
 

Caracterización de la dinámica 

molecular en nanoestructuras 

supramoleculares globulares mediante 

relaxometría magnética nuclear 

 

Lic. Carla Cecilia Fraenza
1
 

                            

Presentado ante la 

Facultad de Matemática, Astronomía, Física y Computación 

como parte de los requerimientos para la obtención del grado de 

Doctor en Física de la 

Universidad Nacional de Córdoba 

 

 

Marzo de 2016 

 

Director: Dr. Esteban Anoardo 

 

 

 

Caracterización de la dinámica molecular en nanoestructuras supramoleculares globulares mediante 

relaxometría magnética nuclear por Carla Cecilia Fraenza se distribuye bajo una Licencia Creative 

Commons Atribución-NoComercial-CompartirIgual 2.5 Argentina. 

 

1
Becario de CONICET

 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.5/ar/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.5/ar/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.5/ar/


II 

 

 

 

 

Dedicatoria 

 

 

 

 

 

A toda mi familia por su apoyo 

 incondicional en todo momento de mi carrera. 

 

 

 

 

 



III 

 

Índice General 

Resumen                                                                                                                                                  V 

 

Capítulo 1: Introducción ........................................................................................................................ 1 

1.1. Sistemas estudiados en este trabajo ............................................................................................... 2 

1.1.1. Lípidos .................................................................................................................................... 2 

        1.1.1.1. Lípidos anfifílicos: Fosfolípidos ................................................................................. 3 

        1.1.1.2. Colesterol: Regulador de fluidez en membranas lipídicas .......................................... 5 

        1.1.1.3. Detergentes: agentes para flexibilizar membranas lipídicas........................................ 6 

1.1.2. Polímeros anfipáticos: Copolímeros tribloque ....................................................................... 6 

1.2. Técnica experimental..................................................................................................................... 8 

1.2.1. Generalidades de RMN .......................................................................................................... 8 

1.2.2. Relaxometría con ciclado rápido de campo ........................................................................... 9 

 

Capítulo 2: Efectos del colesterol en membranas lipídicas ............................................................... 12 

2.1. Efectos generales ......................................................................................................................... 12 

2.2. Estudio de la dinámica molecular de lípidos en membranas con colesterol ................................ 13 

2.2.1. Enfoques sobre la acción del colesterol en la dinámica de los lípidos ................................. 13 

2.2.2. Modelo para interpretar la dispersión de la tasa de relajación espín-red de  

          protones obtenida con la técnica de ciclado de campo ......................................................... 14 

        2.2.3. Experimentos de dispersión de la tasa de relajación ............................................................ 17 

                2.2.3.1. Preparación de la muestra .......................................................................................... 17 

                2.2.3.2. Modelado de la dispersión de la tasa de relajación ................................................... 17 

        2.2.3.3. Medición de la tasa de relajación espín-red en función de la frecuencia de  

                     Larmor en  liposomas con colesterol ......................................................................... 18 

 

Capítulo 3: Ajustes automáticos de los perfiles de dispersión de la tasa de relajación .................. 28 

3.1. Planteo del problema a resolver .................................................................................................. 28 

3.2. Automatización ........................................................................................................................... 29 

    3.2.1. Método de parámetros iniciales fijos y minimización de SDC ............................................ 29 

3.2.2. Método de parámetros iniciales aleatorios y minimización de PROM ................................ 29  

3.2.3. Aplicación del método de parámetros iniciales aleatorios y minimización de PROM ........ 32     

    

 Capítulo 4: Liposomas ultradeformables .......................................................................................... 35 

4.1. La piel .......................................................................................................................................... 35 

     4.1.1. Características principales ................................................................................................... 35 



IV 

 

 4.1.2. Rutas transdermales naturales ............................................................................................. 35      

    4.2. Mecanismos de transporte transdermal ....................................................................................... 36 

4.2.1. Liposomas ultradeformables ................................................................................................ 37      

    4.3. Elasticidad de membranas de vesículas ....................................................................................... 37 

4.3.1. Energía elástica de Helfrich ................................................................................................. 37 

4.3.2. Elasticidad en vesículas ultradeformables: medición de la constante elástica de flexión .... 39      

    4.4. Experimentos de dispersión de la tasa de relajación ................................................................... 41          

4.4.1. Preparación de la muestra .................................................................................................... 41   

4.4.2. Modelado de la dispersión de la tasa de relajación .............................................................. 41      

4.4.3. Medición de la tasa de relajación espín-red en función de la frecuencia de  

             Larmor en  liposomas con detergente ................................................................................ 41         

 

Capítulo 5: Vesículas gigantes ............................................................................................................. 53 

5.1. Métodos usados para medir la constante elástica de flexión en GUV ......................................... 53 

    5.2. Intentando extender el modelo para GUV ................................................................................... 54 

    5.3. Dependencia de la constante elástica de flexión con el tamaño de la 

           vesícula ........................................................................................................................................ 58 

 

Capítulo 6: Simplificación del modelo ................................................................................................ 61 

6.1. Reducción del modelo ................................................................................................................. 61 

    6.2. Aplicación y validación del modelo simplificado ....................................................................... 62 

     

Capítulo 7: Polimerosomas .................................................................................................................. 69 

7.1. Micelas poliméricas como transportadoras de drogas ................................................................. 69 

7.2. Dinámica molecular en polimerosomas ...................................................................................... 69 

7.3. Experimentos de dispersión del tiempo de relajación espín-red ................................................. 70 

7.3.1. Preparación de la muestra .................................................................................................... 70   

7.3.2. Medición del tiempo de relajación espín-red en el sistema de laboratorio en función de la 

          frecuencia de Larmor ........................................................................................................... 70  

7.3.3. Medición de la tasa de relajación espín-red en el sistema rotante en función de la 

          frecuencia de Larmor ........................................................................................................... 74 

7.4. Experimentos usando MFA y espectroscopía por RMN ............................................................. 77  

  

Capítulo 8: Conclusiones ...................................................................................................................... 80 

 

Referencias ............................................................................................................................................ 82 

Apéndice I ............................................................................................................................................. 95 

Apéndice II .......................................................................................................................................... 107 



V 

 

 

 

 

Resumen  
 

Este trabajo de investigación se orientó al estudio de la dinámica molecular, y a través de ésta, al 

estudio de las propiedades mesoscópicas en diferentes estructuras supramoleculares globulares. Para 

ello, se utilizaron diferentes técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN), principalmente la 

relaxometría con ciclado rápido de campo magnético (o FFC por sus siglas en inglés). Se estudiaron 

diferentes formulaciones de liposomas y vesículas poliméricas suspendidos en medios acuosos.  

En esta tesis se hizo uso de un modelo previamente desarrollado para interpretar la dispersión de la 

tasa de relajación espín-red de protones, obtenida con la técnica de campo ciclado en liposomas 

unilamelares. Además de proporcionar información general sobre la dinámica de los lípidos que 

conforman la membrana de los liposomas, este modelo nos permitió inferir sobre las propiedades 

elásticas de la misma por medio de la constante elástica de flexión  (uno de los parámetros físicos 

involucrados en el modelo). Se llevó a cabo con éxito la extensión de este modelo a sistemas más 

complejos. Se realizaron mediciones de  para liposomas de dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) dopados 

con colesterol de manera de incrementar el valor de la constante ( ~ 15-20kBT). En este caso, fue 

posible dilucidar experimentalmente la cantidad de lípidos que son afectados por cada molécula de 

colesterol, según la proporción lípido-colesterol de la membrana. Estos resultados permitieron afianzar 

la idea de coexistencia de lípidos 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 límite opuesto de flexibilidad de las 

membranas, se llevaron a cabo experimentos en vesículas deformables/ultradeformables compuestas 

de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) o fosfatidilcolina de soja (SPC) y desoxicolato de sodio 

(DOCNa) como detergente para flexibilizar la membrana ( ~ 2kBT). El modelo permitió nuevamente 

describir con éxito la dinámica molecular en este tipo de sistemas, mostrando poca variación en la 

constante elástica de flexión y permitiendo despreciar el proceso de difusión en el caso de liposomas 

de SPC. Esto último está en concordancia con la simplificación del modelo, en la cual se ha empezado 

a trabajar en estudios previos y se continúa validando en esta tesis. 

 

Se intentó extender nuestro modelo al caso de vesículas gigantes para así poder comparar nuestros 

resultados con los provenientes de métodos establecidos en otros trabajos, para la medición de la 

constante elástica de flexión. La relación señal-ruido extremadamente baja que se observó mediante la 

técnica de RMN en vesículas gigantes, impidió llevar a cabo los experimentos. Asimismo, la literatura 

predice la no-dependencia de con el radio Ro de la vesícula en el rango de tamaños de vesículas 

grandes y gigantes (Ro ≥ 40nm). 

 

Los estudios realizados en vesículas poliméricas permitieron discriminar, en términos relaxométricos, 

los diferentes bloques que componen el copolímero, siendo éste un resultado alentador para el estudio 

de los procesos que intervienen en la dinámica de liberación de drogas, cuando dichas vesículas 

poliméricas son utilizadas como vehiculizantes. 



VI 

 

Clasificación (PACS): 76.60.-k;  82.56.Pp 

Palabras claves: lípidos, liposomas, dinámica molecular de bicapas lipídicas, relajación espín-red, 

relaxometría con ciclado rápido de campo magnético. 
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Capítulo 1 

 

Introducción 

 

Las propiedades viscoelásticas e hidrodinámicas de la membrana de vesículas lipídicas (liposomas) 

o sistemas autoensamblados de polímeros anfipáticos (vesículas poliméricas), resultan de particular 

interés en una creciente cantidad problemas biotecnológicos. Diferentes propiedades de vesículas y la 

membrana que las conforman han sido estudiadas intensamente en las últimas décadas. Propiedades 

químicas, termodinámicas, topológicas, dinámicas y diferentes modelos fueron estudiados y 

propuestos (1). Si bien la mayoría de los estudios se concentran en sistemas de membranas biológicas 

naturales o sintéticas constituidas por diferentes formulaciones lipídicas, en los últimos años también 

se ha trabajado en la formulación de sistemas basados en copolímeros anfipáticos (2,3). 

En términos generales, las propiedades viscoelásticas e hidrodinámicas de sistemas de vesículas se 

relacionan con la dinámica y estado de orden de las unidades moleculares que componen la 

membrana. Así, algunos estudios se centran en las propiedades de difusión de los lípidos en 

formulaciones de liposomas con diferentes contenidos de colesterol o detergentes (4–6), mientras que 

otros analizan propiedades elásticas de la membrana de estas vesículas a través de la constante elástica 

de flexión (7). Algunas técnicas normalmente empleadas en el estudio de estos sistemas son: 

calorimetría diferencial (DSC), recuperación de fluorescencia o FRAP (fluorescence recovery after 

photobleaching), FRET (fluorescence resonance energy transfer), espectroscopia de correlación de 

fluorescencia (FCS), resonancia paramagnética electrónica (EPR), resonancia magnética nuclear 

(RMN), video microscopía óptica, métodos basados en deformaciones mecánicas de la membrana 

(succión o extrusión) y técnicas de dispersión y reflexión (como scattering y reflexión de rayos X y 

neutrones). 

En general, las técnicas experimentales utilizadas para la caracterización de propiedades elásticas 

de vesículas o liposomas, funcionan satisfactoriamente para unidades con tamaños de varios cientos de 

nanómetros o varios micrómetros. 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-cosmetológica como en 

grupos académicos, en la investigación y desarrollo de liposomas “ultradeformables” (para la 

incorporación transdermal de agentes químicos), requiere de técnicas experimentales sencillas, 

confiables y de acceso masivo para la evaluación de las propiedades fisicoquímicas relevantes.  

Entre los métodos tradicionales para el estudio de la constante elástica de flexión se encuentran el 

uso de micropipetas, con las cuales se succiona la membrana y se observa la deformación de la misma 

en la zona de succión (8); el análisis de Fourier de las fluctuaciones térmicas observadas en vesículas 
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gigantes, utilizando técnicas de video microscopía óptica (9,10) y por último, la extrusión de las 

vesículas a través de membranas porosas con la consecuente medición de la deformabilidad (11). Sin 

embargo, las dos primeras técnicas experimentales requieren de vesículas con diámetros del orden del 

micrómetro o mayores y la última requiere de vesículas flexibles. 

Las técnicas de RMN de baja resolución ofrecen dos potenciales ventajas escasamente exploradas a 

la fecha: es factible extender los estudios a sistemas de escalas de pocas decenas de nanómetros en 

forma no invasiva, y es posible pensar en instrumentación dedicada de costo razonable, volumen 

limitado y facilidad de instalación, mantenimiento y uso. Mediante la medición de diferentes tiempos 

de relajación, queda demostrada la potencialidad de la técnica para la evaluación de diferentes 

aspectos de la dinámica y orden molecular de los lípidos, indirectamente relacionados con las 

propiedades viscoelásticas, así como con procesos de intercambio de las moléculas del solvente entre 

las zonas de adsorción y el volumen libre del mismo (12–15). Dentro de las técnicas de RMN 

utilizadas en el estudio de membranas lipídicas se encuentra la relaxometría 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 relaxometría FFC permite estudiar procesos dinámicos 

colectivos como son las fluctuaciones de orden y procesos difusivos lentos, los que están 

estrechamente vinculados a las propiedades viscoelásticas de la membrana (17). Trabajos recientes, 

llevaron a cabo un estudio experimental exhaustivo de la dinámica molecular en liposomas 

unilamelares de DMPC (dimiristoilfosfatidilcolina) y DOPC (dioleoilfosfatidilcolina) de 100nm en 

agua pesada (RMN de protones) (18,19) y sugieren que la aplicación de la técnica al estudio de las 

propiedades viscoelásticas de estos sistemas es prometedora. La aplicación de estos resultados a la 

caracterización y diseño de vesículas ultradeformables, representa una herramienta de potencial uso en 

la industria farmacológica y en cosmética (20–22). 

Específicamente, el objetivo de esta tesis fue el desarrollo y perfeccionamiento de una metodología 

experimental basada en la técnica de relaxometría magnética nuclear de campo ciclado, para la 

caracterización de propiedades viscoelásticas de membranas en diferentes formulaciones de liposomas 

o sistemas similares. Como se mencionó anteriormente, esta metodología tiene sus orígenes en 

trabajos previos (18,19)  por lo que esta tesis se centró en mejorar y extender su validez a sistemas más 

complejos, como así también en la simplificación del modelo del cual hace uso esta metodología, con 

el objetivo futuro de aplicar todos los resultados en el desarrollo de tecnología propia para medir de 

manera no invasiva. 

  

 

1.1. Sistemas estudiados en este trabajo 

 
A lo largo de este trabajo se utilizaron diferentes componentes para la formación de las vesículas. 

Algunos de ellos fueron la base estructural de las mismas, como lípidos o polímeros, y otros fueron 

aditivos para regular las propiedades viscoelásticas de la membrana, como colesterol o detergentes. En 

esta sección se hace una breve descripción de las principales propiedades de cada uno de ellos. 

 

1.1.1. Lípidos  
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1.1.1.1. Lípidos anfifílicos: Fosfolípidos 

 

Un lípido es una molécula orgánica compuesta principalmente por carbono e hidrógeno y en menor 

medida oxígeno, aunque también pueden contener fósforo, azufre y nitrógeno. Los lípidos poseen una 

amplia gama de funciones, desde funciones estructurales, hormonales, de transporte, hasta 

biocatalizadoras y de reserva energética.  

Los lípidos anfifílicos son un tipo de lípidos que consisten de una parte que es soluble en solventes 

no polares, y una segunda parte que es soluble en solventes polares. En aplicaciones biológicas, el 

solvente es agua, entonces uno habla de las partes hidrofóbica e hidrofílica, respectivamente. En 

general la parte hidrofóbica consiste de cadenas hidrocarbonadas, mientras que la parte hidrofílica está 

compuesta por el llamado grupo polar. Dentro de esta clase de lípidos, se encuentran los fosfolípidos, 

los cuales poseen función estructural dado que son un componente principal de todas las membranas 

celulares debido a su capacidad de formar bicapas lipídicas (23). Están compuestos por una molécula 

de glicerol, a la que se unen dos ácidos grasos (1,2-diacilglicerol) y un grupo fosfato. Este último está 

unido a otro grupo de átomos, entre los que generalmente está incluido el nitrógeno, como es el caso 

del grupo colina a base del cual se forman las fosfatidilcolinas. En la Figura 1.1 se muestra la 

estructura típica de un fosfolípido. En este trabajo nos concentraremos en solo tres fosfolípidos 

particulares, dos de ellos sintéticos y uno natural. Específicamente son: dioleoilfosfatidilcolina 

(DOPC) de fórmula molecular C44H84NO8P; dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) de fórmula molecular 

C36H72NO8P, y fosfatidilcolina de soja (SPC), cuya especie predominante tiene fórmula molecular 

C42H80NO8P, siendo fosfolípidos de cadenas insaturadas, saturadas, y doblemente insaturadas, 

respectivamente. Sus estructuras se muestran en la Figura 1.2. 

 

 

 
 

Figura 1.1. Estructura de un fosfolípido. La parte de la cabeza polar indicada con la letra R representa el grupo de 

átomos unidos al grupo fosfato, entre los que generalmente está incluido el nitrógeno, 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. Fosfolípidos utilizados en este trabajo para la formación de liposomas. En el extremo derecho se 

observan las cabezas o grupos polares, y en el extremo izquierdo se muestran las cadenas apolares. 

 

 

En solución acuosa, los lípidos anfifílicos al principio se disuelven como monómeros, pero al 

superar cierta concentración se unen espontáneamente para minimizar las interacciones hidrofóbicas 

desfavorables, y forman una variada gama de estructuras, que dependen en general de la concentración 

y la temperatura.  

Para grandes excesos de agua los fosfolípidos forman bicapas que se curvan y se cierran 

espontáneamente en estructuras cuasi-esféricas llamadas liposomas, los cuales encierran en su interior 

parte del solvente que lo rodea (Figura 1.3). Tales sistemas no están en equilibrio termodinámico 

aunque pueden ser estables durante varios días. El tamaño de un liposoma puede ir desde unos 20nm 

hasta varios micrómetros, y puede estar compuesto de una (unilamelar) o varias membranas 

concéntricas (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 fármacos 

hidrofílicos e hidrofóbicos en su núcleo acuoso y bicapa lipídica, respectivamente (24).  

Los lípidos de la membrana de un liposoma pueden encontrarse en diferentes fases dependiendo de 

la concentración de lípidos como de la temperatura. Es esta tesis siempre trabajaremos en la fase 

lamelar en el estado líquido-cristalino o fase Lα. En este tipo de conformación los lípidos se 

encuentran acomodados en bicapas donde las cadenas están altamente desordenadas, pero en promedio 

las cadenas se encuentran  perpendiculares al plano de la bicapa.  

 

 

 

DOPC 

DMPC 
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Figura 1.3. Representación esquemática de un liposoma. Los círculos representan los grupos polares mientras 

que las líneas onduladas hacen referencia a las cadenas hidrocarbonadas. 

 

 

1.1.1.2. Colesterol: Regulador de fluidez en membranas lipídicas 

 

El colesterol es un lípido que se encuentra dentro del grupo de los esteroides por poseer una 

estructura de anillos a base de esterano (25). Consiste en una pequeña cabeza polar dada por el grupo 

hidroxilo, y el resto de su estructura, la cual es apolar, está 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 función 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 fosfolípidos de manera que las cadenas 

de ácidos grasos no puedan unirse y hacer que la membrana se cristalice. Considerando estas 

propiedades del colesterol, a menudo se lo incluye en la formulación de liposomas para dar más 

rigidez a la bicapa y para tratar de mejorar la estabilidad de estas vesículas, como se muestra a lo largo 

de esta tesis. 

 

 

 

 
 

 

Figura 1.4. Estructura de una molécula de colesterol. Su pequeña 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). 

 

 

 



Capítulo  1                                                                                                                              Introducción             

 

~ 6 ~ 

 

1.1.1.3 Detergentes: agentes para flexibilizar membranas lipídicas  

 

Los detergentes, también conocidos como tensoactivos o surfactantes, son compuestos químicos, 

también considerados como un grupo especial de lípidos (26), que tienen la propiedad de disminuir la 

tensión superficial de un líquido, es decir, disminuyen la cantidad de energía por unidad de área 

necesaria para aumentar la superficie del líquido. Usualmente son compuestos orgánicos anfifílicos, 

permitiéndoles esta naturaleza dual la alineación de los mismos en las interfases cuando se encuentran 

en solución, produciendo así el efecto de superficie antes mencionado. 

Los detergentes también exhiben la propiedad de autoagregación. A bajas concentraciones, los 

surfactantes existen en forma monomérica en soluciones acuosas, mientras que al incrementar 

paulatinamente su concentración hasta alcanzar el limite característico, llamado Concentración 

Micelar Crítica (CMC), las moléculas del detergente se agrupan formando micelas, como una 

consecuencia de su naturaleza dual. 

Cuando en una solución acuosa de lípidos se agrega una baja concentración de un detergente, 

debido a su característica anfipática, se agrega en su mayoría a la membrana de los liposomas 

formados por los lípidos, disminuyendo la tensión superficial de la misma. Consecuentemente, permite 

adaptar su forma de manera fácil y rápida ante algún 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 aniónico y posee una CMC entre 2 y 6 mM en el 

rango de temperaturas de 20 a 50 ºC, aproximadamente (Figura 1.5). 

 

 

 
 

Figura 1.5. Estructura del desoxicolato de sodio (DOCNa) utilizado en este trabajo para flexibilizar la membrana 

de liposomas y así obtener liposomas deformables. 

  

 

1.1.2. Polímeros anfipáticos: Copolímeros tribloque 

 

Un polímero es una macromolécula compuesta de unidades estructurales repetitivas llamadas 

monómeros, las cuales típicamente están conectadas por enlaces covalentes. Los polímeros poseen un 

variado rango de propiedades las cuales les permiten cumplir diferentes funciones, desde ser los 

principales componentes de plásticos sintéticos hasta ser parte de biopolímeros naturales como los 

ácidos nucleicos y las proteínas que son esenciales para la vida. 

Los polímeros que poseen un solo tipo de unidad repetitiva se denominan homopolímeros, mientras 

que los que poseen diferentes tipos de monómeros reciben el nombre de heteropolímeros o 

copolímeros. En un copolímero, los monómeros distintos pueden estar distribuidos de manera aleatoria 

o periódica. Dentro de este tipo de polímeros se encuentran los copolímeros en bloques los cuales 

poseen dos o más homopolímeros como unidades repetitivas. Cuando estas unidades repetitivas son 

https://es.wikipedia.org/wiki/Mon%C3%B3mero
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solo dos, las cuales llamaremos A y B, y están distribuidas en tres bloques de la siguiente manera 

AmBnAm, el copolímero resultante se denomina copolímero tribloque.  

En este trabajo, nos centraremos particularmente en los copolímeros tribloque compuestos por 

óxido de etileno (OE) y óxido de propileno (OP), a los que se conoce con el nombre genérico de 

“Poloxamer” y el nombre comercial “Pluronic”. Su estructura química es (OE)m(OP)n(OE)m = 

(POE)(POP)(POE), o de manera extendida HO(C2H4O)m(C3H6O)n(C2H4O)mH.  

A temperaturas por debajo de los 6ºC tanto el POE como el POP son solubles en agua, pero cuando 

la temperatura se incrementa, el bloque POP se transforma en hidrofóbico mientras que los dos 

bloques POE siguen siendo hidrofílicos. En consecuencia, este tipo de polímero posee una estructura 

anfipática 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 específicas 

denominadas concentración micelar crítica (CMC) y temperatura micelar crítica (TMC), 

respectivamente. El número de agregación puede ir desde 30 a 10.000 copolímeros. El valor de la 

CMC depende de la temperatura, pero para este tipo de polímeros 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 

fármacos hidrofóbicos en el núcleo de la micela (27,28). 

  

 
 

Figura 1.6. Estructura de una micela polimérica. Su núcleo está formado por los bloques hidrofóbicos mientras 

que su capa externa, en contacto con el medio acuoso, está formada por los bloques hidrofílicos. 

 

 

Los copolímeros tribloque en solución acuosa pueden presentar diferentes fases dependiendo de la 

concentración y/o temperatura. Por debajo de las CMC (TMC) no se agregan, permaneciendo en su 

estado individual llamado unímero. A partir de la CMC (TMC) empiezan a agregase formando 

micelas, pero aún es posible encontrar unímeros. Mientras mayor sea la concentración (temperatura), 

menor será la probabilidad de encontrar unímeros. En esta instancia existe una cinética de intercambio 

entre las fases micelar y de unímeros. Si la concentración (temperatura) se continúa incrementando 

aún más, es posible obtener fases formadas por las micelas, como lo son las mesofase cúbica con 

características de gel y mesofases líquidos cristalinas, como la hexagonal y lamelar (29). 

En esta tesis se utilizaron tres diferentes copolímeros tribloque, a saber: Pluronic F68 

(OE80OP27OE80), F108 (OE141OP44OE141), y F127 (OE101OP56OE101). Algunas de sus características se 

muestran en la Tabla 1.1. 



