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Figura 7.5. Perfil de dispersion de T, para una solucién acuosa de Pluronic F108 a 22,5% m/v, a 287Ky 298K.
La muestra se encontraba en fase de solucién a ambas temperaturas y estaba compuesta béasicamente de
unimeros a 287K y de micelas a 298K. Aunque se observa una débil dispersion en la Gnica componente de T; a
ambas temperaturas, ésta es levemente més dispersiva en la fase micelar.

7.3.3. Medicién de la tasa de relajacion espin-red en el sistema rotante en funcion de la
frecuencia de Larmor

Se midieron dispersiones del tiempo de relajacion espin-red de protones para soluciones acuosas de
polimeros en el sistema rotante (Ty,), usando la secuencia de spin-lock (35), con un espectrometro
Bruker Minispec mg20 (20 MHz). Vale la pena mencionar que el sistema rotante es un sistema de
referencia que rota a la frecuencia de Larmor respecto al sistema de laboratorio (30). El rango de
frecuencias considerado para el campo de lock (fk) fue de 6 kHz a 22 kHz. Se encontré que el
proceso de relajacion spin-red de la magnetizacion en el sistema rotante era monoexponencial en todas
las frecuencias para algunas soluciones acuosas de Pluronic y biexponencial para otras. La temperatura
de la muestra se control6 con una variacion de 1K aproximadamente utilizando la unidad de control de
temperatura del instrumento Bruker Minispec.

Se midieron dispersiones para soluciones acuosas compuestas por Pluronic F68 al 10% m/v y F127
al 22,5% m/v, a 298K. Sus perfiles de dispersion se muestran en las Figuras 7.6 y 7.7,
respectivamente. Considerando los valores de TMC para estos polimeros (196,197), las muestras se
encontraban en fase de solucién y compuesta de unimeros y micelas para F68, y en fase de gel y
compuesta por micelas para F127. T,, exhibi6é s6lo una componente para F68, pero dos componentes,
Tipcorto Y Tiplargo, S€ pONEN de manifiesto, como en el caso de Ty, para F127. No se observa dispersion
en los perfiles de T,, de ambos polimeros, en el rango de frecuencia medido.
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Figura 7.6. Perfil de la Gnica componente de T, para una solucion acuosa de Pluronic F68 al 10% m/v, a 298K
(fase solucidn). No se observa dispersion en el rango de frecuencias medidas.

Teniendo en cuenta que se observan dos componentes de T,, para Pluronic F127, nuevamente se
hizo un analisis del cociente de amplitudes asociadas a cada componente (Aripcoro Y Atipiargo) QUE SE
muestra en la Figura 7.8. Se observa una muy buena concordancia entre el cociente de amplitudes
medidas y su valor teérico (R=0,416) dado por la ecuacion [7.2].

T T ' + ' ' T rrrrrrrrprrros T
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Figura 7.7. Perfiles de las dos componentes de T,, para una solucion acuosa de Pluronic F127 a 22,5% m/v, a
298K (fase gel). No se observa dispersion en ninguna de las dos componentes en el rango de frecuencias medido.
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Figura 7.8. Cociente de amplitudes asociadas a las dos componentes de T,, para Pluronic F127 al 22,5%ml/v, a
298K (fase gel).

En resumen, podemos decir que a través de mediciones de perfiles de dispersion del tiempo de
relajacion espin-red (tanto T, como T,,), fue posible distinguir las diferentes dinamicas moleculares
asociadas a los blogues POE y POP del copolimero Pluronic F127. Sin embargo, no fue asi para los
copolimeros F68 y F108. Esto puede explicarse a través de considerar los valores del cociente R para
estos dos copolimeros. Si consideramos la cantidad de protones que tienen los bloques POP y POE
que tienen los copolimero F68 y F108, obtenemos Rres = 0,253 ¥ Rri0s = 0,234 (mientras que Reyp7 =
0,416). Entonces, las diferentes dinamicas de los grupos POE y POP estan presentes en los tres
copolimeros estudiados en este capitulo, pero solo se evidencian en términos relaxométricos cuando R
se aproxima mas a uno. Notar que el hecho de que R se aproxime a uno, implica que el aporte de
protones por parte de los bloques POE y POP se parecen. Cuando estas poblaciones de protones son
muy diferentes (R « 1), la mayor enmascara a la menor.

Se ha estado trabajando en un modelo para explicar la débil dispersién en T; junto a sus
caracteristicas bi-componente en algunos casos. Hasta el momento, se han intentado describir las
dispersiones observadas en T; considerando un modelo que consta de un térmico dado por la dindmica
de Rouse (199) (basicamente para describir la dindmica del bloque POP), mas una contribucién
genérica dada por la inversa de una funcion Lorentziana, para considerar otros tipos de procesos
presentes en la dinamica del bloque POE y que no pueden ser descriptos por el modelo de Rouse. Este
posible modelo se muestra en la siguiente ecuacion:

Tlv)= 7 2i 1 e =l
{AL[1+(27ZLVTL AEwYy—— j+ ARt 'n(zﬂwR H
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donde 1 es un tiempo caracteristico llamado tiempo de Rouse, T, es un tiempo caracteristico de los
procesos descriptos por la Lorentziana, Ar y AL son las amplitudes asociadas a la dindmica de Rouse y
a los procesos restantes, respectivamente y C es una constante.

El perfil medido més su curva de ajuste segun la ecuacion [7.3] para una solucién acuosa de
Pluronic F68 a una concentracién de 22,5% m/w, a 298K, se muestran en la Figura 7.9. Tanto 1,
como tr tomaron valores en el rango de los nanosegundos. Se observa una muy buena concordancia
entre la curva experimental y el modelo propuesto, dentro de los errores experimentales.

AUn se sigue trabajando a fin de verificar si el modelo de la ecuacion [7.3] es el modelo correcto
para describir las dispersiones del tiempo de relajacion espin-red mostradas en este capitulo.
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Figura 7.9. Perfil de dispersion de T, para una solucion acuosa de Pluronic F68 al 22.5% m/v, a 298K. La
muestra se encontraba en fase de solucion y estaba compuesta de micelas y unimeros.

