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Resumen

Este trabajo de investigación se basó en el estudio de la dinámica molecular y propiedades

elásticas de ĺıpidos en membranas de liposomas utilizando principalmente la técnica de reso-

nancia magnética nuclear denominada relaxometŕıa con ciclado rápido de campo magnético.

Se midieron perfiles de dispersión de R1 para distintas formulaciones de liposomas a base de

SPC (Fosfatidilcolina de Soja) y distintos detergentes (BrijO20, tween80 y SDC) para flexibilizar

la membrana, a concentraciones de hasta un 40 % molar.

Se validó con éxito un modelo existente para describir la tasa de relajación esṕın-red R1

de protones de ĺıpidos en membranas de liposomas, para el caso de veśıculas flexibles, el cual

permitió obtener información sobre la dinámica de los ĺıpidos y las propiedades elásticas de las

veśıculas.

Abstract

This research was based on the study of the molecular dynamics and elastic properties of

lipids in liposome membranes using mainly the nuclear magnetic resonance technique called

relaxometry with fast magnetic field cycling.

R1 dispersion profiles were measured for different liposome formulations based on SPC (Soy

Phosphatidylcholine) and various detergents (BrijO20, tween80 and SDC) to flexibilize the

membrane, at concentrations of up to 40 % molar.

An existing model was successfully validated to describe the spin-lattice relaxation rate R1

of lipid protons in liposome membranes, in the case of flexible vesicles, which allowed to obtain

information on the dynamics of lipids and elastic properties of the vesicles.
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Palabras claves: ĺıpidos, detergentes, liposomas, liposomas flexibles, relaxometŕıa con ci-
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Introducción

Las propiedades viscoelásticas e hidrodinámicas de la membrana de veśıculas liṕıdicas, co-

munmente llamadas liposomas, resultan de particular interés en una creciente cantidad de pro-

blemas biotecnológicos. Diferentes propiedades de las mismas han sido intensamente estudiadas

en las últimas décadas.

En términos generales, las propiedades viscoelásticas e hidrodinámicas de sistemas de veśıcu-

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

la membrana. Aśı, algunos estudios se centran en las propiedades de difusión de los ĺıpidos

en formulaciones de liposomas con diferentes contenidos de colesterol o detergentes [1] [2] [3],

mientras que otros analizan propiedades elásticas de la membrana de estas veśıculas a través

de la constante elástica de flexión κ. El creciente interés, tanto en la industria farmacéutica-

cosmetológica como en grupos académicos, en la investigación y desarrollo de liposomas flexi-

bles para la incorporación transdermal de agentes qúımicos, requiere de técnicas experimentales

sencillas, confiables y de acceso masivo para la evaluación de las propiedades fisicoqúımicas re-

levantes. Particularmente la constante κ tiene una relación de proporcionalidad inversa con

un parámetro llamado deformabilidad o adaptabilidad de las veśıculas, siendo este, uno de los

parámetros más relevantes relacionados a la dinámica de penetración en la piel.

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

elásticas de veśıculas, 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.

Entre los métodos tradicionales para el estudio de la constante elástica de flexión κ se encuen-

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

de la misma en la zona de succión [4], también se utilizan técnicas de video microscoṕıa óptica

en donde se aplica un análisis de Fourier a las fluctuaciones térmicas observadas en veśıculas

gigantes [5] [6] y, por último, la extrusión de las veśıculas a través de membranas porosas con la

consecuente medicion de la deformabilidad [7]. Sin embargo, las dos primeras técnicas experi-

mentales requieren de veśıculas con diámetros del orden del micrómetro o mayores y la última

requiere de veśıculas flexibles, al margen de que las tres son técnicas altamente invasivas.

Las técnicas de RMN de baja resolución ofrecen dos potenciales ventajas escasamente ex-

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

1



2 ÍNDICE GENERAL

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

volumen limitado y facilidad de instalación, mantenimiento y uso. Dentro de las técnicas de

RMN utilizadas en el estudio de membranas liṕıdicas se encuentra la relaxometŕıa con cicla-

do rápido de campo, o FFC por sus siglas en inglés. A diferencia de otras técnicas de RMN,

este método permite estudiar procesos dinámicos colectivos como lo son las fluctuaciones de

orden y procesos difusivos lentos, los que están estrechamente vinculados con las propiedades

viscoelásticas de la membrana [8].

Desde hace varios años en el laboratorio de relaxometŕıa y técnicas especiales (LaRTE) de

la FaMAF, UNC, se viene trabajando en el desarrollo y perfeccionamiento de una métodoloǵıa

experimental basada en la técnica de relaxometŕıa con ciclado rápido de campo magnético,

para la caracterización de propiedades viscoelásticas de membranas de diferentes formulaciones

de liposomas o sistemas similares. En trabajos previos [9] [10] [11] [12] se presentó un modelo

para interpretar la dispersión de la tasa de relajación esṕın-red de protones, para liposomas

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

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

elásticas de la misma por medio de la constante elástica κ, que es uno de los parámetros

f́ısicos involucrados en el modelo. Este modelo ha sido validado a partir de mediciones de κ

para veśıculas dopadas con colesterol de manera de incrementar el valor de la constante. Los

resultados obtenidos sugieren que la aplicación de la técnica al estudio de las propiedades

viscoelásticas de estos sistemas es prometedora [9] [10] [11] [12].

Espećıficamente el objetivo de este trabajo fue la aplicación del modelo ya desarrollado

para el estudio de liposomas flexibles con el fin de seguir extendiendo su validación esta vez al

ĺımite opuesto de flexibilidad de las membranas. Por lo tanto se llevaron a cabo experimentos

en veśıculas flexibles, compuestas de SPC (fosfatidilcolina de soja) y diferentes detergentes

iónicos (desoxicolato de sodio) y no iónicos (tween80 y BrijO20) para flexibilizar la membrana,

a concentraciones de hasta un 40 % mol. Adicionalmente se verificó la sensibilidad de la técnica

a las distintas instancias de la preparación de los liposomas con el fin de asegurar la efectividad

de diversos procesos como el de incorporación del detergente a la membrana.



Caṕıtulo 1

Marco Teórico

1.1. Sistema de estudio

1.1.1. Ĺıpidos

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

menor medida ox́ıgeno. También pueden contener fósforo, azufre y nitrógeno. Los ĺıpidos poseen

una amplia gama de funciones, como funciones estructurales, hormonales, de transporte, entre

otras.

Figura 1.1: Estructura de un fosfoĺıpido. La parte de la cabeza polar indicada
con 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.

Como en aplicaciones biológicas el solvente utilizado es agua, se puede decir que los ĺıpidos

anfif́ılicos son un tipo de ĺıpidos que consisten de una parte hidrofóbica y una parte hidrof́ılica.

En general, la parte hidrofóbica consiste de cadenas hidrocarbonadas, mientras que la parte

hidrof́ılica está compuesta por el llamado grupo polar. Dentro de esta clase de ĺıpidos se en-

cuentran los fosfoĺıpidos, los cuales están compuestos por una molécula de glicerol, a la que
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4 CAPÍTULO 1. MARCO TEÓRICO

se unen dos ácidos grasos 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 t́ıpica de un

fosfoĺıpido.

Los fosfolópidos poseen una función estructural ya que son un componente principal de todas

las membranas celulares debido a su capacidad de formar bicapas liṕıdicas [13]. En este trabajo

se utilizó un fosfoĺıpido particular llamado fosfatidilcolina de soja (SPC) comprado en “Lipoid”

con el nombre comercial “PHOSPHOLIPON 90 G” y cuya especie predominante es en un

94 % C42H80NO8P con cadenas doblemente insaturadas y, en un 4 %, posee Lisofosfatidilcolina

(C25H50NO7P ). En la figura 1.2 se esquematiza la estructura de la especie predominante.

Figura 1.2: Estructura molecular de la fosfatidilcolina de soja (SPC), en el
extremo derecho se observan los grupos polares, y en el extremo izquierdo se
muestran las cadenas apolares.

1.1.2. Liposomas

En solución acuosa, los ĺıpidos anfif́ılicos al principio se disuelven como monómeros, pero,

al superar cierta concentración se unen espontáneamente para minimizar las interacciónes hi-

drofóbicas desfavorables, y formar una variada gama de estructuras, que depende en general de

la concentración y la temperatura.

Para determinadas concentraciones en un medio acuoso, los fosfoĺıpidos 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 los rodea. Tales sistemas no están

en equilibrio termodinámico pero pueden ser estables durante varios d́ıas. El tamaño de un

liposoma puede ir desde unos 20nm hasta varios micrómetros de radio, y puede estar compuesto

de una (unilamelar) o varias membranas concéntricas (multilamelar), cada una de las cuales

tiene 6nm de espesor.

Los ĺıpidos de la membrana de un liposoma pueden encontrarse en diferentes fases depen-

diendo de la concentración de ĺıpidos y de la temperatura. En este trabajo, siempre se trabajó

en la fase lamelar en el estado ĺıquido-cristalino. En esta fase, los ĺıpidos se encuentran aco-

modados en bicapas donde las cadenas están altamente desordenadas, pero en promedio se

encuentran perpendiculares al plano de la bicapa. En la figura 1.3 se esquematiza un liposoma.

La importancia de esudiar este tipo de sistemas es su utilidad para el transporte controlado

por diferentes v́ıas (principalmente vias oral, dermal/transdermal y parenteral) de fármacos

hidrof́ılicos e hidrofóbicos en su núcleo acuoso y bicapa liṕıdica respectivamente.
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Figura 1.3: respresentación esquemática de un liposoma. Los ćırculos repre-
sentan los grupos polares mientras que las ĺıneas onduladas hacen referencia a
las cadenas hidrocarbonadas.

1.1.3. Detergentes

Los detergentes, también conocidos como surfactantes, son compuestos qúımicos que en

este trabajo se utilizarán como agentes para flexibilizar membranas liṕıdicas ya que tienen la

propiedad de disminuir la tensión superficial de un ĺıquido. Usualmente son compuestos orgáni-

cos anfif́ılicos, también considerados como un grupo especial de ĺıpidos [14]. Por lo tanto esta

naturaleza dual les permite la alineación de los mismos en las interfases cuando se encuentran

en solución. Produciendo aśı la disminución de la tensión superficial de la membrana, como se

mencionó antes.

Los detergentes, por “su cuenta” también exhiben la propiedad de autoagregación como los

ĺıpidos. A bajas concentraciones, los surfactantes existen en forma monomérica en soluciones

acuosas, mientras que al aumentar su concentración al ĺımite caracteŕıstico, llamado Concen-

tración Micelar Cŕıtica (CMC), las moléculas del detergente se agrupan formando micelas.

En este trabajo se utilizaron tres detergentes particulares para preparar liposomas defor-

mables: desoxicolato de sodio ó “DOCNa” (C24H39NaO4) con masa molar Mw = 414, 55g/mol,

“Brij O20” (C58H116O21) con masa molar Mw = 1150g/mol y “tween80” (C64H124O26) con

masa molar Mw = 1310g/mol. El primero de estos es iónico mientras que los otros dos son

no-iónicos. En las figuras 1.5, 1.4 y 1.6 se muestra esquemáticamente la estructura de cada uno

de ellos.

Figura 1.4: Estructura del detergente BrijO20 (nombre comercial) utiliza-
do en este trabajo para flexibilizar la membrana de liposomas y aśı obtener
liposomas deformables. n∼ 20.



6 CAPÍTULO 1. MARCO TEÓRICO

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

Figura 1.6: Estructura del detergente tween80 (nombre comercial) utiliza-
do en este trabajo para flexibilizar la membrana de liposomas y aśı obtener
liposomas deformables.

1.1.4. Liposomas Flexibles

Un liposoma flexible es una veśıcula que posee una membrana con una constante elástica

de flexión κ w 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 veśıcula puede adaptar su forma a las condiciones del ambiente rápida

y facilmente, permitiéndole atravesar las barreras impuestas por las rutas transdermales, pese

a que su tamaño puede superar de dos a diez veces el tamaño del poro. El hecho de que la

parte exterior de la membrana sea altamente hidrof́ılica hace que la veśıcula tienda a evitar la

deshidratación que sufriŕıa al quedarse en la superfiecie externa de la piel y consecuentemente

sigue el gradiente acuoso que naturalemente posee la piel [15] [16] [17]. Este es el motor que

impulsa a estas veśıculas a penetrar en la piel.

Usar la v́ıa transdermal para la administración de fármacos tiene la ventaja de que evita

varios problemas asociados con las principales v́ıas de administración de medicamentos como

lo son la v́ıa oral (digestiva) y la v́ıa parenteral (básicamente intravenosa), además de presentar

una v́ıa cómoda y conveniente para el paciente. Principalmente evita el metabolismo de primer

paso a través del h́ıgado, lo cual disminuye la biodisponibilidad del fármaco además de generar

efectos secundarios indeseados [18], 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
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d́ıa en cerrarse y que presentan un tamaño lo suficientemente grande (∼ 10−3m) para permitirle

a diferentes tipos de virus y bacterias ingresar al organismo [19].

Los liposomas convencionales demostraron no ser sistemas eficientes para el transporte trans-

dermal debido a que son demasiado ŕıgidos (κ w 15KBT ) para deformarse, por lo tanto no pue-

den atravesar la piel intactos [16]. Tampoco demostraron utilidad las micelas liṕıdicas mixtas,

formadas por ĺıpidos y detergentes, las cuales se generan cuando la concentración del detergente

supera la CMC, debido a que poseen la propiedad de ser muy pequeñas para ser sensibles al

gradiente acuoso de la piel [16].

Es posible obtener un liposoma flexible por medio de formar la bicapa de la veśıcula con una

mezcla de dos o más componentes con diferentes capacidades de adaptarse al estrés externo.

De esta manera, cuando la veśıcula necesite pasar por pequeños conductos se producirá un

reacomodamiento de los componentes de la membrana de la misma, de forma tal que el com-

ponente que mejor se adapte a curvaturas pronunciadas se acumulará en las zonas altamente

deformadas, reduciendo aśı el costo de enerǵıa de deformación [20].

La composición general de un liposoma flexible se basa en el ĺıpido (SPC por ejemplo) más

la adición de divesos detergentes. Los detergentes más utilizados son “DOCNa”, “tween80”,

“Span80” y “CNa” (Colato de Sodio).

Con el objetivo de indicar cuan flexible es la membrana del liposoma, toma relevancia la

medición de la constante elástica de flexión κ. Entre los métodos más comunes para medir κ

en veśıculas deformables, se encuentran el método de aspiración de veśıculas con micropipetas

[21] [22], que consta de un capilar de diámetro del orden de 5− 10µm y un microscopio óptico,

por lo que este método sólo sirve para veśıculas gigantes (tamaños del orden de 20µm), y es

una técnica invasiva. Además se encuentran las técnicas ópticas basadas en reflexión como

elipsometŕıa y reflectividad de rayos X [23] [24], las cuales no son invasivas, pero requieren de

una preparación especial de la muestra a analizar. Por otro lado existe un método experimental

que posee su fundamentación teórica [7], que permite obtener κ a partir de mediciones de la

cantidad de masa filtrada por una membrana porosa con tamaño de poros conocidos, en función

de la presión aplicada en dirección normal a la membrana. Adicionalmente, existe otro método

experimental ampliamente usado [25] [26] [27] [28] basado en la medición del flujo de veśıculas

por una membrana porosa y en la relación entre los tamaños de las veśıculas y los poros.

1.2. Técnica experimental

1.2.1. Generalidades de RMN

1.2.1.1. Teoŕıa básica

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es un fenómeno que se da en los sitemas magnéti-

cos que poseen momento magnético y momento angular de esṕın no nulos.
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Si se tiene un núcleo y se aplica un campo magnético estático
−→
B0, se genera una interacción

la cual se puede representar con el siguiente Hamiltoniano:

H = −−→µ ·
−→
B0 (1.1)

donde −→µ es el momento magnético del núcleo estudiado. El signo negativo indica que la enerǵıa

magnética es menor si −→µ es paralelo al campo
−→
B0.

Figura 1.7: Esquema de la orientación de un momento magnético asociado
a un esṕın 1/2 en presencia de un campo magnético externo.