Capítulo  1                                                                                                                              Introducción             

 

~ 8 ~ 

 

 

Tabla 1.1. Algunas características para los copolímeros 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 años para el estudio de sistemas biológicos. 

Dentro de estas técnicas, la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una de las más 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 fenómeno que se encuentra en sistemas magnéticos que 

poseen momento magnético y momento angular no nulo. El término resonancia magnética implica que 

estamos “en sintonía” con una frecuencia natural del sistema magnético, en este caso la frecuencia de 

precesión giroscópica o frecuencia de Larmor del momento magnético en un campo magnético 

estático externo. 

La aplicación de un campo magnético B a un momento magnético asociado a un espín nuclear M= 

γћI, donde γ es la razón giromagnética del núcleo, ћ la constante de Planck dividida 2π e I es el 

operador momento angular, produce una energía de interacción de los núcleos de la forma –M.B. Esta 

interacción es la base de la RMN. Entonces tenemos el siguiente Hamiltoniano: 

 

H = - M.B                                                                         [1.1] 

 

Tomando que el campo sea B0 a lo largo de z, encontramos que: 

 

H = - γћB0Iz                                                                    [1.2] 

 

donde Iz es la componente z del operador I. Los valores de energías permitidos son: 

 

E = - γћB0m               m= I, I-1,...,-I                                                     [1.3] 

 

Uno espera ser capaz de detectar la presencia de tal conjunto de niveles de energía por algunas formas 

de absorción espectral. Para ello, necesitamos tener una interacción que pueda causar las transiciones 

entre niveles. Para satisfacer la conservación de la energía, la interacción debe ser dependiente del 

tiempo y de una frecuencia angular ω tal que: 

ћω = ΔE                                                                             [1.4] 

 

donde ΔE es la diferencia de energía entre las energías Zeeman inicial y final. 

Supóngase ahora un sistema de espines nucleares bajo la acción de un campo magnético estático B0 

dirigido según el eje z del sistema de laboratorio, y considérese al sistema de espines como un sistema 

termodinámico en contacto con un reservorio (la red) con un gran número de grados de libertad. La 

condición de equilibrio está caracterizada por un estado de polarización con una magnetización M0 

alineada a lo largo de la dirección de campo magnético externo. 

PLURONIC N°  

OE 

N°  

OP 

Peso molecular 

promedio total 

Peso porcentual  

POE 

Peso molecular 

 promedio POP 

F68 80 27 8400 80 1800 

F108 141 44 14600 80 3000 

F127 101 56 12600 70 3600 
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En un experimento típico de RMN, se conduce energía hacia el sistema de espines en forma de 

pulsos B1 de radiofrecuencia (rf) aplicados en direcciones perpendiculares a B0, con el objetivo de 

llevarlo a un estado de no equilibrio con la red. Es decir, se inducen transiciones entre los niveles de 

energía Zeeman. Al introducir una energía adicional al sistema, aparecen una componente longitudinal 

y una transversal de la magnetización relativa a B0. Para retornar al estado de equilibrio térmico, el 

sistema de espines necesita disipar este exceso de energía lo que se describe como relajación. 

Entonces, si se le permite al sistema de espines interactuar entre ellos y entrar en contacto con la red 

durante un período de evolución, y se observan los resultados de dicha evolución, se comprueba que 

cumplen con las denominadas ecuaciones fenomenológicas de Bloch (32), las cuales describen la 

evolución temporal de las componentes de la magnetización en el sistema de laboratorio y se expresan 

en forma vectorial como: 

                                                                                                                                                           

[1.5] 

 

 

donde Mz y M
┴
 son la componente paralela y la componente vectorial perpendicular a B0, 

respectivamente. 

Al resolver estas ecuaciones se obtiene la dependencia temporal de la magnetización en los planos 

longitudinal y transversal. Estas dependencias tienen forma exponencial, donde la constante de caída 

es el inverso de los denominados tiempos de relajación. 

Así, la recuperación de la componente longitudinal ocurre con un tiempo característico 

denominado tiempo de relajación longitudinal o espín-red T1, y está determinado por la eficiencia de 

los mecanismos de relajación espín-red, es decir, mecanismos que involucran una transferencia 

energética desde el sistema de espines a la red. Así, la evolución temporal de Mz está dada por:  

                                                                                                                                                                 

[1.6] 

 

donde Mz(0) es la componente longitudinal de la magnetización inmediatamente después de la 

aplicación del pulso de radiofrecuencia. Notar que si aplicamos lo que se denomina un pulso de π/2, es 

decir, le entregamos al sistema de espines la cantidad necesaria de energía para llevar la magnetización 

al plano transversal al eje impuesto por Bo (en nuestro caso, el plano x-y), entonces Mz(0) = 0 y la 

ecuación [1.6] se simplifica de la siguiente manera: 

 

[1.7] 

 

Por otro lado, el decaimiento de las componentes transversales, las cuales son proporcionales a la 

señal de RMN o FID (free induction decay), está caracterizado por la constante de tiempo llamada 

tiempo de relajación transversal o espín-espín T2, y está determinado por procesos de interacción entre 

espines, como así también por fluctuaciones de la red. Así la evolución temporal de M
┴ está dada por: 

 

[1.8] 

 

donde ωo es la denominada frecuencia de Larmor y representa la frecuencia de precesión de la 

magnetización en torno a la dirección impuesta por el campo Bo. 

 

 

1.2.2. Relaxometría con ciclado rápido de campo 

 

La relaxometría con ciclado rápido de campo (también conocida como fast field cycling o FFC) es 

una técnica de RMN que nos permite obtener diversos tiempos de relajación del sistema de núcleos 

estudiado (en nuestro caso 
1
H o protones) en función del campo magnético externo aplicado (33). El 
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término relaxometría es normalmente utilizado en el contexto de mediciones de tiempos de relajación 

en general.  

En la Figura 1.7 se representa el principio de funcionamiento de un experimento típico de 

relaxometría con ciclado de campo. La muestra es polarizada en un campo magnético Bp, tan alto 

como técnicamente sea posible. El proceso de relajación tiene lugar en un intervalo de tiempo que 

depende de las propiedades relaxométricas de la muestra. La señal remanente después de este intervalo 

de relajación es detectada en un campo Bd, de nuevo, tan alto como sea posible. Para la detección de la 

señal remanente luego de la relajación se observa la FID después de un pulso de π/2 o el eco de espín 

producido por una secuencia de dos o más pulsos. Finalmente toma lugar el proceso de repolarización 

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 relajación para campos magnéticos 

externos típicamente en el rango desde unos kHz hasta aproximadamente 40MHz (expresado en 

frecuencia de Larmor ν0= ω0/2π de protones). Luego, en el rango de 40 a 900MHz el experimento 

puede ser suplementado por mediciones del tiempo de relajación realizadas con aparatos de RMN 

convencionales a campo fijo, siendo el límite 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 límite inferior en el rango del campo magnético externo a utilizar en los experimentos. 

Para esto, se puede utilizar la técnica de relajación en el sistema rotante (34,35), la que permite obtener 

información de las componentes residuales del campo local a lo largo de la dirección impuesta por el 

campo magnético externo. 

En esta tesis, hicimos uso de la técnica con ciclado rápido de campo para medir la dependencia de 

T1 en función de ν0 y así obtener la curva de dispersión de la tasa de relajación espín-red R1(ν0)= T1
-

1
(ν0). La importancia de obtener esa curva reside en lo que se describe a continuación. Partiendo de la 

teoría semiclásica de relajación (30), bajo ciertas aproximaciones como aleatoriedad de los procesos 

dinámicos y la consideración de que los campos locales del sistema son mucho menores que el campo 

externo aplicado, la inversa del tiempo de relajación espín-red (T1
-1

) 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 correlación de cada uno de los procesos 

dinámicos del sistema (contienen la información de la dinámica de la red). De esta manera, 

conociendo la dependencia de T1
-1

 en función de la frecuencia, o curva de dispersión, se obtiene 

información de los procesos dinámicos que intervienen en la relajación del sistema de espines y del 

rango de frecuencias en el cual son efectivos. 
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Figura 1.7. Representación esquemática de un ciclo típico del campo magnético principal B0 generado con un 

relaxómetro de RMN con ciclado de campo (33). 
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Capítulo 2 

 

Efectos del colesterol en membranas 

lipídicas 

2.1. Efectos generales 

Las membranas biológicas son entidades bastante complejas que contienen diversos lípidos y 

proteínas, siendo los primeros el principal componente. Entre los lípidos presentes, el colesterol juega 

un rol muy importante debido a su participación en la formación de dominios que parecieran ser 

primordiales en la regulación de la actividad de ciertas proteínas 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 lípidos y colesterol (36). 

El control sobre la estabilidad física 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 formulación de liposomas para dar más 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 

acción de colesterol en la membrana.  

Entre los principales efectos del colesterol en una bicapa lipídica en fase líquido cristalina 

desordenada (ld), podemos mencionar: el aumento en el parámetro de orden de las cadenas 

hidrocarbonadas de los lípidos (37–49) mediante la reducción del número de isomerizaciones trans-

gauche (50). Esto lleva a una disminución en la movilidad de los primeros grupos CH2 de estas 

cadenas y a un incremento en el espesor de la bicapa, siendo este efecto más fuerte para lípidos 

saturados (45,51,52). Además, el colesterol genera una disminución del área efectiva por lípido, lo que 

se denomina efecto de condensación del colesterol (53,54); la disminución de la interacción y del 

espacio libre entre lípidos (53,55); el incremento de la constante elástica y la disminución de la 

permeabilidad de la membrana (47,54). Por otro lado, la influencia del colesterol en la dinámica de los 

lípidos no es drástica en los procesos de difusión traslacional y rotacional, pues estos continúan 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 dinámicos de lípidos 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 rotación parcial de la molécula como un todo, entre 

otros, los cuales probablemente sean importantes para el transporte lateral y trans-bicapa de moléculas 

pequeñas. Adicionalmente, podemos mencionar como efecto del colesterol, la aparición de una nueva 

fase a ciertos valores de temperatura y/o valores de concentración de colesterol, denominada fase 

líquido cristalina ordenada (lo) (61,62). En esta fase las cadenas de los lípidos están altamente 

ordenadas, pero las tasas de movimientos traslacionales y rotacionales son similares a los de la fase 

fluida (ld). 
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2.2. Estudio de la dinámica molecular de lípidos en membranas con 

colesterol 
 

El efecto del colesterol en la dinámica de membranas lipídicas ha sido intensamente estudiado en 

numerosos trabajos utilizando un amplio rango de técnicas experimentales, cada una de ellas sensibles 

a una escala de tiempo dinámica 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 vesículas unilamelares gigantes y pequeñas, con la cual se ha 

obtenido información sobre la difusión de los lípidos (un proceso dinámico 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, además de modificar la composición 

binaria de la membrana, podría alterar las propiedades de la misma que están siendo estudiadas (64). 

Entre las técnicas espectroscópicas usadas para estudiar difusión en membranas se encuentra la 

Resonancia Paramagnética Electrónica (RPE) (65–67), pero nuevamente requiere del uso de 

marcadores, además de ser aplicada típicamente para el estudio de vesículas multilamelares (las cuales 

no representan un buen sistema modelo de membranas), ni tampoco son de gran utilidad como 

transportadores de fármacos. Por otro lado, las técnicas de RMN para el estudio de dinámica 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 difusión lateral en el rango de ~ 

10
-5

s, pero por lo general sólo para bicapas orientadas macroscópicamente (4,69) ó vesículas 

multilamelares (70,71); así también, espectroscopia de RMN con gradiente de campo pulsado y 

rotación al ángulo mágico (su sigla en inglés, PFG-MAS-NMR) (70,71). Este último método combina 

la alta resolución del MAS con la capacidad de medir coeficientes de difusión para cada componente 

en el sistema, ya sean esteroles ó fosfolípidos, sin el uso de marcadores perturbantes. Por otro lado, la 

relaxometría con ciclado de campo de alta resolución, en la cual una contribución importante para la 

relajación es la anisotropía del corrimiento químico, permite estudiar la dinámica de sectores 

moleculares individuales debido a su resolución espectroscópica (72–74), mientras que la técnica de 

relaxometría con ciclado de campo de baja resolución o ciclado rápido de campo (FFC-NMR), si bien 

no presenta resolución espectroscópica, permite estudiar procesos dinámicos lentos como lo es la 

dinámica 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
-3

 a 10
-9

s y ha sido aplicada exitosamente para estudiar dinámica molecular en gran cantidad de 

materiales (18,19,33). 

 

2.2.1. Enfoques sobre la acción del colesterol en la dinámica de los lípidos 

 

Si consideramos liposomas unilamelares compuestos de dos componentes, es decir, fosfolípidos y 

colesterol, es posible encontrar en la literatura dos descripciones diferentes de cómo se modifica la 

dinámica molecular de los lípidos por la presencia del colesterol. Según algunos autores, el sistema 

permanece en la fase liquido cristalina desordenada (ld) hasta una concentración de colesterol del 

40%mol para lípidos insaturados y del 5-15%mol para lípidos saturados, a temperatura ambiente 

(4,75), en donde los parámetros asociados a los diferentes procesos dinámicos son modificados de una 

manera promedio sobre toda la población de lípidos. Por otro lado, existen otros trabajos (41–

43,76,77) en los cuales se define un “radio de acción” (RA) alrededor de cada molécula de colesterol y 

por lo tanto la población de lípidos es dividida entre los lípidos que no son afectados por la presencia 

del mismo y los que sí. Los primeros son comúnmente considerados en una fase ld, mientras que los 

segundos poseen una estructura más rígida y ordenada por lo que son descriptos en una fase liquida 

cristalina ordenada (lo). Por lo tanto, estos trabajos plantean la idea de que cada molécula de colesterol 

ordena solo un pequeño número de lípidos, pudiéndose extender su acción un poco más allá 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 población de lípidos entre lípidos 

afectados y no afectados por el colesterol, ha sido reportado como resultado de simulaciones 

numéricas (41–43,76,77), sin tener fundamentación experimental. Las simulaciones computacionales 

de dinámica molecular tienen el potencial de proporcionar propiedades estructurales y dinámicas de 

las membranas lipídicas a escala atómica, lo cual complementa y ayuda en la interpretación de los 

resultados experimentales. Sin embargo los métodos computacionales siguen siendo algo limitados, 

incluso hoy en día, pues el número de moléculas incluidas (en el orden de los cientos de moléculas de 

lípidos) 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, 

basándonos en los resultados de nuestros experimentos, si en una membrana compuesta de 

fosfolípidos y colesterol tenemos una o dos poblaciones de lípidos. Para ello, se realizaron dos 

interpretaciones diferentes de los perfiles de dispersión de la tasa de relajación espín-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 dispersión de la tasa de relajación espín-

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 dispersión de 

la tasa de relajación espín-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 (ld). El 

modelo fue validado con éxito para liposomas preparados con diferentes lípidos (DMPC y DOPC), 

tamaños (100-200 nm) y temperaturas, usando valores de la literatura para las diferentes constantes 

físicas y parámetros involucrados en el modelo. Por lo tanto, se demostró que este modelo es una 

herramienta útil para estudiar la dinámica y las propiedades viscoelásticas de membranas de un solo 

componente. En este modelo, la tasa de relajación espín-red, R1, puede describirse como: 

 

MRRRDDFOFO A)(JA)(JA)(JA
T

R  
1

1

1
                                 [2.1] 

 

donde T1 es el tiempo de relajación espín-red y JFO(ω), JD(ω) y JR(ω) son las densidades espectrales 

correspondientes a los procesos dinámicos FO, D y R, respectivamente, considerados en el modelo. 

Específicamente, FO corresponde al proceso denominado fluctuaciones de orden, es decir, 

fluctuaciones en la dirección del vector normal a la membrana que indica un promedio del orden 

orientacional local de los lípidos, y son debidas a movimientos colectivos de los lípidos que generan 

fluctuaciones de forma de la vesícula. D y R corresponden a la difusión en una superficie curva y 

rotación de los lípidos en la membrana del liposoma, respectivamente. Los Aj son sus correspondientes 

amplitudes definidas como    2246 4/8/9  r donde rj es la distancia efectiva 
1
H-

1
H relevante para cada 

proceso dinámico, ω=2πνo es la frecuencia de Larmor y AMR  es una constante que corresponde a 

movimiento rápidos, los cuales no son dispersivos en el rango de frecuencias consideradas. La 

densidad espectral correspondiente a las fluctuaciones de orden está dada por el modelo de Vilfan 

(78): 
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                                   [2.2] 

 

donde la sumatoria corre sobre las contribuciones de cada uno de los modos hidrodinámicos, 

caracterizados por el índice l, estando su máximo valor determinado por las dimensiones moleculares 
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(lmax≈ πRo/a, con a siendo la distancia promedio entre moléculas y Ro el radio de la vesícula). kB es la 

constante de Boltzmann, T es la temperatura, κ es la constante elástica de flexión, σ es la tensión 

lateral efectiva, y τl está dado por: 
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                                                 [2.3] 

 

siendo η la viscosidad del medio en el que se suspenden las vesículas. 

La densidad espectral correspondiente a la difusión en una superficie curva está dada por el modelo de 

Halle, que bajo la condición de solución isotrópica de vesículas, se reduce a una función Lorentziana 

(79): 
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donde τD es el tiempo de correlación característico asociado al proceso de difusión y está dado por: 
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siendo D la constante de difusión. 

Por último, la densidad espectral correspondiente a las rotaciones moleculares está dada por una 

función Loretziana: 
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donde τR es el tiempo de correlación característico asociado al proceso de rotación. En el modelo dado 

por la ecuación [2.1], la tasa de relajación total puede escribirse como una sumatoria de los aportes de 

los tres procesos dinámicos considerados dado que se puede demostrar que las correlaciones cruzadas 

son despreciables (18). 

 

Consideremos ahora liposomas con colesterol con la intención de extender el modelo al caso de 

membranas con dos componentes. Las curvas experimentales para 1/T1 obtenidas con la técnica de 

FFC-NMR para este sistema fueron analizadas por medio de dos tratamientos diferentes.  

En el primero, llamado “análisis de una sola población”, el modelo de la ecuación [2.1] se aplicó 

bajo la suposición de que la membrana estaba en la fase líquido cristalina desordenada (ld) aún con la 

presencia del colesterol. Para los parámetros físicos relevantes, se utilizaron valores de la literatura 

obtenidos con diversas técnicas, que proporcionaban valores promedios sobre toda la población de 

lípidos modulados de acuerdo al contenido de colesterol.  

En el segundo tratamiento, llamado “análisis de las dos poblaciones”, consideramos dos diferentes 

tipos de poblaciones de lípidos; una de ellas formada por los lípidos fuertemente afectados por la 

presencia de una molécula de colesterol cercana, y la otra formada por los lípidos que están lo 

suficientemente lejos de una molécula de colesterol como para ser considerados completamente no 

afectados. El límite entre estas dos poblaciones o regiones se define por medio de un área de acción 

del colesterol, determinada por un radio de acción (RA), centrada en cada molécula de colesterol. Una 

representación gráfica de la organización de los lípidos y el colesterol en este análisis se muestra en la 

Figura 2.1.  
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Figura 2.1. Representación gráfica del análisis de las dos poblaciones. La vista es perpendicular al plano de la 

bicapa. Los discos representan los lípidos, las moléculas de colesterol y el área de acción del colesterol, según se 

indica en la figura con la escala de grises. El punto de vista es desde una posición perpendicular al plano de la 

bicapa.  

 

Considerando que las fronteras entre estos dos dominios pueden ser atravesadas por los lípidos 

(71), vamos a suponer que hay intercambio de lípidos entre estas dos poblaciones pero el tiempo en el 

cual un lípido se ordena/desordena al entrar/salir del área de acción de una molécula de colesterol es 

mucho más corto que el tiempo del experimento, permitiéndonos así tener dos poblaciones 

perfectamente distinguibles. Los lípidos no afectados se consideraron completamente libres de 

cualquier influencia del colesterol, es decir, fueron considerados en la fase de ld teniendo la misma 

dinámica ya descripta para liposomas de un solo componente. Los lípidos afectados, que poseen un 

orden local mucho mayor debido a la influencia del colesterol, se consideraron, a los efectos del 

cálculo, en la fase lo. Cabe destacar, que los dominios definidos en este análisis no están relacionados 

con los dominios llamados rafts (80–82) que presentan fase lo y están formados básicamente por 

colesterol y lípidos saturados. 

En este análisis, se aplicó el modelo original modificado según lo describe la ecuación [2.7], tal que 

los parámetros físicos relevantes correspondientes a la dinámica de los lípidos afectados fueron 

obtenidos de la literatura para lípidos en la fase lo. Así, la tasa de relajación, R1, fue descripta como: 
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donde los superíndices af y naf significan lípidos afectados y no afectados, respectivamente; N 

representa el número total de lípidos en la muestra; 
nafN y 

afN representan el número de lípidos no 

afectados y afectados respectivamente y están dados por las siguientes expresiones: 

 

   
afnaf NNN                                                                   [2.8] 
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af

A

A
.NN                                                                     [2.9] 

donde NC es el número total de moléculas de colesterol,  22 .).( CCA rrRA    es el área efectiva 

o promedio de acción del colesterol, rc es el radio promedio de una molécula de colesterol y Al es el 

área promedio de los lípidos afectados. 

 

 

2.2.3. Experimentos de dispersión de la tasa de relajación 

2.2.3.1. Preparación de la muestra 

Se prepararon liposomas suspendidos en agua deuterada (D2O) compuestos de lípidos de 

dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) y colesterol a diferentes concentraciones, siendo los radios de las 

vesículas de 68 y 80 nm. La preparación de las vesículas fue realizada por Carla Meledandri, del 

Instituto Nacional de Biotecnología Celular, de Dublin, Irlanda. El método de preparación se describe 

a continuación, 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 (CHCl3) y se 

secó con corriente de nitrógeno (N2), dejándose luego unas horas en vacío para terminar de eliminar el 

solvente. Esto se hizo para formar capas monomoleculares en las paredes del tubo cónico, para 

favorecer la hidratación cuando luego se le agregue la solución acuosa. El lípido es bastante insoluble 

en agua, y si al polvo del lípido agregamos directamente el buffer acuoso, va a tender a excluirse del 

agua formando grandes agregados difíciles de desarmar. 

2. Se hidrató la muestra agregando el buffer acuoso (1,5mL de D2O) más tratamiento térmico. El 

tratamiento térmico consistió en 5 ciclos de shock térmico (aire líquido por unos minutos-baño 

caliente a 35
o
C por unos minutos), y finalmente calentamiento durante una noche a 40

o
C. Estas 

temperaturas deben estar por encima de la temperatura de transición del lípido Tm (Tm = -18,3°C para 

DOPC). Esta etapa se realiza para hidratar el lípido, donde todo el tratamiento térmico favorece que el 

agua interactúe bien con los grupos polares de los fosfolípidos. Se formó así una suspensión del lípido, 

en forma de liposomas multilamelares, que son como cebollas, con múltiples bicapas de lípidos 

superpuestas. La distribución de tamaños de estas vesículas esféricas no es uniforme, es decir, hay una 

distribución amplia del número de bicapas por liposoma. 

3. Se llevó a cabo la extrusión pasando las vesículas multilamelares por membranas de policarbonato 

con poros de un cierto diámetro. Esto se hace para obligar a las vesículas a adoptar una forma esférica 

con diámetro promedio definido por las membranas de policarbonato, por lo que a las vesículas no les 

queda otra que tener una única bicapa. De esta manera se forman las vesículas unilamelares. Los 

tamaños promedios de las mismas fueron determinados por medio de mediciones de dispersión 

dinámica de luz (dynamic light scattering, DLS), en un equipo de dispersión dinámica de luz láser 

(Zetasizer Nano-Zs, Malvern Instruments, UK) usando un ángulo de detección de 173º y provisto de 

un láser He-Ne operando a una longitud de onda de 633 nm.  

2.2.3.2. Modelado de la dispersión de la tasa de relajación 

Las curvas experimentales de los perfiles de dispersión de R1 fueron interpretadas a partir de los 

modelos descriptos anteriormente (ver sección 2.2.2). Se adoptó el modelo sistemático exitosamente 

utilizado en trabajos previos (18,19) con pequeñas modificaciones, como se describe a continuación: 

 (i) Se fijaron los parámetros físicos relevantes, que aparecen en el modelo, dentro de sus intervalos 

más probables, usando valores de la literatura.  

 (ii) Se ajustó la contribución independiente de la frecuencia (una constante) y se seleccionó el 

valor óptimo para cada parámetro dentro de su intervalo más 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 optimización de la curva se obtuvo mediante la minimización manual de 

la suma de las diferencias al cuadrado (SDC) entre la curva simulada y los datos experimentales, 

definida según la ecuación [2.10]: 

          
i

mod

i

exp

i RRSDC 11
                                                                 [2.10] 

donde R1i
exp

 y R1i
mod

 representan los valores experimentales y modelados de R1 a la frecuencia ν0i, 

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

acertada a los datos experimentales. 