7.4. Experimentos usando MFA y espectroscopia por RMN

Como complemento, se obtuvieron imagenes con la técnica de microscopia de fuerza atémica
(MFA) a modo de tener una descripcién visual del sistema con el que estabamos trabajando. Las
imagenes correspondientes para micelas deshidratadas a base de Pluronic F68 y F127 a una
concentracion del 10% m/v, a 298K, se muestran en las Figuras 7.10 y 7.11, respectivamente. Se
observaron agregados de diametros promedio de (500 £ 100) nm para micelas de F68 y (650 + 100)
nm para micelas de F127. Segun la literatura, el radio hidrodindmico obtenido via DLS (dispersion
dindmica de luz) y dispersion de neutrones para micelas a base de copolimeros tribloque se encuentra
entre 4 y 13nm (194,197). Estos valores son practicamente independientes de la concentracion del
polimero. Por lo tanto, considerando las dimensiones de los agregados observados en las imagenes,
vemos que corresponden a agregados de micelas.
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Figura 7.10. Imagen por MFA de micelas deshidratadas a base de Pluronic F68 a una concentracién del 10% m/v
y a 298K. Se observd un didmetro promedio de los agregados de (500+100)nm.
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Figura 7.11. Imagen por MFA de micelas deshidratadas a base de Pluronic F127 a una concentracion del
10%m/v y a 298K. Se observd un didmetro promedio de los agregados de (650+100)nm.

Por otro lado, se midi6 el espectro de RMN de una solucidn acuosa de Pluronic F127 al 10%m/v, a
295K y a una intensidad de campo magnético de 7,05 T (300MHz en términos de frecuencia de
Larmor de protones). El espectro se muestra en la Figura 7.12. El medio acuoso en el cual el
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copolimero fue disuelto fue D,O, como ha sido para todas la muestras preparadas a lo largo del
capitulo.
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Figura 7.12. Espectro de RMN de una solucién acuosa de Pluronic F127 al 10%m/v, a 295K y a una intensidad
de campo magnético de 7,05 T (300MHz).

En el espectro de la Figura 7.12, se distinguen los picos correspondientes al grupo —CH,, del
bloque POP (3,6 ppm) y del blogue POE (3,7 ppm), y al grupo —CHs del bloque POP (1,2 ppm). Notar
que el pico a 4,8ppm corresponde a protones presente en el solvente. Adicionalmente, se muestran
insertos en dicha figura los valores de T, medidos a 300MHz. Se observa que T, para los protones del
bloque POP son mas cortos que los correspondientes al bloque POE, lo cual est4 en concordancia con
la movilidad mas restringida que presentan los protones del grupo POP.
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Conclusiones

En este trabajo se hizo uso de un modelo desarrollado en trabajos previos, para estudiar la dinamica
molecular de lipidos en membranas de liposomas. Este modelo permite describir el perfil de dispersion
de la tasa de relajacion espin-red de protones, obtenida con la técnhica de RMN con ciclado rapido de
campo magnéetico. Del mismo, es posible extraer la constante eléstica de flexion x de la membrana de
liposomas de forma no invasiva, siendo un parametro de creciente interés para el desarrollo de
vesiculas flexibles para el transporte transdermal de farmacos.

Se extendid exitosamente el modelo antedicho para liposomas grandes dopados con colesterol
(membrana rigida, « ~ 15-20kgT) a concentraciones de hasta 25%mol. Se llevaron a cabo dos tipos de
analisis de las curvas de dispersion de la tasa de relajacion espin-red de protones, encontrando que son
mas consistentes con la divisién de la poblacion de lipidos en afectados y no afectados por el
colesterol, que con la descripcion de una Unica fase promedio. Ademas, obtuvimos la primera
estimacion experimental del nimero de lipidos ordenados por cada molécula de colesterol,
permitiendo esto aclarar resultados muy dispares obtenidos por simulaciones computacionales por
diferentes autores.

Se valido6 el modelo para liposomas grandes dopados con detergente (membrana flexible, x ~ 2kgT)
a concentraciones de hasta 20%mol, observandose que el proceso de difusion deja de ser efectivo
como mecanismo de relajacion a las concentraciones mas altas de detergente (20%mol), siendo mas
evidente para algunos lipidos. En consecuencia, se pudo considerar el analisis de las curvas medidas
en términos de un modelo simplificado sin incluir la contribucién debida a la difusién. No solo no se
observaron variaciones significativas en los parametros, dentro de los errores experimentales, al
compararlos con aquellos obtenidos usando el modelo completo, sino que la precision con la cual se
pudieron determinar mejoro en el caso del modelo simplificado.

Se continué con la validacion de una simplificacién del modelo, iniciada en trabajos previos. Esta
se basé en el hecho de que existe un rango reducido de frecuencias (aproximadamente de 100kHz a
2MHz) donde la dindmica colectiva, la cual es particularmente sensible a x, es dominante sobre el
proceso de difusion y es el Unico proceso dispersivo. Esta simplificacion permitié obtener la constante
elastica de flexion para diversas formulaciones de liposomas con mayor precision y en menor tiempo,
estando sus valores en concordancia con aquellos obtenidos con el modelo completo en el rango
extendido de frecuencias.

Se implementd con éxito una metodologia automatica para el analisis de las curvas de dispersion de
la tasa de relajacion espin-red de protones, la cual permitio tratar a los datos de diferentes muestras
con un unico criterio y en forma sistematica.
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Se intentd extender nuestro modelo al caso de vesiculas gigantes para asi poder comparar nuestros
resultados con los provenientes de métodos establecidos como métodos convencionales para la
medicion de la constante eléastica de flexion. La relacién sefial-ruido extremadamente baja que se
observé mediante la técnica de RMN en vesiculas gigantes, impidio llevar a cabo los experimentos.
Asimismo, las diferencias que se observaron en los valores de x medidos con las diferentes técnicas,
no fueron asociadas a la diferencia de tamafio entre vesiculas grandes y gigantes, dado que la literatura
predice la no-dependencia de xcon el radio R en este rango de tamafios (R > 40nm), sino que se
considerd que su origen se encontraba en cuestiones intrinsecas a cada técnica experimental, como por
ejemplo, el modo de preparacion de la muestra. Este es un aspecto que requiere de una mayor
investigacion.