Es decir que si se tiene un sistema de espines en equilibrio con un reservorio, al cual se

lo denomina la red, bajo la acción de un campo
−→
B0, el mismo adquiere una magnetización

−→
M0 alineada a lo largo de la dirección del campo externo de modo de minimizar su enerǵıa

magnética. [29]

Figura 1.8: Esquema del estado de equilibrio térmico en un sistema de espines
1/2.

El momento magnético del núcleo, es proporcional al momento angular de esṕın (
−→
I ) del

mismo:
−→µ = γ

−→
I (1.2)

donde la constante de proporcionalidad γ, es llamada constante giromagnética. Por lo tanto la

ecuación 1.1 puede reescribirse en términos de
−→
I de la siguiente manera:

H = −γ
−→
I ·
−→
B0 (1.3)
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Si se asume el campo
−→
B0 paralelo a la direccion ẑ del sistema de laboratorio, los autovalores

de este hamiltoniano serán múltiplos de los autovalores m del operador Iz (componente en z

del momento angular de esṕın total). Por lo tanto los niveles de enerǵıa permitidos para este

sistema son:

Em = −γ~B0m m = I, I − 1, ....,−I (1.4)

donde ~ es la constante de Plank reducida

Lo que se quiere, es ser capaz de detectar este conjunto de niveles de enerǵıa por algunas

formas de absorción espectral. Para ello, se debe introducir una interacción que pueda causar

transición entre niveles, por lo tanto, la interacción debe ser dependiente del tiempo y, para

que se satisfaga la conservación de la enerǵıa, debe tener una frecuencia angular ω tal que:

∆E = ~ω (1.5)

donde ∆E es la diferencia de enerǵıa entre las enerǵıas Zeeman inicial y final.

En un experimento t́ıpico de RMN se conduce enerǵıa hacia el sistema de espines en forma

de pulsos de radiofrecuencia (rf) en direcciones perpendiculares a
−→
B0 con el objeto de llevarlo

a un estado de no equilibrio con la red. De esta forma se inducen transiciones entre los niveles

Zeeman.

Si se asume que esta perturbación se aplica en la dirección x̂ del sistema de laboratorio, la

misma permite transiciones sólo entre los niveles m y m′ con m′ = m± 1. Por lo que se obtiene

lo siguiente:

∆E = −γ~B0m− (−γ~B0(m± 1)) (1.6)

Entonces de las ecuaciones 1.5 y 1.6, se tiene que la frecuencia de la perturbación debe ser:

ω = γB0 (1.7)

Esta frecuencia es conocida como “frecuencia de Larmor”. [30]

1.2.1.2. Absorción de enerǵıa y relajación esṕın red: sistema de dos niveles

Se considerará un sistema de espines 1/2 como es el caso de los espines nucleares de los áto-

mos de Hidrógeneo, los cuales se estudian en este trabajo. Las enerǵıas permitidas, considerando

la interacción con un campo magnético
−→
B0, están dadas por:

E = −γ~B0m m = 1/2,−1/2 (1.8)

por lo tanto se tiene un sistema de dos niveles como se muestra en la figura 1.9.

espacio
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Figura 1.9: Esquema de los niveles de enerǵıa generados por la interacción
de un sistema de espines 1/2 con un campo magnético de magnitud B0

Sean N+ y N− la cantidad de núcleos en el estado m = 1/2 y m = −1/2 respectivamente. La

cantidad total de núcleos N = N+ +N− se mantiene costante, pero la aplicación de un campo

alternante
−→
B1(t) produce transiciones entre los niveles. Teniendo esto se definen las siguientes

cantidades:

W↑ : probabilidad de transición por segundo del estado m=1/2 al m=-1/2 (1.9)

W↓ : probabilidad de transición por segundo del estado m=-1/2 al m=1/2 (1.10)

Si se aplicara la teoŕıa de perturbaciónes dependientes del tiempo se obtendŕıa que W↑ =

W↓. Pero hay que tener en cuenta que existe otro sistema, la red, el cual acepta y entrega

enerǵıa desde y hacia el sistema de núcleos respectivamente.

El cambio de población de los niveles se puede expresar mediante la siguiente ecuación

diferencial (se tratará particularmente el cambio de población del nivel m = −1/2)

dN+

dt
= N−W↓ −N+W↑ (1.11)

Si inicialmente el sistema esta en equilibrio se tiene que:

dN0
+

dt
= 0 = N0

−W↓ −N0
+W↑ (1.12)

donde el supraindice 0 indica población incial. Por lo tanto,

N0
−

N0
+

=
W↑
W↓

(1.13)

Utilizando principios básicos de mecánica estad́ıstica se puede describir la población de un

nivel de la siguiente forma:

ni =
e−Ei/KBT∑
i e
−Ei/KBT

(1.14)

donde Ei es la enerǵıa del nievel i-ésimo, KB es la constante de Boltzman y T es la temperatura.

Aśı, el cociente de poblaciónes iniciales puede escribirse de la siguiente forma:

N0
−

N0
+

= e−∆E/KBT = e−γ~B0/KBT =
W↑
W↓

(1.15)

Es posible observar como la existencia de la red influye en la distribución de las poblaciónes,

ya que sino se tendŕıa este cociente igual a 1. Por lo tanto, la tasa de transición de los núcleos
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depende de la probabilidad de que el reservorio esté en un estado que permita dicha transición.

En la figura 1.10 se ilustra el sistema completo:

Figura 1.10: Esquema de los niveles de enerǵıa generados por la interacción
de un sistema de espines 1/2 con un campo magnético de magnitud B0 y los
correspondientes a la interacción de la red con el mismo campo.

Ahora las probabilidades de transición por segundo W↑/↓ están condicionadas. Si el sistema

está equilibrio se puede escribir lo siguiente:

N−NbW−;b→+;a = N+NaW+;a→−;b (1.16)

Y, en este caso se puede afirmar que W−;b→+;a = W+;a→−;b. Por lo tanto la población relativa

del sistema de núcleos y la red es igual :

N−
N+

=
Na

Nb

(1.17)

Si se redefinen las cantidades W↑ y W↓ de la siguiente forma, la ecuación 1.11 sigue teniendo

la misma validés pero con estas nuevas cantidades:

W↑ = NaW+;a→−;b (1.18)

W↓ = NbW−;b→+;a (1.19)

Si se define la cantidad n = N+ −N− y, recordando que N = N+ +N− es la cantidad total

de nucleos del sistema, se puede escribir la población de cada nivel de la siguiente forma:

N− = (
N − n

2
) (1.20)

N+ = (
N + n

2
) (1.21)

Por lo tanto, utilizando estas expresiones y recordando que la población total del sistema

de nucleos se mantiene constante, la ecuación 1.11 queda de la siguiente manera:

dn

dt
= (W↓ +W↑)(N

W↓ −W↑
W↓ +W↑

− n) (1.22)
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Para expresar esto de una forma más amigable, se definen las siguientes cantidades impor-

tantes:

1

T1

= W↓ +W↑ (1.23)

donde T1 es un tiempo caracteŕıstico asociado a como el sistema se acerca al equilibrio térmico,

y se denomina tiempo de relajación esṕın-red, y:

n0 = N
W↓ −W↑
W↓ +W↑

(1.24)

donde n0 es la diferencia de poblaciónes en equilibrio.

Aśı la ecuación 1.22 queda de la siguiente forma:

dn

dt
=
n0 − n
T1

(1.25)

Resolviendo esto, se obtiene la siguiente expresión para n(t):

n(t) = n0 − n0e
−t/T1 (1.26)

El tiempo caracteŕıstico T1 está asociado a cambios de enerǵıa globales, ó equivalentemente

a variaciones en la población de los niveles. Clásicamente está vinculado con la variación de la

magnetización en la dirección paralela al campo aplicado, es decir en este caso, a Mz. [30]

1.2.1.3. Introdución del “sistema rotante”

Si se tiene una part́ıcula con momento magnético −→µ y momento angular
−→
I inmersa en un

campo megnético
−→
B0, el mismo le produce un torque que cambia su dirección, de forma tal que:

d
−→
I

dt
= −→µ ×

−→
B0 (1.27)

Luego, como −→µ = γ
−→
I , se obtiene lo siguiente:

d−→µ
dt

= −→µ × (γ
−→
B0) (1.28)

Se puede ver que para todo tiempo el cambio en −→µ es perpendicular a −→µ y a
−→
B0 y, de la

ecuación 1.1 se puede observar también, que el ángulo entre −→µ y
−→
B0 debe ser fijo para que se

conserve la enerǵıa. Por lo tanto −→µ se mueve alrededor de un eje paralelo al campo aplicado

con un ángulo fijo respecto al mismo, describiendo “un cono” alrededor de dicho eje. En la

figura 1.11 se ilustra esquemáticamente este fenómeno.

Este movimiento se denomina “precesión” y ocurre a la denominada frecuencia de Larmor,

cuyo módulo es w0 = |γ
−→
B0|.

espacio
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Figura 1.11: Esquema del movimiento de precesión que describe un momento
magnético en presencia de un campo externo.

Se quiere introducir un sistema en el que sea más facil y práctico describir el movimiento

de −→µ , al cual llamaremos sistema rotante ya que rota a una frecuencia −→w respecto al sistema

de laboratorio.

Se puede demostrar que el movimiento de −→µ en el sistema de laboratorio y en el sistema

rotante están relacionados de la siguiente manera [30].

d−→µ
dt

=
δµ

δt
+−→ω ×−→µ (1.29)

donde δ
δt

hace referencia variaciones temporales en el sistema rotante.

Utilizando la expresión encontrada en la ecuación 1.28 se puede reescribir esta ecuación de

la siguiente forma:

−→µ × (γ
−→
B0) =

δµ

δt
+ ω ×−→µ (1.30)

Por lo tanto, sólo despejando se puede encontrar una expresion para el movimiento de −→µ
en el sistema rotante

δ−→µ
δt

= −→µ × (γ
−→
B0 + ω) (1.31)

Se puede observar que el movimiento de −→µ en el sistema rotante obedece la misma ecuación

que en el sistema de laboratorio pero con un campo efectivo
−→
B eff =

−→
B0 + ω

γ

Entonces es posible ver que si la velocidad angular del sistema rotante toma el valor

ω = −γB0 (condición de resonancia), −→µ permanece quieto en este sistema y precesa con esta

velocidad en el sistema de laboratorio. Es importante destacar que esta frecuencia de precesión

es igual a la frecuencia de resonancia para la absorción de enerǵıa del sistema (ecuación 1.7).

[30]

1.2.1.4. Relajación y señal de inducción libre

En esta sección se analizará que pasa cuando se lleva al sistema de espines a un estado de

no equilibrio con la red. Para ello se aplican perturbaciónes durante cortos peŕıodos de tiempo
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(comparados con la duración del experimento), llamadas pulsos de radiofrecuencia.

Si se aplica un pulso descripto por un campo alterno de la siguiente forma:

−→
H 1(t) = B1cos(ωt)̂i, (1.32)

las ecuaciones de movimiento de −→µ en el sistema de laboratorio y en el sistema rotante, dadas

por las ecuaciones 1.28 y 1.31 respectivamente, quedan modificadas de la siguiente manera:

d−→µ
dt

= −→µ × γ(
−→
B0 +

−→
B1(t)) (1.33)

δ−→µ
δt

= −→µ × γ[(B0 − ω/γ)k̂ +B1î] (1.34)

Se puede ver que en el sistema rotante −→µ experimenta un campo efectivo
−→
B eff = (B0 −

ω/γ)k̂ + B1î, precesando en torno a este campo a una velocidad angular ω = γBeff . En la

figura 1.12 se esquematiza este este fenómeno.

Figura 1.12: Esquema de la precesión de un momento magnético alrededor
de un campo magnético de magnitud Beff

Si el sistema está en resonancia (ω = −γB0), se tiene que
−→
B eff =

−→
H 1. Aqúı se ve claramente

la importancia de definir el sistema rotante, debido a la simplicidad con la que puede describirse

el movimiento de −→µ en la condición de resonancia.

Si el sistema de espines está en equilibrio con el campo
−→
B0 y se aplica una perturbación

correspondiente a lo que se denomina un pulso de π/2, la margnetización queda perpendicular

a
−→
B0. Esto se logra combinando la amplitud y duración del pulso de forma tal que al sistema

se le entregue la enerǵıa necesaria para que esto ocurra.

Cuando la perturbación (
−→
B1) desaparece, para retornar al equilibrio térmico, el sistema

de espines necesita disipar este exceso de energia, lo que se describe como “relajación”. En

este proceso los espines interactúan entre ellos y con “la red”. Los resultados de esta evolución

pueden describirse por un conjunto de ecuaciones llamadas “Ecuaciones de Bloch”, las cuales

se muestran a continuación:
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dMz

dt
=
M0 +Mz

T1

+ γ(
−→
M ×

−→
B )z (1.35)

dMx

dt
= γ(
−→
M ×

−→
B )x −

Mx

T2

(1.36)

dMy

dt
= γ(
−→
M ×

−→
B )y −

My

T2

(1.37)

Resolviendo estas ecuaciones luego de la aplicación del pulso de radiofrecuencia, se puede

observar el siguiente comportamiento general:

El decaimiento de las componentes transversales (Mx y My), está caracterizado por la

constante de tiempo T2 denominada comunmente como “tiempo de relajación esṕın-esṕın”,

el cual está determinado por procesos de interacción entre espines aśı como por fluctuaciones

de la red. Resolviendo las ecuaciones de Bloch correspondientes se obtiene que la dependencia

temporal de la magnetización transversal M⊥ :

M⊥(t) = M0e
iw0te−t/T2 (1.38)

Debido al factor oscilante eiw0t, este proceso produce una fuerza electro-motriz, la cual es

detectada por la misma bobina encargada de generar los pulsos de radiofrecuencia. La señal

detectada se denomina “señal de RMN”, “señal de inducción libre” ó FID (por sus siglas en

inglés). En la figura 1.13 se esquematiza este proceso.

Figura 1.13: Esquema de la adquisición de la FID (señal de RMN) por medio
de la bobina generadora de los pulsos de rf.

La recuperación de la componente longitudinal ocurre con un tiempo caracteŕıstico T1, deno-

minado “tiempo de relajación esṕın-red” y está determinado por los mecanismos que involucran

una transferencia energética desde el sistema de espines a la red. Resolviendo la ecuación 1.35,

se obtiene la siguiente expresión para la evolución temporal de la componente longitudinal de

la magnetización:

Mz(t) = (Mz(0)−M0)e−t/T1 +M0 (1.39)
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donde M0 es es la magnetización de equilibrio y Mz(0) es la componente longitudinal de la

magnetización inmediatamente después de la aplicación del pulso de radiofrecuencia. [30]

Vale la pena destacar la equivalencia entre las ecuaciones 1.26 y 1.39.

1.2.2. Relaxometŕıa con ciclado rápido de campo magnético

1.2.2.1. Fundamentos

La relaxometŕıa con ciclado rápido de campo ó FFC NMR (por sus siglas en inglés) es una

técnica de Resonancia Magnética Nuclear que permite obtener tiempos de relajación de un

sistema de núcleos en función del campo magnético externo aplicado [32].

Si se mide la dependencia de T1 con el valor de campo, se obtiene la denominada “curva de

dispersión de la tasa de relajación esṕın-red”, la cual consiste en expresar la tasa de relajación

R1 = T1
−1 en función de la frecuencia de Larmor. Es importante aclarar que cuando durante

todo un experimento se trabaja sólo con un tipo de núcleo (Hidrógeno en nuestro caso), se

acostumbra expresar la magnitud de los campos magnéticos en términos de la “frecuencia de

Larmor”. Es decir que en vez de mencionar el valor de un dado campo magnético como su

magnitud acompañado de su unidad (Tesla, Gauss) en algún sistema de unidades, se menciona

la frecuencia de Larmor que tiene un núcleo en dicho valor de campo.

La importancia de obtener la curva de dispersión reside en el hecho de que bajo ciertas

aproximaciones, la inversa del tiempo de relajación esṕın-red (R1) se puede describir en términos

de funciones de la frecuencia de Larmor, conocidas como “Densidades Espectrales” [31].Estas

funciones son las transformadas de Fourier de las funciones de correlación de cada uno de los

procesos dinámicos del sistema. Por lo tanto una vez que se mide la curva de dispersión de un

sistema, se obtiene información de los procesos dinámicos que intervienen en la relajación del

mismo.