Los errores fueron determinados mediante el análisis de la sensibilidad de la curva modelada a las 

variaciones de cada parámetro. El intervalo de error obtenido para cada parámetro corresponde al 

máximo desplazamiento de la curva modelada dentro del error experimental (aproximadamente el 

tamaño de los puntos que se observan en los gráficos). 

 

 

2.2.3.3. Medición de la tasa de relajación espín-red en función de la frecuencia de Larmor en 

liposomas con colesterol 

 

Las dispersiones de la tasa de relajación de protones se midieron usando la técnica de RMN con 

ciclado rápido de campo (33) con un relaxómetro 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 capítulo fueron realizadas por Carla Meledandri, del Instituto Nacional de Biotecnología 

Celular, de Dublin, Irlanda. En todos los casos se usó un campo magnético de polarización de 0,329T 

(equivalente a 14MHz para 
1
H), que fue encendido durante un período de 0,5s para generar la 

magnetización en la muestra. El valor del campo de adquisición fue 0,217T (9,25MHz). Una velocidad 

de conmutación de campo de 0,47T.ms
-1

 (20MHz.ms
-1

) fue utilizado en todos los casos, con un tiempo 

de conmutación de 1,5ms para permitir que el campo magnético se re-establezca en un valor de 

equilibrio. Una velocidad de digitalización de 1 MHz se utilizó para la adquisición, con un tiempo 

muerto de alrededor de 20 μs. Para la FID se tomaron muestras de 512 puntos en el intervalo de 

tiempo 25- 540μs, obtenida mediante un pulso de 90
o
 de 7,5 μs de duración.  

Los valores de R1 fueron determinados de las curvas de recuperación de la magnetización por 

ajuste de cuadrados mínimos. Estos valores no fueron sensibles a la ventana temporal sobre la cual la 

FID fue muestreada. El proceso de relajación de espín para todas las muestras resultó 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 días se observaron cambios en R1 y en el tamaño hidrodinámico. Los 

datos presentados aquí fueron obtenidos típicamente de 64 repeticiones para cada una de las 

frecuencias y el tiempo de medición total fue de 24h para cada curva de dispersión, 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 están afectadas por la presencia de los campos locales (18). Los 

liposomas utilizados se encontraban en la fase líquido 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 hidrodinámicos promedios de 80 y 68 nm, a 298 K. 

Cabe señalar que la técnica de RMN con ciclado rápido de campo es una técnica de baja resolución 

debido al rango de frecuencias en el cual trabaja por lo tanto, la señal adquirida no puede distinguir las 

contribuciones de los protones de los diferentes componentes de la muestra. En nuestras muestras, 

tenemos protones en los lípidos, en las moléculas de colesterol y en el DOH formado. Este último se 

forma debido a la cinética de intercambio de protones entre moléculas de D2O y H2O. Asimismo, los 

protones de los lípidos son los más abundantes, por lo que podemos considerar que la señal que 

medimos proviene básicamente de los lípidos. Además, la presencia de los protones del colesterol y 
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del DOH no altera significativamente los perfiles de dispersión. Mientras las moléculas de colesterol, 

como así las posibles moléculas de DOH ligadas a los lípidos, siguen la dinámica de los lípidos en 

primera aproximación, la contribución a la relajación debida a las moléculas libres de DOH no es 

dispersiva (constante). 

 

 

Análisis de una sola población 

 

Las curvas experimental y modelada usando éste análisis para liposomas de DOPC a 298 K con: (a) 

10%mol de colesterol y radio R0 = 80 nm, y (b) 25%mol de colesterol y  radio R0 = 68 nm, se 

muestran en las Figuras 2.2 y 2.3, respectivamente. Los correspondientes parámetros del modelo están 

dados en las Tablas 2.1 y 2.2.  

De las curvas simuladas se observa que, 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 parámetros 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 tamaño de los liposomas, utilizando el modelo establecido para la dependencia del 

tamaño en membranas de un solo componente (19). 

Las variaciones de los parámetros, 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 elástica se incrementa (más rigidez en la membrana), la 

constante de difusión traslacional disminuye y el tiempo de correlación rotacional aumenta. 
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Figura 2.2 Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DOPC con 10%mol de colesterol, radio R0 = 80nm a 298K (●). La curva de dispersión modelada usando el 

análisis de una sola población es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son 

incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los 

parámetros correspondientes se muestran en la Tabla 2.1. 
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Parámetros Valores obtenidos del modelado  Variación porcentual 

% molar de colesterol 0 10 ------- 

η D2O [Kg/s.m] 1,1 x 10
-3

 1,1 x 10
-3

 ------- 

σ  0 0 ------- 

a [nm] 1 1 ------- 

κ [J] (5,4±0,8) x 10
-20

 (6,3±0,9) x 10
-20

 17 

AFO [s
-2

] (1,0±0,3) x 10
9
 (1,4±0,3) x 10

9
 40 

D [m
2
/s] (13±4) x 10

-12
 (7±2) x 10

-12
 -46 

τD [s] (0,7±0,2) x 10
-4

  (1,2±0,3) x 10
-4

 71 

AD [s
-2

] (1,0±0,3) x 10
9
 (1,2±0,4) x 10

9
 20 

τR [s] (1,1±0,3) x 10
-8

 (2,1±0,5) x 10
-8

 91 

AR[s
-2

] (1,0±0,3) x 10
8
 (0,7±0,2) x 10

8
 -30 

AMR [s
-1

] (5±1) (6,1±0,9) 22 
 

 

Tabla 2.1. Parámetros correspondientes al modelado de la dispersión de la tasa de relajación usando el análisis 

de una sola población, para liposomas de R0 = 80nm compuestos de DOPC y 10 %mol de colesterol, a 298 K 

(ver Figura 2.2). Los parámetros para liposomas de DOPC con 0mol% de colesterol son mostrados a modo de 

comparación (18,19).  
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Figura 2.3. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DOPC con 25%mol de colesterol, radio R0 = 68nm a 298K (●). La curva de dispersión modelada usando el 

análisis de una sola población es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son 

incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los 

parámetros relevantes se muestran en la Tabla 2.2. 

 

 



Capítulo 2                                                                          Efectos del colesterol en membranas lipídicas 

~ 21 ~ 

 

Parámetros Valores obtenidos del modelado  Variación porcentual 

% molar de colesterol 0 25 ------- 

η D2O [Kg/s.m] 1,1 x 10
-3

 1,1 x 10
-3

 ------- 

σ  0 0 ------- 

a [nm] 1 1 ------- 

 [J] (5,4±0,9) x 10
-20

 (8±1) x 10
-20

 48 

AFO [s
-2

] (1,0±0,3) x 10
9
 (2,0±0,4) x 10

9
 100 

D [m
2
/s] (8,8±0,3) x 10

-12
 (5,5±0,8) x 10

-12
 -38 

τD [s] (0,7±0,2) x 10
-4

  (1,0±0,1) x 10
-4

 43 

AD [s
-2

] (1,3±0,2) x 10
9
 (3,5±0,3) x 10

9
 170 

τR [s] (1,1±0,3) x 10
-8

 (1,6±0,3) x 10
-8

 45 

AR[s
-2

] (2,0±0,3) x 10
8
 (1,5±0,2) x 10

8
 -25 

AMR [s
-1

] (5±1) (7,1±0,8) 42 
 

Tabla 2.2.  Parámetros correspondientes al modelado de la dispersión de la tasa de relajación usando el análisis 

de una sola población, para liposomas de R0 = 68nm compuestos de DOPC y 25%mol de colesterol, a 298 K 

(ver Figura 2.3). Los parámetros para liposomas de DOPC con 0mol% de colesterol son mostrados a modo de 

comparación (18,19).  

 

 

Parámetros Rango de los parámetros en la fase ld Referencias 

Rango de los 

parámetros en 

la fase lo 

Referencias 

% molar de 

colesterol 
0  10

 
 25

 
  

≥ 35 

≤ 50
 
 

 

η D2O [Kg/s.m] (0,8-1,3)x10
-3

 (0,8-1,3)x10
-3

 (0,8-1,3)x10
-3

 (83,84) (0,8-1,3)x10
-3

 (83,84) 

σ 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)  

Área del 

colesterol [nm
2
] 

------- 0,32-0,39 0,32-0,39 (39,41,42,90) 0,32-0,39 (39,41,42,90) 

Área por lípido 

[nm
2
] 

0,71-0,74 0,7-0,72 0,64-0,69 (54,90–92)  ------- ------- 

 [J] 0,4x10
-20

-1x10
-19

 (6,1-8,8)x10
-20

 (6,4-8)x10
-20

 (47,54,91,93,94)  
3,5ld ≤ lo ≤ 

6ld 
(56,95) 

AFO [s
-2

] 1,6x 10
7
- 9,9x10

9
 

1,6x10
7
-

9,9x10
9
 

1,6x10
7
- 

9,9 x10
9
 

(96,97) 
1,6x10

7
-

9,9x10
9
 

(96,97) 

D [m
2
/s] 10

-12
-10

-10
 (5,8-7)x10

-12
 (4,9-6)x10

-12
 

(57,59,69,84,86,98–

100) 

Dld/4 ≤ Dlo
 
≤ 

Dld/2 
(51,55,57,75,101) 

AD [s
-2

] 
1,6x10

7
- 

9,9x10
9
 

1,6x10
7
-

9,9x10
9
 

1,6x10
7
-

9,9x10
9
 

(96,97) 
1,6x10

7
- 

9,9x10
9
 

(96,97) 

τR [s] 10
-10

-10
-7

 10
-10

-10
-7

 10
-10

-10
-7

 (17,102,103) 
2τR

ld
≤τR

lo
≤

 
 

4τR
ld

 
(101) 

AR[s
-2

] 
1,6x10

7
-9,9x 

 

1,6x10
7
-

9,9x10
9
 

1,6x10
7
-

9,9x10
9
 

(96,97) 
1,6x10

7
-

9,9x10
9
 

(96,97) 

RA [nm] ------- 0,5-3 (41–43,76,77,104) 0,5-3 
(41–

43,76,77,104) 

Numero de 

lípidos 

afectados por 

cada molécula 

de colesterol 

 

------- 
1-9 (43,76,105) 1-9 (43,76,105) 

 
Tabla 2.3. Resumen de los intervalos más probables para cada parámetro físico en las fases ld y lo, con sus 

correspondientes referencias. 
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Análisis de las dos poblaciones 
 

Con este análisis, se modelaron curvas para diferentes cantidades relativas de lípidos afectados y no 

afectados por el colesterol, según el siguiente procedimiento: 

(i) Se fijaron los parámetros correspondientes a la dinámica de los lípidos no afectados. Estos 

fueron los mismos que aquellos para 0% de colesterol, adaptados según el tamaño del liposoma. 

(ii) Se fijaron los parámetros correspondientes a la dinámica de los lípidos afectados dentro de sus 

intervalos más probables, de acuerdo con los valores de la literatura para la fase lo. 

(iii) Se seleccionaron uno de los diez valores entre 10% y 100% para la fracción de lípidos 

afectados, lo cual es equivalente a seleccionar un valor para el radio de acción del colesterol, RA (ver 

ecuación [2.9]). 

(iv) Se determinó la curva óptima para cada valor de RA por medio de ajustar los parámetros de los 

lípidos afectados, dentro de sus intervalos más probables. Esto se hizo de forma manual mediante la 

búsqueda del mejor acuerdo entre el modelado y los datos experimentales. A partir de esta curva se 

extrajeron los valores más probables para la fase lo. 

(v) Se determinó el valor óptimo de RA, es decir la fracción de lípidos afectados, minimizando la 

suma de las diferencias al cuadrado SDC dada por la ecuación [2.10].  

Así vemos que con este procedimiento podemos obtener el radio de acción del colesterol, es decir, 

el número promedio de lípidos afectados, N
af
, para cada concentración de colesterol. Notar que según 

la ecuación [2.7], hemos supuesto que el valor de N
af
 es el mismo para todos los procesos dinámicos 

(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 función del porcentaje de lípidos afectados. Es posible observar de estas 

figuras, que el porcentaje de lípidos afectados que minimiza el valor de la SDC fue del 90% para 

liposomas con 25 %mol de colesterol, lo que equivale a un RA= 0,48 nm y un numero de lípidos 

afectados por molécula de colesterol de ~3. En el caso del 10% mol de colesterol, el porcentaje de 

lípidos afectados que minimiza el valor de la SDC fue del 40%, lo que equivale a un RA= 0,63 nm y a 

un numero de lípidos afectados por molécula de colesterol de ~4. Las curvas experimental y modelada 

correspondientes a estos valores de N
af 

se presentan en las Figuras 2.6 y 2.7, y los parámetros 

correspondientes se muestran en las Tablas 2.4 y 2.5, para 10 y 25 %mol de colesterol, 

respectivamente. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4. Valores de SDC en función del porcentaje de lípidos afectados para liposomas de DOPC a 298K con 

10%mol de colesterol y radio R0=80 nm. El mínimo muestra que la curva óptima corresponde a 40% de lípidos 

afectados. 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
0

200

400

600

800

1000

1200

1400

S
D

C

N
af
(%)

 

 

DOPC+10%mol de colesterol



Capítulo 2                                                                          Efectos del colesterol en membranas lipídicas 

~ 23 ~ 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.5. Valores de SDC en función del porcentaje de lípidos afectados para liposomas de DOPC a  298K con 

25%mol de colesterol y radio R0=68 nm. El mínimo muestra que la curva óptima corresponde a 90% de lípidos 

afectados. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.6. Dispersión experimental de la tasa de relajación para una suspensión de liposomas de DOPC con 

10%mol de colesterol, radio R0 = 80nm a 298K (●). La curva de dispersión modelada usando el análisis de las 

dos poblaciones es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: 

fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Las líneas más 

gruesas corresponden a los lípidos afectados. Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 2.4 
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Figura 2.7. Dispersión experimental de la tasa de relajación para una suspensión de liposomas de DOPC con 

25%mol de colesterol, radio R0 = 68nm a 298K (●). La curva de dispersión modelada usando el análisis de las 

dos poblaciones es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: 

fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Las líneas más 

gruesas corresponden a los lípidos afectados. Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 2.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabla 2.4.  Parámetros correspondientes al modelado de la dispersión de la tasa de relajación usando el análisis 

de las dos poblaciones con 40% de lípidos afectados, para liposomas de R0 = 80nm compuestos de DOPC y 

10%mol de colesterol, a 298 K (ver Figura 2.6). 

Parámetros Valores obtenidos del modelado 

 Lípidos no afectados 

(fase ld ) 

Lípidos afectados 

(fase lo) 

        η D2O [Kg/s.m] 1,1 x 10
-3

 1,1 x 10
-3

 

σ  0 0 

a [nm] 1 1 

Área del colesterol [nm
2
] ------- 0,35 

Área por lípido [nm
2
] 0,73 0,71 

 [J] (5,4±0,8) x 10
-20

 (30±10) x 10
-20 

 

AFO [s
-2

] (1,0±0,3) x 10
9
 (3±2) x 10

9
 

D [m
2
/s] (1,3±0,4) x 10

-11
 (0,5±0,2) x 10

-11 
 

τD [s] (0,7±0,2) x 10
-4

  (1,5±0,5) x 10
-4 

 

AD [s
-2

] (1,0±0,3) x 10
9
 (2,1±0,9) x 10

9
 

τR [s] (1,1±0,3) x 10
-8

 (4,4±0,9) x 10
-8 

 

AR[s
-2

] (1,0±0,3) x 10
8
 (0,8±0,1) x 10

8
 

AMR  [s
-1

] (5,8±0,6) 

RA [nm] ------- 0,63 

Numero de lípidos afectados 

por cada molécula de 

colesterol 

 

------- 

3,6 
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Tabla 2.5.  Parámetros correspondientes al modelado de la dispersión de la tasa de relajación usando el análisis 

de las dos poblaciones con 90% de lípidos afectados, para liposomas de R0 = 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 análisis de las 

dos poblaciones, curvas modeladas que están en muy buena concordancia con las curvas 

experimentales para ambas concentraciones de colesterol. Además, los valores numéricos utilizados 

para los parámetros de las curvas óptimas (Tablas 2.4 y 2.5) están 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 físicas, como se discute más adelante. 

 

 

Análisis y discusión 

 

Los resultados obtenidos con ambos análisis sugieren fuertemente que el modelo utilizado 

anteriormente en otros trabajos para explicar el perfil de la tasa de relajación espín-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 análisis diferentes pueden ser utilizados para 

reproducir los perfiles experimentales, es necesario hacer una evaluación completa y comparativa 

entre ellos. Los valores de SDC calculados para cada simulación nos proveen una forma de comparar 

los resultados obtenidos con los dos análisis para los porcentajes de colesterol estudiados. 

Si consideramos las curvas modeladas a los dos porcentajes de colesterol usando el mismo análisis, 

en el caso del análisis de una sola población, el valor de SDC para la simulación con 10% mol de 

colesterol fue aproximadamente 4,4 veces más pequeño que para el caso de 25% mol. Por otro lado, 

para el análisis 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 análisis 

reproducen mucho mejor los perfiles experimentales a un menor contenido de colesterol. Esto 

probablemente se deba a que la dinámica de colesterol, la cual llega a ser más importante a mayor 

contenido de colesterol, no está incluida de forma independiente en nuestros análisis. 

Si ahora consideramos las curvas modeladas al mismo porcentaje de colesterol usando diferentes 

análisis, en el caso de 10% mol de colesterol, el valor de SDC usando el análisis de una población fue 

aproximadamente 3,3 veces más grande que para el análisis de las dos poblaciones. Por otro lado, en 

Parámetros Valores obtenidos del modelado 

 Lípidos no 

afectados 

(fase ld ) 

Lípidos afectados 

(fase lo) 

        η D2O [Kg/s.m] 1,1 x 10
-3

 1,1 x 10
-3

 

σ  0 0 

a [nm] 1 1 

Área del colesterol [nm
2
] ------- 0,35 

Área por lípido [nm
2
] 0,73 0,64 

 [J] (5,4±0,9) x 10
-20

 (30±10) x10
-20

 

AFO [s
-2

] (1,0±0,3) x 10
9
 (5,1±1,9) x10

9
 

D [m
2
/s] (8,8±0,3) x 10

-12
 (5,5±0,8) x10

-12
 

τD [s] (0,7±0,2) x 10
-4

 (1,0 ±0,1) x 10
-4

 

AD [s
-2

] (1,3±0,2) x 10
9
 (4,3 ±0,4)  x 10

9
 

τR [s] (1,1±0,3) x 10
-8

 (3,7±0,5)  x 10
-8

 

AR[s
-2

] (2,0±0,3) x 10
8
 (0,9±0,1)  x 10

8
 

AMR[s
-1

] (8,4±0,2) 

RA [nm] ------- 0,48 

Numero de lípidos afectados 

por cada molécula de  

colesterol 

 

------- 

2,7 
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el caso de 25% mol de colesterol, el valor de ese factor fue de alrededor de 1,4. Así, los valores de 

SDC sugieren que el análisis de las dos poblaciones proporciona una mejor descripción de los datos 

experimentales. En la Tabla 2.6 se comparan los resultados para los dos porcentajes molares de 

colesterol usando ambos análisis. 

En el análisis de una población se asumió que el colesterol induce una modulación de los 

parámetros viscoelásticos de toda la membrana permaneciendo en la fase líquida cristalina 

desordenada, ld, 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 

parámetros obtenidos dentro del rango esperado (comparar las Tablas 2.1 y 2.2 con la Tabla 2.3). Al 

comparar los valores de τD 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 observó para los valores de τR (56). Estos resultados 

sugieren que el colesterol hace más lentos los procesos de difusión y rotación de los lípidos. La 

constante elástica k mostró un ligero incremento con el contenido de colesterol, también de acuerdo 

con otros estudios reportados en la literatura (47,54). Este resultado se atribuyó a la estructura más 

rígida y ordenada que adquieren los lípidos por la presencia de colesterol (37–49). Por último, las 

amplitudes Aj no mostraron un cambio muy grande con la adición 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 dinámica del colesterol, pues a medida que la concentración aumenta, las moléculas de colesterol 

contribuyen más a la señal de 
1
H y su dinámica empieza a ser relevante. Dado que no hemos incluido 

en el modelo un término especial que refleje la dinámica de colesterol (ver ecuación [2.1]), esta 

contribución es absorbida por las amplitudes de los procesos dinámicos de los lípidos. Esta 

aproximación es equivalente a la suposición implícita de que el colesterol sigue la dinámica de los 

lípidos, que en principio es razonable para la difusión, de acuerdo con otros autores (71) y para las 

fluctuaciones de orden.  

El análisis de dos poblaciones, el cual estuvo inspirado en resultados de simulaciones 

computacionales (41–43,76,77), permitió obtener perfiles de la tasa de relajación que concuerdan muy 

bien con los datos experimentales para ambos porcentajes de colesterol, estando los parámetros 

obtenidos dentro del rango esperado (comparar las Tablas 2.4 y 2.5 con la Tabla 2.3). El parámetro 

clave a determinar con esta metodología fue Ra, lo cual se hizo por comparación estadística entre las 

curvas experimentales y modeladas. Los resultados mostraron que hay alrededor de 3 lípidos afectados 

por cada molécula de colesterol, lo cual es consistente con el rango de valores provenientes de 

simulaciones de dinámica molecular encontrados en la literatura (76,105). Respecto a los restantes 

parámetros físicos obtenidos mediante las curvas óptimas, se observó que los procesos de difusión y 

rotación eran más lentos para los lípidos afectados, y la constante elástica k aumentó aproximadamente 

5,5 veces en la fase de lo, lo cual es consistente con una estructura local más rígida y ordenada por 

efecto del colesterol. Las amplitudes Aj no mostraron grandes cambios entre las dos poblaciones de 

lípidos. 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 más, se puede atribuir a la mayor influencia de la dinámica del 

colesterol a medida que aumenta su concentración. Además, esto se evidencia con el hecho de que la 

curva óptima 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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Parámetros 

Análisis de una 

sola población 

 (fase ld) 

Análisis de dos poblaciones Análisis de una 

sola población 

 (fase ld) 

 

Análisis de dos poblaciones 

60% 

Lípidos no 

afectados 

(fase ld) 

40% 

 Lípidos 

afectados 

 (fase lo) 

Ra= 0,63nm 

10% 

Lípidos no 

afectados 

(fase ld) 

90% 

Lípidos afectados 

 (fase lo) 

 Ra= 0,48nm 

Porcentaje 

molar de 

colesterol 

 

10 

 

0 

 

 

10  

 

 

25 

 

0  

 

 

25  

 

Ro (nm) 80 80 68 68 

(J) (6,3±0,9) x 10
-20

 (5,4±0,8) x 10
-20

 (30±10) x 10
-20 

 (8±1) x 10
-20

 (5,4±0,9) x 10
-20

 (30 ±10) x10
-20

 

AFO (s
-2

) (1,4±0,3) x 10
9
 (1,0±0,3) x 10

9
 (3±2) x 10

9
 (2,0±0,4) x 10

9
 (1,0±0,3) x 10

9
 (5,1 ±1,9) x10

9
 

D (m
2
/s) (0,7±0,2) x 10

-11
 (1,3±0,4) x 10

-11
 (0,5±0,2) x 10

-11 
 (5,5±0,8) x 10

-12
 (8,8±0,3) x 10

-12
 (5,5±0,8) x 10

-12
 

τD (s) (1,2±0,3) x 10
-4

 (0,7±0,2) x 10
-4

 (1,5±0,5) x 10
-4

 (1,0±0,1) x 10
-4

 (0,7±0,2) x 10
-4

 (1,0±0,1)  x 10
-4

 

AD (s
-2

) (1,2±0,4)  x 10
9
 (1,0±0,3) x 10

9
 (2,1±0,9) x 10

9 
 (3,5±0,3) x 10

9
 (1,3±0,2) x 10

9
 (4,3±0,4) x 10

9
 

τR (s) (2,1±0,5) x 10
-8

 (1,1±0,3) x 10
-8

 (4,4±0,9) x 10
-8

 (1,6±0,3) x10
-8

 (1,1±0,3) x 10
-8

 (3,7±0,5) x 10
-8

 

AR(s
-2

) (0,7±0,2) x 10
8
 (1,0±0,3) x 10

8
 (0,8±0,1) x 10

8
 (1,5±0,2)  x10

-8
 (2,0±0,3) x 10

8
 (0,9±0,1) x 10

8
 

AMR (s
-1

) (6,1±0,9) (5,8±0,6) (7,1±0,8) 8,4 

SDC 211 63 942 661 

 
Tabla 2.6.  Análisis comparativo de los parámetros físicos más importantes de los modelados de los perfiles de la 

tasa de relajación, para liposomas de DOPC con 10 y 25%mol de colesterol a 298K, usando los análisis de una y 

de dos poblaciones. 

 

 

En resumen, con nuestra metodología de análisis hemos encontrado que para liposomas con 

colesterol los perfiles de la tasa de relajación espín-red de protones son más consistentes con la 

división de la población de lípidos en afectados y no afectados por el colesterol, que con la descripción 

de una única fase promedio (ver valores de SDC en la Tabla 2.6). Además, obtuvimos la primera 

estimación experimental del número de lípidos 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. 