Los estudios realizados en vesiculas poliméricas a base de copolimeros tribloque permitieron
discriminar, en términos relaxométricos, los diferentes bloques que componen el copolimero, en
concordancia con las diferentes dindmicas moleculares de los mismos. Aln se sigue trabajando en el
modelo para describir los perfiles del tiempo de relajacion espin-red de protones de este tipo de
vesiculas.

Asi, hemos demostrado una vez mas la potencialidad de la técnica de RMN con ciclado rapido de
campo magnético para el estudio de dindmica molecular en vesiculas multicomponentes,
demostrandose ademas que esta técnica tiene la habilidad de proporcionar informacion sobre la rigidez
de la membrana (pues nos permite obtener el valor de la constante elastica de flexion) y sobre la
movilidad lateral de los lipidos mediante un Gnico experimento que es no invasivo/destructivo para los
liposomas.

Resta a futuro analizar la potencialidad de esta técnica para estudiar la dindmica de liberacién de
drogas bajo estimulos externos o cambios del ambiente, su aplicabilidad concreta en grupos que
desarrollan formulaciones especificas de liposomas, analizar la simplificacion de la técnica de manera
de habilitarla a usuarios no-especializados, refinar los modelos tedricos utilizados, mejorar el
tratamiento numérico-estadistico de los ajustes automaticos, entre otros aspectos.
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Apéndice |

PROGRAM Dinamica_Liposomas_Automatizado_Sac_puntos_ AMANO
IMPLICIT NONE

ITodos los parametros

REAL(8), PARAMETER ::a=1.D-9, wo = 12000.D0

REAL(8), PARAMETER :: sigma = 0.0D0, eta = 0.97D-3, R, =5.0D-8, T =303.0D0, kB =1.38D-23
INTEGER, PARAMETER :: N=1, N_datos_ini =29, N_datos_iter=30, N_tirada_max = 150,
INTEGER, PARAMETER :: N_iteraciones=1

REAL(8), PARAMETER :: Cota_converg = 0.06

IVValores reales

REAL(8) :: Pi, JOF, JD, JR, sum_dif _cuad, JR_1, JR_2, h, Rand, s, Max_error, g_p, q_p max
REAL(8) :: tau_l, termino_I, twopiom, JD_1,JD 2,9 1, q_p_todospuntos

REAL(8) :: calc_1, calc_2, dif_max, dif_min, g_p_gen, g_posta, Max_error_todospuntos

IValores enteros
INTEGER :: I,i, |_max, k, j, n_tirada, ISEED1, ISEED2, n_max

IVectores

REAL(8),DIMENSION(1:N_datos_ini):: w_ini, R1_experim_ini, sigma_R1 ini, prome, R1 ini_log
REAL(8), DIMENSION(1:N_datos_iter) :: w_iter, R1_experim_iter, sigma_R1_iter, R1_mas, R1_men
REAL(8), DIMENSION(:), ALLOCATABLE :: ajuste_1, frec, R1_exp

CHARACTER*12, DIMENSION(1:7) :: parametros

REAL(8), DIMENSION(1:7) .2 valor_param_ini, valor_param

REAL(8), DIMENSION(1:7) . valor_param_fin_mp, valor_param_fin_mp_posta

IMatriz de rango y paso

REAL(8), DIMENSION(1:7,1:3) i1 rango_paso
REAL(8), DIMENSION(1:N_datos _iter,1:4) :: partes_ajuste
COMMON/RSEED/ISEEDL1,ISEED2

EXTERNAL RAND

ISEED1 = 32323110
ISEED2 = 88554619

n_tirada=0

Pi =acos(-1.D0)

I_max = NINT(Pi*R0/a) q_1
= dble(0.21)

g_p = dble(0.21)

| R RARAR R R R R S R R AR AR R R R R R AR R R R R e R R AR AR R R R R R R AR AR AR AR R R R AR R R R R R R R AR R R R R R R R R R R R R R AR R R R AR R R R R
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Programa en FORTRAN Apéndice |

I Definicion del vector de pardmetros, indicando en qué orden est4 definido cada uno
parametros(1l) ='kapa = '
parametros(2) ='TD ='
parametros(3) = 'TR="
parametros(4) ='AD ="'
parametros(5) ='AOF ="'
parametros(6) = 'AR ="
parametros(7) ='AMR = '

R R R A AR R R o o o R R R R A R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR AR R R R R R AR R R R R R R R R AR R R R S AR AR AR R R R AR R AR R R R R

I Lectura de los datos de las mediciones, considerando todos los puntos medidos
OPEN (UNIT =18, FILE = 'datos_mediciones DMPC_30C.dat")
DOi=1, N _datos_iter
READ(18,*) w_iter(i), R1_experim_iter(i), sigma_R1 iter(i)
END DO
CLOSE(18)
2000 FORMAT(d10.6,3x,d10.6,3x,d10.6)

I Lectura de los datos de las mediciones considerando algunos puntos sacados a mano
OPEN (UNIT =18, FILE ='datos_mediciones_ DMPC_30C_Puntos sacados.dat")
DOi=1, N_datos ini
READ(18,*) w_ini(i), R1_experim_ini(i), sigma_R1_ini(i)
IPRINT*, w(i), R1_experim(i)
END DO
CLOSE(18)
1000 FORMAT(d10.6,3x,d10.6,3x,d10.6)
PRINT™, " '
PRINT?*, '"Ya lei los datos'
PRINT™*, * '

I Lectura del rango y paso de cada parametro escritos de la siguiente forma: min, max y paso
OPEN (UNIT =18, FILE ="'rango_paso_param_DMPC_30C.dat")
DOi=1, 7
READ(18,1100) rango_paso(i,:)
IPRINT*, rango_paso(i,:)
END DO
CLOSE(18)
1100 FORMAT(d8.2,1x,d8.2,1x,d7.1)
PRINT™*, ' '
PRINT*, "Ya lei los rangos de todos los parametros'
PRINT*, ' '

PRINT*, " '