La técnica de ciclado de campo permite medir tiempos de relajación para campos magnéticos

externos t́ıpicamente en el rango desde pocos kHz hasta aproximadamente 40MHz. El ĺımite

inferior de este rango está determinado por la existencia de limitaciones dadas por los valores

de campos locales u otros campos externos que pudieran existir en el laboratotio y que no

estén compensados correctamente, los cuales pueden influir indeseadamente en la relajación.

Entonces es importante determinar el valor de los mismos para obtener el ĺımite inferior en el

rango de campo magnético externo a utilizar en cada experimento. Por limitaciones electrónicas

sólo es posible alcanzar como máximo, campos de 40MHz con esta técnica, siendo el rango

de 40 − 900MHz suplementado por mediciones de T1 con aparatos de RMN convencionales

a campo fijo y, el ĺımite de alta frecuencia (∼ 900MHz) está determinado por los campos

magnéticos alcanzados con imanes superconductores.
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1.2.2.2. Funcionamiento: secuencias

Las dos secuencias de campo ciclado que se usan comunmente para la medición de T1

son: La secuencia Pre - Polarizada (PP) y la secuencia No - Polarizada (NP). El principio de

funcionamiento y sus caracteŕısticas se describen a continuación.

Secuencia PP

Esta secuencia se utiliza para medir T1 a campos muy bajos (en general menores a 10MHz).

En la figura 1.14 se muestra un esquema de la misma:

Figura 1.14: Esquema de la secuencia pre-polarizada. Se muestra gráfica y cualitativamente los
distintos valores que toma el campo B0. Se puede ver que el campo Br se esquematiza con más de
una “linea” debido a que su valor vaŕıa durante el experimento. El pulso de radiofrecuencia se denota
con las letras PW , τ es el peŕıodo temporal en que la magnetización se encuentra bajo la acción del
campo Br, y el lapso de tiempo en que el campo B0 cambia de un valor a otro se denota con las
letras sw [33].

La muestra es polarizada en un campo magnético Bp, tan alto como técnicamente sea posible

donde se forma una magnetización de equilibrio proporcional al campo M0(Bp). El proceso de

relajación tiene lugar en un campo Br el cual es el que cambia su valor para poder medir

el perfil de dispersión y, el intervalo de tiempo que el sistema se encuentra sometido a este

campo, depende de las propiedades relaxométricas de la muestra. La magnetización inicial en

este campo Br se asume igual a la magnetización en el campo de polarización ya que se ignora

la relajación ocurrida durante el intervalo de cambio “sw”, por lo que se tiene Mz(0) = M0(Bp).

Luego, la misma empieza a relajar hacia la nueva magnetización de equilibrio proporcional al

campo de relajación M0(Br), y relajará (disminuirá en este caso) más, mientras mayor sea el

tiempo τ que se deje expuesta a este campo. Este tiempo τ es el que va cambiando en cada

secuencia a campo Br fijo para determinar un valor de T1. En este intervalo de tiempo, el valor

al que relaja la magnetización está dado por una de las soluciones de las ecuaciones de Bloch:

Mz(τ) = M0(Br) + [M0(Bp)−M0(Br)]e
−τ/T1 (1.40)

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, se aplica en

este caso un pulso de π/2 (también se pueden utilizar ecos de esṕın) para observar la FID.
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Finalmente toma lugar el proceso de repolarización de la muestra, antes de que comience el

ciclo nuevamente.

Secuencia NP

Cuando el valor del campo de relajación es próximo al valor de polarización, la evolución

de la magnetización toma lugar entre un valor inicial y final de campo muy cercanos, lo cual

incrementa el error de la medición. En estos casos es preferible utilizar la secuencia NP ya que

aumentar el valor del campo Bp no es una posibilidad debido a impedimentos electrónicos.

Por lo tanto esta secuencia se utiliza para medir T1 a valores de campo próximos al valor

de polarización, en este caso la magnetización crece desde un valor inicial proximo a cero. La

misma se esquematiza en la figura 1.15 [33]:

Figura 1.15: Esquema de la secuencia no-polarizada. Se muestra gráfica y cualitativamente los
distintos valores que toma el campo B0. Se puede ver que el campo Br se esquematiza con más de
una “linea” debido a que su valor vaŕıa durante el experimento. El pulso de radiofrecuencia se denota
con las letras PW , τ es el peŕıodo temporal en que la magnetización se encuentra bajo la acción del
campo Br, y el lapso de tiempo en que el campo B0 cambia de un valor a otro se denota con las
letras sw.

En esta secuencia se inicia el ciclo sin ningún campo de polarización B0(0) = 0, por lo

tanto la curva de relajación se construye a partir de un valor de magnetización cercano a cero

Mz(0) ∼ 0. Luego se enciende el campo de relajación y la magnetización empieza a crecer para

llegar al valor de equilibrio con este campo. La magnetización será más grande mientras mayor

sea el tiempo τ que se deje sometido el sistema a este campo. La evolución de la misma puede

entonces describirse con la siguiente ecuación:

Mz(τ) = M0(Br)(1− e−τ/T1) (1.41)

Luego la señal es detectada de la misma manera que en la seuencia PP.

Aclaraciones y especificaciones:

1. Todas las variaciones de campo se hacen cumpliendo la condición de adiabaticidad. Esto

quiere decir que el cambio debe realizarse en un peŕıodo de tiempo suficientemente corto
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como para que la magnetización no relaje al nuevo valor de campo pero a la vez, tiene que

ser lo suficientemente largo para que la magnetización permanezca en el eje ẑ ya que sino,

la magnetización podŕıa empezar a precesar alrededor de un campo efectivo formado por

Br y los campos locales.

2. El motivo por el cual Bp y Br tienen que tomar valores tan altos como técnicamente sea

posible se explica a continuación: en un experimento de RMN convencional, se sabe que

la relación señal ruido de la FID, tiende a disminuir para campos bajos. La dependencia

de la relación señal ruido “S/R” con la intensidad del campo magnético es casi cuadrática

[32], y, en consecuencia, la pérdida de señal es un factor limitante grave en la RMN a

campos bajos. La solución del problema con campo cilcado (FC) consiste en prepolarizar

la muestra en un campo mayor (Bp) para construir una magnetización más fuerte, luego

se permite evolucionar al sistema de espines en el campo bajo al que se desea trabajar y,

la detección de la señal de RMN después de la evolución se realiza en un tercer campo

(Bd) [33]. De esta manera la relación señal ruido modifica su dependencia, tornándose

proporcional a Bp y a B
1/2
d .

3. El motivo por el cual la detección de la señal se realiza a un determinado valor de campo

Bd fijo, es para evitar resintonizar el “probe” a cada valor de Br.
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Caṕıtulo 2

Métodos experimentales y de

procesamiento

2.1. Experimental

2.1.1. Preparación de la muestra

Se prepararon liposomas de SPC (Fosfatidilcolina de Soja) dopados con distintos detergentes

(Brij O20, tween80 y DOCNa) a distintas concentraciones molares (9 %, 20 % y 40 %) según

el caso, suspendidos en agua deuterada (D2O). Se procuró que el diámetro de los mismos no

supere los 100nm por la aplicabilidad deseada.

Todas las formulaciones de liposomas fueron preparadas por la autora de este trabajo, en

el Centro de Investigaciones en Qúımica Biológica de Córdoba (CIQUIBIC), de la facultad de

ciencias qúımicas, UNC, en la ciudad de Córdoba.

El motivo por el que el medio de suspensión es agua deuterada (D2O) y no agua (H2O)

es que se desea detectar la señal de RMN proveniente unicamente de los núcleos de hidrógeno

de los ĺıpidos y detergentes. Por lo que, si el medio de suspensión fuera agua, la señal que se

detectaŕıa seŕıa en mayor medida proveniente de los núcleos de hidrógeno del H2O, ya que

debido a la falta de resolución espectroscópica de la técnica de RMN a utilizar, no se podŕıa

discriminar la señal proveniente de cada tipo de hidrógeno.

Como la frecuencia de la perturbación aplicada en los experimentos a realizar es proporcional

a la constante giromagnética del hidrógeno, no se generan transiciones entre los niveles de

enerǵıa provenientes de la interacción del campo externo
−→
B0 con los restantes elementos que

componen la muestra ya sean deuterios, ox́ıgenos, fósforos, carbonos, etc. Es decir que lo que

ocurre es que se “invisibilizan” los núcleos de todos los elementos que no sean hidrógenos.

2.1.1.1. Cálculo de las masas de cada componente

La proporción de detergente respecto de la cantidad total de ĺıpido más detergente, se midió

en concentraciones molares, siempre manteniendo fija la masa total de ĺıpidos+detergente. Por

21
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lo tanto, conociendo la concentración molar que se desea y la masa molar o peso molecular de

cada uno de los componentes, se puede obtener la masa con la que hay que trabajar de cada

uno de los compuestos, para obtener la concentración deseada. A continuación se muestra la

forma de llegar a estos valores.

La concentración molar de detergente se define de la siguiente manera:

c =
Ndet

Nlip +Ndet

(2.1)

donde N indica cantidad de moles

Se tiene que para un compuesto

M = Nm (2.2)

donde, M es la masa total, y m la masa molar del compuesto.

Aśı la masa total (MT ) con la que se trabajará viene dada por :

MT = Ndetmdet +Nlipmlip (2.3)

Como se va a considerar MT fija, e igual a una cantidad conocida, los valores que faltan

averiguar son la cantidad de moles a utilizar de cada sustancia.

De la ecuación 2.1 se puede obtener la siguiente expresión:

Ndet =
c

1− c
Nlip (2.4)

Usando esto, es posile reescribir la masa total de la siguiente forma:

MT =

[
c

1− c
mdet +mlip

]
Nlip (2.5)

despejando Nlip de la acuación 2.5, se obtiene una expresión para la cantidad de moles de ĺıpidos

a utilizar:

Nlip =
MT[

mlip + c
1−cmdet

] (2.6)

Combinando las ecuaciones 2.4 y 2.6 se obtiene una expresión para la cantidad de moles de

detergente a utilizar:

Ndet =
cMT

(1− c)mlip + cmdet

(2.7)

Finalmente utilizando la ecuación 2.2 se obtiene la cantidad de masa de cada componente

que se necesita para preparar liposomas con una concentración molar c de detergente.

2.1.1.2. Pasos de la preparación

1. PESAJE
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Se utilizó una balanza digital con una apreciación de 0,0001g. El pesaje se realizó colo-

cando el material dentro de un tubo cónico de vidrio de peso conocido y se utilizó un

recipiente diferente para cada componente (ĺıpido y detergente). La masa total que se

utilizó en todos los eperimentos fue: MT = Mlip+Mdet
= 61,19mg

2. DISOLUCIÓN

Los ĺıpidos, se disolvieron en 2ml de cloroformo aproximadamente, mientras que el deter-

gente se disolvió en un 1ml de solvente que consta de 80 % cloroformo y 20 % metanol.

En el caso de estar trabajando con ĺıpidos y detergente, una vez que están disueltos, se

mezclan las dos soluciones en un mismo recipiente.

3. FORMACIÓN DEL “FILM”

Se secó el solvente con una corriente de Nitrógeno, mientras se maniobraba el recipiente

de tal forma de ayudar a que mientras se iba secando, los ĺıpidos o la mezcla de ĺıpidos

más detergente quedaran adheridos lo más uniformemente posible a las paredes del mismo

formando un film.

Una vez formado el film, se dejó el recipiente en vaćıo durante tres horas aproximadamente

para terminar de evaporar el solvente.

Todo el procedimiento descripto hasta ahora se realizó con el objetivo de favorecer la

hidratación cuando se agrega la solución acuosa ya que el ĺıpido es bastante insoluble

en agua. Por lo que, si se agregara directamente el bufer acuoso, el ĺıpido tendeŕıa a

excluirse del agua formando grandes agregados dif́ıciles de desarmar. Entonces con este

procedimiento se logra formar capas monomoleculares en las paredes del tubo cónico.

4. HIDRATACIÓN

La muestra se hidrató con 1,3ml de agua deuterada. Primero se agregaron 0,8ml y se agitó

la solución con un “agitador vortex” para ayudar a la hidratación. Luego se agregaron

los 0,5ml de D2O restantes y se volvió a agitar. Si al finalizar este procedimiento se

observaba que todav́ıa quedaban restos de film sin disolver, se introdućıa la muestra en

un baño térmico a 40◦C aproximadamente por unos minutos y se volv́ıa a agitar.

5. TRATAMIENTO TÉRMICO

Una vez realizada la hidratación se transpasó la muestra a un “eppendorf” y se lo sometió

a cinco ciclos térmicos de fŕıo-calor que consisten en introducir la muestra 5min en un

baño térmico a 313K e inmediatamente después ponerla en un recipiente con Nitrógeno

ĺıquido (77K) otros 5min. Este tratamiento favorece a que el agua pesada interactúe

mejor con los grupos polares de los fosfoĺıpidos. Lo que se obtiene en esta instancia es

una suspensión de liposomas multilamelares.
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Como la distribución de tamaños de estas veśıculas no es uniforme se realizó el siguiente

y último paso de la preparación.

6. EXTRUSIÓN

Este proceso consiste en pasar las veśıculas por membranas de policarbonato con poros de

100nm en este caso. De esta forma se obliga a las veśıculas a adoptar una forma esférica

con diámetro promedio definido por los poros de la membrana, implicando esto también

que las veśıculas dejen de ser multilamelares. El instrumento utilizado para realizar esta

tarea se denomina extrusor y consta básicamente de una estructura ciĺındrica de teflón

dentro de un recinto metálico que sostiene firmemente las mebranas porosas y, de cada

lado de la estructura se adosa una jeringa. Aśı se hizo pasar diez veces la muestra de una

jeringa a la otra atravesando la membrana porosa.

2.1.2. Determinación del tamaño de los liposomas

Para determinar los tamaños promedios de las veśıculas que se formaron una vez terminada

la preparación, se utilizó un equipo de dispersión dinámica de luz láser (Zetasizer Nano-Zs,

Malvern Instruments, UK), utilizando un ángulo de detección de 173◦ y provisto de un láser

de He-Ne operando a una longitud de onda de 633nm. Estas mediciones fueron realizadas en el

CIQUIBIC con la ayuda de la Dra. Laura Fanani.

La dispersión dinámica de luz ó DLS (por sus siglas en inglés), es una técnica que puede

ser usada para determinar el perfil de la distribución de tamaños de pequeñas part́ıculas en

suspención.

En términos generales, el equipo consta de una fuente de luz monocromática, espećıficamente

un laser, el cual atraviesa primero un polarizador y luego incide en la muestra. La luz dispersada

pasa a traves de un segundo polarizador donde es adquirida por un fotomultiplicador, el cual

proyecta un patrón sobre una pantalla. Todas las moléculas de la solución son alcanzadas por el

laser, las cuales refractan la luz en todas las direcciones. Se pueden dar procesos de interferencia

constructiva o destructiva, lo cual define un patrón caracteŕıstico. Una vez logrado esto, se repite

el procedimiento varias veces cada cortos intervalos de tiempo.

Para analizar los datos se utiliza un modelo basado en el uso de la función de autocorrelaión

y, como resultado, se obtiene la distribución de tamaños que tienen las veśıculas de la muestra.

Es necesario mencionar que las muestras deben tener una concentración inferior a las utili-

zadas para relaxometŕıa.

2.1.3. Perfiles de dispersión de la tasa de relajación esṕın-red

2.1.3.1. Descripción general y parámetros utilizados

Los perfiles de dispersión de la tasa de relajación esṕın-red, fueron medidos usando la técnica

de relaxometŕıa con ciclado rápido de campo, con un relaxómetro “Spinmaster FC2000/C/D”
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(Stelar; Mede, Italia) y usando un volumen de muestra de 1ml. En todos los casos se utilizó

un campo magnético de polarización de 15MHz, y un campo de adquisición de 14,19MHz

(expresados en frecuencia de Larmor para núcleos de hidrógeno). Los perfiles se midieron dentro

del rango de frecuencias de 30KHz a 15MHz (valores del campo de relajación), rango en el cual

se puede asegurar que las mediciones no están afectadas por la presencia de campos locales [10].

La cantidad de puntos que componen el perfil se fijó en 30 y, la medición del mismo demoró

entre 2hs y 5hs según la temperatura de la medición y, el porcentaje y tipo de detergente

adicionado. Una vez preparadas las muestras, el peŕıodo de tiempo en el que se la sometió a

todas las mediciones no fue nunca mayor a 10 d́ıas. Luego de este lapso no se puede garantizar

el estado de estabilidad de la muestra. La temperatura de la muestra fué controlada con una

variación de 1K aproximadamente, usando el control de temperatura del relaxómetro.