Así, hemos validado la técnica de RMN con ciclado rápido de campo magnético para el estudio de 

dinámica molecular en liposomas multicomponentes, demostrándose además que esta técnica tiene la 

habilidad de proporcionar información sobre la rigidez de la membrana (pues nos permite obtener el 

valor de la constante elástica de flexión) y sobre la movilidad lateral de los lípidos mediante un único 

experimento que es no invasivo/destructivo para los liposomas.  
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Capítulo 3 

 

Ajustes automáticos de los perfiles de 

dispersión de la tasa de relajación 

  

Como se mostró en el capítulo anterior, existe un modelo para interpretar la dispersión de la tasa de 

relajación espín-red de protones en liposomas unilamelares, con (106) y sin colesterol agregado 

(18,19). La obtención de la mejor curva según este modelo que describe el perfil de dispersión se ha 

basado en un método manual, en el cual se utiliza como criterio de parada la minimización de la SDC 

(ver ecuación [2.10]). Con el objetivo de generar una metodología automática de búsqueda de la curva 

de ajuste o modelado óptima, es decir, que mejor describa la curva experimental, se escribió un 

programa simple en FORTRAN que se encarga de buscar dicha curva. A continuación se describe esta 

metodología automática.  

Vale la pena mencionar que estos estudios apuntan al análisis sistemático de muestras de liposomas 

de diferentes formulaciones, siendo importante para ello poder implementar una metodología que trate 

a los datos de diferentes muestras con un único criterio y en forma automática.  

  

 

3.1. Planteo del problema a resolver 
 

Consideremos el modelo dado por la ecuación [2.1]. Se puede observar que en este modelo 

aparecen tres parámetros físicos relevantes (k, τD, τR), tres amplitudes (AFO, AD, AR) y una constante 

(AMR), por lo que podríamos decir que tiene asociado siete parámetros a determinar al momento de 

querer encontrar la curva de ajuste óptima. La metodología que se aplicó para obtener las curvas 

mostradas en el capítulo 2, estuvo basada en una búsqueda bibliográfica previa que permitiera 

determinar los valores que puede tomar cada parámetro, según otros trabajos cuyas mediciones han 

sido llevadas a cabo con diversas técnicas experimentales. Una vez fijados esos rangos, se procedía a 

la búsqueda manual de la mejor combinación de los siete parámetros antes mencionados tal que 

reprodujeran la curva experimental tomando el mínimo valor de la suma de las diferencias al cuadrado 

SDC (ver ecuación [2.10]). Esta metodología funcionó muy bien pero era poco eficiente considerando 

el gran consumo de tiempo que involucraba. Por lo tanto, se procedió a escribir un programa muy 

sencillo en FORTRAN que se encarga de buscar automáticamente la mejor combinación de 

parámetros dentro de los rangos establecidos, como se describe en la siguiente sección. Cabe destacar, 

que si utilizáramos un ajuste convencional por cuadrados mínimos con siete parámetros de ajuste 

libres, la curva óptima que obtendríamos podría no tener sentido físico, sumado al hecho de que esto 

no serviría como una validación del modelo.   
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3.2. Automatización 

 

3.2.1. Método de parámetros iniciales fijos y minimización de SDC  

 

Inicialmente se intentó automatizar exactamente el mismo procedimiento que se llevaba a cabo en 

forma manual para encontrar la curva óptima. Este procedimiento consistía en darle valores iniciales 

(dentro de los rangos preestablecidos) a los siete parámetros, que llamaremos kini, τDini, τRini, AFOini, 

ADini, ARini, y AMRini, y se le pedía al programa que calcule el valor de SDC, que llamaremos SDCini. 

Luego, dejando fijos seis de los siete parámetros en esos valores iniciales, se variaba el séptimo 

parámetro dentro del rango y con un paso preestablecido, hasta encontrar un valor que permitiera 

obtener una SDC menor que SDCini. Se repetía el mismo procedimiento siete veces, cada vez variando 

un parámetro diferente, pero en cada paso se reemplazaban los valores de los parámetros iniciales por 

los nuevos parámetros encontrados, como se describe en la Figura [3.1], en donde el subíndice opt se 

ha utilizado para referirse al nuevo valor encontrado para cada parámetro: 

 

 

                                                          

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. Diagrama de funcionamiento del método de parámetros iniciales fijos y minimización de SDC. 

 

 

Este procedimiento de siete pasos era repetido N veces, siendo N el número de iteraciones, cuyo 

valor se fijaba antes de empezar a correr el programa. Esta metodología de cálculo de la curva óptima 

no tuvo éxito cuando se la intentó automatizar básicamente por dos motivos. Primero, no tenía un 

criterio de parada, dado que el número de iteraciones N era establecido por el usuario, sin tener un 

criterio claro para la elección de su valor. Efectivamente se comprobó que el hecho de que N creciera 

no implicaba que el programa convergiera a una mejor solución. Segundo, se observó una alta 

dependencia del resultado con los valores iniciales de los parámetros, tal que el programa encontraba 

mínimos locales para la función SDC, quedándose estancado en ellos sin recorrer todo el hiperespacio 

establecido por los rangos de los siete parámetros, siendo el ajuste final muy malo (pese al valor de 

bajo de SDC). 

 

3.2.2. Método de parámetros iniciales aleatorios y minimización de PROM  

 

Intentando resolver el inconveniente planteado en el método de la sección 3.2.1 respecto a que el 

programa no recorre todo el hiperespacio establecido por los rangos de valores de los siete parámetros, 

decidimos tomar aleatoriamente conjuntos de siete parámetros 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. Además, introdujimos un nuevo método de 

optimización llamado PROM que está asociado a la minimización del promedio de las diferencias 

absolutas entre valores medidos y ajustados de R1 (ver ecuación [3.5]). 
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Utilizamos una función generadora de números aleatorios e impusimos la siguiente restricción de 

selección de este conjunto inicial de parámetros: 

  

 [3.1] 

 

donde R1i
exp

 y R1i
mod

 representan los valores experimentales y modelados (o ajustados) de R1 a la 

frecuencia ν0i, respectivamente, y Δ es un número (en general entre 0,1 y 0,25) que funciona como una 

cota y se calcula para cada curva experimental. Δ se obtiene de calcular una cantidad llamada dif_max 

definida como el valor máximo del módulo de la diferencia entre promei y R1i
exp

, como se muestra en 

la ecuación [3.2]. 
















i

exp

1ii

prome

R-prome
max_dif_max val                                                          [3.2] 

donde promei es el promedio entre R1i-1
exp

 y R1i+1
exp

, como se describe en la ecuación [3.3]. 

 

2/)RR(prome exp

11i

exp

1-1ii                                                             [3.3] 

 

donde exp

111 Rprome   y exp

1NN datosdatos
Rprome  . 

De esta manera, el cálculo de dif_max nos da una idea de cuán lejos están algunos puntos medidos de 

la tendencia general de la curva, siendo promei una forma de estimar esta tendencia. Finalmente, se 

decidió tomar Δ igual a tres veces el valor de dif_max. 

Así, inicialmente el programa calcula el valor de Δ utilizando las ecuaciones [3.2] y [3.3], luego 

elije aleatoriamente un conjunto de siete parámetros (siempre dentro de los rangos permitidos) y 

calcula R1i
mod

 para todos los valores de frecuencia medidos. Posteriormente, utiliza la ecuación [3.1] 

para saber si toma ese conjunto de parámetros o lo descarta. Se pudo comprobar que el imponer esta 

restricción inicial, reduce mucho el tiempo de cálculo. 

Una vez que el programa encuentra un conjunto de parámetros que cumple con la restricción inicial 

dada por la ecuación [3.1], se procede a utilizar el criterio de optimización que, como se mostrará 

posteriormente, también será un criterio de parada. Considerando que para ello se venía haciendo uso 

de la minimización de SDC, se continuó usando este criterio al cual se le adicionaron otros dos, a 

modo de comparación y se definen de la siguiente manera: 

  

 

[3.4] 

 

 

 

[3.5] 

 

 

Se obtuvieron resultados usando los tres criterios de optimización (SDC, SIGMA y PROM) y se 

verificó que los mejores resultados se conseguían usando la minimización de PROM, tomando así solo 

éste como criterio de optimización para el cálculo de las futuras curvas. Para permitir que este método 

converja a un resultado se estableció una cota α (en general entre 0,04 y 0,1) para el valor de la 

función PROM, como se muestra en la ecuación [3.6]. Esta cota, la cual se llamó q_pmax en el 

programa, se calcula nuevamente para cada curva experimental y está dada como mínimo por el valor 

de dif_max o un valor mayor en caso de que el programa no converja a ningún resultado en un tiempo 

finito. Entonces el programa verifica como segundo paso, luego de pasar la restricción inicial de la 

ecuación [3.1], que se cumpla la ecuación [3.6]. Si no se cumple, el programa debe seguir buscando 

otro conjunto de parámetros y repetir nuevamente todo el proceso descripto.  
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[3.6] 

 

 

Finalmente, si el conjunto de parámetros tomados al azar cumple con las restricciones de las 

ecuaciones [3.1] y [3.6], el programa calcula la curva de ajuste. 

Esta metodología de optimización tiene una pequeña debilidad y es el hecho  de que al pedirle a los 

puntos de la curva calculada que cumplan con la restricción inicial de la ecuación [3.1], estamos 

descartando conjuntos de parámetros que podrían ser buenos, por culpa tal vez de unos pocos puntos 

que se encuentran muy alejados de la tendencia de la curva. Esto nos motivó a introducir en el 

programa alguna metodología automática de eliminación de puntos que están mal medidos antes de 

aplicar todo el procedimiento previamente descripto. Con este objetivo en mente, se intentó buscar un 

criterio que permitiera identificar los puntos experimentales que no seguían la tendencia general de la 

curva, y por lo tanto no serían considerados en la selección inicial de parámetros que cumplan con las 

restricciones [3.1] y [3.6]. La función más sencilla con la que se empezó fue un polinomio de grado 

uno, es decir, se aproximó la curva experimental de a tramos por rectas tal que el criterio que se 

estableció para eliminar puntos fue el hecho de obtener variaciones abruptas en las pendientes de estas 

rectas. Cuando la variación 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 describía la curva experimental por rectas consecutivas que involucraran 

de a cinco puntos (el punto central era el punto a evaluar), cuyo empalme debía ser lo más suave 

posible. Las fallas de este método fueron que no permitía evaluar la calidad de los puntos de los 

extremos de la curva y los puntos que eliminaba eran muchas veces puntos que efectivamente si 

seguían la tendencia de la curva. Se intentó utilizar polinomios de mayor grado combinados con 

funciones más complejas como una exponencial, pero no tuvimos éxito. Es decir, no fue posible 

encontrar un criterio automático que sea capaz de descartar para el cálculo del ajuste aquellos puntos 

que se van de la tendencia general de la curva. 

Así, se decidió hacer uso de un método semiautomático para la eliminación de puntos, dado que 

requiere de una intervención manual al inicio, que consiste de los siguientes pasos: 

1) Eliminación manual de puntos experimentales Nmanual que están claramente fuera de la tendencia 

de la curva, es decir, aquellos que son distinguibles por estar fuera de la dispersión estadística de 

puntos a lo largo de la curva; 

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

Nmanual); 

3) Segunda eliminación de puntos N+1prom_curva usando el siguiente criterio:  

 

[3.7] 

4) Cálculo de la curva final usando (Ndatos - 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 ecuación [3.7] para todos los puntos. 

 

Notar que en la ecuación [3.7] se definió la cantidad σ
i
ajuste que se consideró como el error de los 

puntos calculados R1i
sim

 en la curva de ajuste.  

A continuación se resume la metodología completa semiautomática para obtener la curva de ajuste 

óptima y cuyo código escrito en FORTRAN se muestra en el Apéndice I.  

 

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

2) Elección aleatoria del conjunto de 7 parámetros dentro del hiperespacio establecido por la 

literatura bajo la restricción inicial dada por la ecuación [3.1], sin considerar los puntos 

eliminados en el paso 1; 

3) Cálculo de la función de ajuste usando el criterio de optimización PROM y el criterio de 

parada de la ecuación [3.6]; 

4) Segunda eliminación de puntos usando el criterio establecido por la ecuación [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. Aplicación del método de parámetros iniciales aleatorios y minimización de PROM  

 

Para demostrar que la metodología descripta en la sección anterior funciona, se aplicó la misma 

para analizar curvas de liposomas de DMPC con radio R0 = 50nm, entre 303 y 328K, y con diferentes 

contenidos de colesterol (0 y 3%mol). Para ello se empleó el modelo de la ecuación [2.1]. Los 

resultados obtenidos se muestran en las Figuras 3.2, 3.3 y 3.4 y en el Apéndice II. Las curvas de trazos 

(segmentos) que se muestran a la par de la curva de ajuste en todas estas figuras representan lo que se 

definió como el error del ajuste σ
i
ajuste. Los parámetros de todas las curvas de ajuste óptimas están 

expuestos en la Tabla 3.1.  

Analizando los valores de los parámetros 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 según la temperatura, 

se observa que la constante elástica de flexión κ 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). El mismo comportamiento se observa para las contantes de tiempo asociadas a los 

procesos de difusión y rotación, es decir, τD y τR tienden a decrecer con la temperatura, siendo estos 

procesos más rápidos a altas temperaturas (4,55,75,109). Por otro lado, si consideramos las variaciones 

de los parámetros κ, τD y τR 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 pequeña. Nuevamente este resultado concuerda con el de otros trabajos 

(9,47,55,56,107) y se adjudica a la estructura más rígida y ordenada que adquieren los lípidos por la 

presencia de colesterol, haciendo más lentos los procesos de difusión y rotación. Por último, las 

amplitudes Aj no mostraron un cambio muy grande ni con la temperatura, ni con la adición del 

colesterol. 

100000 1000000 1E7
1

10

100

MR

DIF

ROT

FO

  

 

 

 [Hz]

R
1
 [

s-1
]

DMPC a 303K

    R
o
=50nm

 
Figura 3.2. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con radio R0 = 50nm a 303K (●). La curva de ajuste optimizada con la metodología descripta en la 

sección 3.2.2 se muestra en magenta. Las contribuciones de cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones 

de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se 

muestran en la Tabla 3.1.  
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Figura 3.3. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con radio R0 = 50nm a 328K (●). La curva de ajuste optimizada con la metodología descripta en la 

sección 3.2.2 se muestra en magenta. Las contribuciones de cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones 

de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se 

muestran en la Tabla 3.1. 
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Figura 3.4. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC+3%mol de colesterol con radio R0 = 50nm a 328K (●). La curva de ajuste optimizada con la metodología 

descripta en la sección 3.2.2 se muestra en magenta. Las contribuciones de cada tipo de movimiento son 

incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los 

parámetros relevantes se muestran en la Tabla 3.1.  
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Parámetros Valores obtenidos del ajuste 

% mol 

Colesterol 
0 0 0 0 3 

T [K] 303 310 318 328 328 

Ro [nm] 50 50 50 50 50 

ηD2O[kg/s.m] 0,97 x10
-3

 0,82 x10
-3

 0,72 x10
-3

 0,6 x10
-3

 0,6 x10
-3

 

Ndatos 30 30 30 30 30 

Nmanual 1 2 5 3 0 

N+1prom_curva 0 0 1 2 0 

Δ 0,141 0,158 0,166 0,183 0,227 

α 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 

[J] (2,8±0,6) x10
-20

 (2,9±0,7) x10
-20

 (2,2±0,6) x10
-20

 (1,7±0,5) x10
-20

 (2,2±0,5) x10
-20

 

AOF [s
-2

] (9±2) x10
8
 (8±2) x10

8
 (6±3) x10

8
 (3±1) x10

8
 (5±1) x10

8
 

τD [s]  (4,0±0,7) x10
-5

 (3,4±0,4) x10
-5

 (2,2±0,5) x10
-5

 (1,5±0,5) x10
-5

 (2,0±0,4) x10
-5

 

D [m
2
/s]  (7±2) x10

-12
 (8±1) x10

-12
 (14±2) x10

-12
 (22±2) x10

-12
 (15±4) x10

-12
 

AD [s
-2

]  (1,1±0,3) x10
9
 (1,3±0,2) x10

9
 (0,8±0,2) x10

9
 (0,7±0,3) x10

9
 (0,8±0,2) x10

9
 

τR [s]  (3±1) x10
-8

 (1,7±0,7) x10
-8

 (0,7±0,4) x10
-8

 (0,1±0,1) x10
-8

 (0,6±0,2) x10
-8

 

AR [s
-2

] x10
8
 (0,5±0,1) x10

8
 (0,4±0,1) x10

8
 (0,7±0,1) x10

8
 (1,3±0,2) x10

8
 (0,6±0,2) x10

8
 

AMR [s
-1

] (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. Parámetros correspondientes a las curvas de ajuste optimizadas de la dispersión experimental de la 

tasa de relajación espín-red para liposomas de DMPC con R0 = 50nm, entre 303 y 328K, con diferentes 

contenidos de colesterol (ver Figuras 3.2, 3.3, 3.4 y Figuras del Apéndice II). 

 

 

Así, podemos concluir que esta metodología semiautomática para calcular las curvas simuladas 

óptimas funciona correctamente, dando resultados que tienen sentido físico y coherentes con 

resultados encontrados en la literatura. Por lo tanto, de ahora en adelante se empleará esta metodología 

para calcular los ajustes de las curvas experimentales de dispersión de la tasa de relajación espín-red 

de protones en liposomas. 

El método propuesto asemeja en ciertos aspectos la minimización por cuadrados mínimos. Se optó 

por la minimización de la diferencia absoluta entre los datos y el ajuste, por ser esta una operación con 

menor tiempo de cálculo, aunque el resultado final no es críticamente dependiente de esta elección. La 

curva de ajuste obtenida con nuestra metodología es en realidad sub-óptima, pues depende de los 

parámetros aleatorios tomados en el hiperespacio. La metodología podría mejorarse mediante el uso de 

algoritmos genéticos u otras maquinarias matemáticas más refinadas, aunque en su mayoría 

convergerían a otras soluciones sub-óptimas, muy probablemente sin grandes cambios en la 

significancia física del resultado. Se optó por el método sencillo descripto en este capítulo, ya que el 

mismo es derivado directamente del procedimiento manual que se utilizaba anteriormente (ver 

capítulo 2). No obstante, es un punto a refinar en el futuro, así como la incorporación de algoritmos 

eficientes automáticos que permitan la depuración previa de puntos experimentales fuera de tolerancia. 
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Capítulo 4 

 

Liposomas ultradeformables 
 
Con la intención de continuar con la extensión del modelo del capítulo 2 al caso de liposomas bi-

componentes, pero ahora en el extremo opuesto de flexibilidad, es decir, vesículas con mayor 

flexibilidad, en este capítulo se analizan dispersiones de la tasa de relajación espín-red en suspensiones 

de liposomas formulados a tal fin. Este tipo de vesículas presenta una alta importancia actualmente 

debido a su utilidad para el transporte transdermal de fármacos. 

 

 

4.1. La piel 

 
4.1.1. Características principales 

 

La piel es el órgano más extenso del cuerpo humano y constituye una excelente barrera biológica. 

Su espesor no supera los 2000 µm (2 mm), contribuye al 4% del peso corporal aproximadamente, y es 

entre 10
2
 y 10

4
 veces menos permeable que las paredes de los capilares sanguíneos. Está compuesta 

básicamente por tres capas, la epidermis, la dermis y la hipodermis.  

La epidermis es la capa más externa, posee una estructura muy rígida, un espesor entre 20 a 200 

µm, y las células en esta capa están organizadas en clústeres (110–112). Está formada por varios 

estratos, siendo el estrato córneo el más externo (5-20 µm) y la primera y más dificultosa barrera que 

se debe superar para poder atravesar la piel.  

La región debajo de la epidermis es llamada dermis, posee una rigidez intermedia, su espesor es de 

5 a 20 veces más ancho que el de la epidermis (100 a 4000 µm) y en esta capa se encuentran los 

capilares sanguíneos. Por último, la capa más profunda de la piel, la hipodermis, posee vasos 

sanguíneos y nervios más 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 hidrofílicas debido al  

gradiente acuoso que aquella posee, siendo la concentración de agua del 10 al 30% en el estrato corneo 

(superficie de la piel expuesta al aire) incrementándose progresivamente en los estratos más profundos 

de la epidermis hasta alrededor de un 75 % en el último estrato (estrato basal) (113–116). Luego, el 

contenido de agua se mantiene aproximadamente constante en las capas más profundas. 

Existen varias rutas transdermales para el trasporte de moléculas, siendo las más 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 característicos clústeres de células de la 

epidermis, la cual presenta una alta resistencia, siendo el tamaño típico de estos conductos de ~1-10nm 
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y su abundancia de ~10
9
 por cm

2 
(112). La ruta intercelular está dada por los espacios entre clústeres 

de células, siendo el tamaño típico de estos conductos de ~10
2
nm y su abundancia de ~10

8
 por cm

2 

(112). Mientras la primera vía es el camino más directo, ofrece más resistencia para la molécula que la 

segunda ruta, siendo ésta última la ruta más usada debido a su baja resistencia (110,111). Por último, 

la ruta folicular está dada por los folículos pilosos, la cual presenta el mayor tamaño de poros 

(~10
4
nm) pero su abundancia es muy baja (~10

2
 por cm

2
), lo cual la hace una vía un poco ineficiente 

para el transporte transdermal de moléculas. 

 

 

Figura 4.1. Principales rutas transdermales naturales: intercelular, folicular y transcelular. La capa más externa 

de la piel con estructura de pequeños bloques (clusters) es la epidermis. 

 

4.2. Mecanismos de transporte transdermal  

La vía transdermal para la administración de fármacos ha adquirido actualmente gran interés por 

parte de las empresas farmacéuticas, ya que evita varios problemas asociados con las principales vías 

de administración de medicamentos como lo son la vía oral (digestiva) y la vía parenteral 

(básicamente intravenosa), además de representar una vía cómoda y conveniente para el paciente. 

Principalmente evita el efecto de primer paso o metabolismo de primer paso a través del hígado, lo 

cual disminuye la biodisponibilidad del fármaco además de generar efectos secundarios indeseados 

(118), y prescinde del uso de jeringas, el cual constituye un método bastante agresivo para la piel dado 

que genera orificios en la misma que tardan alrededor de un día en cerrarse y que presentan un tamaño 

lo suficientemente grande (~10
-3

 m) para permitirle a diferentes tipos de virus y bacterias ingresar al 

organismo (112).  

El obstáculo más importante en la administración transdermal de medicamentos es la barrera 

intrínseca de la piel, dada por su capa más externa, es decir, el estrato córneo, que ofrece el obstáculo 

principal para la difusión de bioactivos que intentan alcanzar los vasos sanguíneos de la dermis. Así, 

es de alto interés generar sistemas de transporte transdermal de fármacos que puedan atravesar la 

epidermis sin agredirla, es decir, utilizando poros naturales de la piel. Esto requiere de sistemas de 

transporte no invasivos (o de invasión mínima) básicamente para minimizar el dolor y el peligro de 

infecciones, que puedan suministrar el fármaco de manera controlada, que permitan potenciar la 

permeabilidad de la piel y que posean dimensiones estables en el rango de los nanómetros (112).    

Recientemente, varias estrategias se han utilizado para llevar a cabo la administración transdermal 

de compuestos bioactivos eficientemente (112). Entre ellas se encuentran las partículas balísticas que 

requieren del uso de fuentes de energía para darles el impulso necesario para que atraviesen la piel; la 

sonoporación que utiliza ultrasonido y la electroporación que hace uso de pulsos de alto voltaje, para 

ampliar el tamaño de los poros naturales y generar nuevos; y las microagujas. Todas ellas, además de 

ser agresivas para la piel, presentan una limitación en la cantidad de droga que pueden transportar 

(~1mg), algunas de ellas requieren de una fuente de energía externa, y el número de nuevos conductos 

que pueden generar es limitado (~10
2
 cm

-2
) y de amplio tamaño (≥ 10

3
 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 y transfersomas) los cuales permiten el transporte transdermal de fármacos de manera 

no invasiva (119–122). Mientras algunos autores aseguran el efectivo traspaso de estas vesículas a 

través de la epidermis, prácticamente intactas hasta el torrente sanguíneo 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 sanguíneos (124–127). 

 

4.2.1. Liposomas ultradeformables 

Un liposoma ultradeformable es una vesícula que posee una membrana altamente flexible ( ~ 

2kBT), lo cual le permite ser utilizada para el transporte y liberación controlada de una variedad de 

drogas a través de los poros naturales de la piel. Gracias a los componentes de su membrana, esta 

vesícula puede adaptar su forma a las condiciones del ambiente rápida y fácilmente, permitiéndole 

atravesar las barreras impuestas por las diferentes rutas transdermales, pese a que su tamaño puede 

superar de dos a diez veces el tamaño del poro e incluso más. El hecho de poseer una membrana 

altamente hidrofílica hace que la vesícula tienda a evitar la deshidratación que sufriría 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 vesículas a penetrar la piel. Los liposomas 

convencionales demostraron no ser sistemas eficientes para el transporte transdermal debido a que son 

demasiados rígidos ( ~ 15kBT) para deformarse, por lo tanto no pueden atravesar la piel intactos o se 

rompen al intentar hacerlo (129). Tampoco mostraron utilidad las micelas lipídicas mixtas, formadas 

por lípidos y detergentes, las cuales se generan cuando la concentración del detergente supera la CMC, 

debido a que poseen la propiedad de ser muy pequeñas (con radio de algunos nanómetros) para ser 

sensibles al gradiente acuoso de la piel (129). 