PRINT*, 'PRIMERA PARTE: SELECCION DE PARAMETROS CON RESTRICCION "dif_max™"
PRINT*,"Y CALCULO AJUSTE CON CRITERIO MIN_PROM'

PRINT™,
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R R R R R R R R S e S R R R R R e R R R R e R R AR R R R R R AR AR R R R AR R R R R e R R R R R e R R R AR R R R R R AR R R R e e R R

R R R R R R R R S S AR AR R R R e S AR R R R P S R R AR (R R R R R R AR R AR R A R AR R R R R e R R R R R R R R AR R R R R AR R R R R e e R R R R
I PRIMERA PARTE

| *x*kkkhhkhkkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhkhhhhhrhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhrrrhrrhhhhhhrhhhhhhriihhiix

R R R R R R R R S S AR R R R R e S AR R R R R P R R R AR (R R R R R R AR AR AR R A R AR R R R R e R R R R R e R R R AR AR R R R R AR R R R R R R R R

I Elige los parametros al azar en la hipersuperficie de parametros definida en el archivo rango_paso
I'y solo se queda con aquellos que cumplen con la restriccion de que la diferencia (absoluta) entre

I el punto medido y el ajuste, dividida el valor medido, sea menor que dif_max*N (para todos los
puntos medidos)

I Luego, calcula el mejor ajuste con el criterio Min_prom: minimiza el valor promedio de las
Idiferencias absolutas entre los puntos medidos y los del ajuste, es decir, minimiza la suma de los
Imodulos de las diferencias entre puntos medidos y calculados, y lo hace hasta que esta suma sea
Imenor que un dado valor preestablecido (del orden del 5%) llamdo Cota_converg

ICalculo de restriccién "dif_max" para seleccion de parametros. Consideramos escala logaritmica
Ipara R1

R1 ini_log(:) = logl0(R1_experim_ini)
IPRINT™*, 'w[Hz] ', ", 'R1_experim_ini ‘' ' 'prome

DOi=2, N_datos ini-1
prome(i) = (R1_ini_log(i-1)+R1_ini_log(i+1))*dble(0.5)
IPRINT*, w_ini(i), R1_ini_log(i), prome(i)
END DO
prome(1) = R1_ini_log(1)
prome(N_datos_ini) = R1_ini_log(N_datos_ini)

dif_max = maxval(abs(prome(:)-R1 _ini_log(:))/prome(:))
dif_min = minval(abs(prome(2:N_datos_ini-1)-R1_ini_log(2:N_datos_ini-1))/prome(2:N_datos_ini-1))

PRINT>, ' '
PRINT™*, 'Diferencia relativa maxima:', dif_max
PRINT™*, ' '
PRINT*, 'Diferencia relativa minima:', dif_min
PRINT™*, ' '

g_pmax = dble(Cota_converg)

IF (g_pmax.LT.dif_max) q_pmax = dif_max
dif_max = dif_max*dble(3.)
IF (dif_max.LT.dble(0.1)) dif_max = dble(0.1)

PRINT*, '3*dif_max:', dif_max
ALLOCATE(ajuste_1(1:N_datos_ini))

s=0
k=1
DO WHILE (g_p.GE.dble(q_pmax))

200 CONTINUE
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s=s+ dble(l.)
I Célculo del conjunto de parametros aleatorios

DOi= 1,7
valor_param_ini(i) = Rand(1.D0)*(rango_paso(i,2)-rango_paso(i,1))+rango_paso(i,1)
END DO

I Establezco los valores de los pardmetros en la funcion de ajuste como aquellos calculados con
I'el generador de nimeros aleatorios

valor_param(:) = valor_param_ini(:)
I Célculo de la funcidn de ajuste usando el conjunto de parametros generados aleatoriamente

sum_dif _cuad =0.D0
g_p=0.D0
DO j=1, N_datos_ini
twopiom = 2.DO*Pi*(w_ini(j)+w0)

JR_1 = (1.DO+(twopiom*valor_param(3))**2)
JR_2 = (1.D0+(2.D0*twopiom*valor_param(3))**2)
JR = (valor_param(3)/JR_1 + 4.D0*valor_param(3)/JR_2)

JD_1= (1.DO+(twopiom*valor_param(2))**2)
JD_2 = (1.D0+(2.D0*twopiom*valor_param(2))**2)
JD = (2.D-1)*(valor_param(2)/JD_1 + 4.D0*valor_param(2)/JD_2)
JOF=0.0
DO 1=2, |_max

h = dble(l)
tau_| = (eta*R0*R0*R0/valor_param(1))*((2.D0*h+1.D0)*(2.D0*h*h+2.D0*h-1.D0))
tau_l =tau_l/(h*(h+1.D0)*(h+2.D0)*(h-1.D0)*(h*h+h+sigma))

termino_I = (kB*T/(2.D0*Pi*valor_param(1)))*(h*(h+1.D0)*(2.D0*h+1.D0)*tau_I)
termino_I = termino_l/((h*h+h-
2.D0)*(h*h+h+sigma)*(1.D0+(twopiom*tau_l)*(twopiom*tau_l)))

JOF = JOF +termino_|
END DO
ajuste_1(j) = JR*valor_param(6) + JD*valor_param(4) + JOF*valor_param(5) + valor_ param(7)

I Hacemos uso de la restriccion inicial para ver si los pardmetros tomados aleatoriamente son los
ldeseados

IF (abs(ajuste_1(j)-R1_experim_ini(j))/R1_experim_ini(j)>dif_max) GOTO 200

sum_dif_cuad = sum_dif_cuad + (ajuste_1(j)-R1_experim_ini(j))**2
g_p = abs(ajuste_1(j)-R1_experim_ini(j))/R1_experim_ini(j) + g_p

END DO
Max_error =maxval(abs(ajuste_1(:)-R1_experim_ini(:))/R1_experim_ini(:))
g_p =q_p/dble(N_datos_ini)
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IF(qg_p<q_1) THEN
valor_param_fin_mp(:) = valor_param_ini(:)g_1=q p
END IF

k =k+1

END DO

PRINT>, ' '

PRINT*, 'RESULTADOS FINALES: '