2.1.3.2. Breve descripción del equipo

Las partes principales de un equipo de FFC son: el imán, la fuente de alimentación de pulsos,

el sistema de refrigeración, la unidad de radiofrecuencia, la unidad de control de temperatura

de la muestra y el módulo de adquisición. En la figura 2.1 se muestra un esquema general de

un equipo de FFC [33]:

Figura 2.1: Esquema general de las partes de un equipo de FFC.

2.1.3.3. Medición genérica de un punto del perfil

Como ya se mencionó, un perfil de dispersión de la tasa de relajación es justamente un

gráfico del valor de R1 en función del campo magnético Br en el cual tiene lugar la relajación.

Por lo tanto, para la medición de un punto de esta curva lo que se hace es fijar un valor de

campo Br, y se repite el ciclo ya descripto pero variando el tiempo τ en el que la muestra

permanece en este campo. Este ciclo se realizó 16 veces por lo que se obtuvieron curvas con 16

puntos para la determinación de un valor de T1.

Secuencia NP: Esta secuencia se utilizó para la medición de los valores de R1 correspon-

dientes a campos magnéticos Br entre 10MHz y 15MHz. En este caso mientras mayor sea el
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tiempo τ que la muestra se encuentra sometida al campo de relajación, mayor será la magneti-

zación adquirida y más parecida al valor de saturación correspondiente a este valor de campo

Br. Por lo tanto se obtiene una curva de “recuperación de la magnetización”. T́ıpicamente luce

como en la figura 2.2:

Figura 2.2: Esquema cualitativo de la forma funcional de la magnetización
en función de tiempo utilizando una secuencia NP.

Secuencia PP: Esta secuencia se utiliza para la medición de los valores de R1 correspondien-

tes a campos magnéticos entre 30KHz y 10MHz. A diferencia de la secuencia NP, mientras

más larga sea la permanencia del sistema en el campo de relajación, más va a decrecer la

magnetización respecto a su valor alcanzado en el campo de polarización, pareciendose al valor

en equilibrio con el campo Br. En este caso se obtienen gráficos como el de la figura 2.3, que

ilustran la pérdida de magnetización.

Figura 2.3: Esquema cualitativo de la forma funcional de la magnetización
en función de tiempo utilizando una secuencia PP.

El valor de cada T1 se obtuvo ajustando por cuadrados mı́nimos cada curva de crecimien-

to/disminución de la magnetización según sea el caso. Los procesos de relajación resultaron

ser todos monoexponenciales y, las funciones de ajustes utilizadas según la secuencia aplicada,

fueron las dadas por las ecuaciones 1.40 y 1.41 en el marco teórico.

La detección de la señal consistió en medir la FID luego de un pulso de 90◦ de duración de

6,5µs. Se adquirió la integral bajo un sector muy pequeño de la FID cercano al punto máximo
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de la misma, de modo de aprovechar el mayor valor de señal y, al mismo tiempo, no lidiar con

posibles imperfecciones de los primeros puntos de la misma.

Para mejorar la relación señal-ruido, se repitió la medicion de la señal una determinada

cantidad de veces. Cada una de estas repeticiones se denomina scan. La cantidad de scans se

fija antes de empezar a medir un perfil de dispersión y se mantiene fijo durante toda la medición,

siendo su valor t́ıpico en este caso, ocho scans.

2.2. Modelo Teórico

Si bien la técnica de relaxometŕıa con ciclado rápido de campo no presenta resolucion espec-

troscópica como otras técnicas de RMN, la misma no es invasiva y permite estudiar procesos

dinámicos lentos como lo es la dinámica colectiva de la membrana. Esta técnica tiene la ventaja

de ser sensible a procesos en un amplio rango de escalas de tiempo (10−3s a 10−9s) y ha sido

aplicada exitosamente para estudiar la dinámica molecular en gran cantidad de materiales [9],

[32], [10], [11].

El estudio mediante FFC implica el desarrollo de un modelo para interpretar la dispersión

de la tasa de relajación esṕın-red. En esta sección se describirá el modelo utilizado en este

trabajo.

2.2.1. Densidades espectrales

El modelo con el que se trabajó, está descripto en función de las densidades espectrales

asociadas a cada proceso dinámico interviniente en la relajación esṕın-red. En este apartado,

se introducen y describen brevemente lo que son las densidades espectrales en general y que

información brindan.

Se considera un sistema de espines nucleares interactuantes bajo la acción de un campo
−→
B0. Se denominan campos locales a los campos magnéticos producidos por el entorno de cada

núcleo ya que cada molécula está llena de part́ıculas magnéticas: los electrones y los otros

núcleos también son fuentes de campo magnético. Estos campos son pequeños en comparación

con el campo externo aplicado y fluctúan rápidamente por el movimiento térmico. Por lo tanto,

cada esṕın nuclear considerado precesa alrededor de un campo magnético levemente distinto en

magnitud y dirección que vaŕıa temporalmente, el cual es la suma del campo externo aplicado y

el campo local dado por el entorno. Estos movimientos desarman la isotroṕıa y llevan al sistema

a una orientación tal que la enerǵıa magnética se minimice. Consecuentemente se llega a un

estado estable anisotrópico denominado equilibrio térmico. Este mecanismo mediante el cual se

alcanza un nuevo estado de equilibrio es lo que se conoce como relajación.

La dependencia temporal del campo perturbativo está fuertemente vinculado con la dinámi-

ca de las moleculas en las cuales se encuentran los espines nucleares estudiados.

Para un tratamiento desde un punto de vista más teórico y cuantitativo [29] de cómo una
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perturbación afecta el sistema de espines, se define la función de autocorrelación Gmk(τ), la

cual brinda información de cómo la perturbación en cierto tiempo se correlaciona con su valor

un tiempo τ después y, aporta una estimación de cuan rápido fluctúa el campo perturbativo.

Gmk(τ) = 〈m|H1(t− τ) |k〉 〈k|H1(t) |m〉 (2.8)

donde H1(t) es el hamiltontoniano de la perturbación y, k y m son estados de enerǵıa en los

que se puede encontrar el sistema, en este caso m, k = ±1/2.

Por simplicidad se considerará que el campo perturbativo se encuentra en la dirección x̂,

por lo que se puede reescribir la ecuación 2.8 de la siguiente manera:

G(τ) = 〈Bx(t− τ)〉 〈Bx(t)〉 (2.9)

Para analizar la forma funcional de G(τ) se plantea que:

Si el intervalo τ es pequeño comparado con la escala temporal de las fluctuaciones, los

valores del campo en los “dos tiempos” van a ser similares, por lo que Bx(t)Bx(t + τ) ≈
〈B2

x(t)〉.

Si el intervalo τ es largo comparado con la escala de tiempo de las fluctuaciones, entonces

el sistema pierde su “memoria” y no hay ninguna relación consistente entre los valores de

la función separados por este tiempo τ . Por lo tanto en este caso Bx(t)Bx(t+ τ) ≈ 0.

Entonces la función autocorrelación tiende a su valor máximo mientras más chico sea el

valor de τ y tiende a cero para valores de τ grandes, como se ilustra en la figura 2.4

Figura 2.4: Esquema cualitativo de la forma funcional de la función de au-
tocorrelación

Para poder trabajar en el espectro de enerǵıas, se intoduce la función Densidad espec-

tral J(w), la cual se define como el doble de la Transformada de Fourier de la función de

autocorrelación:

J(w) = 2

∫ ∞
0

G(τ)e−iwτdτ (2.10)

Siguiendo un procedimiento semicualitativo [29] se puede llegar a las siguientes expresiones

para las probabilidades de transición del sistema de estudio (sistema de dos niveles) como
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funciones de la densidad espectral J(w) entre otros parámetros, donde se tuvo en cuenta la

entrega y absorción de enerǵıa de la red.

W↓ = W (1− 1

2
B) (2.11)

W↑ = W (1 +
1

2
B) (2.12)

donde W = 1
2
γ2 〈B2

x〉 J(w0) y, B = ~γB0

KBT

Se puede ver que las probabilidades de transición son ambas proporcionales a la densidad

espectral del campo fluctuante a la frecuencia de Larmor w0.

Estas ecuaciones son equivalentes a las ecuaciones 1.18 y 1.19, descriptas en la sección

1.2.1.2. Reescribiendo la ecuación 1.23 con estas nuevas expresiones para W↓ y W↑ se obtiene:

1

T1

= W↓ +W↑ = 2W = γ2 〈B2
x〉 J(w0) (2.13)

Se observa que mientras más grande sea el valor de J en w0, más grande será la tasa de

relajación R1 = 1
T1

, por lo que el tiempo de relajación T1 será más corto, lo que implica que el

proceso de relajación será más rápido o “eficiente”.

Bajo ciertas condiciones se puede asumir que la función de autocorrelación cumple con la

siguiente expresión:

G(τ) = 〈(B2
x)〉 e−‖τ‖/τc (2.14)

donde τc se denomina tiempo de correlación de las fluctuaciones, y, cualitativamente, indica

cuanto tiempo tarda el campo aleatorio en cambiar de signo. El tiempo de correlación depende

de parámetros f́ısicos como la temperatura. En general este tiempo decrece si se calienta la

muestra, ya que al incrementar la temperatura, los movimientos moleculares se agilizan. Pasa

lo contrario si la muestra se enfŕıa.

Por lo tanto si la función G(τ) toma la forma dada en la ec. 2.14, se obtiene la siguiente

expresión para la densidad espectral:

J(w) = 2 〈B2
x〉

τc
1 + w2τ 2

c

(2.15)

Bajo estas hipótesis ecuación 2.13 toma la siguiente forma:

1

T1

= γ2 〈B2
x〉

τc
1 + (w0 + τc)2

(2.16)

en donde se observa una dependecia expĺıcita particular entre el tiempo de relajación esṕın-

red y campo magnético externo aplicado
−→
B 0 a través de w0.
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2.2.2. Descripción del modelo utilizado

En trabajos previos [9], [10], [11], [12], se ha descripto y validado con éxito un modelo para

interpretar la dispersión de la tasa de relajación esṕın red de protones obtenida con la técni-

ca de Relaxometŕıa con ciclado rápido de campo, para liposomas unilamelares de diferentes

tamaños (100nm -200nm) a diversas temperaturas y compuestos por uno (ĺıpidos) y dos com-

ponetes (ĺıpido más colesterol o detergente), en la fase ĺıquido cristalina desordenada. Además

de proporcionar información sobre la dinámica de los ĺıpidos de la membrana de los liposomas,

el modelo permite inferir sobre las propiedades viscoelásticas de la misma por medio de la

constante elástica κ que es uno de los parámetros f́ısicos involucrados en el modelo.

En este modelo, la tasa de relajación esṕın-red, R1, puede describirse como:

R1 =
1

T1

= AFOJFO(w) + ADJD(w) + ARJR(w) + AMR (2.17)

donde T1 es el tiempo de relajación esṕın-red, JFO(w), JD(w) y JR(w) son las densida-

des espectrales correspondientes a los procesos dinámicos “FO”, “D” y “R”, respectivamente,

considerados en el modelo y, w = 2πν0 es la frecuencia de Larmor.

Espećıficamente, “FO” corresponde al proceso denominado “Fluctuaciones de Orden”, es

decir, fluctuaciones en la dirección del vector normal a la membrana, el mismo, indica un

promedio del orden orientacional local de los ĺıpidos. Este proceso es debido a movimientos

colectivos de los ĺıpidos, los cuales generan fluctuaciones de la forma de la veśıcula. En la

figura 2.5 se muestra cualitaivamente este proceso.

En cuanto a “D” y “R” corresponden a la difusión en una superficie curva y rotación

de los ĺıpidos en la membrana del liposoma, respectivamente. En la figura 2.5 se muestran

cualitaivamente estos procesos.

Figura 2.5: Esquema cualitativo de los distintos procesos dinámicos que ex-
perimentan los ĺıpidos en la membrana de un liposoma.

Los factores Aj son las amplitudes correspondiente a cada proceso y están definidas como:

Aj =
9

8rj6
γ4~2

( µ
4π

)2

con j = FO,D,R (2.18)
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donde rj es la distancia efectiva entre núcleos de hidrógeno relevante para cada proceso

dinámico.

AMR es una constante que corresponde a movimientos rápidos, los cuales no son dispersi-

vos en el rango de frecuencias consideradas y, w, es la frecuencia de Larmor para protones,

la cual explicita la dependecia con el campo magnético.

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

modelo de Vilfan [39]:

JFO(w) =
KBT

2πκ

lmax∑
l=2

l(l + 1)(2l + 1)

(l2 + l − 2)(l2 + l + σ)

τl
(1 + w2τ 2

l )
(2.19)

donde la sumatoria corre sobre las contribuciones de cada uno de los modos hidrodinámi-

cos, caracterizados por el ı́ndice l, estando su máximo valor determinado por las dimen-

siones moleculares (lmax ∼ πR0/a, donde a es la distancia promedio entre moléculas y R0

el radio de la veśıcula). T es la temperatura, κ es la constante elástica de flexión, σ es la

tensión lateral efectiva, KB es la constante de Boltzman y, τl está dado por la siguiente

expresión:

τl =
ηR3

0

κ

(2l + 1)(2l2 + 2l − 1)

l(l + 1)(l + 2)(l − 1)(l2 + l + σ)
(2.20)

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

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 veśıculas, se reduce a

una función Lorentziana [38]:

JD(w) =
1

5

[
τD

1 + (wτD)2
+ 4

τD
1 + (2wτD)2

]
(2.21)

donde τD es el tiempo de correlación caracteŕıstico asociado al proceso de difusión y está

dado por:

τD =

[
6D

R2
0

+
3KBT

4πηR3
0

]−1

(2.22)

siendo D la constante de difusión.

Por último, la densidad espectral correspondiente a las rotaciones moleculares está dado

por una función Lorentziana:

JR(w) =

[
τR

1 + (wτR)2
+ 4

τR
1 + (2wτR)2

]
(2.23)

donde τR es el tiempo de correlación caracteŕıstico asociado al proceso de rotación.

En el modelo dado por la ecuación 2.17, la tasa de relajación total puede escribirse como
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una sumatoria de los aportes de los tres procesos dinámicos considerados dado que se puede

demostrar que las correlaciones cruzadas son despreciables [10].

Para el caso de liposomas compuestos por ĺıpidos y detergente, se utilizó el tratamiento

llamado “análisis de una sola población” definido para membranas con dos componentes ([12]).

Este análisis consiste en aplicar el modelo dado por la ecuación 2.17 bajo la suposición de

que la membrana se encuentra en la fase ĺıquido cristalina desordenada aún con la presencia

de detergente tal que los parámetros f́ısicos relevantes, para los cuales se utilizaron valores

de la literatura obtenidos con diversas técnicas, proporcionan valores promedios sobre toda la

población de ĺıpidos modulados de acuerdo al contenido de detergente.

2.3. Procesamiento de los perfiles de dispersión de la

tasa de relajación: Programa de ajuste

Para poder ajustar las curvas medidas con el modelo descripto en el sección anterior, se

utilizó una métodoloǵıa de ajustes automáticos a traves de un programa escrito en FORTRAN,

el cual se encarga de la búsqueda de una curva de ajuste óptima, es decir, que mejor describa

la curva experimental. En esta sección se muestran los criterios básicos en los que se basa el

programa y se describe brevemente el procedimiento de ajuste.

Se puede observar que en el modelo dado por la ecuación 2.17, aparecen tres parámetros

f́ısicos relevantes (κ, τD, τR), tres amplitudes (AFO, AD, AR) y una constante (AMR), por lo

que, se tiene siete parámetros a determinar al momento de encontrar la curva de ajuste óptima.

No se puede utilizar un ajuste convencional por cuadrados mı́nimos con 7 parámetros de

ajuste libres, ya que la curva óptima que se obtendŕıa podŕıa no tener sentido f́ısico, sumado al

hecho de que esto no serviŕıa como una validación del modelo.