Es posible obtener un liposoma ultraflexible, es decir, con  ~ kBT, por medio de preparar la bicapa 

de la vesícula con una mezcla de dos o más componentes con diferentes “curvaturas espontaneas”, es 

decir, con diferentes capacidades a adaptarse a estrés externo. De esta manera, cuando la vesícula 

necesite pasar por pequeños conductos se producirá 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 acumulará en las zonas altamente deformadas, reduciendo así el costo de la energía de 

deformación (131). 

En general, los liposomas deformables están compuestos de fosfolípidos, en su mayoría 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 vesículas con otro tipo de 

aditivos para flexibilizar la membrana (122). 

 

 

4.3. Elasticidad de membranas de vesículas 

4.3.1. Energía elástica de Helfrich 

Existe una expresión para la energía elástica de una membrana biológica y está dada por el modelo 

desarrollado por el científico alemán Wolfgang Helfrich (132). Una breve descripción de este modelo 

se muestra a continuación, basada en la adaptación hecha por otros trabajos (133). 

Considerando que el espesor de una membrana biológica es tan pequeño (~5-6 nm), al menos 

comparado con las dimensiones de una célula (~µm), permite aproximar a la bicapa como una 

superficie bidimensional inmersa en el solvente. Si suponemos que la bicapa se encuentra en equilibrio 

con la solución acuosa y teniendo en cuenta que se encuentra sujeta a las fluctuaciones térmicas del 

solvente, entonces su energía está caracterizada por las deformaciones que la membrana puede sufrir 

(compresión o expansión de la bicapa en la dirección lateral y deformaciones en la dirección normal a 

la superficie). La energía libre de una bicapa (por unidad de área), f, debe ser invariante bajo cualquier 

parametrización de la superficie, dado que es un concepto físico que no depende de la descripción 

matemática utilizada. Luego entonces, dicha energía debe ser una función de las curvaturas media H y 
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gaussiana K (que no dependen de la parametrización de la superficie) las cuales están definidas de la 

siguiente manera: 

 ;ccH 21
2

1
                                                                     [4.1] 

,c.cK 21                                                                        [4.2] 

 

donde c1 y c2 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 están caracterizadas por curvaturas muy pequeñas, es decir, el 

radio de curvatura correspondiente es mucho mayor que el espesor de la bicapa. Esto permite 

desarrollar la función f = f(H, K) mediante una serie de Taylor (a segundo orden en las curvaturas c1 y 

c2): 

  ,KfHfHffK,Hf o 3

2

21                                                     [4.3] 

 

donde las constantes fo, f1, f2 y f3 dependen en principio del área promedio por molécula; en particular, 

fo corresponde a la energía libre de una bicapa plana (c1 y c2 iguales a cero). Completando cuadrados 

en la ecuación [4.3] y definiendo las siguientes cantidades: 

2

2

1

4 f

f
fo   ;       

22 f ;        

2

1

2 f

f
co  ;       ,fk 3



                                 [4.4] 

 

la energía libre por unidad de área de la bicapa toma la siguiente forma: 

 

  ,KkcHf o  


2

2

1                                                        [4.5] 

donde σ, κ, 


k y co son la tensión superficial, el módulo elástico de curvatura media o constante elástica 

de flexión, el módulo elástico de curvatura gaussiana y la curvatura espontanea de la membrana, 

respectivamente. Estas variables son conocidas como los “parámetros de Helfrich”.  

Así, la energía total de la bicapa o energía elástica de Helfrich está dada por la integral sobre el 

área total de la misma: 

  .dA]KkcH[F
S

o 



2

2

1                                                   [4.6] 

 

En ausencia de fuerzas externas y para una superficie cerrada de topología fija, se cumple que los 

términos de la energía de Helfrich que contienen la tensión superficial y el módulo elástico de 

curvatura gaussiana son constantes. En general se intenta obtener información sobre el sistema en el 

estado de equilibrio, por lo tanto se busca minimizar la energía total. En este caso los términos 

constantes no son relevantes y por este motivo F suele describirse con una expresión más simplificada 

dada por el primer término de la ecuación [4.6] (que contiene el módulo elástico de curvatura media), 

como se muestra en la ecuación [4.7]: 

 

  .dA]cH[F
S

o 
2

2

1
                                                        [4.7] 

 

En esas condiciones, la energía elástica de Helfrich toma la forma de un potencial armónico que 

depende de la curvatura media H en forma análoga a como la energía potencial de un resorte depende 

de su deformación. Entonces, el módulo de curvatura media (o constante elástica de flexión), κ, es 

análogo a la constante de rigidez de un resorte y puede interpretarse como una constante de rıgidez 

(ante deformaciones de curvatura) de la membrana. Cuando κ tiene valores pequeños, la membrana es 

flexible; cuando κ asume valores grandes, la membrana es rígida. Entonces, el termino de curvatura 

media está relacionado con las fluctuaciones de forma u ondulaciones (sin cambio topológico) que 
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experimenta la membrana por efectos de la energía térmica del solvente. La curvatura espontanea co 

está asociada a la asimetría de las monocapas que forman la bicapa, por lo que cuando está formada 

por un solo tipo de moléculas, no existe curvatura espontánea y el estado de equilibrio tiende a ser el 

de una membrana plana (co = 0). 

 

4.3.2. Elasticidad en vesículas ultradeformables: medición de la constante elástica de flexión 

Las vesículas deformables/ultradeformables para el transporte transdermal de drogas han sido 

ampliamente estudiadas (11,122,127–130,134–136). Los experimentos más comunes básicamente 

miden el flujo de vesículas a través de membranas porosas naturales (piel humana y de animales) y 

artificiales en función de la presión aplicada paralelamente a la normal de la membrana y del cociente 

entre los radios de la vesícula, la cual se supone cuasi esférica, y del poro, considerado de tipo 

cilíndrico. Algunos de estos experimentos han sido acompañados por técnicas de fluorescencia para 

determinar la profundidad de penetración (127–129) y han caracterizado las vesículas mediante un 

parámetro llamado deformabilidad, valor de elasticidad (122,134–136), o adaptabilidad (11,129), 

definido básicamente como una cantidad que es proporcional a la inversa de la constante elástica de 

flexión . 

Entre los métodos más comunes para medir en vesículas deformables/ultradeformables se 

encuentran el método de aspiración de vesículas con micropipetas (133,137), que consta de un capilar 

de diámetro del orden de 5-10µm y un microscopio óptico, por lo que este método solo sirve para 

vesículas gigantes (tamaños del orden de 20 µm), y es una técnica invasiva. Además, se encuentran las 

técnicas ópticas basadas en reflexión como elipsometría y reflectividad de rayos X (138,139), las 

cuales no son invasivas, pero requieren de una preparación especial de la muestra a analizar, la cual 

consiste en  hacer un “film” a base de la bicapa lipídica (bicapa extendida). 

Por otro lado, existe un método experimental que posee su fundamentación teórica (11), que 

permite obtener a partir de mediciones de la cantidad de masa filtrada m por una membrana porosa 

con tamaños de poros conocidos, en función de la presión aplicada ∆p en la dirección de la normal de 

la membrana. La fundamentación de este método se describe a continuación. Partiendo de la ley de 

Darcy, se cumple: 

J = P ∆p,                                                                  [4.8] 

 

donde J es el flujo de liposomas a través de la membrana por unidad de tiempo y de área, P es la 

penetrabilidad de los liposomas en los poros, y ∆p es la presión aplicada. Así, podemos obtener la 

ecuación “experimental” para la penetrabilidad, dada por (11): 

 

  ,
dt

dm

A.p
pP

f

exp



1

                                                        [4.9] 

donde J estaría dado por 
dt

dm

Af

1
, siendo Af el área total del filtro o membrana porosa.  

Por otro lado, si consideramos el proceso de penetración de una vesícula de diámetro promedio 

mayor que el del poro, vemos que se trata de un proceso activado pues la vesícula debe deformarse 

para pasar por el poro y lo hace a un costo de energía dado por la energía de activación EA. 

Considerando que las curvas experimentales de Pexp versus ∆p son de carácter sigmoidal (11), se puede 

suponer que existe una distribución de las energías de activación que está dada por un distribución de 

Maxwell-Boltzmann (140). Así, la densidad de vesículas n con energía Ev y energía de activación EA, 

está dada por: 

  ,
E

E
expE

E
E,En

v

A
A

v

vA 







2

3

12


                                    [4.10] 
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donde se considera que la energía de activación puede tomar un valor mínimo EA
*
 y la energía de la 

vesícula Ev consta de dos componentes, una pequeña contribución de energía térmica kBT, y la energía 

de deformación Wd. Si se integra n(EA,Ev) entre EA
*
 e infinito, se obtiene la función penetrabilidad 

P(EA
*
,Ev) que representa la totalidad de vesículas que atraviesan la membrana. De esta manera se 

demuestra que (11): 

  ,
E

E
exp

E

E
E

E
erfE,EP

v

*

A

v

*

A

v

*

A
v

*

A 


























4
1                          [4.11] 

 

donde erf es la función error. La energía de deformación Wd está dada por el trabajo hecho por la 

presión aplicada ∆p para hacer que la vesícula se deforme y pase por el poro, tal que en primera 

aproximación es proporcional a ∆p. Si se desprecia la energía térmica frente a Wd, es posible obtener 

una ecuación teórica para la penetrabilidad en función de la presión aplicada ∆p, como se muestra en 

la siguiente ecuación: 

  ,
p

p
exp

p

p
p

p
erfPpP max










































4
1                       [4.12] 

 

donde se ha usado en la ecuación [4.11] el hecho de que Ev∆p y
 
EA

* p
*
, siendo p

*
 el valor de la 

presión aplicada para la que se cumple que la Ev=
 
EA

*
. Pmax representa el valor máximo que puede 

alcanzar la penetrabilidad cuando ∆p → ∞, cuyo valor depende de parámetros como la viscosidad y 

temperatura de la suspensión y de las propiedades del filtro empleado. Notar que se cumple que 

P(∆p=p
*
) = 0,57Pmax.  

Se ha demostrado (11) que las curvas experimentales de Pexp en función de ∆p obtenidas usando la 

ecuación [4.9] siguen el comportamiento dado por la ecuación teórica [4.12], validando así el modelo.  

El valor de p
*
 es un parámetro que solo depende de las propiedades de las vesículas y está 

vinculado con la capacidad de adaptación que éstas tienen para pasar por los estrechos poros de la 

barrera impuesta, en términos de presión. Por lo tanto, se puede definir la adaptabilidad a
* 

de las 

vesículas como la inversa de p
*
:  

a
*
=1/ p.

*                                                                                                        
[4.13] 

 

Se ha demostrado numérica (131) y experimentalmente (11), que existe una relación de 

proporcionalidad entre la presión umbral o de activación p
* 

y la constante elástica de flexión κ de la 

bicapa de la vesícula. Por lo tanto, si se miden pares de valores (∆p, Pexp) usando la ecuación [4.9] y la 

curva resultante se ajusta según el modelo de la ecuación [4.12] tomando como parámetros de ajuste a 

p
*
 y Pmax, es posible obtener el valor de κ de la siguiente manera: 

 



 


ref

ref

p

p 
                                                                  [4.14] 

 

donde κref  y pref
*
 corresponden a los valores de la constante elástica de flexión y la inversa de la 

adaptabilidad de una vesícula tomada como referencia, respectivamente. Esta podría ser una vesícula 

formada solo por fosfolípidos pudiéndose asumir así que en promedio se cumple que κref ≈ 15kBT. 

Usando la ecuación [4.14] se puede escribir la penetrabilidad dada por la ecuación [4.12] en función 

de la constante elástica de flexión: 
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Adicionalmente, existe otro método experimental ampliamente usado (122,134–136) basado en la 

medición del flujo de vesículas por una membrana porosa y en la relación entre los tamaños de las 

vesículas y los poros. Este método permite obtener una estimación de la constante elástica de flexión 

mediante un parámetro llamado deformabilidad o valor de elasticidad definido por: 

  

,
r

r
JD

p

v

2














                                                               [4.16] 

 

donde J es un flujo de vesículas por unidad de tiempo y de área, rv es el tamaño de las vesículas luego 

de pasar por la barrera y rp es el tamaño de los poros de la barrera. El parámetro D es proporcional a la 

inversa de κ (141), por lo tanto: 

κ  1/D.                                                                    [4.17] 

 

Así vemos de la ecuación [4.7] que a medida que una vesícula se hace más flexible, y por lo tanto 

su deformabilidad D se incrementa, κ disminuye. 

 

 

4.4. Experimentos de dispersión de la tasa de relajación 

 

4.4.1. Preparación de la muestra 

 

Se prepararon liposomas suspendidos en agua deuterada (D2O) utilizando lípidos 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 vesículas de 50 nm. 

El método de preparación fue idéntico al utilizado para liposomas con colesterol descripto en el 

capítulo 2, pero reemplazando el agregado de colesterol por el del detergente en la proporción 

correspondiente. Además, la disolución se llevó a cabo usando una mezcla de cloroformo-metanol en 

una razón de 9:1. Todas las formulaciones de liposomas fueron preparadas por la autora de esta tesis, 

en el centro de investigaciones en química biológica de Córdoba (CIQUIBIC), de la facultad de 

ciencias químicas, UNC, en la ciudad de Córdoba. 

 

4.4.2. Modelado de la dispersión de la tasa de relajación 

 

Las curvas experimentales de los perfiles de dispersión de R1 obtenidos para liposomas con 

detergente agregado fueron interpretadas mediante el modelo de la ecuación [2.1], con la intención 

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 parámetros 

obtenidos, se adoptó el método sistemático descripto en la sección 3.2.2 del capítulo 3.  

 

4.4.3. Medición de la tasa de relajación espín-red en función de la frecuencia de Larmor en 

liposomas con detergente 

 

Las dispersiones de la tasa de relajación de protones se midieron usando la técnica de RMN con 

ciclado rápido de campo con un relaxómetro Spinmaster FC2000/C/D (Stelar; Mede, Italia) para un 

volumen de muestras de liposomas de 1 ml. Todas las mediciones mostradas en este capítulo fueron 

realizadas por la autora de la tesis, en el Laboratorio de Relaxometría y Técnicas Especiales (LaRTE) 

de FaMAF, UNC, en Córdoba. En todos los casos se usó un campo magnético de polarización y de 

adquisición 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 relajación), donde 

podemos asegurar que las mediciones no están afectadas por la presencia de los campos locales (18). 

Los valores de R1 fueron determinados de las curvas de recuperación de la magnetización por ajuste de 
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cuadrados mínimos. Estos valores no fueron sensibles a la ventana temporal sobre la cual la FID fue 

muestreada. El proceso de relajación de espín para todas las muestras resultó ser monoexponencial, 

dentro del error, a todas las frecuencias. 

La temperatura de la muestra fue controlada con una variación de 1K aproximadamente utilizando 

el controlador de temperatura del relaxómetro. 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 dispersión fue entre una a cinco horas, dependiendo de la muestra y de la temperatura, y nunca se 

superó el tiempo de estabilidad de las suspensiones (aproximadamente una semana).  

 Los liposomas utilizados se encontraban en la fase líquido cristalina y estaban compuestos de 

DMPC (para poder comparar con mediciones sin detergente hechas con este lípido) o SPC con el 

agregado del detergente DOCNa, a concentraciones del 3, 10 y 20%mol. Los experimentos fueron 

realizados para liposomas con radios hidrodinámicos promedios de 50nm y a diferentes temperaturas 

entre 303K y 328K.  

Vale la pena mencionar que en nuestras muestras, tenemos protones en los lípidos, en las moléculas 

de detergente (no supera el 12% de la población total de protones en nuestro caso) y en el DOH 

formado. Asimismo, los protones de los lípidos son los más abundantes, por lo que podemos 

considerar que la señal que medimos proviene básicamente de los lípidos.  

Además, la presencia de los protones del detergente y del DOH no altera significativamente los 

perfiles de dispersión. Mientras las moléculas de detergente, como así las moléculas de DOH, ambas 

ligadas a los lípidos, siguen la dinámica de los lípidos en primera aproximación, la contribución a la 

relajación debida a las moléculas libres de DOH no es dispersiva (constante). Por otro lado, se analizó 

el efecto en los perfiles de dispersión de las moléculas de detergente no ligadas a la bicapa lipídica, 

tanto en estado libre (de no agregación) como en estado de agregación micelar, lo cual efectivamente 

podría suceder considerando que las concentraciones de detergente usadas en nuestros experimentos se 

encuentran entre 2 y 14 mM, superando la concentración micelar crítica (CMCDOCNa ≈ 2-6 mM en el 

rango de temperaturas de 20 a 50 ºC). Los experimentos mostraron que no son dispersivas en el rango 

de frecuencias considerado, por lo tanto, solo contribuyen con una constante al perfil de dispersión 

total. 

 

 

Liposomas de DMPC con diferentes porcentajes molares de DOCNa  

 

Las curvas experimentales de dispersión de la tasa de relajación R1 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. El comportamiento de estos perfiles con la temperatura corresponde con la 

esperada(19). Es posible observar que prácticamente 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 comparación con las curvas a otros porcentajes de 

detergente).  

Las curvas experimentales con sus respectivos ajustes usando el método descripto en la sección 

3.2.2, para liposomas de DMPC a 308 K con 3, 10, y 20%mol de DOCNa agregado y radio R0 = 50 

nm, se muestran en las Figuras 4.6, 4.7 y 4.8, respectivamente. Los correspondientes parámetros del 

ajuste son mostrados en la Tabla 4.1. Los rangos extraídos de la literatura de algunos de los 

parámetros físicos involucrados en el modelo se muestran en la Tabla 4.2, mientras que los parámetros 

restantes conservan los mismos rangos en fase ld mostrados en la Tabla 2.3 del capítulo 2.  
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Figura 4.2. Dispersiones medidas de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de DMPC 

con 3%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm y a diferentes temperaturas, entre 303 y 328K 
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Figura 4.3. Dispersiones medidas de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de DMPC 

con 10%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm y a diferentes temperaturas, entre 303 y 328K. 
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Figura 4.4. Dispersiones medidas de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de DMPC 

con 20%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm y a diferentes temperaturas, entre 303 y 328K. 
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Figura 4.5. Comparación de los perfiles de dispersión de la tasa de relajación espín-red para suspensiones de 

liposomas de DMPC con 0, 3, 10 y 20%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm y a 303K. 
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Figura 4.6. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 3%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 308K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.1. 
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Figura 4.7. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 10%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 308K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.1. 
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Figura 4.8. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 20%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 308K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros 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 parámetros 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 extraídos del capítulo 3 a 

modo de comparación.  

Se observaron leves variaciones en los parámetros por la presencia del detergente, como se 

describe a continuación. La constante elástica κ mostró 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 ecuación [4.17]) (141). El hecho de que κ no 

presentó grandes variaciones, puntualmente para liposomas de DMPC con agregados de DOCNa, está 

en concordancia con otros trabajos que no observan variaciones en la deformabilidad de la membrana 

para el mismo tipo de vesículas a través de mediciones de microviscosidad (142). Considerando que se 

han reportado grandes variaciones (de hasta el 80%) en κ 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 más adelante en esta misma sección. 

 La constante de difusión D mostró 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 observó que el aporte a la relajación espín-red por parte del proceso 

de difusión disminuye a medida que el porcentaje de detergente se incrementa (comparar Figuras 4.6, 

4.7 y 4.8). 

El tiempo de correlación rotacional se incrementó levemente, con el contenido de detergente (ver 

Tabla 4.1). Por último, las amplitudes AFO y AR no mostraron un cambio significativo con la adición 

del detergente. 

Adicionalmente, se midieron perfiles de dispersión de R1 para liposomas de DMPC con 3, 10 y 

20% mol de DOCNa agregado, a 303, 318 y 328 K. Los gráficos con las curvas experimentales y sus 
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correspondientes ajustes se encuentran en el apéndice II y los parámetros 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 parámetros κ, τD y τR. Por otro lado, si fijamos la temperatura, se 

pueden apreciar para 303, 318 y 328K, las mismas tendencias en todos los parámetros como se 

describió para 308K, con el contenido de detergente.  
 

 

 

Parámetros Valores obtenidos del ajuste  

% mol DOCNa 0 3 10 20 

T [K] 310 308 308 308 

Ro [nm] 50 50 50 50 

ηD2O [kg/s.m]  0,82 x10
-3

 0,87 x10
-3

 0,87 x10
-3

 0,87 x10
-3

 

Ndatos 30 30 30 30 

Nmanual 2 2 0 0 

N+1prom_curva 0 2 1 0 

Δ 0,158 0,187 0,182 0,18 

α 0,06 0,062 0,09 0,09 

[J] (2,9±0,7) x10
-20

 (2,5±0,4) x10
-20

 (2,1±0,2) x10
-20

 (1,5±0,1) x10
-20

 

AOF [s
-2

]  (0,8±0,2) x10
9
 (0,6±0,1) x10

9
 (0,7±0,1) x10

9
 (1,5±0,1) x10

9
 

τD [s]  (3,4±0,4) x10
-5

 (3,3±0,3) x10
-5

 (2,8±0,3) x10
-5

 (2,6±0,8) x10
-5

 

D [m
2
/s]  (8±1) x10

-12
 (9±1) x10

-12
 (11±2) x10

-12
 (12±5) x10

-12
 

AD [s
-2

]  (1,3±0,2) x10
9
 (1,0±0,3) x10

9
 (0,4±0,1) x10

9
 (0,2±0,2) x10

9
 

τR [s]  (1,7±0,7) x10
-8

 (2,6±0,4) x10
-8

 (2,0±0,3) x10
-8

 (3,5±0,5) x10
-8

 

AR [s
-2

]  (0,4±0,1) x10
8
 (0,5±0,1) x10

8
 (0,7±0,1) x10

8
 (1,6±0,2) x10

8
 

AMR [s
-1

] (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. Parámetros correspondientes a los ajustes de la dispersiones de la tasa de relajación para liposomas de 

R0=50nm compuestos de DMPC y diferentes porcentajes molares de DOCNa, a 308 K (ver Figuras 4.6, 4.7 y 

4.8). Los parámetros para liposomas de DMPC con 0mol% de detergente a 310K (ver Tabla 3.1 del Capítulo 3) 

son mostrados a modo de comparación 
 

 

 

Parámetro Rango para T=298-328K Referencias 

 κ [J] (0,8-14) x10
-20

 (9,11,47,107) 

D [m
2
/s] (3-26) x10

-12
 (4,6,55,75,98,108,143,144) 

 
Tabla 4.2. Resumen de los intervalos más probables para la constante elástica de flexión κ y la constante de 

difusión D, para liposomas de DMPC y SPC, con y sin detergente, con sus correspondientes referencias. 
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Parámetros Valores obtenidos del ajuste 

% mol 

DOCNa 
3 3 3 3 10 10 10 10 20 20 20 20 

T [ºK] 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 

ηD2O 

[kg/s.m] 

x10
-3

 

0,97 0,87 0,72 0,6 0,97 0,87 0,72 0,6 0,97 0,87 0,72 0,6 

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 

Δ 0,196 0,187 0,199 0,192 0,18 0,182 0,196 0,202 0,25 0,18 0,18 0,25 

α 0,09 0,062 0,07 0,07 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,07 0,1 

 [J]  

x10
-20

 
2,9±0,4 2,5±0,4 1,5±0,2 1,1±0,3 2,8±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 

AOF [s
-2

] 

x10
9
 

0,4±0,1 0,6±0,1 0,3±0,1 0,2±0,1 1,4±0,1 0,7±0,1 0,2±0,1 0,2±0,1 3,9±0,4 1,5±0,1 0,7±0,1 0,4±0,1 

τD [s] 

 x10
-5

 
4,1±0,4 3,3±0,3 2,2±0,3 1,5±0,3 4±1 2,8±0,3 2,0±0,2 1,4±0,3 3,8±0,7 2,6±0,8 1,9±0,8 1,0±0,7 

D [m
2
/s] 

x10
-12

 
7±1 9±1 14±3 22±6 8±3 11±2 16±2 24±6 8±2 12±5 17±9 36±30 

AD [s
-2

]  

x10
9
 

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 
0,20 

±0,08 

0,10 

±0,07 

τR [s]  

x10
-8

 
3,1±0,5 2,6±0,4 1,5±1,0 0,5±0,4 2,4±0,2 2,0±0,3 1,5±0,2 0,8±0,2 4,3±0,4 3,5±0,5 2,9±0,8 1,8±0,6 

AR [s
-2

]  

x10
8
 

0,8±0,1 0,5±0,1 0,2±0,1 0,3±0,1 1,0±0,1 0,7±0,1 0,7±0,1 0,3±0,1 2,1±0,2 1,6±0,2 0,9±0,2 0,7±0,1 

AMR [s
-1

] 7,8±0,3 7±0,5 5,3±0,4 3,5±0,4 7,7±0,5 6,4±0,4 4,5±0,5 3,8±0,4 9,1±0,9 8±1 5,6±0,8 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. Parámetros correspondientes a los ajustes de las dispersiones de la tasa de relajación de liposomas de 

R0=50nm compuestos de DMPC y 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 sección 3.2.2, para liposomas 

de SPC a 305 K con 0 y 20%mol de DOCNa agregado y radio R0 = 50 nm, se muestran en las Figuras 

4.9 y 4.10, respectivamente. Los correspondientes parámetros 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 parámetros se encuentran dentro del rango esperado de acuerdo a la literatura (comparar 

Tablas 4.2 y 4.4). 