PRINT*, 'Numero de iteraciones param_ini:', K PRINT*,
'Sum_dif _cuad:’, sum_dif _cuad PRINT*,
'Max_error:', Max_error

PRINT*, 'Min_prom:', g_p

PRINT*, ' '

PRINT*, 'Parametros: '

DOi= 1,7
PRINT™*, parametros(i), valor_param_fin_mp(i) END DO

DEALLOCATE(ajuste_1)
I Guardo los pardmetros calculados en esta primera parte

OPEN(9,FILE="parametros_finales_minprom_PRIMERA_ PARTE.dat")
DOi= 1,7
WRITE(9,*) i, valor_param_fin_mp(i)
END DO
CLOSE(9)

I Calculo del ajuste usando los parametros finales obtenidos en esta Primera Parte y para
I todos los valores de frecuencia

valor_param(:) = valor_param_fin_mp(:)
ALLOCATE(ajuste_1(1:N_datos_iter))

g_p_todospuntos = 0.D0
DO j=1, N_datos_iter

twopiom = 2.DO*Pi*(w_iter(j)+w0)

JR_1 = (1.DO+(twopiom*valor_param(3))**2)
JR_2 = (1.D0+(2.D0*twopiom*valor_param(3))**2)
JR = (valor_param(3)/JR_1 + 4.D0*valor_param(3)/JR_2)

JD_1= (1.D0O+(twopiom*valor_param(2))**2)
JD_2 = (1.D0+(2.D0O*twopiom*valor_param(2))**2)
JD = (2.D-1)*(valor_param(2)/JD_1 + 4.D0*valor_param(2)/JD_2)
JOF=0.0
DO 1=2, | _max

h = dble(l)
tau_I = (eta*RO*RO*R0/valor_param(1))*((2.D0*h+1.D0)*(2.D0*h*h+2.D0*h-1.D0))
tau_| =tau_l/(h*(h+1.D0)*(h+2.D0)*(h-1.D0)*(h*h+h+sigma))
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termino_I = (kB*T/(2.D0*Pi*valor_param(1)))*(h*(h+1.D0)*(2.D0*h+1.D0)*tau_I)
termino_I =termino_I/((h*h+h-2.D0)*(h*h+h+sigma)*(1.D0+(twopiom*tau_I)*(twopiom*tau_lI)))

JOF = JOF + termino_|
END DO
ajuste_1(j) = JR*valor_param(6) + JD*valor_param(4) + JOF*valor_param(5) + valor_ param(7)

partes_ajuste(j,1) = JR*valor_param(6)
partes_ajuste(j,2) = JD*valor_param(4)
partes_ajuste(j,3) = JOF*valor_param(5)
partes_ajuste(j,4) = valor_param(7)

g_p_todospuntos = abs((ajuste_1(j)-R1_experim_iter(j))/R1_experim_iter(j)) + q_p_ todospuntos

END DO
g_p_todospuntos= q_p_todospuntos/dble(N_datos_iter)

Max_error_todospuntos = maxval(abs(ajuste_1(:)-R1_experim_iter(:))/R1_experim_iter(:))
PRINT™*, ' '

PRINT*, 'g_p_todospuntos =', q_p_todospuntos

PRINT*, '

PRINT*, 'Nro Punto', ', 'frecuencia [Hz]',' ', 'Dif_%_ Rlexperim_ajuste [%]'

OPEN(UNIT=18, FILE="ajuste_minprom_PRIMERA_PARTE.dat’)

OPEN(UNIT=19,FILE='Dif porc_Rlexperim_ajuste. PRIMERA PARTE.dat)
OPEN(UNIT=20, FILE="partes_ajuste_1-2_minprom_PRIMERA_PARTE.dat")
OPEN(UNIT=22, FILE="partes_ajuste_3-4_minprom_PRIMERA_PARTE.dat’)

WRITE(18,*) 'w[Hz]', ', 'R1_experim',’ ', 'Ajuste’
WRITE(19,*) ‘'w[Hz]", ''Dif_%_R1lexperim_ajuste’
WRITE(20,*) 'rotac',’ '\ diff!

WRITE(22,*) 'FO', ", 'MR'

DO j=1, N_datos_iter

WRITE(18,*) w_iter(j), R1_experim_iter(j), ajuste_1(j)

WRITE(19,*) w_iter(j), abs((R1_experim_iter(j)-ajuste_1(j))/R1_experim_iter(j))*100
WRITE(20,*) partes_ajuste(j,1), partes_ajuste(j,2)

WRITE(22,*) partes_ajuste(j,3), partes_ajuste(j,4)

PRINT™, j, w_iter(j), abs((R1_experim_iter(j)-ajuste_1(j))/R1_experim_iter(j))*100
END DO

PRINT*," '
PRINT*, 'Max_error_todospuntos’,Max_error_todospuntos

CLOSE(18)
CLOSE(19)
CLOSE(20)

DEALLOCATE(ajuste_1)

~100 ~



Programa en FORTRAN Apéndice |

R R R AR AR R R R o o R AR R R R R R AR R R S S e R R R AR R S R R R R AR R R R R AR AR R R R R R R AR R R R R R AR R AR AR R R R R R R R S R
R R R R R R R R S e S R R R R R e R R R R e R R AR R R R R R AR AR R R R AR R R R R e R R R R R e R R R AR R R R R R AR R R R e e R R
! SEGUNDA PARTE

R R R AR AR R R R o o e AR R R R R R R R R S S R R R AR R S R R R R AR R R R R R AR AR R R R R R R AR R R R R R R AR R AR R R R R AR AR R R R R R R R R

R R R R R R R R o S AR R R R R e R R R R e R R R R R R R AR AR R R AR R R R R e R R R R R e R R R AR R R R R R AR R R R e e R R

I En una segunda instancia y tomando todos los puntos medidos, descarta solamente los puntos que !se van de
N*sigma del ajuste logrado antes, lo cual descarta finalmente puntos que no cumplen con

I la tendencia de la curva ajustada (sigma = promedio de las diferencias porcentuales, q_p)

I'Vuelve a ajustar la curva con la restriccion inicial y considerando la Cota_converg

PRINT*, " '

PRINT*, " '

