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Resumen

La dinámica de los lípidos en membranas biológicas ha sido objeto de enorme
interés para la comunidad cientí�ca durante muchos años. Las propiedades viscoelás-
ticas e hidrodinámicas de las membranas son cruciales para determinar su función
como barrera de permeabilidad selectiva. Algunas aplicaciones biomédicas de los li-
posomas dependen críticamente de las interacciones moleculares microscópicas den-
tro de las membranas, las cuales determinan propiedades como la deformabilidad, la
permeabilidad, el tamaño de la vesícula y su estabilidad. Estos sistemas y las mem-
branas biológicas en general han sido estudiadas de manera amplia en las últimas
tres décadas, tanto estructural como dinámicamente, utilizando una gran variedad
de técnicas experimentales. A pesar de ello, poco se ha avanzado en la utilización
de la relaxometría con ciclado de campo (también conocida como fast �eld cycling
o FFC) para el estudio de la dinámica en membranas, no existiendo, hasta el inicio
de este trabajo, un estudio sistemático en sistemas unilamelares. En esta tesis se es-
tudió la dinámica molecular y las propiedades viscoelásticas en membranas lipídicas
en liposomas aplicando la técnica de relaxometría FFC.

La técnica de relaxometría magnética nuclear (NMR-FFC) resultó ser una he-
rramienta útil para el estudio y la caracterización de la dinámica molecular en lipo-
somas formulados con diferentes lípidos, diferentes tamaños, diferentes temperaturas
y para diferentes contenidos de colesterol en membrana. Los datos de la relajación de
1H fueron interpretados en términos de procesos dináminos y sus correspondientes
modelos exitosamente utilizados para interpretar las dispersiones de la relajación
en liposomas de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y dioleoilfosfatidilcolina (DOPC):
�uctuaciones de orden, difusión traslacional sobre una super�cie curva, difusión rota-
cional y movimientos rápidos. Estos resultados fueron aplicados para la determinación
de las propiedades elásticas de las membranas.

Los resultados obtenidos sugieren que el coe�ciente de difusión tiende a aumen-
tar con el diámetro del liposoma y con la temperatura, mientras que el tiempo de
correlación rotacional decrece con la temperatura. La constante elástica de �exión se
observó que decrece con el aumento de la temperatura y crece con el aumento del
contenido de colesterol en la membrana.



Abstract

Lipids dynamics in biological membranes has been of enormous interest to the
scienti�c community for many years. The viscoelastic and hydrodynamic properties
of the membranes are crucial for their function as a selective permeability barrier.
Some biomedical applications of liposomes depend critically on microscopic molecular
interactions within the membranes, which determine properties such as deformability,
permeability, vesicle size and stability. These systems and biological membranes in
general have been studied extensively in the last three decades, both structure and
dynamics, using a variety of experimental techniques. However, a little progress has
been done in the use of �eld-cycled relaxometry (also known as fast �eld cycling or
FFC) for the study of dynamics in membranes. Until the beginning of this work,
a systematic study of unilamellar systems was lacking. In this thesis we study the
molecular dynamics and viscoelastic properties in lipid membranes of liposomes using
the FFC relaxometry technique.

The FFC-NMR technique proved to be a useful tool for the study and characteri-
zation of the molecular dynamics in liposomes containing di�erent lipids, of di�erent
sizes, at di�erent temperatures and di�erent contents of cholesterol. Relaxation data
of 1H were interpreted in terms of dynamic processes and their corresponding models
successfully used to interpret relaxation dispersions in DMPC and DOPC liposomes:
order �uctuations, translational di�usion over a curved surface, rotational di�usion
and fast motions. These results were applied to the determination of the elastic prop-
erties of membranes.