2.3.1. Método de parámetros iniciales aleatorios y minimización de

PROM

En cuanto a los parámetros del modelo, a la hora de ajustar la curva, no pueden adoptar

un valor libremente sino que se mueven en un rango pre-fijado, el cual está determinado según

otros trabajos cuyas mediciones han sido llevadas a cabo con diversas técnicas experimentales.

Aśı se genera un hiperespacio de posibles soluciones de 7 dimensiones.

El programa no se basa en inicializar los parámetros y luego desarrollar un método de

convergencia a partir de los mismos (se intentó algo similar pero no dió resultado), sino que

se toman aleatoriamente conjuntos de 7 parámetros dentro del hiperespacio establecido y se

verifica que el ajuste cumpla ciertas restricciones previamente establecidas.
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2.3.1.1. Primera restricción

La primera restricción a la que se somete el conjunto inicial de parámetros elegidos aleato-

riamente es la siguiente:

‖Rexp
1i −Rmod

1i ‖
Rexp

1i

≤ ∆ i = 1, ..., Ndatos (2.24)

donde Rexp
1i y Rmod

1i representan los valores experimentales y modelados de R1 a la frecuencia

w0i respectivamente, Ndatos es la cantidad total de datos de la curva (en general 30) y, ∆ es un

número (en general entre 0, 1 y 0, 25) que funciona como una cota y se calcula para cada curva

experimental. ∆ se obtiene de calcular una cantidad llamada dif max definida como el valor

máximo del módulo de la diferencia entre promei y Rexp
i1 dividido promei, como se muestra en

la ecuación 2.25

dif max = max val

(
‖promei −Rexp

1i ‖
promei

)
i = 1, ..., Ndatos (2.25)

donde promei es el promedio entre Rexp
1i−1 y Rexp

1i+1, como se describe en la ecuación 2.26

promei = (Rexp
1i−1 +Rexp

1i+1)/2 i = 2, ..., Ndatos − 1 (2.26)

y, prome1 = Rexp
11 y promeNdatos

= Rexp
1Ndatos

De esta manera, el cálculo de dif max brinda 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 toma ∆ igual a tres veces el valor de dif max, y luego se prueba si es posible

disminuir la cota de esta restricción, tanto como la curva experimental lo permita.

Aśı, inicialmente el programa calcula el valor de ∆ utilizando las ecuaciones 2.25 y 2.26, luego

elije aleatoriamente un conjunto de siete parámetros (dentro del rango permitido) y, calcula

Rmod
1i para todos los valores de frecuencia medidos. Posteriormente utiliza la restricción 2.24

para saber si toma este conjunto de parámetros o los descarta. Si los parámetros no cumplen

la restricción, se eligen aleatoriamente 7 parámetros nuevos y se vuelve a calcular todo, pero si

cumplen la restricción, estos parámetros pasan a “ser evaluados” por la segunda restricción.

2.3.1.2. Segunda restricción

Una vez que el programa encuentra un conjunto de parámtros que cumple con la primera

restricción dada por la ecuación 2.24, se procede a utilizar el criterio de optimización, el cual

también es un criterio de restricción para los parámetros. El mismo está dado por la siguiente

expresión:

PROM =
1

Ndatos

Ndatos∑
i=1

‖Rexp
1i −Rmod

1i ‖
Rexp

1i

≤ qpmax (2.27)
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La cota qpmax, se calcula para cada curva experimental y está dada como mı́nimo por el

valor de dif max o un valor mayor (en general entre 0.04 y 0.1) en el 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 primera restricción de la ecuación 2.24, que se cumpla la ecuación

2.27. Si no se cumple, el programa debe seguir buscando otro conjunto de parámetros y repetir

nuevamente todo el proceso descripto.

Finalmente si el conjunto de parámetros tomados aleatoriamente cumple con las restricciones

de las ecuaciones 2.24 y 2.27, el programa calcula la curva de ajuste.

Esta métodoloǵıa 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 de la ec. 2.24, se están

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

puntos que se encuentran muy alejados de la tendencia de la curva.

Por lo que lo que se utiliza es un método semiautomático que se describe a continuación:

1. Eliminación manual de puntos experimentales que se van de la tendencia general de la

curva.

2. Elección aleatoria del conjunto de siete parámetros dentro del hiperespacio establecido

por la literatura bajo las restricciones dadas por las ecuaciónes 2.24 y 2.27, sin considerar

los puntos eliminados en el paso 1.

3. Cálculo de la función de ajuste.

4. Segunda eliminación de puntos según la siguiente restricción:

‖(Rexp
1i ± σ

exp
i −Rmod

1i ‖ ≤ PROM ×Rmod
1i = σiajuste i = 1, ..., Ndatos (2.28)

Se puede observar que σiajuste es el error asignado a los puntos calculados Rmod
1i de la

curva de ajuste. Por lo tanto que los datos experimentales cumplan esta condición se

lo interpreta como que son “ajustados” por la función propuesta ya que se encuentran

dentro de la banda de error del ajuste.

5. Se repiten los pasos 2 y 3, ahora sin considerar los puntos eliminados en el punto 4 y, en

caso de ser necesario, se repite el paso 4 nuevamente.

En el trabajo citado en la referencia [9] se explica con mayor detalle el desarrollo y funcio-

namiento de este método.

2.3.2. Criterios utilizados

2.3.2.1. Rangos

Como se mencionó en el apartado 2.3.1, los 7 parámetros de ajuste se mueven dentro de un

rango pre-fijado por la literatura, los cuales se listan en la tabla 2.1. [9]
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Parámetros  ĺımite inferior ĺımite superior

κ[J] 1,0∗10−20 1,5∗10−19

τD[s] 1,0∗10−6 5,0∗10−4

τR[s] 1,0∗10−10 1,0∗10−7

AD[s−2] 1,6∗107 9,9∗109

AOF [s−2] 1,6∗107 9,9∗109

AR[s−2] 1,6∗107 9,9∗109

Tabla 2.1: Resumen de los intervalos más probables para cada parámetro f́ısco en la fase liqui-
docristalina desordenada.

Las soluciones que el programa encuentra, no siempre son f́ısicamente aceptables. Por este

motivo, hay que tener presentes ciertos criterios para tomar o descartar una solución. Uno

de los criterios fundamentales fué, que el valor que adquiere cada una de las amplitudes en

los diferentes ajustes, no se diferencien en más de un 20 %. Lo que fundamenta este criterio

es que en la ecuación 2.18 se puede observar que las amplitudes dependen de la distancia

efectiva rj entre nucleos de hidrógeno relevantes para cada proceso dinámico, ya sean distancias

intermoleculares como lo es en el caso de la difusión ó, distancias intramoleculares como es el

caso de las fluctuaciones de orden. Por lo tanto si las amplitudes vaŕıan considerablemente

respecto de una concentración o temperatura previa, implica que estos radios también lo están

haciendo y eso no es f́ısicamente posible (por la forma funcional de las amplitudes, si una de

ellas vaŕıa por ejemplo, en un 100 %, implica que el valor del radio correspondiente, varió en

un 35 %).

Por lo tanto, luego de usar el rango mostrado en la tabla 2.1 para los ajustes de todos los

perfiles obtenidos y verificar que los parámetros cumplen las tendencias esperadas en general, es

decir que se encuentran soluciones en las que la constante elástica κ y los tiempos τD y τR tienden

a disminuir tanto con el aumento de la temperatura como con el aumento de la concentración

de detergente, se procedió a adaptar estos rangos para cada ajuste según los criterios que se

detallan a continuación, con el objetivo de ayudar a la convergencia del programa a una solución

en la que todos los parámetros posean valores f́ısicamente aceptables.

Entonces, se fue modificando el rango de los parámetros progresivamente, a medida que la

temperatura o la concentración de detergente aumentaban. Es decir que el rango de cada uno de

los parámetros con el que se ajustó un cierto perfil a una dada temperatura y concentración de

detergente, se acotó por los valores obtenidos para un perfil a la temperatura anterior (cota1 )

ó a la misma temperatura y concentración de detergente anterior (cota2 ). Los criterios para

modificar los rangos se detallan a continuación:

1. El rango de los parámetros κ, τD, y τR se acotó superiormente por el mı́nimo de los valores

de cada parámetro entre las cota1 y cota2.

2. El rango de las amplitudes AD, AOF y AR se tomó como el valor dado para cada amplitud

a la temperatura anterior más el 20 % como ĺımite superior y menos el 20 % como ĺımite
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inferior.

3. En cuanto a la constante de movimientos rápidos AMR, el ĺımite superior se tomó como

el valor de R1 a 15MHz, y el ĺımite inferior como este valor menos 4 unidades.

Estas restricciones se aplicaron para todas las mediciones salvo para las correspondientes a

291K, con las que se tuvieron los siguietes criterios:

1. SPC: Se utilizó el rango más amplio posible, es decir el mostrado en la tabla 2.1

2. SPC + 9 %mol de BrijO20, SPC + 20 %mol de tween80 y SPC + 20 %mol de SDC: se

acotó sólo el valor de κ por el correspondiente a SPC a la misma temperatura, el resto

de los parámetros con los rangos dados por la tabla 2.1.

2.3.2.2. Determinación del valor de las restricciones

Una vez que se tiene determinado el rango para los parámetros, se ejecuta el programa de

ajuste con valores relativamente grandes de las cotas requeridas por las restricciones explicadas

en las subsecciones 2.3.1.1 y 2.3.1.2. Una vez que el programa converge, es decir que encuentra

un conjunto de parámetros que cumplen las restricciones impuestras (solución), se procede

a “ajustar” estas restricciones es decir disminuir los valores de las cotas ∆ y qpmax. Estos

valores se siguen disminuyendo hasta que el programa deja de converger en un lapso de tiempo

razonable.

De esta manera se obtienen curvas de ajuste con los valores de las cotas de las restricciones

optimizadas y cuyos parámetros de ajuste cumplen las tendencias esperadas.

2.3.3. Errores

Los errores fueron determinados mediante el análisis de la sensibilidad de la curva mode-

lada 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.



Caṕıtulo 3

Resultados y Análisis de datos

Con el objetivo de seguir expandiendo el modelo presentado en el caṕıtulo dos, se realizaron

distintos tipos de experimentos, los cuales se detallan en este caṕıtulo.

Todas las mediciones mostradas fueron realizadas por la autora de este trabajo, en el La-

boratorio de Relaxometŕıa y Técnicas Especiales (LaRTE) de FaMAF, UNC, Córdoba y en el

Centro de Investigaciones en Qúımica Biológica de Córdoba (CIQUIBIC), de la facultad de

ciencias qúımicas, UNC, Córdoba.

3.1. Sensibilidad de la dispersión de R1 a las diferentes

instancias de la preparación de liposomas

Se realizó este estudio para verificar si cada instancia de la preparación de la muestra de

liposomas teńıa el efecto deseado y si la técnica utilizada pod́ıa detectarlo a través de mostrar

cambios en la dispersión de R1.

La composición de la muestra utilizada para este experimento fué unicamentea base de SPC.

En términos generales, lo que se midió fue un perfil de dispersión de la tasa de relajación

esṕın-red luego de cada proceso relevante en la preparación de liposomas, espećıficamente luego

de la hidratación, luego de los ciclos térmicos, y por último, una vez terminada la extrusión

(muestra final).

Todos los perfiles que se muestran en esta sección se comparan con un perfil de dispersión

obtenido previamente correspondiente a una muestra que posee la misma composición pero con

el proceso de preparación finalizado. Los perfiles poseen 15 puntos en vez de 30 para ahorrar

tiempo de medición, pero esto no es relevante ya que las curvas obtenidas no van a ser ajustadas

sino que sólo se desea analizar su comportamiento.

3.1.1. Post-Hidratación

Una vez formado el film, se procedió a la hidratación de la muestra, siguiendo el protocolo

descripto en la sección 2.1.1. Luego, se separó una pequeña proporción de la muestra para

37
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realizar un experimento de DLS y, lo restante se utilizó para la medición del perfil de dispersión.

El perfil de dispersión obtenido, se ilustra en la figura 3.1.

Figura 3.1: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC (•) y para una suspensión de SPC luego
de la hidratación (N).

Se puede observar una gran diferencia entre los dos perfiles ya que para ν0 = 15MHz los

valores de R1 de ambas muestras ilustradas son indistinguibles y es aproximadamente R1 ∼
7s−1, pero para ν0 = 30KHz la muestra con la preparación completa posee un valor de R1

mayor a 100s−1, mientras que el valor de R1 de la muestra que sólo está hidratada, es inferior

a 30s−1. Por lo tanto se puede ver que comparativamente, este último perfil es mucho menos

dispersivo.

3.1.2. Post-Ciclos térmicos

Una vez terminada la medición anterior se procedió a realizarle a la muestra el tratamiento

térmico. El perfil de dispersión obtenido luego de este proceso, se ilustra en la figura 3.2.

Si se comparan las figuras 3.1 y 3.2 se puede observar que el perfil no cambió considerable-

mente respecto al paso de preparación anterior, es decir, presenta caracteŕısticas mucho menos

dispersivas que el correspondiente perfil de la muestra con preparación completa.

espacio

espacio

espacio

espacio

espacio
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Figura 3.2: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC (•) y para una suspensión de SPC luego
de el tratamiento térmico (�).

3.1.3. Post-Extrusión

Por último, luego de los ciclos térmicos se sometió la muestra al proceso de extrusión.

Este paso se realizó para verificar si se pod́ıa reproducir un perfil t́ıpico de liposomas de SPC

(muestra con preparación completa). Ambos perfiles (suspensión de SPC luego de la extrusión

y liposomas de SPC) se ilustran en la figura 3.3.

Las curvas no son 100 % indistinguibles, pero como lo que se desea observar son las propieda-

des dispersivas de la misma, se podŕıa decir que ambas curvas poseen las mismas caracteŕısticas

a tal fin. La discrepancia observada se puede deber tal vez a diferencias en la temperatura del

experimento no reportadas.

La medición de este último perfil demuestra la importancia de realizar todos y cada uno

de los pasos de preparación descriptos en la sección 2.1.1 en orden de obtener un perfil con

las caracteŕısticas del graficado en la figura 3.3 y similares a las obtenidas para liposomas en

trabajos previos [10] [11].
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40 CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE DATOS

Figura 3.3: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC (•) y para una suspensión de SPC luego
de la extrusión (�).

3.1.4. DLS

Para completar este análisis de la preparación, se sometió a las muestras correspondientes a

las instancias previa y posterior a la extrusión, a un estudio de dispersión dinámica de luz para

observar la influencia que posee este proceso en la distribución de tamaños de las veśıculas.

Los resultados se muestran en las figuras 3.4 y 3.5 donde se pueden observar la distribución de

diámetros de las veśıculas según la cantidad (“número”) que posean un determinado diámetro,

correspondientes a antes y después de la extrusión, respectivamente.

En la figura 3.4 se puede observar que antes de realizar la extrusión se tienen veśıculas de

tamaños de 800nm, 900nm y 1000nm aproximadamente, mientras que una vez realizado este

proceso (diámetro de poro del filtro = 100nm), lo que se obtiene son veśıculas de diámetros

mucho más pequeños (∼ 30− 40nm y ∼ 80− 90nm).

Este último análisis destaca la importancia del proceso de extrusión para eliminar grandes

agregados.
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Figura 3.4: Distribución de diámetros de las veśıculas según la cantidad que
posee un determinado diámetro, antes de la extrusión

Figura 3.5: Distribución de diámetros de las veśıculas según la cantidad que
posee un determinado diámetro, luego de la extrusión, usando una membrana
de tamaño de poro de 100nm de diámetro.

3.2. Liposomas flexibles: liposomas con detergente

Como el objetivo del trabajo es continuar con la validación del modelo (ecuación 2.17) para

el caso de liposomas flexibles, fue necesario buscar trabajos en los que se realicen experimentos

con estos tipos de liposomas y, cuantifiquen los diferentes parámetros f́ısicos involucrados en

el modelo, entre ellos, la constante elástica “κ”, para poder comparar cuantitativamente los
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resultados obtenidos.

Para el caso de κ sólo se encontró un trabajo que cumpla estas carácteristicas: [7]. En el

mismo se afirma que para liposomas con una concentración molar de un 20 % del detergente

no iónico BrijO20, la constante elástica de flexión κ disminuye en un 80 % respecto a su valor

para liposomas sin detergente, decreciendo linealmente hasta alcanzar este valor máximo de

flexibilidad. Es decir que a partir de una concentración de un 20 % molar, por más que se

aumente la concentración de detergente (hasta 50 %mol), la constante elástica no vaŕıa.