PRINT*, " '

PRINT*, 'SEGUNDA PARTE_SACADA DE PUNTOS QUE SE VAN DE LA TENDENCIA DEL AJUSTE
CALCULADO EN LA

PRINT*, 'PRIMERA PARTE Y RECALCULO DE AJUSTE SIN CONSIDERAR PUNTOS ELIMINADOS

EN ESTA PARTE'
PRINT*, " '

g_p_gen = dble(1.)

g_posta = dble(1.)

k=0

DO WHILE (abs((g_p_gen-q_p)/q_p)*dble(100.).GT.dble(2.))
k=k+1

PRINT*, '

PRINT?*, 'lteracion:’, k

g_p_gen=q_p
valor_param_fin_mp_posta(;) = valor_param_fin_mp(:)
ALLOCATE(ajuste_1(1:N_datos_iter))

I Calculo de la funcion de ajuste usando el conjunto de pardmetros
Ivalor_param_fin_mp obtenidos en la primera parte

valor_param(:) = valor_param_fin_mp(:)
DO j=1, N_datos_iter
twopiom = 2.DO*Pi*(w_iter(j)+w0)

JR_1= (1.DO+(twopiom*valor_param(3))**2)
JR_2 = (1.D0+(2.D0*twopiom*valor_param(3))**2)
JR = (valor_param(3)/JR_1 + 4.D0*valor_param(3)/JR_2)
JD_1= (1.D0O+(twopiom*valor_param(2))**2)
JD_2 = (1.D0+(2.D0O*twopiom*valor_param(2))**2)
JD = (2.D-1)*(valor_param(2)/JD_1 + 4.D0*valor_param(2)/JD_2)
JOF = 0.0D0
DOI1=2, |_max

h = dble(l)
tau_I = (eta*RO*RO*R0/valor_param(1))*((2.D0*h+1.D0)*(2.D0*h*h+2.D0*h-1.D0)) tau_I| =
tau_l/(h*(h+1.D0)*(h+2.D0)*(h-1.D0)*(h*h+h+sigma))

~101 ~



Programa en FORTRAN Apéndice |

termino_I = (kB*T/(2.D0*Pi*valor_param(1)))*(h*(h+1.D0)*(2.D0*h+1.D0)*tau_I) termino_|I
= termino_l/((h*h+h-2.D0)*(h*h+h+sigma)*(1.D0+(twopiom*tau_I)*(twopiom*tau_lI)))

JOF = JOF + termino_|
END DO

ajuste_1(j) = JR*valor_param(6) + JD*valor_param(4) + JOF*valor_param(5) + valor_ param(7)

END DO

! PARTE A
I Eliminacidn de puntos que quedan fuera de N*g_p (considerando el sigma experimental de cada R1) de la
curva de ajuste obtenida de la primera parte

R1_mas(:) = R1_experim_iter(:)+sigma_R1_iter(:) R1_men(:) =
R1 experim_iter(:)-sigma_R1 iter(:)

I=0
DOi=1, N _datos_iter
calc_1 =abs(R1_mas(i)-ajuste_1(i))
calc_2 = abs(R1_men(i)-ajuste_1(i))
IF (min(calc_1, calc_2).LT.dble(3.)*q_p) THEN | = 1+1
ELSE
PRINT*, 'Saco', i END IF
END DO

n_max = |
ALLOCATE(frec(1:n_max)) ALLOCATE(R1_exp(1:n_max))

I=0
DOi=1, N _datos_iter
calc_1 =abs(R1_mas(i)-ajuste_1(i))
calc_2 = abs(R1_men(i)-ajuste_1(i))
IF (min(calc_1, calc_2).LT.dble(3.)*q_p) THEN | = I+1
frec(l) = w_iter(i)
R1 exp(l) = R1_experim_iter(i)
END IF
END DO

DEALLOCATE(ajuste_1)

PRINT*, 'Me quede con', n_max,'datos’
PRINT=*, '

ALLOCATE(ajuste_1(1:n_max))
!-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k-k********************************************
n_tirada =0

Pi =acos(-1.D0)

I_max = NINT(Pi*R0/a)
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g_1 = dble(0.21)
g_p = dble(0.21)

R R R AR AR R R R o o e AR R R R R R R R R S S R R R AR R S R R R R AR R R R R R AR AR R R R R R R AR R R R R R R AR R AR R R R R AR AR R R R R R R R R

! PARTE B

I REPETICION PARTE 1: Elige los parametros al azar en la hipersuperficie definida en el

I archivo rango_paso y solo se queda con aquellos que cumplen con la restriccion de que la !diferencia
(absoluta) entre el punto medido y el ajuste, dividida el valor medido, sea menor !que dif_max* 2(para
todos los puntos medidos).

I Luego, calcula el mejor ajuste con el criterio Min_prom: minimiza el valor promedio de !las
diferencias absolutas entre los puntos medidos y los del ajuste, es decir, minimiza la Isuma de los
modulos de las diferencias entre puntos medidos y calculados, y lo hace hasta !que esta suma sea
menor que un dado valor preestablecido (del orden del 4%) llamado !Cota_converg

s=0
DO WHILE (q_p.GE.dble(Cota_converg))

300 CONTINUE
s=s+ dble(1)

I Célculo del conjunto de parametros aleatorios
DOi= 1,7

valor_param_ini(i) = Rand(1.D0)*(rango_paso(i,2)-rango_paso(i,1))+rango_paso(i,1)
END DO

valor_param(:) = valor_param_ini(:)

I Célculo de la funcién de ajuste usando el conjunto de parametros generados aleatoriamente
considerando solo los puntos que sobrevivieron a la restriccion impuesta en la Parte  A.

sum_dif cuad = 0.D0
g_p=0.D0

DO j=1, n_max
twopiom = 2.D0*Pi*(frec(j)+w0)
JR_1 = (1.DO+(twopiom*valor_param(3))**2)

JR_2 = (1.D0+(2.D0*twopiom*valor_param(3))**2)
JR = (valor_param(3)/JR_1 + 4.D0*valor_param(3)/JR_2)