 

.  
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Figura 4.9. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de SPC 

de radio R0 = 50nm, a 305K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo 

de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos 

rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4.  
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Figura 4.10. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de SPC 

con 20%mol de DOCNa, de radio R0 = 50nm, a 305K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4. 
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Parámetros 
Valores obtenidos del ajuste 

Modelo con difusión Modelo sin difusión 

% mol DOCNa 0 0 20 20 0 0 20 20 

T [ K] 305 313 305 313 305 313 305 313 

Ro [nm] 50 50 50 50 50 50 50 50 

ηD2O[kg/s.m] x10
-3

 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+1prom_curva 0 0 1 0 0 0 0 0 

Δ 0,15 0,15 0,2 0,2 0,15 0,18 0,18 0,2 

α 0,05 0,05 0,09 0,08 0,05 0,06 0,07 0,08 

 [J] x10
-20

 6,3±0,8 5,1±0,5 4,3±0,5 3,9±0,3 5,8±0,2 4,7±0,2 4±0,3 3,7±0,2 

AOF [s
-2

] x10
9
 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 

τD [s] x10
-5

 3,6±1,5 3,2±1,9 2,3±1,7 1,8±1,4 ----- ------ ------ ------- 

D [m
2
/s] x10

-12
 8±5 9±8 14±13 19±18 ----- ------ ------- ------- 

AD [s
-2

] x10
8
 1,0±0,6 1,0±0,6 0,3±0,4 0,4±0,4 ----- ------ ------- -------- 

τR [s] x10
-8

 3,2±0,6 2,1±0,4 2,6±0,5 1,8±0,3 3,1±0,3 1,9±0,3 2,4±0,3 1,8±0,3 

AR [s
-2

] x10
8
 1,6±0,3 1,7±0,2 2,4±0,3 2,0±0,2 1,7±0,1 1,5±0,2 2,8±0,3 2,3±0,3 

AMR [s
-1

] 9,9±1,1 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. Parámetros correspondientes a las curvas de ajuste de la dispersión de la tasa de relajación espín-red 

usando el modelo de la ecuación [2.1] con y sin el proceso de difusión, para liposomas de R0=50nm compuestos 

de SPC y 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 II ).  

 
 

Se observaron variaciones en los parámetros por la presencia del detergente, como se describe a 

continuación. La constante elástica κ mostró 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 ecuación [4.17]) (141). El hecho de que κ no presentó grandes 

variaciones está en concordancia con otros trabajos que no observan variaciones significativas en la 

deformabilidad de la membrana para el mismo tipo de vesículas 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 κ en liposomas de SPC (11), lo cual puede deberse al efecto 

electrostático del detergente sobre la constante elástica de flexión (145). Mientras que en nuestros 

experimentos hemos utilizado un detergente iónico (DOCNa), el trabajo que observó las variaciones 

relevantes en κ usó un detergente no iónico (11). 

 El tiempo de correlación rotacional disminuyó levemente, con el contenido de detergente (ver 

Tabla 4.4) y las amplitudes AFO y AR no mostraron un cambio significativo con la adición del 

detergente. 

La constante de difusión D mostró 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. Además, se observó que el aporte a la relajación espín-red por parte del proceso de 

difusión disminuye a medida que el porcentaje de detergente se incrementa, lo cual se apreció a través 

de la disminución significativa del valor de AD y los grandes errores asociados a los parámetros D y τD. 

Este comportamiento indica que el proceso de difusión deja de ser efectivo como mecanismo de 

relajación, y es posible considerar el análisis de las curvas medidas en términos de un modelo 

simplificado que no incluya esta contribución. Por lo tanto, se usó el modelo en su versión 

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 rápidos intramoleculares, sin observar variaciones 

significativas en los parámetros, dentro de los errores experimentales, si los comparamos a aquellos 
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obtenidos usando el modelo completo. Adicionalmente, la precisión con la cual se pueden determinar 

κ y τR mejora en el caso del modelo simplificado, lo cual se evidencia en los valores de los errores 

asociados a estos parámetros (ver Tabla 4.4). 

Adicionalmente, se midieron perfiles de dispersión de R1 para liposomas de SPC con 0 y 20% mol 

de DOCNa agregado, a 313 K. Los gráficos con las curvas experimentales y sus correspondientes 

ajustes se encuentran en el apéndice II y los parámetros 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 parámetros κ, τD y τR. Por otro lado, si fijamos la temperatura, se pueden apreciar a 

313K las mismas tendencias en todos los parámetros como se describió para 305K, con el contenido 

de detergente. El análisis sin considerar el proceso de difusión para los perfiles a 313K también se 

llevó a cabo y los gráficos con los ajustes correspondientes se muestran en el apéndice II y los 

parámetros de ajuste en la Tabla 4.4. Nuevamente, no se observaron variaciones significativas en los 

parámetros, dentro de los errores experimentales, si los comparamos a aquellos obtenidos usando el 

modelo completo, mientras que la precisión con la cual se pueden determinar κ y τR mejora en el caso 

del modelo simplificado 
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Figura 4.11. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

SPC de radio R0 = 50nm, a 305K (●). La curva de ajuste usando el modelo sin difusión es mostrada en magenta. 

Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), rotación (azul), y 

movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4.  
 

 

En resumen, fue posible describir con éxito la dinámica molecular de liposomas con detergente 

usando el modelo descripto en el capítulo 2 (ecuación [2.1]). Todos los parámetros físicos 

involucrados siguieron la tendencia esperada según la literatura, tanto con la temperatura como con el 

porcentaje de detergente. Adicionalmente, fue posible utilizar una versión simplificada del modelo 

para describir los perfiles de liposomas de SPC debido a que el aporte a la relajación espín-red por 

parte del proceso de difusión empezó a ser irrelevante. Esta tendencia también fue observada 

levemente para liposomas de DMPC con 20%mol de detergente agregado. Por último, no se 

observaron grandes variaciones en κ, pese a que el contenido de detergente fue elevado y a que se 

utilizó el lípido SPC, el cual se ha establecido como el lípido estándar para la preparación de 



Capítulo 4                                                                                                     Liposomas ultradeformables 

~ 52 ~ 

 

liposomas deformables/ultradeformables. En estudios futuros, se planea utilizar un detergente no 

iónico para la preparación de estas vesículas, a fin de intentar reproducir las grandes variaciones en la 

deformabilidad y en la constante elástica que han sido reportadas en la literatura.  
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Figura 4.12. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de SPC 

con 20%mol de DOCNa, de radio R0 = 50nm, a 305K (●). La curva de ajuste usando el modelo sin difusión es 

mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden 

(verde), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

~ 53 ~ 

 

 

 

Capítulo 5 

 

Vesículas gigantes 
 

A los fines de poder comparar nuestros resultados con los provenientes de métodos establecidos 

por la literatura para medir la constante elástica de flexión, en este capítulo se intenta extender nuestro 

modelo al caso de vesículas gigantes unilamelares (GUV). De esta manera, se validaría nuestra 

metodología como una herramienta más para el estudio de propiedades elásticas de membranas de 

liposomas. 

 

5.1. Métodos usados para medir la constante elástica de flexión en GUV 

 
Existe una clasificación de las vesículas unilamelares según el tamaño que poseen, las cuales se 

consideran estructuras cuasi-esféricas, siendo su diámetro promedio la variable que determina su 

tamaño. Si su tamaño es menor a los 100nm, se denominan vesículas unilamelares pequeñas, que 

denotaremos en forma breve como SUV por su sigla en inglés (small unilamellar vesicle). Si su 

tamaño se encuentra entre los 100nm y 1 µm, se denominan vesículas unilamelares grandes, que 

denotaremos en forma breve como LUV (large unilamellar vesicle). Por último, si su tamaño es mayor 

que 1 µm, se denominan vesículas unilamelares gigantes, que denotaremos en forma breve como 

GUV (gigant unilamellar vesicle). 

Como se ha mencionado en el capítulo 1, entre los métodos más tradicionales para el estudio de la 

constante elástica de flexión en vesículas gigantes, se encuentran el uso de micropipetas, con las 

cuales se succiona la membrana y se observa la deformación de la misma en la zona de succión (8) y 

el análisis de Fourier de las fluctuaciones térmicas de la membrana (9,10). Ambos métodos requieren 

del uso de video microscopía óptica.  

La técnica de aspiración con micropipetas introducido por Evans y Needham (146–148) ha sido 

aplicada para el estudio de propiedades elásticas de membranas de diferentes composiciones 

(137,149–155). Consiste en succionar, por medio de un capilar de vidrio (de diámetro interno ~5-10 

µm), una parte de la membrana de la vesícula (y con ello tensionar la misma), lo cual permite medir el 

área almacenada en las ondulaciones de la membrana. En el régimen de baja tensión, se observa una 

relación lineal entre la dilatación del área de la membrana (diferencia entre el área de la vesícula con 

ondulaciones en su estado natural y área de la vesícula bajo tensión a causa de la micropipeta) y el 

logaritmo de la tensión aplicada, cuya pendiente permite obtener el valor de la constante elástica de 

flexión. Uno de los parámetros que se miden para estimar esta dilatación del área es la longitud de la 

porción de vesícula aspirada por la pipeta, para lo cual se necesita el uso de microscopía óptica. 

Algunos inconvenientes que presenta esta técnica son: el hecho de que es invasiva; la adhesión de la 

membrana a la pipeta, lo cual puede superarse usando el recubrimiento apropiado en el capilar; en 

general  subestima el valor de κ debido a que la variación de área 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 análisis de fluctuaciones fue establecido hace casi 40 años por 

Brochard y Lennon aplicado a eritrocitos (156) y por Servuss et al. en vesículas tubulares (157). Más 

tarde se amplió a vesículas gigantes (158) y la teoría fue refinada por Helfrich (159) y Milner y Safran 

(160). El análisis de las fluctuaciones de forma de membranas de vesículas está basado en la 

recopilación de una secuencia de imágenes obtenidas con microscopía óptica. Así, las fluctuaciones de 

forma inducidas térmicamente alrededor de equilibrio son monitoreadas y se determinan los valores 

cuadráticos medios de las mismas. Este método ha sido aplicado ampliamente para el estudio de 

propiedades elásticas de vesículas 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 observación directa de vesículas gigantes mediante video microscopía. Una de las 

pocas desventajas de este método reside en el requisito de que las vesículas deben exhibir 

fluctuaciones visibles, lo que implica una baja tensión en la membrana. Particularmente, este método 

no puede aplicarse a vesículas en la fase de gel. El método ha sido continuamente mejorado en las 

últimas décadas (163–166).  

Nuestra metodología establecida en los capítulos anteriores para estudiar dinámica molecular de 

membranas de liposomas, y con ello obtener información de las propiedades elásticas de la membrana, 

ha sido aplicada solamente al caso de vesículas grandes (específicamente, Ro= 50-80nm). Como se 

muestra en la siguiente sección, se intentó extender nuestro modelo al caso de vesículas gigantes, por 

medio de llevar a cabo experimentos en dichos sistemas y comparar nuestros valores de κ con los 

obtenidos usando el método de análisis de fluctuaciones (considerando que es un método adoptado por 

parte de la comunidad científica para medir κ).  

 

 

5.2. Intentando extender el modelo para GUV 

 
Los experimentos se llevaron a cabo con vesículas gigantes de DMPC suspendidos en agua pesada 

(D2O) con Ro entre 6,5 y 25 µm, preparados por la Ing. Ma. Florencia Peralta del Laboratorio de 

Biofísica de Membranas y Nanotecnología, del Instituto de Investigaciones Médicas Mercedes y 

Martín Ferreyra de la ciudad de Córdoba. Se disolvió 1 mg de DMPC en cloroformo (CHCl3) y se 

secó con corriente de nitrógeno (N2), dejándose luego unas horas en vacío para terminar de eliminar el 

solvente. Posteriormente se hidrató el film de lípidos formados agregando el buffer acuoso (1 ml de 

D2O). Este método de preparación lo llamaremos método por hidratación (gentle hydration en inglés). 

Notar que la masa de lípidos utilizada en este caso no supera el 2% de la masa utilizada para preparar 

liposomas grandes (61,19mg). 

Todas las mediciones mostradas en este capítulo fueron realizadas por la autora de la tesis, en el 

Laboratorio de Relaxometría y Técnicas Especiales (LaRTE) de FaMAF, UNC, en Córdoba. Se utilizó 

la secuencia PP1E (secuencia de campo ciclado pre-polarizada con un eco) con los siguientes 

parámetros: valores del campo de polarización (Bp) y relajación (Br) de 15MHZ; valor del campo de 

detección (Bd) de 14,2MHz; tiempos de polarización τp y relajación τr de 1s y 2ms, respectivamente; 

número de scans igual a 500; atenuación 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 señal del eco de Hahn a 15MHz para vesículas gigantes de DMPC a 

310K. La relación señal-ruido extremadamente baja que se observó mediante la técnica de RMN en 

estas vesículas gigantes, impidió llevar a cabo los experimentos. La señal 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 veníamos trabajando, mientras que la 

relación señal ruido se redujo aproximadamente 25 veces.  

Con el objetivo de incrementar la señal, se preparó una nueva muestra de vesículas gigantes de 

DMPC que consistía en una mezcla de vesículas preparadas con dos métodos, para así incrementar la 

densidad de las mismas. Los métodos fueron: método por hidratación (como se describió 

anteriormente) y por electroformación (167). Asimismo, no se logró incrementar la señal, 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 decidió medir la señal del eco de Hahn de una muestra de 1ml de agua pesada 

(D2O) a 310K para saber si contenía protones que estuvieran aportando señal. En la Figura 5.3 se 

muestra la señal antedicha, lo cual no solo confirma la presencia de protones si no que es 

indistinguible de la correspondiente a las vesículas gigantes (comparar Figuras 5.1, 5.2 y 5.3). Una 

comparación de los valores máximos de las amplitudes de las señales para vesículas 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 señal 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. Señal del eco de Hahn para vesículas gigantes de DMPC a 310K, preparados con el método por 

hidratación, en un campo magnético de 15MHz.  
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Figura 5.2. Señal del eco de Hahn para vesículas gigantes de DMPC a 310K, preparados con el método por 

hidratación y electroformación, en un campo magnético de 15MHz.  
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Figura 5.3. Señal 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. Comparación de los valores máximos de la amplitud de las señales del eco de Hahn para una muestra 

de 1ml de agua pesada parcialmente protonada y para vesículas gigantes preparados por hidratación y por 

hidratación + electroformación, a 310K y campo magnético de 15MHz. 

 

 

Esto nos hizo pensar que en realidad la señal que estábamos midiendo en la muestra de vesículas 

provenía mayoritariamente del agua pesada parcialmente protonada, enmascarado la proveniente de 

los lípidos debido a su valor tan bajo. Esto se verificó completamente con las mediciones de tiempo de 

relajación espín-red T1 a 15MHz que se efectuaron en vesículas gigantes de DMPC y en el agua 

pesada parcialmente protonada, a 310K. En las Figuras 5.5 y 5.6 se muestran las curvas de valor 

máximo de la amplitud de la señal de RMN versus el tiempo de polarización τp del campo magnético, 

en una secuencia de campo ciclado no-polarizada (NP), con sus correspondientes ajustes por 

cuadrados mínimos (obtenidos con el programa OriginPro 8). 
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Figura 5.5. Valor máximo de la amplitud de la señal de RMN obtenida con la secuencia NP en función del 

tiempo de polarización τp del campo magnético de 15MHz, para vesículas gigantes de DMPC a 310K, 

preparados usando los métodos de hidratación y electroformación. La curva roja corresponde a la curva de 

ajuste, tal que sus parámetros de ajuste se muestran en la tabla inserta en el gráfico. 
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Figura 5.6. Valor máximo de la amplitud de la señal de RMN obtenida con la secuencia NP en función del 

tiempo de polarización τp 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 parámetros de ajuste se muestran 

en la tabla inserta en el gráfico 

 
El valor de T1 a 15MHz para vesículas 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 señal que medimos en el sistema de vesículas de DMPC suspendidos en D2O, no 

proviene de los lípidos. Esto nos imposibilitó medir la dispersión de la tasa de relajación espín-red 

para vesículas gigantes. Notar que podría pensarse que este inconveniente se superaría si utilizáramos 

agua pesada a una concentración del 99,99%. Sin embargo, la relación señal ruido demostró ser muy 

baja, incluso con el aporte de señal 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 

vesículas gigantes, en la siguiente sección se analizan resultados de otros autores vinculados a la 

dependencia de la constante elástica de flexión con el tamaño de las vesículas.    

  

5.3. Dependencia de la constante elástica de flexión con el tamaño de la 

vesícula 

 
El tamaño de una vesícula podría modificar las características y propiedades mecánicas de su 

membrana. Este efecto se ve intensificado cuando el liposoma es pequeño debido a que las 

dimensiones del espesor de la bicapa empiezan a ser comparables con las del tamaño de la vesícula, ya 

que las tensiones y curvatura de la membrana aumentan considerablemente. Particularmente, existen 

diversos trabajos que muestran una dependencia de propiedades mecánicas, como la constante elástica 

de flexión y la constante de estiramiento de área (KA), con el radio de la vesícula (168–171). 

Asimismo, aún no está claro en la literatura como es la dependencia funcional exacta de estas 

constantes, pero podemos deducirla según la información disponible.  

Si consideramos a la bicapa de la membrana del liposoma como un conjunto de finas capas 

elásticas y teniendo en cuenta la teoría clásica de la elasticidad (172), la constante elástica de flexión  

puede ser escrita de la siguiente manera (137,153,173,174): 

 

,dKA

2                                                                        [5.1] 

 

donde d es el espesor de la bicapa, y β 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 expresión para un amplio rango de vesículas 

(137,153). 

Por otro lado, se ha observado mediante cálculos numéricos que en el caso de vesículas pequeñas, 

cuando el tamaño del liposoma disminuye, la bicapa se hace más delgada, es decir, d decrece (171). 

Esto se justifica con el hecho de que se incrementa el desorden orientacional de los lípidos a medida 

que la vesícula se hace más pequeña. Así, la dependencia funcional de d con el radio R del liposoma 

puede describirse en forma aproximada por la siguiente ecuación (171): 

 

,
R

A
dd

2
                                                             [5.2] 

donde d∞ representa el espesor de una membrana infinitamente extensa, es decir, con R→∞ y A es una 

constante positiva. 

Como se mencionó anteriormente, la constante KA puede depender del tamaño del liposoma, 

principalmente en el caso de vesículas pequeñas (R menor a 50 nm). Se ha mostrado que esta 

constante decae con R convergiendo a un valor constante para vesículas con radio mayor a 50nm 

aproximadamente (168). En este trabajo no se describe este comportamiento con ninguna función 

matemática, pero la tendencia de la curva es de la forma KA~1/R
n
,
 
donde n es un exponente constante y 

par, por lo que supondremos en primera aproximación que n ≈ 2. Asumiendo este comportamiento 

funcional para KA y considerando las ecuaciones [5.1] y [5.2], podríamos obtener la dependencia de la 

constante elástica de flexión con R de la siguiente manera: 

 

  ,
R

A
d

R

C
CR

2

22

2
1 

















                                                   [5.3] 
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donde C1 y C2 son constantes positivas. Así, una estimación de en función de R sería: 

  ,
R

a

R

a

R

a
aR

6

4

4

3

2

2
1                                                          [5.4] 

 

donde a1, a2, a3, y a4 son constantes. Adicionalmente este mismo comportamiento para se puede 

obtener de la curva  vs. R calculada por otros autores (170) para liposomas pequeños y grandes. En la 

Figura 5.1 puede observarse la curva de puntos extraída del trabajo antes mencionado y la curva de 

ajuste obtenida con el programa OriginPro 8, mostrando una excelente concordancia entre ellas. Los 

parámetros del ajuste se muestran insertos en dicha figura. Esto confirma aún más la estimación de la 

ecuación [5.4].  

Finalmente, podríamos concluir que la constante elástica de flexión solo varía con el tamaño de la 

vesícula, incrementando su valor abruptamente, si su radio es menor a los 40/50nm aproximadamente. 

Para radios mayores, es decir, para vesículas grandes y gigantes, se mantiene prácticamente 

constante. Este comportamiento es bastante intuitivo, dado que es natural pensar que cuando el tamaño 

de la vesícula es muy pequeño la energía necesaria para doblar la membrana es mucho más alta. 
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Figura 5.7. Constante elástica de flexión  en función del radio R de la vesícula. La curva de puntos ha sido 

extraída de la referencia (170) sobre la cual se superpone la curva de ajuste (curva continua en rojo) que indica 

que ~ 1/R
6
. Los parámetros del ajuste se muestran insertos en la figura. 

 

 

Considerando que la literatura predice la no-dependencia de con el radio R de la vesícula en el 

rango de tamaños de vesículas grandes y gigantes (R ≥ 40nm), no deberían observarse variaciones 

entre los valores de la constante elástica de flexión obtenidos utilizando la técnica de análisis de 

Fourier de las fluctuaciones térmicas de la membrana en vesículas gigantes y nuestra metodología en 

vesículas grandes, si la composición de las vesículas es idéntica. Asimismo, para vesículas de DMPC, 

se han reportado con el primer método valores de iguales a (14±0,3)x10
-20

J a 310K (145,175) 

mientras que nuestra metodología nos entregó un valor de (3,1±0,6)x10
-20

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 medición (7,178) (tipo 

de buffer y presencia de varias moléculas). 
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Concluimos de este capítulo entonces que las diferencias observadas en los valores de medidos 

con las diferentes técnicas, pueden tener su origen en cuestiones intrínsecas a cada técnica 

experimental. Esto requiere de un estudio detallado de las condiciones en que se preparan las muestras 

para cada caso, de cómo las muestras son afectadas por cada técnica en el proceso de medición, y de 

los procesos físicos que relacionan las mediciones propiamente dichas con el valor de   
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Capítulo 6 

 

Simplificación del modelo 

Se ha mostrado (179) que es posible medir  en un rango reducido de frecuencias 

(aproximadamente de 100kHz a 2MHz). Esto se basa en el hecho de que la dinámica colectiva, la cual 

es particularmente sensible a  es dominante sobre el proceso de difusión y es el único proceso 

dispersivo en dicho rango de frecuencia. Como se verá a continuación, el análisis de la dinámica 

molecular en un rango restringido de frecuencias permitirá simplificaciones en el modelo utilizado, 

facilitando la obtención de  en condiciones favorablesn este capítulo se describe en que consiste 

exactamente esta simplificación del modelo y se lo pone a prueba en diversas formulaciones de 

liposomas, a diferentes temperaturas. 

 

6.1. Reducción del modelo 
 

 Como se mencionó en el capítulo 2, la dispersión de la tasa de relajación R1(ν) de los protones de 

membranas lipídicas se puede explicar en términos de los siguientes procesos dinámicos (18,19): 

 

1. Fluctuaciones locales de orden debido a las fluctuaciones de forma del esferoide del liposoma (FO). 

2. Difusión traslacional de los lípidos sobre una superficie curva (D). 

3. Rotaciones moleculares de los lípidos (R). 

4. Movimientos internos rápidos dentro de las moléculas de lípidos (MR). 

 

 La curva modelada para R1(ν) se obtuvo a partir de la adición de las contribuciones de cada 

mecanismo: 

.R)(R)(R)(R)(
T

)(R MRRDFO

1111

1

1

1
                                 [6.1] 

 

Como se observa en la Figura 6.1, existen dos puntos de cruce que indican frecuencias particulares, 

donde se pueden observar dos características importantes: 

 

1) El punto en el lado izquierdo define la frecuencia en la cual las contribuciones de los procesos de 

difusión traslacional y fluctuaciones de orden se cruzan (8,5x10
4
Hz en la Figura 6.1). Es decir, define 

la frecuencia mínima m en la cual las fluctuaciones de orden empiezan a ser dominantes sobre la 

difusión traslacional. 