Aśı, con la intención de validar el modelo para estos liposomas super flexibles, el ĺıpido

utilizado en el trabajo de referencia [7] fue el mismo que se empleó en todos los experimentos

realizados (SPC de Lipoid), aśı como el detergente “BrijO20” en alguno de ellos. La elección

de este detergente por parte de los autores previamente mencionados, resultó sorprendente

debido a que no se encuentra entre los detergentes “mas populares” para flexibilizar membranas

reportados por la bibliograf́ıa [40]. Asimismo, resultó de interés usarlo en los experimentos

realizados debido a que se trataba de un detergente no iónico y, experimentos previos realizados

con detergentes iónicos (SDC) no mostraron tanta variación en κ, sino que sólo de un 30−40 %

[9].

Teniendo aśı los mismos componentes de la formulación de liposomas usada en el trabajo

de referencia [7], se procedió a preparar liposomas con tres distintas conentraciones molares de

detergente: 9 %mol, 20 %mol y 40 %mol.

Para poder estudiar paralelamente la influencia de la temperatura, cada experimento se

repitió para cuatro temperaturas diferentes: 291K, 305K, 313K y 328K. Siendo 305K la tem-

peratura de la piel, la cual es relevante debido a que la aplicación de este tipo de sistemas es

para transporte transdermal de fármacos.

Los perfiles de dispersión fueron ajustados con el modelo y el protocolo explicado en la

sección 2.3.

3.2.1. SPC: Muestra base

Para poder estudiar los efectos del detergente, primero fue necesario estudiar las propiedades

de una muestra de liposomas de SPC sin agregados, a la cual llamamos “muestra base”.

Las curvas experimentales de dispersión de la tasa de relajación R1 para liposomas de SPC,

entre 291K y 328K se muestran en las figuras 3.6, 3.7, 3.8 y 3.9 respectivamente. Las mismas

se ilustran con sus respectivos ajustes, usando el método descripto en la sección 2.3, también

se incluyen las contribuciones de cada proceso dinámico involucrado. Los parámetros del ajuste

son mostrados en la tabla 3.1.
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Figura 3.6: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red pa-
ra una suspensión de liposomas de SPC a 291K (•). La curva de ajuste es
mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento están
incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y
movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la tabla
3.1.

Figura 3.7: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red pa-
ra una suspensión de liposomas de SPC a 305K (•). La curva de ajuste es
mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento están
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 3.8: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red pa-
ra una suspensión de liposomas de SPC a 313K (•). La curva de ajuste es
mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento están
incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación (azul), y
movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran en la tabla
3.1.

Figura 3.9: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red pa-
ra una suspensión de liposomas de SPC a 328K (•). La curva de ajuste es
mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movimiento están
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 de ajuste

T [K] 291K 305K 313K 328K
κ*10−20[J] 7± 1 6,4± 0,6 5,4± 0,5 4,7± 0,5
τD*10−4[s] 3, 3± 0,5 3,1± 0,4 3,0± 0,3 2,9± 0,3
τR*10−8[s] 2,8± 0,4 1,0± 0,2 0,86± 0,07 0,45± 0,05
AD*109[s−2] 5, 4± 0,8 6,4± 0,6 6,6± 0,8 7,7± 0,6
AOF *109[s−2] 1,7± 0,2 1,4± 0,3 1,2± 0,2 1,0± 0,1
AR*107[s−2] 7,3± 0,6 8± 1 9,3± 0,7 8,2± 0,9
AMR[s−1] 9± 1 5,7± 0,5 4,1± 0,3 2,8± 0,2

Tabla 3.1: Parámetros correspondientes a las curvas de ajuste de la dispersión de la tasa de
relajación esṕın-red usando el modelo de la sección 2.3 para liposomas compuestos de SPC a
diferentes temperaturas.

Comparación según la temperatura

En la figura 3.10 se ilustran los ajustes correspondientes a las mediciones de SPC a las distintas

temperaturas. El gráfico no se realiza con las curvas experimentales ya que los ajustes las

describen muy bien y, debido al tamaño de los puntos, no se podŕıa apreciar la tendencia de

las curvas y seŕıa más dificil la comparación gráfica.

Figura 3.10: Ajustes correspondientes a las curvas de dispersión experimental
de la tasa de relajación esṕın-red para una suspensión de liposomas de SPC a
las distintas temperaturas: 291K (negro), 305K (verde), 313K (azul), y 328K
(rojo).

Se puede observar que a bajas frecuencias las cuatro curvas describen las mismas carac-

teŕısticas y son indistinguibles dentro de banda de error asociada a cada una de ellas (la cual

no esta graficada). Tambien se puede observar que la dispersividad de las mismas aumenta con

la temperatura, en concordancia con la tendencia esperada [11].
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En las figuras 3.6. 3.7, 3.8 y 3.9 se puede observar que las curvas experimentales pueden ser

descriptas muy bien por el modelo de la ecuación 2.17.

En cuanto a la variación de los parámetros (ver tabla 3.1), se observa que el valor de la

constante elástica de flexión disminuye con el aumento de la temperatura, presentando una

variación de un 37 % en todo el rango de temperaturas estudiadas. Por otro lado τD y τR

también disminuyen a medida que la temperatura aumenta, estando todos estos resultados en

concordancia con el efecto esperado [11]. Por último, las amplitudes AD, AFO y AR no presentan

variaciones significativas con la temperatura, dentro de los errores experimentales.

3.2.2. SPC + distintas concentraciones molares de BrijO20

Una vez caracterizada la muestra base se procedió a la preparación de las muestras de

liposomas de SPC con las distintas concentraciones de detergente. Los resultados obtenidos se

detallan a continuación.

Las curvas experimentales y sus correspondientes ajustes usando el método descripto en

la sección 2.3, para liposomas de SPC con 9 %mol, 20 %mol y 40 %mol de BrijO20 agregado,

para 305K se muestran en las figuras 3.11, 3.12 y 3.13, respectivamente. Los gráficos corres-

pondientes a las restantes temperaturas (291K, 313K y 328K) se muestran en el Apéndice.

Los correspondientes parámetros del ajuste son mostrados en las tablas 3.2, 3.3 y 3.4 respecti-

vamente.

Figura 3.11: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+9 %mol de BrijO20 a 305K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.2.
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Figura 3.12: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de BrijO20 a 305K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.3.

Figura 3.13: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+40 %mol de BrijO20 a 305K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.4.



48 CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE DATOS

Parámetros Valores obtenidos de ajuste

T [K] 291K 305K 313K 328K
κ*10−20[J] 7,4± 0,9 6,2± 0,5 6,0± 0,6 5,4± 0,7
τD*10−4[s] 3,1± 0,5 2,5± 0,4 2,0± 0,3 2,3± 0,4
τR*10−8[s] 2,7± 0,5 0,9± 0,3 0,6± 0,1 0,3± 0,1
AD*109[s−2] 4,3± 0,6 3,3± 0,5 3± 2 3,3± 0,4
AOF *109[s−2] 1,8± 0,4 1,6± 0,3 1,3± 0,2 1± 1
AR*107[s−2] 6,3± 0,8 6± 2 7,7± 0,5 6± 2
AMR[s−1] 8,3± 0,5 5,8± 0,4 4,4± 0,4 3,1± 0,3

Tabla 3.2: Parámetros correspondientes a las curvas de ajuste de la dispersión de la tasa de rela-
jación esṕın-red usando el modelo de la sección 2.3 para liposomas compuestos de SPC+9 %mol
de BrijO20 a diferentes temperaturas (ver figura 3.11, y figuras 4.1, 4.2 y 4.3 en el Apéndice).

Parámetros Valores obtenidos de ajuste

T [K] 291K 305K 313K 328K
κ*10−20[J] 7,1± 0,8 6,3± 0,9 6,1± 0,7 5,2± 0,5
τD*10−4[s] 3,1± 0,5 2,8± 0,4 2,9± 0,4 2,1± 0,3
τR*10−8[s] 1,4± 0,3 0,6± 0,3 0,8± 0,4 0,3± 0,3
AD*109[s−2] 3,6± 0,6 2,9± 0,5 2,7± 0,6 2,2± 0,3
AOF *109[s−2] 2,1± 0,4 1,7± 0,3 1,2± 0,2 0,9± 0,2
AR*107[s−2] 7± 2 6± 2 4± 1 3± 1
AMR[s−1] 7,9± 0,8 5,5± 0,4 4,1± 0,2 3,5± 0,2

Tabla 3.3: Parámetros correspondientes a las curvas de ajuste de la dispersión de la tasa de rela-
jación esṕın-red usando el modelo de la sección 2.3 para liposomas compuestos de SPC+20 %mol
de BrijO20 a diferentes temperaturas (ver figura 3.12, y figuras 4.4, 4.5 y 4.6 en el Apéndice).

Parámetros Valores obtenidos de ajuste

T [K] 291K 305K 313K 328K
κ*10−20[J] 6,9± 0,9 6,2± 0,4 5,5± 0,5 5,4± 0,2
τD*10−4[s] 2,5± 0,6 2± 2 1,2± 0,3 2,6± 0,5
τR*10−8[s] 1,2± 0,6 0,5± 0,2 0,9± 0,2 0,8± 0,2
AD*109[s−2] 1,2± 0,3 0,3± 0,2 0,21± 0,06 0,7± 0,1
AOF *109[s−2] 2,0± 0,3 1,6± 0,2 0,90± 0,05 0,92± 0,03
AR*107[s−2] 8± 1 8± 2 5,2± 0,4 3,9± 0,7
AMR[s−1] 6,4± 0,3 3,9± 0,4 3,6± 0,3 1,9± 0,2

Tabla 3.4: Parámetros correspondientes a las curvas de ajuste de la dispersión de la tasa de rela-
jación esṕın-red usando el modelo de la sección 2.3 para liposomas compuestos de SPC+40 %mol
de BrijO20 a diferentes temperaturas (ver figura 3.13, y figuras 4.7, 4.8 y 4.9 en el Apéndice).

Se puede observar en los gráficos muy buena concordacia entre las curvas experimentales y

los ajustes según el modelo de la ecuación 2.17 y, los parámetros obtenidos están en los rangos

establecidos por la literatura [9].
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En la figura 3.14 se muestra un gráfico comparativo de los perfiles de dispersión de liposomas

de SPC con diferentes concentraciones molares de BrijO20 a 305K

Figura 3.14: Ajustes correspondientes a las mediciones de la dispersion ex-
perimental de la tasa de relajación esṕın-red para una suspensión de liposomas
compuestos de SPC y diferentes concentraciones molares de BrijO20 a 305K:
0 %mol (negro), 9 %mol (verde), 20 %mol (azul), y 40 %mol (rojo).

Analizando la figura 3.14, se ve claramente que el detergente produce variaciones en los

perfiles a las frecuencias más bajas (menores a 200KHz) lo cual en principio se traduciŕıa

en variaciones en los parámetros asociados a los procesos de difusión y fluctuaciones de orden.

También se puede notar que hasta la concentración del 20 %mol los perfiles no muestran grandes

variaciones, siendo el efecto del detergente mucho más notable para la concentración de 40 %mol.

Se observaron variaciones muy leves en los parámetros por la presencia del detergente (ver

tablas 3.1, 3.2, 3.3 y 3.4), como se describe a continuación: κ tiende a disminuir levemente

con la concentración de detergente lo cual está vinculado con una membrana levemente más

flexible, presentando variaciones máximas de alrededor del 10 %, no estando en concordancia

con lo reportado por otros autores [7]. Esto podŕıa justificarse con el hecho de que la forma de

preparación y medición podŕıan influir en el valor de κ medido [34], [35], [36], [37]. Por otro

lado, τD prácticamente no presentó variaciones dentro del error experimental y, τR presentó poca

variación con tendencia no clara. En cuanto a las amplitudes correspondientes a los procesos

de fluctuaciones de orden (AOF ) y rotaciones (AR), no se observaron variaciones significativas.

El mayor efecto del detergente reside en el aporte a la relajación esṕın-red por parte del

proceso de difusión, el cual disminuye a medida que el porcentaje de detergente se incrementa,

lo cual se apreció a traves de la disminución significativa del valor de AD.

En cuanto al comportamiento con la temperatura, en la figura 3.15 se ilustran los ajustes

correspondientes a las mediciones de SPC+20 % molar de BrijO20 a las distintas temperaturas.
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Figura 3.15: Ajustes correspondientes a las curvas de dispersión experimen-
tal de la tasa de relajación esṕın-red para una suspensión de liposomas de
SPC+20 % molar de BrijO20 a las distintas temperaturas: 291K (negro), 305K
(verde), 313K (azul), y 328K (rojo).

Se cumplen las mismas tendencias que las observadas en SPC. Los parámetros κ, τD y

τR en general tienden a disminuir con el aumento de la temperatura. Las excepciones pueden

deberse a que el sistema se encuentre en otra fase producto de una determinada temperatura

y concentración de detergente.

3.2.3. SPC + 20 % molar de tween80 y desoxicolato de sodio

Como no se pudo obtener una disminución considerable en la constante elástica de flexión

utilizando BrijO20, se procedió a realizar formulaciones con otros dos detergentes para intentar

flexibilizar la membrana de liposomas.

Los detergentes utilizados fueron elegidos teniendo en cuenta los más utilizados en la biblio-

graf́ıa. Se eligieron tween80 y desoxicolato de sodio (SDC).

Se eligió trabajar a una concentración fija. La misma se determinó teniendo en cuenta que se

necesitaba trabajar con una concentración en la cual se pudiese alcanzar la máxima flexibilidad

posible y, a la vez, no tener riezgo de estar cerca de la concentración micelar cŕıtica en la cual,

el detergente deja de interactuar con los ĺıpidos y se autoagrega formando micelas. Como se

queŕıa comparar los resultados con las mediciones en las que se utilizó BrijO20, fue necesario

trabajar a una concentración igual a alguna de las que se haya usado con este detergente. Por

lo tanto la concentración molar a la que se trabajó fue de un 20 %.
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3.2.3.1. Tween80

Las curvas experimentales y ajustadas, usando el método descripto en la sección 2.3, para

liposomas de SPC con 20 %mol de tween80 agregado, se muestran en la figura 3.16 la corres-

pondiente a 305K, y en el Apéndice las correspondientes a las temperaturas restantes (291K,

313K y 328K). Los parámetros del ajuste son mostrados en la tabla 3.5.

Figura 3.16: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de tween80 a 305K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.5.

Se puede observar que la curva experimental puede describirse muy bien por el modelo de la

ecuación 2.17, estando todos los parámetros dentro de los rangos establecidos por la literatura

(ver tabla 3.5).

Parámetros Valores obtenidos de ajuste

T [K] 291K 305K 313K 328K
κ*10−20[J] 5,1± 0,7 5,0± 0,3 4,9± 0,4 3,7± 0,4
τD*10−4[s] 3± 2 1,9± 0,2 1,7± 0,3 1,6± 0,3
τR*10−8[s] 2,1± 0,5 1,0± 0,2 0,79± 0,07 0,45± 0,08
AD*109[s−2] 1,7± 0,6 1,4± 0,4 1,5± 0,4 1,4± 0,5
AOF *109[s−2] 1,3± 0,3 1,2± 0,3 1,1± 0,3 0,9± 0,1
AR*107[s−2] 11± 1 10± 2 11± 1 12± 2
AMR[s−1] 8,1± 0,6 6± 1 3,2± 0,4 1,6± 0,3

Tabla 3.5: Parámetros correspondientes a las curvas de ajuste de la dispersión de la tasa de rela-
jación esṕın-red usando el modelo de la sección 2.3 para liposomas compuestos de SPC+20 %mol
de tween80 a diferentes temperaturas (ver figura 3.16 y, figuras 4.13, 4.14 y 4.15 en el Apéndi-
ce).
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3.2.3.2. Desoxicolato de sodio

Las curvas experimentales y ajustadas, usando el método descripto en la sección 2.3, para

liposomas de SPC con 20 %mol de SDC agregado, se muestran en: la figura 3.17 la correspon-

diente a 305K, y en el Apéndice las correspondientes a las temperaturas restantes (291K,

313K y 328K). Los parámetros del ajuste son mostrados en la tabla 3.6.

Figura 3.17: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de SDC a 305K (•). La curva
de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movi-
miento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación
(azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran
en la tabla 3.6.