JD_1= (1.D0O+(twopiom*valor_param(2))**2)
JD_2 = (1.D0+(2.D0O*twopiom*valor_param(2))**2)
JD = (2.D-1)*(valor_param(2)/JD_1 + 4.D0*valor_param(2)/JD_2) JOF = 0.0

DOI1=2, |_max
h = dble(l)
tau_I = (eta*RO*RO*R0/valor_param(1))*((2.D0*h+1.D0)*(2.D0*h*h+2.D0*h-1.D0)) tau_I| =
tau_l/(h*(h+1.D0)*(h+2.D0)*(h-1.D0)*(h*h+h+sigma))
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termino_I = (kB*T/(2.D0*Pi*valor_param(1)))*(h*(h+1.D0)*(2.D0*h+1.D0)*tau_I) termino_|I
= termino_l/((h*h+h-2.D0)*(h*h+h+sigma)*(1.D0+(twopiom*tau_I)*(twopiom*tau_lI)))

JOF = JOF + termino_|
END DO

ajuste_1(j) = JR*valor_param(6) + JD*valor_param(4) + JOF*valor_param(5) + valor_ param(7)

I Hacemos uso de la restriccion inicial para ver si los parametros tomados aleatoriamente son los !deseados

IF (abs(ajuste_1(j)-R1_exp(j))/R1_exp(j)>dif_max) GOTO 300

sum_dif

cuad =sum_dif_cuad + (ajuste_1(j)-R1_exp(j))**2

g_p = abs(ajuste_1(j)-R1_exp(j))/R1_exp(j) + q_p

END DO

Max_error = maxval(abs(ajuste_1(:)-R1_exp(:))/R1_exp(:))

q_pP=0_

p/dble(n_max)

IF(q_p<q_1) THEN
valor_param_fin_mp(:) = valor_param_ini(:) g_1=q_p

END IF

END DO

DEALLOCATE(frec, R1_exp, ajuste_1)

PRINT*, "PRINT™*,

'RESULTADO: '

PRINT*, 'sum_dif cuad:', sum_dif_cuad
PRINT™*, 'Max_error:', Max_error

PRINT™, 'Min_prom:', q_p

PRINT>, ' '

IF (g_p<g_posta) THEN q_posta=q_p

END IF

END DO

PRINT*, '

PRINT>, ' '

PRINT*, 'Despues de', k, 'iteraciones, el resultado final es:'
PRINT*, 'Min_prom:', q_posta

PRINT#*, 'Parametros: '

DOi= 1,7

PRINT*, parametros(i), valor_param_fin_mp_posta(i)

END DO

R R R R o o S e S R R R e e R R R R R S S R A (R R R R S R AR R R R R AR R R R R R S R R R R R R R R R R AR R R R e S S R

ITERCERA Y ULTIMA PARTE: GUARDO LOS RESULTADOS Y CALCULO AJUSTE

I FINAL

CON PARAMETROS DE LA SEGUNDA PARTE_Parte B

R R R R o o R o o e R e R R R R R e R R R R R AR R e R AR R R R e e S S T R R R e e S R R R R R R S R AR R R AR R S S R

R R R R o o S e S R R R e S R R R R R R S S R A R R R R S R AR R R R R R AR R R R R e S R R R A R R R R R R R R R R e S S R

I Guardo los pardmetros finales
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OPEN(9,FILE="parametros_finales_minprom_SEGUNDA_PARTE.dat")
DOi= 1,7
WRITE(9,*) i, valor_param_fin_mp_posta(i)
END DO
CLOSE(9)

I Célculo del ajuste final usando los pardmetros finales obtenidos en la Segunda part e_parte B !y para
todos los valores de frecuencia

valor_param(:) = valor_param_fin_mp_posta(:)
ALLOCATE(ajuste_1(1:N_datos_iter))

DOj=1, N_datos_iter
twopiom = 2.DO*Pi*(w_iter(j)+w0)

JR_1 = (1.DO+(twopiom*valor_param(3))**2)
JR_2 = (1.D0+(2.D0*twopiom*valor_param(3))**2)
JR = (valor_param(3)/JR_1 + 4.D0*valor_param(3)/JR_2)

JD_1= (1.DO+(twopiom*valor_param(2))**2)
JD_2 = (1.D0+(2.D0*twopiom*valor_param(2))**2)
JD = (2.D-1)*(valor_param(2)/JD_1 + 4.D0*valor_param(2)/JD_2) JOF = 0.0

DOI1=2, | _max

h = dble(l)

tau_| = (eta*RO*R0O*R0/valor_param(1))*((2.D0*h+1.D0)*(2.D0*h*h+2.D0*h-1.D0))
tau_| =tau_l/(h*(h+1.D0)*(h+2.D0)*(h-1.D0)*(h*h+h+sigma))

termino_I = (kB*T/(2.D0*Pi*valor_param(1)))*(h*(h+1.D0)*(2.D0*h+1.D0)*tau_I)
termino_| = termino_l/((h*h+h-
2.D0)*(h*h+h+sigma)*(1.D0+(twopiom*tau_l)*(twopiom*tau_l)))

JOF = JOF + termino_|
END DO
ajuste_1(j) = JR*valor_param(6) + JD*valor_param(4) + JOF*valor_param(5) + valor_ param(7)

partes_ajuste(j,1) = JR*valor_param(6)
partes_ajuste(j,2) = JD*valor_param(4)
partes_ajuste(j,3) = JOF*valor_param(5)
partes_ajuste(j,4) = valor_param(7)

END DO

PRINT™*, '

PRINT™*, '

PRINT*, 'RESULTADOS FINALES'

PRINT*, 'N° Punto, frecuencia [Hz], Dif_%_R1 ajuste [%]'

OPEN(UNIT=18, FILE="ajuste_minprom_SEGUNDA_PARTE.dat')
OPEN(UNIT=19, FILE="partes_ajuste_1-2_minprom_SEGUNDA_PARTE.dat")
OPEN(UNIT=20, FILE="partes_ajuste_3-4_minprom_SEGUNDA_PARTE.dat’)

WRITE(18,*) 'w[Hz]',’ ' 'R1_experim’,’ ' 'Ajuste’
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WRITE(19,*) 'rotac',’ '\ diff!
WRITE(20,*) 'FO', ", 'MR’