 

2) El punto de la parte derecha define la frecuencia donde la contribución del proceso de rotación 

empieza a ser dispersiva. Es decir, define la frecuencia máxima M hasta la cual las rotaciones no 

pueden distinguirse del resto de los movimientos rápidos. 
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Figura 6.1. Dispersión medida de la tasa de  relajación espín-red para una suspensión de liposomas de DMPC 

con radio R0 = 50nm, a 303K (●). La curva de dispersión ajustada usando el modelo de la ecuación [6.1] es 

mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden 

(verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Las líneas verticales rojas determinan el 

rango reducido de frecuencia (8,5x10
4
 Hz-1,3x10

6
, 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 difusión y son 

el único proceso dispersivo. Una consecuencia directa de este hecho es que el modelo físico dado por 

la ecuación [6.1] se puede simplificar dentro de este intervalo, volviéndose más robusto para la 

extracción, a partir del perfil de dispersión, de la constante elástica de flexión κ. Entonces, dentro de 

ese rango reducido de frecuencias, el modelo puede ser simplificado de la siguiente manera: 

 

,R)(R)(R OffsetFO

111                                                              [6.2] 

 

donde las contribuciones a la tasa de relajación de los movimientos rápidos y las rotaciones 

moleculares pueden ser reemplazados por una única constante independiente de la frecuencia, es decir, 

R1
Offset

 = R1
R
 + R1

MR
. Esto último es una consecuencia directa del hecho de que la contribución 

constante de las rotaciones moleculares no puede distinguirse del resto de los movimientos rápidos, 

que tampoco son dispersivos. Además, la contribución correspondiente a la difusión en una superficie 

curva puede ser despreciada debido a que las fluctuaciones de orden son absolutamente dominantes. 

Vale la pena recordar que en la ecuación [6.2] la dependencia con puede verse a través de R1
FO

 (ver 

ecuación [2.2] para mayor detalle de esta dependencia funcional). Así, en esta versión simplificada del 

modelo aparece solo un parámetro físico relevante (κ), una amplitud (AFO) y una constante (R1
Offset

), 

por lo que podríamos decir que tiene asociado tres parámetros a determinar al momento de querer 

encontrar la curva de ajuste óptima. 

 

 

6.2. Aplicación y validación del modelo simplificado 

 

Con el fin de verificar si el modelo simplificado reproduce los valores de la constante elástica de 

flexión obtenida usando el modelo completo, y con ello validar la reducción descripta en la sección 
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6.1, se llevaron a cabo ajustes de los perfiles de dispersión de la tasa de relajación usando el modelo 

simplificado, en el rango reducido de frecuencias. Este análisis 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 ecuación [6.1] y el modelo simplificado de la ecuación [6.2], respectivamente, 

para liposomas de DMPC a 303K. El mismo análisis se realizó 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 II. En todos los casos, la determinación del rango 

reducido de frecuencias se hizo determinando los dos límites m y M descriptos gráficamente 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 parámetros relevantes provenientes de los ajustes se muestran en la Tabla 6.2.  

Se puede observar que 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  obtenidos en 

ambos casos para todas las formulaciones de liposomas de DMPC analizadas en esta sección.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.2. Dispersión medida de la tasa de relajación espín-red en el rango reducido de frecuencias para una 

suspensión de liposomas de DMPC con  radio R0 = 50nm, a 303K (●). La curva de dispersión ajustada usando el 

modelo simplificado de la ecuación [6.2] es mostrada en magenta. Las contribuciones de las fluctuaciones de 

orden (verde), y de la constante de offset (violeta) son incluidas. Los parámetros relevantes se muestran en la 

Tabla 6.2 
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Figura 6.3. Dispersión medida de la tasa de relajación espín-red en el rango reducido de frecuencias para una 

suspensión de liposomas de DMPC+3%mol de colesterol con radio R0 = 50nm, a 328K (●). La curva de 

dispersión ajustada usando el modelo simplificado de la ecuación [6.2] es mostrada en magenta. Las 

contribuciones de las fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset (violeta) son incluidas. Los 

parámetros relevantes se muestran en la Tabla 6.2 
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Figura 6.4. Dispersión medida de la tasa de relajación espín-red en el rango reducido de frecuencias para una 

suspensión de liposomas de DMPC+20%mol de DOCNa con radio R0 = 50nm, a 318K (●). La curva de 

dispersión ajustada usando el modelo simplificado de la ecuación [6.2] es mostrada en magenta. Las 

contribuciones de las fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset (violeta) son incluidas. Los 

parámetros relevantes se muestran en la Tabla 6.2 
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T [K]±1 %mol 

DOCNa  

%mol 

Colesterol  
m[Hz] x10

3
 M[Hz] x10

6
 

303  

 

0 

 

0 

85 1,3 

310 130 1,4 

318 120 2,5 

328 195 5,5 

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 ecuación [6.1], para perfiles de dispersión de la tasa de relajación espín-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
3
- 2,2x10

6
Hz. 

 

 

Parámetros Valores obtenidos del ajuste 

% mol DOCNa 0 0 0 0 0 20 

%mol Colesterol  0 0 0 0 3 0 

T [ºK]±1 303 310 318 328 328 318 

Ro [nm] 50 50 50 50 50 50 

ηD2O[kg/s.m] x10
-3

 0,97 0,82 0,72 0,6 0,6 0,72 

Ndatos 13 9 15 16 12 16 

Nmanual 0 0 0 0 0 0 

N+1prom_curva 0 0 0 1 0 0 

Δ 0,1 0,101 0,22 0,197 0,15 0,18 

α 0,05 0,05 0,098 0,05 0,07 0,08 

 [J] x10
-20

 2,6±0,3 2,9±0,3 2,1±0,2 2,0±0,3 1,8±0,2 1,0±0,1 

AOF [s
-2

] x10
9
 1,5±0,1 1,4±0,1 0,90±0,08 0,70±0,07 0,60±0,04 0,7±0,1 

R1
offset 

[s
-1

] 14±1 7,5±1 4,6±0,8 3,5±0,4 3,5±0,3 15±1 

PROM 0,034 0,048 0,097 0,046 0,065 0,069 
 

Tabla 6.2. Parámetros correspondientes a las curvas de ajuste de las dispersiónes de la tasa de relajación para 

liposomas compuestos de DMPC y 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 

DOCNa  

%mol 

Colesterol  

κ [J] x10
-20 

Modelo 

completo 

κ [J] x10
-20 

Modelo  

simplificado 

303  

 

0 

 

0 

2,8±0,6 2,6±0,3 

310 2,9±0,7 2,9±0,3 

318 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. Comparación de los valores de κ obtenidos de las curvas ajustadas utilizando el modelo completo 

(ecuación [6.1]) y el modelo simplificado (ecuación [6.2]) para todas las formulaciones de liposomas de DMPC 

analizadas en esta sección. 
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Como se observa en la Tabla 6.3, los valores de la constante elástica 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 gráfica, en donde se observa claramente la mayor 

precisión con la que se determina esta constante cuando se usa el modelo reducido. 
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Figura 6.5. Comparación de los valores de κ obtenidos de las curvas ajustadas utilizando el modelo completo 

(ecuación [6.1]) y el modelo simplificado (ecuación [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 m y M se muestran en la Tabla 6.4. Es posible definir un rango reducido de frecuencia 

promedio dado por 29x10
3
- 0,98x10

6 
Hz, para liposomas a base de SPC. Los parámetros relevantes 

provenientes de los ajustes se muestran en la Tabla 6.5.  

Se puede observar que 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  obtenidos en ambos 

casos para las dos formulaciones de liposomas a base de SPC analizadas en esta sección.  

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 6.4. Rangos reducidos de frecuencia calculados a partir de curvas ajustadas utilizando el modelo completo 

de la ecuación [6.1], para perfiles de dispersión de la tasa de relajación espín-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
3
- 0,98x10

6
Hz. 

 

%mol 

DOCNa  
m[Hz] x10

3
 M[Hz] x10

6
 

0 29 0,75 

20 29 1,2 
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Figura 6.6. Dispersión medida de la tasa de  relajación espín-red en el rango reducido de frecuencias para una 

suspensión de liposomas de SPC con radio R0 = 50nm, a 313K (●). La curva de dispersión ajustada usando el 

modelo simplificado de la ecuación [6.2] es mostrada en magenta. Las contribuciones de las fluctuaciones de 

orden (verde), y de la constante de offset (violeta) son incluidas. Los parámetros relevantes se muestran en la 

Tabla 6.5. 
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Figura 6.7. Dispersión medida de la tasa de relajación espín-red en el rango reducido de frecuencias para una 

suspensión de liposomas de SPC+20%mol de DOCNa con radio R0 = 50nm, a 313K (●). La curva de dispersión 

ajustada usando el modelo simplificado de la ecuación [6.2] es mostrada en magenta. Las contribuciones de las 

fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset (violeta) son incluidas. Los parámetros relevantes se 

muestran en la Tabla 6.5. 
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Parámetros Valores obtenidos del ajuste 

% mol DOCNa 0 20 

T [ºK]±1 313 313 

Ro [nm] 50 50 

ηD2O[kg/s.m] x10
-3

 0,78 0,78 

Ndatos 16 18 

Nmanual 0 0 

N+1prom_curva 0 0 

Δ 0,15 0,015 

α 0,06 0,08 

 [J] x10
-20

 5,1±0,2 3,9±0,1 

AOF [s
-2

] x10
9
 4,0±0,7 2,4±0,6 

R1
offset 

[s
-1

] 19±1 27±1 

PROM 0,058 0,075 

 
Tabla 6.5. Parámetros correspondientes a la curvas de ajuste de las dispersiones de la tasa de relajación espín-red 

para liposomas compuestos de SPC y diferentes porcentajes molares de DOCNa, a 313K (ver Figuras 6.6 y 6.7). 

 

 

%mol  

DOCNa  

κ [J] x10
-20 

Modelo  

completo 

κ [J] x10
-20 

Modelo  

simplificado 

0 5,1±0,5 5,1±0,2 

20 3,9±0,3 3,9±0,1 

 
Tabla 6.6. Comparación de los valores de κ obtenidos de las curvas ajustadas utilizando el modelo completo 

(ecuación [6.1]) y el modelo simplificado (ecuación [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 elástica obtenidos de los 

ajustes usando el modelo completo y simplificado, son indistinguibles, dentro de los errores 

experimentales. Además, los errores de esta constante son menores cuando se usa el modelo reducido. 

 

En conclusión, basándonos en los resultados tanto para liposomas a base de DMPC como de SPC, 

podemos afirmar que el modelo simplificado es evidentemente más sensible a la constante elástica de 

flexión, permitiendo obtener κ con mayor precisión y en menor tiempo.     
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Capítulo 7 

 

Polimerosomas 

En este capítulo se presentan resultados preliminares del estudio de la dinámica molecular de 

vesículas poliméricas utilizando la técnica de relaxometría magnética nuclear con ciclado de campo. 

Al igual que en el caso de liposomas, se estudian las propiedades de relajación de protones de 

vesículas suspendidas en agua deuterada. 

 

7.1. Micelas poliméricas como transportadoras de drogas 
 

La administración de fármacos que poseen baja solubilidad en fluidos biológicos todavía representa 

una importante limitación para la industria farmacéutica, siendo el caso de alrededor del 50% de las 

drogas. Entre las estrategias existentes para superar este problema, la inclusión de fármacos 

hidrofóbicos en micelas poliméricas es una de las alternativas más atractivas y versátiles (180,3,2). 

Los copolímeros tribloque anfifílicos compuestos por óxido de etileno (OE) y óxido de propileno 

(OP), son materiales termosensibles que muestran propiedades de agregación en medios acuosos. 

Debido a su capacidad para formar sistemas micelares estables en agua, estos materiales son 

estudiados ampliamente para la solubilización de medicamentos poco solubles en agua  (27,28). 

 

7.2. Dinámica molecular en polimerosomas 
 

Los procesos dinámicos presentes en copolímeros o micelas poliméricas están caracterizados por 

una amplia escala temporal, que va a partir de ~10
-12

s para vibraciones y rotaciones moleculares de los 

grupos internos que conforman los unímeros (copolímero sin agregarse), hasta movimientos mucho 

más lentos asociados a reorientaciones de los agregados y a los procesos de fisión-fusión de micelas 

(~10
-1

s) (181). Si bien se ha progresado mucho en la elucidación de la estructura de agregados de 

copolímeros, la dinámica molecular de los mismos aún sigue siendo poco conocida.  

Existen dos procesos dinámicos espontáneos que ocurren en las soluciones micelares, a saber, el 

intercambio del copolímero entre los estados de unímero y micela y la formación/ruptura de micelas. 

Estos procesos son los más comúnmente 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 polímeros bajo distintas condiciones de temperatura y concentración. 

Asimismo, se los puede asociar con diferentes escalas de tiempo. El primero es el más rápido 

(microsegundos a algunos milisegundos) y el segundo es lo suficientemente lento (cientos de 

milisegundos)  para no ser siempre observable con las técnicas experimentales comúnmente usadas y 

ocurre principalmente vía fusión/fisión de agregados submicelares.  

El intercambio de unímeros es un proceso complejo en el que el glóbulo hidrófobo del copolímero 

se desenrolla o despliega (uncoils, unfolds) al ingresar a la micela. En la expulsión, una vez que el 

unímero alcanza pleno contacto con el solvente, el copolímero se enrolla o pliega (coils, folds) 

nuevamente con el fin de evitar el contacto entre el medio acuoso y el bloque hidrófobo POP (191). Es 
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decir, el intercambio de una molécula individual del copolímero con la micela, tienen asociado un 

mecanismo de plegado y desplegado.  

Por otro lado, se han llevado a cabo estudios del proceso de difusión en este tipo de sistemas (193). 

Los autores presentan un estudio del efecto de las diferentes fases estructurales o de agregación en la 

difusión del copolímero usando la técnica de RMN con gradiente de campo pulsado (PFG-NMR). 

Debido a la crítica dependencia de la estructura con la temperatura y concentración, se han observado, 

en una amplia variedad de estos polímeros, diferentes fases estructurales. Estas fases se obtienen 

progresivamente al ir incrementando la concentración y/o la temperatura. Se concluyó que el proceso 

de difusión está gobernado principalmente por el tipo de ordenamiento en las diferentes estructuras en 

lugar de estar determinado por la cantidad de obstáculos o volumen disponible. Así, en la fase micelar, 

considerando la difusión de la micela como un todo, se reportó un valor del coeficiente de difusión 

(decreciente con la concentración del polímero) en el rango de 10
-12

-10
-11

 m
2
/s. 

Estudios utilizando dispersión de neutrones en Pluronic F68, distinguieron dos procesos de 

relajación, prácticamente insensibles a los cambios de fases de la solución (194). El proceso más lento 

fue asociado a una dinámica de Rouse del bloque POP, mientras que el proceso más rápido fue 

adjudicado a los modos de difusión longitudinales del bloque POE. En concordancia con las diferentes 

dinámicas moleculares de los bloques POP y POE, estudios de relajación por RMN a 600 MHz, 

revelaron diferentes valores de T1 para los grupos -CH2 y -CH3 de dichos bloques, con diferentes 

formas funcionales con la temperatura (195). 

 

 

7.3. Experimentos de dispersión del tiempo de relajación espín-red 
 

7.3.1. Preparación de la muestra 

 

Se prepararon micelas suspendidas en agua deuterada (D2O) utilizando tres tipos diferentes de  

copolímeros tribloque de nombre comercial Pluronic, a saber: F68 (EO80PO27EO80), F108 

(EO141PO44EO141), y F127 (EO101PO56EO101) a concentraciones entre 10 y 22,5%m/v. El método de 

preparación fue el siguiente: se mezcló el copolímero con D2O en diferentes proporciones 

(concentraciones medidas como masa del polímero en volumen de solución), 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 hidrofílicos a estas temperaturas y eso favorece la disolución del polímero. Una vez 

que la solución lucía totalmente transparente, fue colocada a una temperatura mayor o igual a la TMC 

a modo de obtener micelas, considerando la concentración de la misma. 

 

7.3.2. Medición del tiempo de relajación espín-red en el sistema de laboratorio en función de la 

frecuencia de Larmor  

 

Las dispersiones del tiempo de relajación espín-red (T1) de protones para soluciones acuosas de  

polímeros se midieron usando la técnica de RMN con ciclado rápido de campo con un relaxómetro 

Spinmaster FFC- 2000 (Stelar; Mede, Italia). Todas las mediciones mostradas en este capítulo fueron 

realizadas por la autora de esta tesis y por el Dr. German Farrher en la Facultad de Matemáticas y 

Ciencias Naturales (Fakultät für Mathematik und Naturwissenschaften) de la Universidad Técnica de 

Ilmenau (Technische Universität Ilmenau) situada en Ilmenau, Alemania. En todos los casos se utilizó 

un campo magnético de polarización de 0,47 T (equivalente a 20 MHz para 
1
H),  el cual se encendía 

por período de tiempo entre 1 y 2 s para generar la magnetización de la muestra, dependiendo de la 

muestra y la temperatura. El valor del campo de adquisición 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 relajación, 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. Éstos fueron medidos 

utilizando experimentos en el sistema rotante utilizando la denominada secuencia de Lock, que 

consistió en el estudio de la dispersión de la señal de RMN, a duración del pulso de lock fijo, en 

función de la intensidad de campo de radiofrecuencia aplicado (34,35).  



Capítulo 7                                                                                                                           Polimerosomas 

~ 71 ~ 

 

Los valores de T1 fueron determinados de las curvas de recuperación de la magnetización por ajuste 

de cuadrados mínimos. Estos valores no fueron sensibles a la ventana temporal sobre la cual la FID 

fue muestreada. Se encontró que el proceso de relajación spin-red de la magnetización era 

monoexponencial en todas las frecuencias para algunas soluciones acuosas de Pluronic y 

biexponencial para otras. Típicamente, se midió la señal entre 12 y 24 veces para cada tiempo de 

recuperación τ de la magnetización (12-30 valores diferentes de τ). La temperatura de la muestra fue 

controlada con una variación 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 dispersión de T1 para una solución acuosa de Pluronic F127 

a una concentración de 10% m/v, y a una temperatura de 291K. La muestra se encontraba en fase de 

solución y estaba compuesta de micelas y unímeros (moléculas del polímero sin agregarse) 

considerando que la TMC a esta concentración es de alrededor de 291K (196,197). Fue necesario 

realizar un análisis biexponencial de la recuperación de la magnetización y por lo tanto Mz(τ) fue 

considerada de la siguiente manera:  
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oargl

oargl
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                                      [7.1] 

 

donde T1corto y T1largo son los tiempos de relajación espín-red “corto” y “largo”, respectivamente,  

AT1corto y AT1largo son las amplitudes asociadas a cada componente de la relajación y Mo es el valor a de 

la magnetización en el equilibrio (τ→∞). A pesar de que ambas componentes de T1 muestran una 

dispersión muy débil, T1corto parece ser más dispersivo. 

Considerando la baja dispersión obtenida a una concentración del 10%m/v, se midió el perfil de 

dispersión para una solución acuosa de Pluronic F127 a una concentración más alta. En la Figura 7.2 

se muestran los perfiles de dispersión de T1corto y T1largo para una solución acuosa de Pluronic F127 a 

una concentración de 22,5% m/v, medida a 287 y 293K. La muestra se encontraba en fase de solución 

y estaba compuesta de micelas y unímeros a 287K y presentaba fase de gel y estaba compuesta por 

micelas a 293K (196,197). Nuevamente, la dispersión en ambas componentes de T1 es muy débil, 

siendo la correspondiente a T1corto levemente más dispersiva. Además, no se observan diferencias, 

dentro de los errores experimentales, entre los perfiles medidos en fase de solución y en fase de gel.  

Por otro lado, se observó un comportamiento biexponencial en T1 para Pluronic F127 en fase sólida 

(sin disolver en agua) medido a 20MHz y a una temperatura de 300K (resultado no mostrado). Este 

resultado nos induce a pensar que esta característica biexponencial de T1 podría estar vinculada a 

propiedades del polímero y a consecuencia de eso se analizó el cociente de las amplitudes asociadas a 

cada componente de T1. Así, se calculó el cociente R definido por la ecuación [7.2] teniendo en cuenta 

que el polímero F127 contiene 808 y 336 protones en los grupos POE (polióxido de etileno) y POP 

(polióxido de propileno), respectivamente. Luego, las dos componentes observadas en T1 fueron 

atribuidas a las diferentes dinámicas moleculares de los bloques POE y POP, siendo T1corto asociado al 

bloque POP (de movilidad más restringida por encontrarse en el centro del copolímero) y T1largo a los 

bloques POE (presenta mayor libertad de movimiento por encontrarse en los extremos). Esto se basó 

en resultados de otros trabajos (194,195), y en la concordancia que existe entre el valor teórico para el 

cociente de amplitudes (ecuación [7.2]) y el obtenido experimentalmente que se muestra en la Figura 

7.3.  

 

 

                                                                                                                     [7.2] 
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Figura 7.1. Perfiles de dispersión de las dos componentes de T1 para una solución acuosa de Pluronic F127 a 

10% w/v, y  291K. La muestra se encontraba en fase de solución y estaba compuesta de micelas y unímeros. El 

perfil de T1corto parece ser más dispersivo. 
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Figura 7.2. Perfiles de dispersión de las dos componentes de T1 para una solución acuosa de Pluronic F127 a 

22,5% m/v, medidas a 287 y 293K. La muestra se encontraba en fase de solución y estaba compuesta de micelas 

y unímeros a 287K y presentaba fase de gel y estaba compuesta por micelas a 293K. El perfil de T1corto parece ser 

más dispersivo nuevamente, en ambos casos. 
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Figura 7.3. Cociente de las amplitudes AT1corto y AT1largo asociadas a las dos componentes de T1 para Pluronic 

F127 a diferentes concentraciones, temperaturas y frecuencias, en fase sólida y fase solución. 

 

 

Pluronic F68 y F108 

 

En las Figuras 7.4 y 7.5 se muestran los perfiles de dispersión de T1 para soluciones acuosas de 

Pluronic F68 y F108, respectivamente, a una concentración de 22,5% m/v, medidos a 287 y 298K. 

Según los diagramas de fase para estos polímeros (196–198), las muestras se encontraban en fase de 

solución a ambas temperaturas y estaban compuestas de micelas y unímeros para F68 y básicamente 

unímeros a 287K y micelas a 298K, para F108. En este caso, la magnetización mostró un 

comportamiento monoexponencial y el perfil de T1 nuevamente fue poco dispersivo. Asimismo, T1 

parece ser levemente más dispersivo en la fase micelar que en la fase de unímeros como se muestra en 

la Figura 7.5. 
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Figura 7.4. Perfil de dispersión de T1 para una solución acuosa de Pluronic F68 a 22.5% m/v, a 287K y 298K.  

La muestra se encontraba en fase de solución y estaba compuesta de micelas y unímeros a ambas temperaturas. 

Se observa una muy débil dispersión en la única componente de T1. 
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Figura 7.5. Perfil de dispersión de T1 para una solución acuosa de Pluronic F108 a 22,5% m/v, a 287K y  298K. 

La muestra se encontraba en fase de solución a ambas temperaturas y estaba compuesta básicamente de 

unímeros a 287K y de micelas a 298K. Aunque se observa una débil dispersión en la única componente de T1 a 

ambas temperaturas, ésta es levemente más dispersiva en la fase micelar. 

 

 

7.3.3. Medición de la tasa de relajación espín-red en el sistema rotante en función de la 

frecuencia de Larmor  
 

Se midieron dispersiones del tiempo de relajación espín-red de protones para soluciones acuosas de 

polímeros en el sistema rotante (T1ρ), usando la secuencia de spin-lock (35), con un espectrómetro 

Bruker Minispec mq20 (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 (f1lock) fue de 6 kHz a 22 kHz. Se encontró que el 

proceso de relajación spin-red de la magnetización 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 controló con una variación 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 dispersión se muestran en las Figuras 7.6 y 7.7, 

respectivamente. Considerando los valores de TMC para estos polímeros (196,197), las muestras se 

encontraban en fase de solución y compuesta de unímeros y micelas para F68, y en fase de gel y 

compuesta por micelas para F127. T1ρ exhibió sólo una componente para F68, pero dos componentes, 

T1ρcorto y T1ρlargo, se ponen de manifiesto, como en el caso de T1, para F127. No se observa dispersión 

en los perfiles de T1ρ de ambos polímeros, en el rango de frecuencia medido. 
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Figura 7.6. Perfil de la única componente de T1ρ para una solución acuosa de Pluronic F68 al 10% m/v, a 298K 

(fase solución). No se observa dispersión en el rango de frecuencias medidas. 

 

Teniendo en cuenta que se observan dos componentes de T1ρ para Pluronic F127, nuevamente se 

hizo un análisis del cociente de amplitudes asociadas a cada componente (AT1ρcorto y AT1ρlargo) que se 

muestra en la Figura 7.8. Se observa una muy buena concordancia entre el cociente de amplitudes 

medidas y su valor teórico (R=0,416) dado por la ecuación [7.2]. 
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Figura 7.7. Perfiles de las dos componentes de T1ρ para una solución acuosa de Pluronic F127 a 22,5% m/v, a 

298K (fase gel). No se observa dispersión 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 T1ρ para Pluronic F127 al 22,5%m/v, a 

298K (fase gel). 