Se puede observar que la curva experimental puede describirse muy bien por el modelo de la

ecuación 2.17, estando todos los parámetros dentro de los rangos establecidos por la literatura

(ver tabla 3.6).

Parámetros Valores obtenidos de ajuste

T [K] 291K 305K 313K 328K
κ*10−20[J] 4,4± 0,3 4,3± 0,2 4,0± 0,3 3,9± 0,3
τD*10−4[s] 3± 2 1,4± 0,1 1,3± 0,3 1± 2
τR*10−8[s] 2,1± 0,2 1,0± 0,2 0,9± 0,1 0,4± 0,1
AD*109[s−2] 1,1± 0,4 1,0± 0,2 0,9± 0,2 0,9± 0,3
AOF *109[s−2] 1,3± 0,2 1,1± 0,2 1,0± 0,2 1,2± 0,1
AR*107[s−2] 15± 1 17± 2 17± 3 19± 3
AMR[s−1] 13± 1 7,7± 0,8 5,4± 0,7 3,4± 0,6

Tabla 3.6: Parámetros correspondientes a las curvas de ajuste de la dispersión de la tasa de rela-
jación esṕın-red usando el modelo de la sección 2.3 para liposomas compuestos de SPC+20 %mol
de SDC a diferentes temperaturas (ver figura 3.17 y, figuras 4.16, 4.17 y 4.18 en el Apéndice).
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3.2.3.3. Análisis

Ambos detergentes provocaron un comportamiento similar en los parámetros de ajuste:

1. Se observaron las siguientes variaciones en los parámetros por la presencia del detergente

(ver tablas 3.5 y 3.6): la constante elástica κ mostró una ligera tendencia a disminuir

con el porcentaje de detergente (40 % en el mayor de los casos), lo cual es compatible

con una membrana con mayor deformabilidad o flexibilidad debido a la presencia del

detergente [41]. 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 veśıculas a través de mediciones de microviscosidad [42].

Los tiempos de correlación (rotacional τR y de difusión τD) disminuyeron levemente con

el contenido de detergente. En cuanto a la amplitud asociada a las rotaciones (AR) y a las

fluctuaciones de orden (AOF ), no presentaron variaciones considerables dentro del error

experimental.

2. Se observó un comportamiento similar al caso del detergente BrijO20 en cuanto a que

el aporte a la relajación esṕın-red por parte del proceso de difusión, disminuye con la

aplicación de los detergentes, lo cual se apreció a través de la disminución del valor de

AD. Este comportamiento indica que el proceso de difusión empieza a dejar de ser efectivo

como mecanismo de relajación.

3. En cuanto al comportamiento con la temperatura, se observaron en términos generales las

mismas tendencias en los parámetros que en el caso de liposomas de SPC sin agregados

(ver tabla 3.1).

3.2.4. Comparación entre los distintos detergentes

Para comparar los resultados obtenidos por la acción de los tres detergentes utilizados, en la

figura 3.18 se muestran los ajustes correspondientes a las curvas experimentales de liposomas de

SPC y SPC con 20 % molar de cada detergente a 305K. Comportamientos similares se observan

a las otras temperaturas.

Los parámetros correspondientes a cada uno de los ajustes se muestran comparativamente

en la tabla 3.7.

De la figura 3.18 se puede observar que la curva que más se diferencia de la curva de la

muestra base es la correspondiente a la que posee SDC, lo cual a su vez se ve reflejado en

mayores cambios en los parámetros de ajuste (ver tabla 3.7).

En cuanto a las curvas correspondientes a SPC más tween80 y a SPC más BrijO20, se

puede observar que son similares dentro de la banda de error (la cual no está graficada), entre

30KHz y 400KHz, región en la cual contribuye de manera importante a la relajación esṕın-

red el proceso de las fluctuaciones de orden el cual está vinculado a las propiedades elásticas
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de la membrana del liposoma por medio de κ. Asimismo los parámetros de ajuste no reflejan

lo observado en el gráfico, ya que para el caso de tween80, se observan mayores variaciones,

principalmente en κ, mientas que para el caso de BrijO20 la mayoŕıa de los valores obtenidos

son indistinguibles respecto de la muestra base dentro de los errores experimentales.

Figura 3.18: Ajustes correspondientes a las mediciones de la dispersion expe-
rimental de la tasa de relajación esṕın-red para una suspensión de liposomas
compuestos de SPC (curva negra) y SPC más distintos detergentes en una
concentración molar del 20 % a 305K: SDC (verde), tween80 (azul), y BrijO20
(rojo).

Parámetros Valores obtenidos de ajuste

Cantidad de SPC SPC+20 %mol SPC+20 %mol SPC+20 %mol
detergente de BrijO20 de tween80 de SDC

κ*10−20[J] 6,4± 0,9 6,3± 0,9 5,0± 0,7 4,3± 0,6
τD*10−4[s] 3,0± 0,9 2,8± 0,9 2± 1 1± 3
τR*10−8[s] 1,0± 0,2 0,6± 0,1 1,0± 0,2 1,0± 0,2
AD*109[s−2] 6± 2 3± 1 1,4± 0,8 1,0± 0,7
AOF *109[s−2] 1,4± 0,4 1,7± 0,5 1,2± 0,4 1,1± 0,3
AR*109[s−2] 0,08± 0,02 0,06± 0,01 0,10± 0,02 0,17± 0,03
AMR[s−1] 5± 1 6± 1 5± 1 8± 2

Tabla 3.7: Parámetros correspondientes a las curvas de ajuste de la dispersión de la tasa de
relajación esṕın-red usando el modelo de la sección 2.3 para liposomas compuestos de SPC y
SPC más distintos detergentes en una concentración molar del 20 % a 305K: SDC, tween80, y
BrijO20.

El hecho de que se observe esta diferencia en los parámetros de ajuste entre estos dos

experimentos es complicada de explicar debido a que, las moléculas de ambos detergentes

(BrijO20 y tween80), poseen caracteŕısticas similares a grandes rasgos como lo son la ionicidad
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(ambos son detergentes no-iónicos) y la masa molecular (∼ 1100− 1300gmol la cual es mucho

mayor a la de SPC ∼ 800g/mol ). Por lo tanto, esta discrepancia puede estar producida por

la interacción de cada una de estas moléculas con los ĺıpidos de la membrana del liposoma, lo

cual está ı́ntimamente vinculado con la estructura particular de cada uno de ellos.

Por otro lado, pese al hecho de que las curvas sean similares, se puede observar que la

correspondiente a tween80 agregado, posee una pendiente considerablemente diferente a la

curva de la muestra base (cruzandose a los 300MHz aproximadamente), mientras que la curva

correspondiente al BrijO20 “va copiando” la pendiente de la curva de la muestra base a las

frecuencias más chicas, entre 100KHz y 500KHz, y se apartan levemente para frecuencias

menores a los 100kHz.

En resumen, el detergente con mayor efectividad en cuanto a la flexibilización de la mem-

brana del liposoma, es el desoxicolato de sodio, esto podŕıa deberse a su carácter iónico o a su

masa molecular, la cual es mucho más pequeña ( 414,55g/mol) que la de los otros detergentes

(ver tabla 3.7).

En cuanto al proceso de difusión, se realizó el siguiente análisis: considerando que las ampli-

tudes AD, AOF y AR dependen del parámetro f́ısico rj como lo indica la ecuación 2.18, definido

como la distancia efectiva entre protones relevante para cada proceso dinámico, sus valores no

debeŕıan cambiar demasiado para las diferentes formulaciones de liposomas, por lo que sólo

podŕıan aceptarse leves variaciones debidas a la temperatura y tal vez a la concentración de

detergente. Asimismo, para el caso de liposomas con detergente se observaron variaciones de

AD de hasta el 84 % con 20 %mol de detergente (para los tres detergentes utilizados, ver tabla

comparativa 3.7) y variaciones del 97 % para 40 %mol de BrijO20 (ver figura 3.13 y tablas 3.1

y 3.4) respecto de su valor para liposomas de SPC. Espećıficamente, para el caso de liposomas

dopados con BrijO20 se puede ver claramente que AD decae progresivamente con el contenido

de detergente (comparar tablas 3.1, 3.2, 3.3 y, 3.4). Adicionalmente los errores asignados a los

parámetros AD y τD son bastante elevados (alcanzaron valores del 70 % para τD y del 200 %

para AD). Por lo tanto, el hecho de que AD disminuya tanto con el contenido de detergente

podŕıa interpretarse como una pérdida en la efectividad del proceso de difusión como meca-

nismo de relajación. Dicho de otra manera, las fluctuaciones de orden toman mayor relevancia

con el contenido de detergente lo cual es acorde a tener liposomas con una membrana más

flexible y aśı la relajación esṕın-red a bajas frecuencias está mayoritariamente descripta por

este proceso. Asimismo, pese a que se intentaron analizar las curvas medidas en términos de un

modelo simplificado sin incluir la contribución debida a la difusión, no se tuvo éxito. Los valores

de κ obtenidos con este modelo simplificado difeŕıan en un poco más del 20 % respecto al valor

obtenido con el modelo completo. Por lo tanto se decidió conservar el análisis considerando la

difusión como mecanismo de relajación con una pequeña contribución.

Vale la pena aclarar que en general se está suponiendo que al agregar moléculas de deter-

gente a los liposomas las mismas son de menor tamaño que los ĺıpidos, contribuyendo minori-

tariamente a la señal de RMN total. De esta manera la dinámica total puede asumirse como
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la descripta por los ĺıpidos y dada por la ecuación 2.17. Esto es equivalente a decir que las

moléculas de detergente copian la dinámica de los ĺıpidos. Estas suposiciones se cumplen en el

caso del detergente SDC cuyo peso molecular es menor al de los ĺıpidos y sólo contribuye como

máximo al 10 % de protones totales en la muestra cuando su concentración es del 20 %mol. Por

otro lado, en el caso de los detergentes BrijO20 y Tween80 sus respectivas moléculas son más

masivas y aportan más cantidad de protones que cada molécula de ĺıpido. De hecho para una

concentración del 20 %mol y 40 %mol, ambos detergentes contribuyen con alrededor del 25 %

y 50 % del total de protones, respectivamente. Esto generó ciertos cuestionamientos respecto a

la aplicabilidad del modelo de la ecuación 2.17 y se planteó la posibilidad de modificarlo leve-

mente considerando la dinámica propia de las moléculas de detergente. Asimismo, teniendo en

cuenta los resultados obtenidos y mostrados en los gráficos y tablas a lo largo de este trabajo,

los cuales reflejan una muy buena concordancia con el modelo planteado, se decidió hacer todo

el análisis ignorando lo antes mencionado en principio y se realizará un análisis más profundo

a futuro.

3.3. Incorporación del detergente en la membrana del

liposoma

Debido a que no se encontró una justificación clara para algunos de los resultados obtenidos y

mostrados en las secciones anteriroes, se decidió realizar experimentos que permitan comprobar

si el detergente se estaba incorporando en la membrana del liposoma.

Como los resultados más dif́ıciles de interpretar correspond́ıan a las muestras que poséıan

BrijO20 y tween80, se realizó este análisis para ambos detergentes.

3.3.1. Tween80

Considerando que la tasa de relajación R1 es aditiva, se propuso medir los perfiles de disper-

sión de R1 de las dos componentes por separado, es decir un perfil de dispersión de liposomas

SPC y un perfil de dispersión de tween80 suspendido en D2O. Luego si se suman matemática-

mente estos perfiles, el resultado (“perfil suma”) seŕıa el perfil de dispersión que se obtendŕıa

para una muestra de SPC+20 %mol de tween80 (como con la que se trabajó en la sección an-

terior), si el detergente no se hubiera introducido en la membrana. En este caso, en la muestra

se tendŕıan liposomas formados de SPC unicamente y moléculas de tween80 en el estado de no

agregación y/o formando micelas.

Por lo tanto si este “perfil suma” fuera indistinguible con el de SPC+20 %mol de tween80

medido, implicaŕıa que este último proviene de una muestra compuesa por las dos componentes

por separado, es decir una muestra en donde el detergente no esta incorporado en la membrana

de los liposomas. Si esto no ocurre, es decir si estos dos perfiles son distinguibles, implicaŕıa

que el detergente (o un porcentaje del mismo), śı se incorporó en la membrana del liposoma.
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Cabe aclarar que como no se teńıa certeza de si el procedimiento de preparación de los

liposomas inflúıa o no en lo que ocurŕıa con el detergente, la preparación de la muestra de

detergente se realizó siguiendo todo el proceso de preparación de una muestra estándar, es

decir que se incluyó la formación del film, el tratamiento térmico, la extrusión, etc. A esta

muestra se la denominó “film de tween80”. Paralelamente se preparó una muestra simplemente

disolviendo el detergente en agua pesada para conocer como influye el proceso de preparación

en el detergente. A esta muestra se la denominó “tween80 sin film”.

En la figura 3.19 se muestran los perfiles de dispersión de R1 de las dos muestras de detergen-

te (film de tween80 y tween80 sin film). En el mismo gráfico se incluye el perfil de SPC+20 %mol

de tween80 a modo de comparación.

Figura 3.19: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de tween80 (•) (negro) y de una
suspensión de tween80 (•) con distintos procesos de preparación: con formado
de film (rojo) y sin formado de film (azul) a 305K.

Se puede observar que los perfiles de ambas muestras de detergente son indistinguibles

dentro de los errores experimentales, lo cual indica que el proceso de preparación no influye

en el comportamiento del detergente, o en su defecto, la técnica no es sensibile a la diferencia.

Ambas muestras presentan un compartamiento levemente dispersivo en el rango de frecuencias

estudiadas.

Se procedió a la determinación del “perfil suma”, para ello primero se realizó la suma de

los valores de R1 de la siguiente manera: Rsuma
1 = RSPC

1 + Rtween80
1 . El resultado se muestra

comparativamente junto a los perfiles de la muestra base y de SPC+20 %mol de tween80 en la

figura 3.20.

Se observa que este “perfil suma” discrepa con los dos perfiles de referencia graficados, salvo
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en el rango entre 30KHz y 100KHz donde es indistinguible respecto al perfil de la muestra

base. Este comportamiento indica, como se explicó previamente, que cuando se prepara una

muestra de liposomas de SPC+20 %mol de tween80, todo el detergente (o una alta proporción

del mismo) se incorpora en la membrana del liposoma.

Figura 3.20: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC (•), SPC+20 %mol de tween80 (�) y el
perfil suma (N).

Por último intentando reproducir el “perfil suma” experimentalmente, se decidió mezclar las

dos muestras estudiadas, es decir, los liposomas de SPC y la muestra de detergente suspendido

en D2O.

Como no es posible saber si existen diferencias entre las dos preparaciones de la muestra

de detergente al mezclarlas con los liposomas, se decidió realizar el experimento dos veces, es

decir preparando dos muestras: liposomas de SPC + film de tween80 y, liposomas de SPC +

tween80 sin film.

Las dos muestras fueron preparadas simultaneamente. Después de 12 hs aproximadamente,

se midió el perfil de SPC + tween80 sin film y el perfil de SPC + film de twee80, en la figura

3.21 se muestan los perfiles de dispersión de las mismas, en donde también se incluye a modo

comparativo, los perfiles correspondientes a la muestra base y a la muestra de SPC + 20 %mol

de tween80, también se muestra el perfil suma.

Se puede observar que, los perfiles de SPC + film tween 80 y SPC+ tween 80 sin film

discrepan con el perfil suma pero, son indistinguibles dentro del error experimental entre śı (por

lo que se concluye que el proceso de preparación no afecta al comportamiento del detergente) y

respecto del perfil de SPC+20 %mol de tween80. Esto implica que la muestra de SPC+20 %mol

de tween80 tiene el mismo comportamiento que una muestra en la que las dos componentes de la
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preparación podŕıan estar separadas, es decir que de acuerdo a este resultado, en las muestras

con las que se trabajó y cuyos resultados se mostraron en secciones previas, el detergente

podŕıa no estar incorporado en la membrana. Pero también estaba la hipótesis de que en lapso

de tiempo entre que se mezclaron las muestras y se realizaron las mediciones (∼ 12hs), el

detergente se hubiera incorporado en la membrana del liposoma.