DO j=1, N_datos_iter

WRITE(18,*) w_iter(j), R1_experim_iter(j), ajuste_1(j)

WRITE(19,*) partes_ajuste(j,1), partes_ajuste(j,2)

WRITE(20,*) partes_ajuste(j,3), partes_ajuste(j,4)

PRINT™*, j, w_iter(j), abs((R1_experim_iter(j)-ajuste_1(j))/R1_experim_iter(j))*100
END DO

CLOSE(18)

CLOSE(19)

CLOSE(20)
DEALLOCATE(ajuste_1)
END PROGRAM

AKX AXKARKAAR K AR KA AR KA AR KA AR A AR KAAXRAAXRAAXAAA KA EAA KR AR AAIAAAXA XA XA AArAkAdAddhAdrhihdhiihikx

! FUNCTION RAND

| R R R R R R R R AR R SR A R R AR R R AR R R AR R R AR R AR R R R R R R R AR AR R AR AR R AR R AR R R AR R AR R R AR R R R R S R R R

FUNCTION RAND(DUMMY)

This is an adapted version of subroutine RANECU written by F.  James
(Comput. Phys. Commun. 60 (1990) 329-344), which has been modified to
give a single random number at each call.

!

!

I

!

!

I The 'seeds' ISEED1 and ISEED2 must be initialized in the main program
I and transferred through the named common block /RSEED/.
!

!

I

!

!

!

Some compilers incorporate an intrinsic random number generator with
the same name (but with different argument lists). To avoid conflict,

it is advisable to declare RAND as an external function inall sub-
programs that call it.

IMPLICIT DOUBLE PRECISION (A-H,0-Z), INTEGER*4 (I-N)
PARAMETER (USCALE=1.0D0/2.147483563D9)
COMMON/RSEED/ISEED1,ISEED2

I11=1SEED1/53668
ISEED1=40014*(ISEED1-11*53668)-11*12211
IF(ISEED1.LT.0) ISEED1=ISEED1+2147483563

12=ISEED2/52774
ISEED2=40692*(ISEED2-12*52774)-12*3791 IF(ISEED2.LT.0)
ISEED2=ISEED2+2147483399

IZ=ISEED1-ISEED?2
IF(1Z.LT.1) 1Z=1Z+2147483562 RAND=IZ*USCALE

RETURN
END

~ 106 ~



Apéndice |1

10— I e
DMPC a 310K
100 L ;
"o,
h -
10 | i =S Sgeas B E
MR
% FO RO
1 M o 3 aaal M PR iaal M MRS |
100000 1000000 1E7

v, [HZ]

Figura 11.1. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con radio Ry = 50nm a 310K (e). La curva de ajuste optimizada con la metodologia descripta en la
seccion 3.2.2 se muestra en magenta. Las contribuciones de cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones
de orden (verde), difusién (rojo), rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se
muestran en la Tabla 3.1
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Figura 11.2. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con radio Ry = 50nm a 318K (e). La curva de ajuste optimizada con la metodologia descripta en la
seccion 3.2.2 se muestra en magenta. Las contribuciones de cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones
de orden (verde), difusién (rojo), rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los pardmetros relevantes se
muestran en la Tabla 3.1.
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Figura 11.3. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con 3%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 303K (e). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.3.
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Figura 11.4. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con 3%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 318K (e). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.3.
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Figura 11.5. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con 3%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 328K (e). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.3.

T T L | T L

DMPC+10% mol DOCNa a 303K |

100 | :
o
o

10F E

DIF
1 L PR | L L MR |
100000 1000000

v, [Hz]

Figura 11.6. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con 10%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 303K (e). La curva de ajuste €s mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.3.
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Figura 11.7. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con 10%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 318K (e). La curva de ajuste €s mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.3.
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Figura 11.8. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspensién de liposomas de
DMPC con 10%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 328K (e). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.3.
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Figura 11.9. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con 20%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 303K (e). La curva de ajuste €s mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusiéon (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.3.
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Figura 11.10. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con 20%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 318K (e). La curva de ajuste €s mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.3.
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Figura 11.11. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC con 20%mol de DOCNa, radio Ry = 50nm a 328K (e). La curva de ajuste €s mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.3.
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Figura 11.12. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
SPC, radio Ry= 50nm a 313K (e). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusion (rojo), rotacion (azul), y movimientos
rapidos (cian). Los pardmetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4.
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Figura 11.13. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
SPC, radio Ry= 50nm a 313K (). La curva de ajuste usando el modelo sin difusion es mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), rotacion (azul), y
movimientos rapidos (cian). Los pardmetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4.
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Figura 11.14. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
SPC con 20%mol de DOCNa, radio Rg= 50nm a 313K (e). La curva de ajuste €s mostrada en magenta. Las
contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusién (rojo),
rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.4.
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Figura 11.15. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
SPC, con 20%mol de DOCNa, radio Ry= 50nm a 313K (e). La curva de ajuste usando el modelo sin difusion es
mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden
(verde), rotacion (azul), y movimientos rapidos (cian). Los parametros relevantes se muestran en la Tabla 4.4.
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Figura 11.16. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC, con radio Rg= 50nm, a 310K (e). La curva de ajuste usando el modelo simplificado de la ecuacion [6.2]
es mostrada en magenta. Las contribuciones de las fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset
(violeta) son incluidas. Los pardmetros relevantes se muestran en la Tabla 6.2
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Figura 11.17. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC, con radio Ry= 50nm, a 318K (e). La curva de ajuste usando el modelo simplificado de la ecuacién [6.2]
es mostrada en magenta. Las contribuciones de las fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset
(violeta) son incluidas. Los pardmetros relevantes se muestran en la Tabla 6.2
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Figura 11.18. Dispersion experimental de la tasa de relajacion espin-red para una suspension de liposomas de
DMPC, con radio Ry= 50nm, a 328K (e). La curva de ajuste usando el modelo simplificado de la ecuacion [6.2]
es mostrada en magenta. Las contribuciones de las fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset
(violeta) son incluidas. Los pardmetros relevantes se muestran en la Tabla 6.2.
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