The obtained results suggest that the di�usion coe�cient tends to increase with
the diameter of the liposome and temperature, while rotational correlation time de-
creases with temperature. The elastic bending constant decreases with increasing
temperature and increases with the cholesterol content.
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Capítulo 1

Introducción

El trabajo presentado en esta tesis se basa en el estudio de las propiedades vis-
coelásticas en membranas de liposomas utilizando como herramiento principal la Re-
sonancia Magnética Nuclear. En particular, el objetivo básico es poder avanzar en
el estudio de tales sistemas mediante la utilización de la técnica de ciclado rápido de
campo magnético. En este capítulo se hace una descripción general de lípidos y liposo-
mas. Se analizan las diferentes fases de las estructuras lipídicas en sistemas acuosos
y se discute la in�uencia del colesterol, notando la importancia que tiene dentro de
las membranas celulares. Finalmente se hace una breve revisión de las técnicas exper-
imentales utilizadas

Los materiales que dan origen a mesofases líquido-cristalinas están compuestos por
moleculas orgánicas que presentan una fuerte anisotropía geométrica. Estas moléculas
tienden a alinearse en forma parcial de�niendo dominios en los cuales existe una
dirección preferencial, la cual se describe mediante un versor denominado director. El
director adopta diferentes orientaciones en distintos lugares de la muestra y �uctua en
el tiempo. Las �uctuaciones térmicas del ordenamiento del director dan origen a un
proceso dinámico colectivo denominado �uctuaciones de orden, el cual está presente
tanto en mesofases termotrópicas [1, 2, 3, 4, 5], liotrópicas [6, 7], como en sistemas
de membranas biológicas [8].

La dinámica de los lípidos en membranas biológicas ha sido objeto de enorme
interés para la comunidad cientí�ca durante muchos años [9]. Las propiedades vis-
coelásticas e hidrodinámicas de las membranas son cruciales para determinar sus
propiedades funcionales. Apesar de que estos sistemas y las membranas biológi-
cas en general han sido estudiadas ampliamente en las últimas tres décadas, tanto
propiedades estructurales como dinámicas utilizando una gran variedad de técnicas
experimentales, poco se ha avanzado en la utilización de la relaxomtría con ciclado de
campo (también conocida como fast �eld cycling o FFC) para el estudio de la dinámica
en membranas. En esta tesis se estudió la dinámica molecular y las propiedades vis-
coelásticas en membranas lipídicas en liposomas aplicando la técnica de relaxometría

2
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FFC.

Partiendo de la teoría semiclásica de relajación [10], bajo ciertas aproximaciones
como aleatoriedad de los procesos dinámicos y la consideración de que los campos
locales del sistema son mucho menores que el campo externo aplicado, la inversa
del tiempo de relajación espín-red (T−1

1 ) se puede escribir como una combinación
lineal de ciertas funciones de la frecuencia de Larmor, conocidas como densidades
espectrales (esto es cierto siempre que los efectos de correlación cruzada sean de
menor importancia). Dichas funciones contienen la información de la dinámica de la
red. De esta manera, conociendo la dependencia de T−1

1 en función de la frecuencia, o
curva de dispersión, se obtiene información de los procesos dinámicos que intervienen
en la relajación del sistema de espines y del rango de frecuencias en el cual son
efectivos. Las densidades espectrales son las transformadas de Fourier de las funciones
de correlación. Las últimas contienen la física relevante del problema relacionando así
los tiempos medidos con los parámetros físicos involucrados (viscosidad, constantes
elásticas, etc.) y las variables controladas externamente (temperatura, frecuencia,
orientation, etc.).

La relaxometría con ciclado de campo permite obtener el tiempo de relajación
espín-red (T1) del sistema de núcleos estudiado (en nuestro caso protones) en función
del campo externo aplicado en un amplio rango, típicamente desde algunos kHz hasta
varios MHz. Sin embargo, existen ciertas limitaciones en cuanto a la utilización de
esta técnica para obtener la curva de dispersión T1(ω0) (donde ω0 es la frecuencia de
Larmor) cuando las mediciones se llevan a cabo a valores del campo externo que son
comparables en magnitud con los campos locales. En este caso el tiempo medido no es
estrictamente el tiempo de relajación longitudinal [11]. Por esta razón es conveniente
antes que nada estimar la magnitud de los campos locales del sistema, a los �nes de
obtener un límite inferior en el rango del campo magnético externo.

Para estimar este límite se utilizó la técnica de relajación en el sistema rotante
[12, 13]. Esta consiste básicamente en observar el comportamiento de la magnetización
(en el sistema rotante) en función de la intensidad del pulso de lock (B1), luego de un
pulso de π/2, para una duración del lock �ja. A partir de la curva obtenida M(B1)
y con un modelo apropiado [12, 13], se puede estimar la componente longitudinal de
los campos locales de la muestra.