Figura 3.21: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC (•), SPC+20 %mol de tween80 (�), el
perfil suma (N) (rojo) y las dispersiones experimentales de SPC + film de
tween80 (N) (verde) y SPC + tween80 sin film (N) (naranja).

Para verificar está última hipótesis deb́ıa asegurarse de que en las muestras no hubiese

detergente que no estuviese en la membrana. Se sabe que si las moleculas de detergente se

encuentran suspendidas en alguna solucion, bajo ciertas condiciones de concentración y tem-

peratura, se autoagregan formando micelas, las cuales poseen un diámetro mucho menor que

los liposomas (∼ 10nm). Por lo tanto se hizo un estudio con DLS a las muestras, para verificar

que en las mismas no hubiese componentes con diámetro del orden del tamaño de micelas y de

esta manera poder verificar que el detergente se encontraba incorporado en la membrana de los

liposomas.

Primero se le realizó un estudio de DLS a las muestras de tween80 con y sin film para ver si

efectivamente se encontraban micelas. En las figura 3.22 y figura 3.23 se muestran los gráficos

de la distribución de diámetros de los agregados según la cantidad (“número”) que posean un

determinado diámetro, correspondientes a las muestras de film de tween80 y de tween80 sin

film, respectivamente.

Se puede observar que en ambos casos las distribuciones están centradas alrededor de 10nm

aproximadamente, esto indica que, efectivamente, las muestras de detergente están compuestas
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por agregados de ese diámetro.

Figura 3.22: Distribución de diámetros de los agregados según la cantidad
que posee un determinado diámetro, correspondiente una suspenden de film
de tween80

Figura 3.23: Distribución de diámetros de los agregados según la canti-
dad que posee un determinado diámetro, correspondiente a una suspención
de tween80 sin film.

Se procedió entonces a la obtención de los gráficos de DLS de las muestras mezcla. En las

figura 3.24 y figura 3.25 se muestran los gráficos de la distribución de diámetros de las veśıculas

según la cantidad (“número”) que posean un determinado diámetro, correspondientes a las

muestras mezcla de SPC más film de tween80 y de SPC más tween80 sin film, respectivamente.
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Figura 3.24: Distribución de diámetros de las veśıculas según la cantidad que
posee un determinado diámetro, correspondiente a una suspención de SPC+
film de tween80.

Figura 3.25: Distribución de diámetros de las veśıculas según la cantidad que
posee un determinado diámetro, correspondiente a una suspención de SPC+
tween80 sin film.

Lo que se observa es que en niguno de los dos gráficos se encuentran picos centrados en

10nm, por lo tanto se puede concluir que se cumple la hipótesis que se planteó, es decir que

luego de 12hs, el detergente se incorporó en la membrana.

En resumen se puede afirmar que la muesta de SPC+20 %mol de tween80 con la que se

trabajó teńıa el detergente incorporado en la membrana de los liposomas. También se puede

afirmar que sin importar como se prepare la muestra, esperando un tiempo mayor a 12hs, el
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detergente se incorpora en la membrana de los liposomas.

Evolución de la muestra: incorporación del detergente

Uno de los motivos por los que se planteó la hipótesis de que en el lapso de tiempo entre

que se prepararon las muestras “mezcla” y se midieron los perfiles, el detergente se hab́ıa

incorporado en la membrana, provino del siguente suceso:

Inmediatamente despúes de haberse mezclado las muestras de SPC y las diferentes suspen-

ciones de tween80 en D2O, se procedió a la medición del perfil de SPC + film de tween80. En

la figura 3.26 se muestra el perfil de dispersión obtenido, en donde también se incluyó a modo

comparativo, los perfiles correspondientes a la muestra base, a la muestra de SPC+20 %mol de

tween80, y el perfil suma.

Figura 3.26: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC (•), SPC+20 %mol de tween80 (�), SPC+
film de tween80 (N) (verde) y el perfil suma (N) (rojo).

Se observa que la mezcla se comporta como si el agregado de detergente no influyera en el

comportamiento de los liposomas, es decir que si el detergente no se introduce en la membrana,

no genera cambios en el perfil total (su perfil es indistinguible del perfil de SPC, dentro del

error experimental).

Despues de 12hs, como se mencionó previamente, se midió nuevamente este mismo perfil.

El resultado se muestra en la figura 3.27, en el mismo gráfico se incluyen los perfiles graficados

en la figura 3.26 (sin el perfil suma).

Lo que se observa es que el perfil de SPC + film de tween80 cambió, se podŕıa decir que

evolucionó. Esto implica que se produjo un cambio en la muestra respecto del momento de la
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medición anterior. Este cambio es lo que se asoció con la incorporación del detergente en la

membrana de los liposomas.

Figura 3.27: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC (•), SPC+20 %mol de tween80 (�), SPC+
film de tween80 (N) (verde) y su evolución (N) (rosa).

3.3.2. BrijO20

Con el objetivo de seguir el mismo protocolo utilizado para tween80, lo primero que se realizó

fué la medición de un perfil del detergente BrijO20 suspendido en D2O. Como se comprobó

que el proceso de preparación no inflúıa en el comportamiento de las moléculas de detergente,

simplemente se disolvió el mismo en agua pesada en las mismas proporciones usadas para

preparar liposomas con 20 %mol y 40 %mol de BrijO20, ya que fueron las concentraciones

usadas en los experimentos realizados.

En la figura 3.28 se muestran los perfiles de dispersión correspondientes a las muestras de

detergente en una concentración del 20 %mol y 40 %mol respectivamente, junto con el perfil

correspondiente a SPC más 20 %mol de BrijO20.

Los perfiles correspondientes a las distintas concentraciones molares del detergente son in-

distinguibles y levemente dispersivos en el rango de frecuencias estudiadas.
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Figura 3.28: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red pa-
ra una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de BrijO20 (•) y de una
suspensión de BrijO20 (N) con distintas concentraciones: 20 % (azul) y 40 %
(rojo) a 305K.

Se procedió entonces a realizar la suma matemática de los valores de R1 de los perfiles de

dispersión de SPC y de 20 %mol de BrijO20, el resultado se muestra comparativamente con los

perfiles de la muestra base y de SPC+20 %mol de BrijO20 en la figura 3.29.

Figura 3.29: Dispersión experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC (•), SPC+20 %mol de BrijO20 (�) y el
perfil suma (N).
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El perfil suma presenta el mismo comportamiento que para el caso anterior, es decir que

discrepa con los dos perfiles de referencia graficados, salvo en el rango entre 30KHz y 100KHz

donde es indistinguible respecto al perfil de la muestra base. Este comportamiento indicaŕıa

que cuando se prepara SPC+20 %mol de BrijO20, el detergente se incorpora en la membrana

del liposoma.

Para poder finalizar este análisis queda pendiente la corroboración experimental de los

puntos del perfil suma junto con los correspondientes estudios de DLS.



66 CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE DATOS



Caṕıtulo 4

Conclusiones

En este trabajo se hizo uso de un modelo desarrollado en trabajos previos para estudiar

la dinámica molecular de ĺıpidos en membranas de liposomas. Este modelo permite describir

el perfil de dispersión de la tasa de relajación esṕın-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 veśıculas flexibles para el transporte transdermal de

fármacos.

Se pudo extender con éxito el modelo al caso de liposomas flexibles (liposomas dopados con

detergente). Los parámetros f́ısicos involucrados en el modelo siguen en general las tendencias

esperadas según la literatura.

No fue posible reproducir resultados obtenidos por el grupo de investigación de Gregor

Cevc utilizando la misma formulación de liposomas flexibles, espećıficamente liposomas de

SPC dopados con distintos porcentajes de BrijO20. Esto podŕıa deberse a diferencias en la

preparación de los liposomas (entre ellas el medio de suspensión) ó, al hecho de que se utilizaron

distintas técnicas experimentales, lo cual ha sido discutido en trabajos de otros autores. Pese a

este resultado, no se culpa a la técnica experimental usada (RMN con ciclado rápido de campo)

ya que se comprobó que es lo suficientemente sensible para detectar cambios en las propiedades

elásticas de liposomas dopados con otros detergentes y aditivos. Adicionalmente, esta falta de

reproducibilidad ya ha sido mencionada por diversos autores y vale la pena destacar que existen

intereses y/o aplicaciones comerciales en varias publicaciones del grupo de G. Cevc que podŕıan

condicionar a los resultados mostrados.

En cuanto a los tres detergentes utilizados, se observaron las mismas caracteŕısticas en las

variaciones generales de los parámetros del modelo, pero influyendo algunos en más proporción

que otros:

La constante elástica de flexión κ disminuyó en un 10 % con el agregado de BrijO20 en un

40 %mol, un 30 % con el agregado de twenn80 en un 20 %mol y un 40 % para el caso de

SDC en un 20 %mol. Por lo que, en términos generales se logró flexibilizar la membrana

67
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de los liposomas.

Los tiempos τR y τD asociados a los procesos dinámicos de rotación y disfusión respec-

tivamente, presentaron una leve tendencia a disminuir con el contenido de detergente y

con el aumento de la temperatura.

Las amplitudes relacionadas con los procesos de fluctuaciones de orden (AOF ) y rotaciones

(AR), presentaron variaciones no significativas dentro del error experimental, lo cual con-

cuerda con las caracteŕısticas de estas cantidades ya que están vinculadas con parámetros

f́ısicos (distancias entres protones) que debeŕıan mantenerse fijos, o a lo sumo presentar

mı́nimas variaciones.

En los tres casos el proceso de difusión perdió efectividad como mecanismo de relajación,

lo que se vió reflejado en la abrupta disminución de la amplitud AD (de hasta un 97 %).

En cuanto a las propiedades intŕınsecas de la muestra, se logró la siguiente caracterización:

Se verificó que cada instancia de la preparación de liposomas tiene el efecto deseado y

que la técnica utilizada puede detectar tales efectos a través de mostrar cambios en la

dispersión de R1.

Se verificó la incorporación del detergente (el experimento se realizó con tween80) en la

membrana de los liposomas a través de experimentos de DLS y cambios en los perfiles de

dispersión. Pudiendose afirmar que sin importar como se prepare la muestra, esperando

un tiempo mayor a 12hs, el detergente se incorpora en la membrana de los liposomas.

Aśı se ha demostrado una vez más la potencialidad de la técnica de RMN con ciclado rápido

de campo magnético para el estudio de la dinámica molecular en veśıculas multicomponentes,

demostrandose además que esta técnica tiene la habilidad de proporcionar información sobre la

rigidez de la membrana (pues permite obtener el valor de la constante elástica de flexión) y sobre

la movilidad lateral de los ĺıpidos mediante un único experimento no invasivo ni destructivo

para los liposomas.

Perspectivas futuras

Resta a futuro realizar los experimentos y analizar las propuestas que se listan a continua-

ción:

Testear si es posible describir los perfiles de dispersión de SPC + 40 %mol de BrijO20

con el modelo simplificado sin el aporte de la difusión, debido a que con esta formulación

se encontraron los indicios más claros de que este proceso dejaba de tener importancia.
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Realizar el análisis de la incorporación del detergente en la membrana pero para el caso

de SPC + 20 %mol de BrijO20 para averiguar si la diferencia en el valor de κ respecto

del valor correspondiente para SPC + 20 %mol de tween80 reside en este hecho.

Realizar un diagrama de fases de SPC, dado que se observaron comportamientos extraños

en como variaba el tiempo de correlación rotacional en función del detergente agregado y

la temperatura.

Realizar experimentos adicionando detergentes no iónicos y/o menos masivos (“span80”

espećıficamente, entre otros) para comprobar si la mayor flexibilidad adquirida por la

membrana está relacionada con el tamaño de los detergentes y/o con la ionicidad de los

mismos.
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Apéndice

Figura 4.1: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+9 %mol de BrijO20 a 291K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.2.
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Figura 4.2: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+9 %mol de BrijO20 a 313K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.2.

Figura 4.3: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+9 %mol de BrijO20 a 328K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.2.
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Figura 4.4: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de BrijO20 a 291K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.3.

Figura 4.5: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de BrijO20 a 313K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.3.
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Figura 4.6: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de BrijO20 a 328K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.3.

Figura 4.7: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+40 %mol de BrijO20 a 291K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.4.
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Figura 4.8: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+40 %mol de BrijO20 a 313K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.4.

Figura 4.9: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+40 %mol de BrijO20 a 328K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.4.
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Figura 4.10: Ajustes correspondientes a las mediciones de la dispersion ex-
perimental de la tasa de relajación esṕın-red para una suspensión de liposomas
compuestos de SPC y diferentes concentraciones molares de BrijO20 a 291K:
0 %mol (negro), 9 %mol (verde), 20 %mol (azul), y 40 %mol (rojo).

Figura 4.11: Ajustes correspondientes a las mediciones de la dispersion ex-
perimental de la tasa de relajación esṕın-red para una suspensión de liposomas
compuestos de SPC y diferentes concentraciones molares de BrijO20 a 313K:
0 %mol (negro), 9 %mol (verde), 20 %mol (azul), y 40 %mol (rojo).
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Figura 4.12: Ajustes correspondientes a las mediciones de la dispersion ex-
perimental de la tasa de relajación esṕın-red para una suspensión de liposomas
compuestos de SPC y diferentes concentraciones molares de BrijO20 a 328K:
0 %mol (negro), 9 %mol (verde), 20 %mol (azul), y 40 %mol (rojo).

Figura 4.13: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de tween80 a 291K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.5.
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Figura 4.14: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de tween80 a 313K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.5.

Figura 4.15: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de tween80 a 328K (•). La
curva de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo
de movimiento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo),
rotación (azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se
muestran en la tabla 3.5.
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Figura 4.16: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de SDC a 291K (•). La curva
de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movi-
miento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación
(azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran
en la tabla 3.6.

Figura 4.17: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de SDC a 313K (•). La curva
de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movi-
miento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación
(azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran
en la tabla 3.6.
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Figura 4.18: Dispersion experimental de la tasa de relajación esṕın-red para
una suspensión de liposomas de SPC+20 %mol de SDC a 328K (•). La curva
de ajuste es mostrada en magenta. Las contribuciones para cada tipo de movi-
miento están incluidas: fluctuaciones de orden (verde), difusión (rojo), rotación
(azul), y movimientos rápidos (cian). Los parámetros relevantes se muestran
en la tabla 3.6.
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solo en lo académico sino tambien en lo personal. Gracias también a Anoardo por la buena

predisposición para ayudarme y guiarme todas las veces que lo necesité.
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Y por supuesto gracias a la Universidad pública por dejarme vivir esta hermosa experiencia

y haberme brindado esta oportunidad.


	Introducción
	Marco Teórico
	Sistema de estudio
	Lípidos
	Liposomas
	Detergentes
	Liposomas Flexibles

	Técnica experimental
	Generalidades de RMN
	Teoría básica
	Absorción de energía y relajación espín red: sistema de dos niveles
	Introdución del ``sistema rotante''
	Relajación y señal de inducción libre

	Relaxometría con ciclado rápido de campo magnético
	Fundamentos
	Funcionamiento: secuencias



	Métodos experimentales y de procesamiento
	Experimental
	Preparación de la muestra
	Cálculo de las masas de cada componente
	Pasos de la preparación

	Determinación del tamaño de los liposomas
	Perfiles de dispersión de la tasa de relajación espín-red
	Descripción general y parámetros utilizados
	Breve descripción del equipo
	Medición genérica de un punto del perfil


	Modelo Teórico
	Densidades espectrales
	Descripción del modelo utilizado

	Procesamiento de los perfiles de dispersión de la tasa de relajación: Programa de ajuste
	Método de parámetros iniciales aleatorios y minimización de PROM
	Primera restricción
	Segunda restricción

	Criterios utilizados
	Rangos
	Determinación del valor de las restricciones

	Errores


	Resultados y Análisis de datos
	Sensibilidad de la dispersión de R1 a las diferentes instancias de la preparación de liposomas
	Post-Hidratación
	Post-Ciclos térmicos
	Post-Extrusión
	DLS

	Liposomas flexibles: liposomas con detergente
	SPC: Muestra base
	SPC + distintas concentraciones molares de BrijO20
	SPC + 20% molar de tween80 y desoxicolato de sodio
	Tween80
	Desoxicolato de sodio
	Análisis

	Comparación entre los distintos detergentes

	Incorporación del detergente en la membrana del liposoma
	Tween80
	BrijO20


	Conclusiones
	Bibliografía
	Apéndice