 

 

En resumen, podemos decir que a través de mediciones de perfiles de dispersión del tiempo de 

relajación espín-red (tanto T1 como T1ρ), fue posible distinguir las diferentes dinámicas moleculares 

asociadas a los bloques POE y POP del copolímero Pluronic F127. Sin embargo, no fue así para los 

copolímeros F68 y F108. Esto puede explicarse a través de considerar los valores del cociente R para 

estos dos copolímeros. Si consideramos la cantidad de protones que tienen los bloques POP y POE 

que tienen los copolímero F68 y F108, obtenemos RF68 = 0,253 y RF108 = 0,234 (mientras que RF127 = 

0,416). Entonces, las diferentes dinámicas de los grupos POE y POP están presentes en los tres 

copolímeros estudiados en este capítulo, pero solo se evidencian en términos relaxométricos cuando R 

se aproxima más 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 dispersión en T1 junto a sus 

características bi-componente en algunos casos. Hasta el momento, se han intentado describir las 

dispersiones observadas en T1 considerando un modelo que consta de un térmico dado por la dinámica 

de Rouse (199) (básicamente para describir la dinámica del bloque POP), más una contribución 

genérica dada por la inversa de una función Lorentziana, para considerar otros tipos de procesos 

presentes en la dinámica del bloque POE y que no pueden ser descriptos por el modelo de Rouse. Este 

posible modelo se muestra en la siguiente ecuación: 
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donde τR es un tiempo característico llamado tiempo de Rouse, τ L es un tiempo característico de los 

procesos descriptos por la Lorentziana, AR y AL son las amplitudes asociadas a la dinámica de Rouse y 

a los procesos restantes, respectivamente y C es una constante. 

 El perfil medido más su curva de ajuste según la ecuación [7.3] para una solución acuosa de 

Pluronic F68 a una concentración de 22,5% m/w, a 298K, se muestran en la Figura 7.9. Tanto τL  

como τR 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. 

Aún se sigue trabajando a fin de verificar si el modelo de la ecuación [7.3] es el modelo correcto 

para describir las dispersiones del tiempo de relajación espín-red mostradas en este capítulo. 
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Figura 7.9. Perfil de dispersión de T1 para una solución acuosa de Pluronic F68 al 22.5% m/v, a 298K.  La 

muestra se encontraba en fase de solución y estaba compuesta de micelas y unímeros. 

 

 

 

7.4. Experimentos usando MFA y espectroscopía por RMN 

 
Como complemento, se obtuvieron imágenes con la técnica de microscopía de fuerza atómica 

(MFA) a modo de tener una descripción visual del sistema con el que estábamos trabajando. Las 

imágenes correspondientes para micelas deshidratadas a base de Pluronic F68 y F127 a una 

concentración del 10% m/v, a 298K, se muestran en las Figuras 7.10 y 7.11, respectivamente. Se 

observaron agregados de diámetros promedio de (500 ± 100) nm para micelas de F68 y (650 ± 100) 

nm para micelas de F127. Según la literatura, el radio hidrodinámico obtenido vía DLS (dispersión 

dinámica de luz) y dispersión de neutrones para micelas a base de copolímeros tribloque se encuentra 

entre 4 y 13nm (194,197). Estos valores son prácticamente independientes de la concentración del 

polímero. Por lo tanto, considerando las dimensiones de los agregados observados en las imágenes, 

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 concentración del 10% m/v 

y a 298K. Se observó un diámetro 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 concentración del 

10%m/v y a 298K. Se observó un diámetro promedio de los agregados de (650±100)nm.  

 

 

Por otro lado, se midió el espectro de RMN de una solución 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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copolímero fue disuelto fue D2O, como ha sido para todas la muestras preparadas a lo largo del 

capítulo.   

 
 
Figura 7.12. Espectro de RMN de una solución 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 –CH2, del 

bloque POP (3,6 ppm) y del bloque POE (3,7 ppm), y al grupo –CH3 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 T1 medidos a 300MHz. Se observa que T1 para los protones del 

bloque POP son más cortos que los correspondientes al bloque POE, lo cual está en concordancia con 

la movilidad más 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 dinámica 

molecular de lípidos en membranas de liposomas. Este modelo permite describir el perfil de dispersión 

de la tasa de relajación espín-red de protones, obtenida con la técnica de RMN con ciclado rápido de 

campo magnético. Del mismo, es posible extraer la constante elástica de flexión κ de la membrana de 

liposomas de forma no invasiva, siendo un parámetro de creciente interés para el desarrollo de 

vesículas flexibles para el transporte transdermal de fármacos.  

Se extendió exitosamente el modelo antedicho para liposomas grandes dopados con colesterol 

(membrana rígida, κ ~ 15-20kBT) a concentraciones de hasta 25%mol. Se llevaron  a cabo dos tipos de 

análisis de las curvas de dispersión de la tasa de relajación espín-red de protones,  encontrando que son 

más consistentes con la división de la población de lípidos en afectados y no afectados por el 

colesterol, que con la descripción de una única fase promedio. Además, obtuvimos la primera 

estimación experimental del número de lípidos ordenados por cada molécula de colesterol, 

permitiendo esto aclarar resultados muy dispares obtenidos por simulaciones computacionales por 

diferentes autores. 

    

Se validó el modelo para liposomas grandes dopados con detergente (membrana flexible, κ ~ 2kBT) 

a concentraciones de hasta 20%mol, observándose que el proceso de difusión deja de ser efectivo 

como mecanismo de relajación a las concentraciones más altas de detergente (20%mol), siendo más 

evidente para algunos lípidos. En consecuencia, se pudo considerar el análisis de las curvas medidas 

en términos de un modelo simplificado sin incluir la contribución debida a la difusión. No solo no se 

observaron variaciones significativas en los parámetros, dentro de los errores experimentales, al 

compararlos con aquellos obtenidos usando el modelo completo, sino que la precisión con la cual se 

pudieron determinar mejoró en el caso del modelo simplificado. 
 

Se continuó con la validación de una simplificación del modelo, iniciada en trabajos previos. Esta 

se basó en el hecho de que existe un rango reducido de frecuencias (aproximadamente de 100kHz a 

2MHz) donde la dinámica colectiva, la cual es particularmente sensible a  es dominante sobre el 

proceso de difusión y es el único proceso dispersivo. Esta simplificación permitió obtener la constante 

elástica de flexión para diversas formulaciones de liposomas con mayor precisión y en menor tiempo, 

estando sus valores en concordancia con aquellos obtenidos con el modelo completo en el rango 

extendido de frecuencias. 
 

Se implementó con éxito una metodología automática para el análisis de las curvas de dispersión de 

la tasa de relajación espín-red de protones, la cual permitió tratar a los datos de diferentes muestras 

con un único criterio y en forma sistemática.   
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Se intentó extender nuestro modelo al caso de vesículas gigantes para así poder comparar nuestros 

resultados con los provenientes de métodos establecidos como métodos convencionales para la 

medición de la constante elástica de flexión. La relación señal-ruido extremadamente baja que se 

observó mediante la técnica de RMN en vesículas gigantes, impidió llevar a cabo los experimentos. 

Asimismo, las diferencias que se observaron en los valores de medidos con las diferentes técnicas, 

no fueron asociadas a la diferencia de tamaño entre vesículas grandes y gigantes, dado que la literatura 

predice la no-dependencia de con el radio R en este rango de tamaños (R ≥ 40nm), sino que se 

consideró que su origen se encontraba en cuestiones intrínsecas a cada técnica experimental, como por 

ejemplo, el modo de preparación de la muestra. Este es un aspecto que requiere de una mayor 

investigación. 

 

Los estudios realizados en vesículas poliméricas a base de copolímeros tribloque permitieron 

discriminar, en términos relaxométricos, los diferentes bloques que componen el copolímero, en 

concordancia con las diferentes dinámicas moleculares de los mismos. Aún se sigue trabajando en el 

modelo para describir los perfiles del tiempo de relajación espín-red de protones de este tipo de 

vesículas.  

Así, hemos demostrado una vez más la potencialidad de la técnica de RMN con ciclado rápido de 

campo magnético para el estudio de dinámica molecular en vesículas multicomponentes, 

demostrándose además que esta técnica tiene la habilidad de proporcionar información sobre la rigidez 

de la membrana (pues nos permite obtener el valor de la constante elástica de flexión) y sobre la 

movilidad lateral de los lípidos mediante un único experimento que es no invasivo/destructivo para los 

liposomas.  

Resta a futuro analizar la potencialidad de esta técnica para estudiar la dinámica de liberación de 

drogas bajo estímulos externos o cambios del ambiente, su aplicabilidad concreta en grupos que 

desarrollan formulaciones específicas de liposomas, analizar la simplificación de la técnica de manera 

de habilitarla a usuarios no-especializados, refinar los modelos teóricos utilizados, mejorar el 

tratamiento numérico-estadístico de los ajustes automáticos, entre otros aspectos.  
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Apéndice I 

 
PROGRAM Dinamica_Liposomas_Automatizado_Sac_puntos_AMANO 

IMPLICIT NONE 

 

!Todos los parametros 

REAL(8), PARAMETER :: a = 1.D-9, w0 =  12000.D0 

REAL(8), PARAMETER :: sigma = 0.0D0, eta = 0.97D-3, R0 =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 

 

!Valores reales 

REAL(8) :: Pi, JOF, JD, JR, sum_dif_cuad, JR_1, JR_2, h, Rand, s, Max_error, q_p, q_p max 

REAL(8) :: tau_l, termino_l, twopiom, JD_1, JD_2, q_1,  q_p_todospuntos 

REAL(8) :: calc_1, calc_2, dif_max, dif_min, q_p_gen, q_posta,  Max_error_todospuntos 

 

!Valores enteros 

INTEGER :: l, i, l_max, k, j, n_tirada, ISEED1, ISEED2,  n_max 

 

!Vectores 

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) :: valor_param_ini, valor_param 

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

 

!Matriz de rango y paso 

REAL(8), DIMENSION(1:7,1:3)              :: rango_paso 

REAL(8), DIMENSION(1:N_datos_iter,1:4) :: partes_ajuste 

COMMON/RSEED/ISEED1,ISEED2 

EXTERNAL RAND 

 

ISEED1 = 32323110 

ISEED2 = 88554619 

 

!*************************************************************************** 

n_tirada = 0 

Pi = acos(-1.D0)  

l_max = NINT(Pi*R0/a) q_1 

= dble(0.21) 

q_p = dble(0.21) 

 

!******************************************************************************* 
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! Definición del vector de parámetros, indicando en qué orden está definido cada uno  

 

parametros(1) = 'kapa = ' 

parametros(2) = 'TD =' 

parametros(3) = 'TR= ' 

parametros(4) = 'AD = ' 

parametros(5) = 'AOF = ' 

parametros(6) = 'AR = ' 

parametros(7) = 'AMR = ' 

 

!**************************************************************************** 

 ! Lectura de los datos de las mediciones, considerando todos los puntos medidos  

OPEN (UNIT = 18, FILE =  'datos_mediciones_DMPC_30C.dat') 

DO i = 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) 

 

! Lectura de los datos de las mediciones considerando algunos puntos sacados a mano 

  OPEN (UNIT = 18, FILE = 'datos_mediciones_DMPC_30C_Puntos  sacados.dat') 

DO i = 1, N_datos_ini 

   READ(18,*) w_ini(i), R1_experim_ini(i),  sigma_R1_ini(i) 

   !PRINT*, 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*, ' ' 

 

! Lectura del rango y paso de cada parámetro escritos de la siguiente forma: min, max y paso 

OPEN (UNIT = 18, FILE = 'rango_paso_param_DMPC_30C.dat')  

DO i = 1, 7 

  READ(18,1100) rango_paso(i,:) 

  !PRINT*, rango_paso(i,:)  

END DO 

CLOSE(18) 

1100 FORMAT(d8.2,1x,d8.2,1x,d7.1) 

PRINT*, ' ' 

PRINT*, 'Ya leí los rangos de todos los parámetros' 

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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!******************************************************************************* 

!******************************************************************************* 

! PRIMERA PARTE 

!******************************************************************************* 

!******************************************************************************* 

! Elige los parámetros al azar en la hipersuperficie de parámetros definida en el archivo rango_paso 

! y solo se queda con aquellos que cumplen con la restricción de que la diferencia (absoluta) entre 

! el punto medido y el ajuste, dividida el valor medido, sea menor que dif_max*N (para todos los 

puntos medidos) 

 

! 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 suma de los 

!módulos 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 5%) llamdo Cota_converg 

!Cálculo de restricción "dif_max" para selección de parámetros. Consideramos escala logarítmica  

!para R1 

 

R1_ini_log(:) = log10(R1_experim_ini) 

 

!PRINT*, 'w[Hz] ', ' ', 'R1_experim_ini ',' ', 'prome ' 

 

DO i = 2, N_datos_ini-1 

prome(i)  = (R1_ini_log(i-1)+R1_ini_log(i+1))*dble(0.5) 

!PRINT*, 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*, ' ' 

 

q_pmax = dble(Cota_converg) 

 

IF (q_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 (q_p.GE.dble(q_pmax)) 

 

200 CONTINUE 
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s = s + dble(1.) 

 

! Cálculo del conjunto de parámetros aleatorios  

 

DO i = 1,7 

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

END DO 

 

! Establezco los valores de los parámetros en la función de ajuste como aquellos calculados con  

! el generador de números aleatorios 

 

valor_param(:) = valor_param_ini(:) 

 

! Cálculo de la función de ajuste usando el conjunto de parámetros generados aleatoriamente 

 

sum_dif_cuad =0.D0  

q_p = 0.D0 

DO j = 1, N_datos_ini 

twopiom = 2.D0*Pi*(w_ini(j)+w0) 

 

JR_1 = (1.D0+(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.D0+(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 l = 2, l_max 

 

h = dble(l) 

tau_l = (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_l = (kB*T/(2.D0*Pi*valor_param(1)))*(h*(h+1.D0)*(2.D0*h+1.D0)*tau_l)  

termino_l  = termino_l/((h*h+h-

2.D0)*(h*h+h+sigma)*(1.D0+(twopiom*tau_l)*(twopiom*tau_l))) 

 

JOF = JOF +termino_l  

                END DO 

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

 

! Hacemos uso de la restricción inicial para ver si los parámetros tomados  aleatoriamente son los  

!deseados 

 

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 

q_p = abs(ajuste_1(j)-R1_experim_ini(j))/R1_experim_ini(j) + q_p 

 

END DO 

Max_error =maxval(abs(ajuste_1(:)-R1_experim_ini(:))/R1_experim_ini(:))  

q_p =q_p/dble(N_datos_ini) 



 Programa en FORTRAN                                                                                                          Apéndice I 

~ 99 ~ 

 

  IF (q_p < q_1) THEN 

  valor_param_fin_mp(:) = valor_param_ini(:) q_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:', q_p 

PRINT*, ' ' 

  PRINT*, 'Parametros: '  

 

 DO i = 1,7 

PRINT*, parametros(i), valor_param_fin_mp(i) END DO 

 

DEALLOCATE(ajuste_1) 

 

! Guardo los parámetros calculados en esta primera parte  

 

OPEN(9,FILE='parametros_finales_minprom_PRIMERA_PARTE.dat') 

DO i = 1,7 

WRITE(9,*) i, valor_param_fin_mp(i)  

      END DO 

CLOSE(9) 

 

! Cálculo del ajuste usando los parámetros finales obtenidos en esta Primera Parte y para 

! todos los valores de frecuencia  

 

valor_param(:) = valor_param_fin_mp(:) 

 

ALLOCATE(ajuste_1(1:N_datos_iter))  

 

q_p_todospuntos = 0.D0 

DO j = 1, N_datos_iter 

 

twopiom = 2.D0*Pi*(w_iter(j)+w0) 

 

JR_1 = (1.D0+(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.D0+(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 l = 2, l_max 

 

             h = dble(l) 

             tau_l = (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)) 
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            termino_l = (kB*T/(2.D0*Pi*valor_param(1)))*(h*(h+1.D0)*(2.D0*h+1.D0)*tau_l)  

            termino_l =termino_l/((h*h+h-2.D0)*(h*h+h+sigma)*(1.D0+(twopiom*tau_l)*(twopiom*tau_l))) 

 

             JOF = JOF + termino_l  

             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) 

 

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

 

END DO 

q_p_todospuntos= q_p_todospuntos/dble(N_datos_iter) 

 

Max_error_todospuntos  = maxval(abs(ajuste_1(:)-R1_experim_iter(:))/R1_experim_iter(:)) 

PRINT*, ' ' 

PRINT*, 'q_p_todospuntos =', q_p_todospuntos 

PRINT*, ' ' 

PRINT*, 'Nro Punto',' ', 'frecuencia [Hz]',' ', 'Dif_%_R1experim_ajuste [%]' 

 

OPEN(UNIT=18, FILE='ajuste_minprom_PRIMERA_PARTE.dat') 

OPEN(UNIT=19,FILE='Dif_porc_R1experim_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_%_R1experim_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) 
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!******************************************************************************* 

!******************************************************************************* 

!                                                              SEGUNDA PARTE 

!******************************************************************************* 

!******************************************************************************* 

 

! 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 

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

! Vuelve a ajustar la curva con la restricción 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*, ' ' 

 

q_p_gen = dble(1.)  

q_posta = dble(1.)  

k = 0 

DO  WHILE (abs((q_p_gen-q_p)/q_p)*dble(100.).GT.dble(2.))  

k = k+1 

PRINT*, ' ' 

PRINT*, 'Iteracion:', k 

 

q_p_gen = q_p 

valor_param_fin_mp_posta(:) = valor_param_fin_mp(:) 

ALLOCATE(ajuste_1(1:N_datos_iter)) 

 

! Cálculo de la función de ajuste usando el conjunto de parámetros  

!valor_param_fin_mp obtenidos en la primera parte 

 

valor_param(:) = valor_param_fin_mp(:) 

 

DO j = 1, N_datos_iter 

 

twopiom = 2.D0*Pi*(w_iter(j)+w0) 

 

JR_1 = (1.D0+(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.D0+(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 = 0.0D0 

DO l = 2, l_max 

 

h = dble(l) 

tau_l = (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)) 
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termino_l = (kB*T/(2.D0*Pi*valor_param(1)))*(h*(h+1.D0)*(2.D0*h+1.D0)*tau_l) termino_l  

= termino_l/((h*h+h-2.D0)*(h*h+h+sigma)*(1.D0+(twopiom*tau_l)*(twopiom*tau_l))) 

 

JOF = JOF + termino_l  

END DO 

 

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

 

END DO 

 

 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! 

!                                                      PARTE A 

! Eliminación de puntos que quedan fuera de N*q_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(:) 

 

l = 0 

DO i = 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 l = l+1 

ELSE 

PRINT*, 'Saco', i END IF 

END DO 

 

n_max = l 

 

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

 

l = 0 

DO i = 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 l = l+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)) 

!***************************************************************************  

n_tirada = 0 

Pi = acos(-1.D0)  

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

q_p = dble(0.21) 

 

!******************************************************************************* 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! 

!                                                                          PARTE B 

 

! REPETICION PARTE 1: Elige los parámetros al azar en la hipersuperficie definida en el 

! archivo rango_paso y solo se queda con aquellos que cumplen con la restricción 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). 

! 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 !suma de los 

módulos 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) 

 

! Cálculo del conjunto de parámetros aleatorios  

 

DO i = 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(:) 

 

! Cálculo de la función de ajuste usando el conjunto de parámetros generados aleatoriamente 

considerando solo los puntos que sobrevivieron a la restricción impuesta en la Parte   A. 

 

sum_dif_cuad = 0.D0  

q_p = 0.D0 

 

DO j = 1, n_max 

 

twopiom = 2.D0*Pi*(frec(j)+w0) 

 

JR_1 = (1.D0+(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.D0+(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 l = 2, l_max 

 

h = dble(l) 

tau_l = (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)) 
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termino_l = (kB*T/(2.D0*Pi*valor_param(1)))*(h*(h+1.D0)*(2.D0*h+1.D0)*tau_l) termino_l  

= termino_l/((h*h+h-2.D0)*(h*h+h+sigma)*(1.D0+(twopiom*tau_l)*(twopiom*tau_l))) 

 

JOF = JOF + termino_l  

                END DO 

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

 

! Hacemos uso de la restricción inicial para ver si los parámetros 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   

q_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_p = q_p/dble(n_max) 

 

IF (q_p < q_1) THEN 

valor_param_fin_mp(:) = valor_param_ini(:) q_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 (q_p<q_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: ' 

DO i = 1,7 

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

END DO 

 

!******************************************************************************* 

!******************************************************************************* 

!TERCERA Y ULTIMA PARTE: GUARDO LOS RESULTADOS Y CALCULO AJUSTE    

! FINAL CON PARAMETROS DE LA SEGUNDA PARTE_Parte B  

!******************************************************************************* 

!******************************************************************************* 

  ! Guardo los parámetros finales  
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OPEN(9,FILE='parametros_finales_minprom_SEGUNDA_PARTE.dat') 

DO i = 1,7 

WRITE(9,*) i, valor_param_fin_mp_posta(i)  

    END DO 

CLOSE(9) 

 

! Cálculo del ajuste final usando los parámetros 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)) 

 

DO j = 1, N_datos_iter 

 

twopiom = 2.D0*Pi*(w_iter(j)+w0) 

 

JR_1 = (1.D0+(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.D0+(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 l = 2, l_max 

                  h = dble(l) 

tau_l = (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_l = (kB*T/(2.D0*Pi*valor_param(1)))*(h*(h+1.D0)*(2.D0*h+1.D0)*tau_l) 

termino_l  = termino_l/((h*h+h-

2.D0)*(h*h+h+sigma)*(1.D0+(twopiom*tau_l)*(twopiom*tau_l))) 

 

JOF = JOF + termino_l  

                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*, 'Nº 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'  



 Programa en FORTRAN                                                                                                          Apéndice I 

~ 106 ~ 

 

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 

 

!********************************************************************* 

! FUNCTION RAND 

!*********************************************************************  

                                       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. 

! 

! The 'seeds' ISEED1 and ISEED2 must be initialized in the main  program 

! and transferred through the named common block  /RSEED/. 

! 

! 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 in all  sub- 

! programs that call it. 

! 

IMPLICIT DOUBLE PRECISION (A-H,O-Z), INTEGER*4 (I-N) 

PARAMETER (USCALE=1.0D0/2.147483563D9) 

COMMON/RSEED/ISEED1,ISEED2 

! 

I1=ISEED1/53668 

ISEED1=40014*(ISEED1-I1*53668)-I1*12211  

IF(ISEED1.LT.0) ISEED1=ISEED1+2147483563 

! 

I2=ISEED2/52774 

ISEED2=40692*(ISEED2-I2*52774)-I2*3791 IF(ISEED2.LT.0) 

ISEED2=ISEED2+2147483399 

! 

IZ=ISEED1-ISEED2 

IF(IZ.LT.1) IZ=IZ+2147483562 RAND=IZ*USCALE 

! 

RETURN  

END
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Figura II.1. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con radio R0 = 50nm a 310K (●). La curva de ajuste optimizada con la metodología descripta en la 

sección 3.2.2 se muestra en magenta. Las contribuciones de cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones 

de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se 

muestran en la Tabla 3.1 

.
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Figura II.2. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con radio R0 = 50nm a 318K (●). La curva de ajuste optimizada con la metodología descripta en la 

sección 3.2.2 se muestra en magenta. Las contribuciones de cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones 

de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se 

muestran en la Tabla 3.1. 
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Figura II.3. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 3%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 303K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.3. 

 

 

 

 

 
 

Figura II.4. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 3%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 318K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.3. 
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Figura II.5. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 3%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 328K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.3. 
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Figura II.6. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 10%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 303K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.3. 
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Figura II.7. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 10%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 318K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.3. 
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Figura II.8. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 10%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 328K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.3. 
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Figura II.9. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 20%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 303K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.3. 
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Figura II.10. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 20%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 318K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.3. 
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Figura II.11. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC con 20%mol de DOCNa, radio R0 = 50nm a 328K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.3. 
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Figura II.12. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

SPC, radio R0= 50nm a 313K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo 

de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y movimientos 

rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4. 
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Figura II.13. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

SPC, radio R0= 50nm a 313K (●). La curva de ajuste usando el modelo sin difusión es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), rotación (azul), y 

movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4. 
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Figura II.14. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

SPC con 20%mol de DOCNa, radio R0= 50nm a 313K (●). La curva de ajuste es mostrada en magenta. Las 

contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), 

rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4. 
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Figura II.15. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

SPC, con 20%mol de DOCNa, radio R0= 50nm a 313K (●). La curva de ajuste usando el modelo sin difusión es 

mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento son incluidas: fluctuaciones de orden 

(verde), rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 4.4. 
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Figura II.16. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC, con radio R0= 50nm, a 310K (●). La curva de ajuste usando el modelo simplificado de la ecuación [6.2] 

es mostrada en magenta. Las contribuciones de las fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset 

(violeta) son incluidas. Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 6.2 
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Figura II.17. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC, con radio R0= 50nm, a 318K (●). La curva de ajuste usando el modelo simplificado de la ecuación [6.2] 

es mostrada en magenta. Las contribuciones de las fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset 

(violeta) son incluidas. Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 6.2 
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Figura II.18. Dispersión experimental de la tasa de relajación espín-red para una suspensión de liposomas de 

DMPC, con radio R0= 50nm, a 328K (●). La curva de ajuste usando el modelo simplificado de la ecuación [6.2] 

es mostrada en magenta. Las contribuciones de las fluctuaciones de orden (verde), y de la constante de offset 

(violeta) son incluidas. Los parámetros relevantes se muestran en la Tabla 6.2. 