En cuanto a la interpretación de la curva de relajación existen, en principio, dos
alternativas. Una de ellas se basa en considerar que la curva de relajación es el re-
sultado del aporte de distintos procesos dinámicos, independientes entre sí [8, 14].
Cada uno de estos aportes está basado sobre consideraciones físicas características
del sistema estudiado. En esta descripción, cada proceso dinámico en general puede
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contar con el sustento de que haya sido veri�cado y caracterizado utilizando alguna
otra técnica. Por otro lado, existe a priori, la posibilidad de obtener una expresión
para T−1

1 (ω0) bajo ciertas aproximaciones sin hacer referencia a un modelo dinámico
en particular [15, 16]. Este es conocido como modelo de aproximación libre, y en prin-
cipio es aplicable en general a soluciones de proteínas. Básicamente considera que la
relajación es el resultado de dos tipos de movimientos: los de la macromolécula como
un todo y los movimientos internos. El modelo provee dos parámetros que representan
en forma efectiva la velocidad de los movimientos internos y el grado de restricción
interna. Sin embargo, más adelante se demuestra que este modelo no es aplicable a
la dinámica de lípidos en liposomas debido a que no cumplen todas las condiciones
sobre las cuales fue formulado.

Finalmente, la técnica de relajación magnética nuclear (NMR) mediante ciclado
rápido de campo (FFC) resultó ser una herramienta útil para el estudio y la carac-
terización de la dinámica molecular en liposomas de diferentes especies, de diferentes
tamaños, a diferentes temperaturas y para diferentes contenidos de colesterol. Los
datos de la relajación de 1H fueron interpretados en términos de procesos dináminos y
sus correspondientes modelos exitosamente utilizados para interpretar las dispersiones
de relajación en liposomas de DMPC y DOPC: �uctuaciones de orden [17, 18, 19], di-
fusión traslacional sobre una super�cie curva [20], difusión rotacional [21] y movimien-
tos rápidos. Con movimientos rápidos se hace mención a todo proceso dinámico que
sea de carácter estocástico y con tiempos de correlación asociado mucho más cortos
que 1/ω0.

Los resultados obtenidos sugieren que el coe�ciente de difusión tiende a crecer
con el diámtero del liposoma y con la temperatura, mientras que el tiempo de cor-
relación rotacional decrece con la temperatura. La constante de elasticidad de �exión
se observó que decrece con el aumento de la temperatura y crece con el aumento del
contenido de colesterol en la muestra.

1.1. Lípidos

Un cristal líquido [1, 5] es un estado de la materia intermedio entre un líquido
isotrópico y un sólido cristalino, ya que posee �uidez y además exhibe orden orienta-
cional de largo alcance y, a veces, orden posicional. Dependiendo de la estructura
molecular, estos compuestos pasan a través de distintas fases antes de llegar al esta-
do de líquido isotrópico. Los cristales líquidos liotrópicos son formados por mezclas
de moleculas an�fílicas (moleculas que contienen una cabeza polar, frecuentemente
iónica, y cadenas hidrofóbicas) y un solvente, el cual es generalmente agua. Las fases
dependen de la presión, pero principalmente de la temperatura y de la concentración
de las sustancias que los componen [22]. Un ejemplo de cristales líquidos liotrópicos
son los lípidos.
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Los lípidos, junto con las proteínas y los ácidos nucleicos, son biomoléculas esen-
ciales en la estructura y el funcionamiento de la materia viviente. Los lípidos con los
que trabajamos en este caso son lípidos an�fílicos. Este tipo de lípido es el componente
básico predominante de las membranas biológicas.

1.1.1. Lípidos an�fílicos

Los lípidos an�fílicos tienen una amplia variedad de aplicaciones, tan diversa como
en detergentes, pinturas, revestimiento de papel, comida y productos farmacéuticos.
Su propiedad especial es la de unirse espontáneamente (autoensamble) en una varie-
dad de estructuras que son útiles en un gran número de áreas. La razón por la cual
pueden unirse espontáneamente para formar una variedad de microestructuras es su
preferencia dual hacia el solvente. Todos los lípidos an�fílicos consisten de una parte
que es soluble en solventes no polares, y una segunda parte que es soluble en solvente
polares (Fig. 1.1). En aplicaciones biológicas, el solvente es agua, entonces uno habla
de las partes hidrofóbica e hidrofílica. En general la parte hidrofóbica consiste de
cadenas de hidrocarbonos, mientras que la parte hidrofílica está compuesta por el
llamado grupo polar.

Figura 1.1: Algunos de los lípidos an�fílicos que se utilizan normalmente para construir los
liposomas. En la parte izquierda se muestran los grupos polares y en la derecha las cadenas
hidrofóbicas.

Los fosfolípidos son una clase de lípidos y son un componente principal de todas
las membranas celulares, ya que pueden formar bicapas lipídicas. Son un tipo de
lípidos compuestos por una molécula de glicerol, a la que se unen dos ácidos grasos
(1,2-diacilglicerol) y un grupo fosfato.

1.1.2. Características del autoensamble

El autoensamble no sólo está determinado por la contribución hidrofóbica men-
cionada arriba, también está relacionado con parámetros moleculares del lípido. El
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llamado parámetro surfactante, que tiene en cuenta el volumen hidrofóbico, el largo
de las cadenas y el área del grupo polar, es un parámetro útil en la determinación de
las diferentes estructuras. El parámetro surfactante esta de�nido por [23]:

S ≡ v

la0

(1.1)

donde v es el volumen de la porción hidrofóbica, l es el largo de la cadena y a0 es el
área efectiva por grupo polar. El valor de este parámetro relaciona las propiedades de
la molécula con la curvatura media de la estructura formada. Por ejemplo, pequeños
valores de S implican estructuras altamente curvadas (micelas), mientras que para
S ∼ 1 se forman bicapas planas. La �gura 1.2 muestra el concepto de empaque-
tamiento geométrico.

Figura 1.2: Concepto de empaquetamiento geométrico: el parámetro surfactante, las estruc-
turas y las correspondientes fases: L: solución micelar, H: fase hexagonal, Lα: fase lamelar.
Los subíndices I y II denotan las fases normal e invertida, respectivamente.

1.1.3. Fases de las estructuras lipídicas en sistemas acuosos

Debido a las interacciones hidrofóbicas, los lípidos se pueden encontrar en las si-
guientes fases que dependen de las concentraciones de lípidos que se encuentran en el
medio acuoso, así como de la temperatura
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Micelas

Cuando la concentración de fosfolípidos supera la super�cie del medio acuoso
se forman estructuras llamadas micelas. Estas micelas pueden existir en diferentes
tamaños y su núcleo está compuesto por un pequeño volumen de hidrocarburo puro
capaz de disolver sustancias no polares, mientras que la super�cie polar asegura la
solubilidad de la micela en agua. (LI y LII en la �gura 1.2).

Fases lamelares con cadenas ordenadas

Las fases lamelares con cadenas ordenadas se encuentran en la región de bajas
concentraciones de agua y bajas temperaturas en el diagrama de fases. Consisten
básicamente de bicapas simétricas de lípidos. Las cadenas hidrocarbonadas son prác-
ticamente rígidas y paralelas y organizadas en redes bidimensionales. Las cadenas
pueden ser perpendiculares al plano de la bicapa (Lβ) o con un grado de inclinación
(Lβ′). Este ángulo aumenta con el contenido de agua. En la fase Pβ′ el plano sufre
una distorsión de forma ondulatoria (�gura 1.3).

Figura 1.3: Vista transversal de las bicapas en las fases lamelares con cadenas ordenadas.
Los grupos polares se empaquetan en arreglos hexagonales bidimensionales.

Fase lamelar en el estado líquido-cristalino: tipo α

En este tipo de conformación las cadenas están altamente desordenadas, pero el
promedio de las cadenas está perpendicular al plano de la bicapa. La fase lamelar
Lα es la más común en sistemas lípido-agua (Figura 1.2). La estructura consiste en
bicapas lipídicas planas, todas paralelas y equidistantes, separadas por capas de agua
(interfases).

Fases en un sistema agua-DMPC

En solución acuosa, los lípidos an�fílicos al principio se disuelven como
monómeros, pero al superar cierta concentración se unen espontáneamente para mini-
mizar las interacciones hidrofóbicas desfavorables, y forman una variada gama de es-
tructuras, dependiendo en general de la concentración y la temperatura. El compor-
tamiento de las fases de la mezcla agua-DMPC ha sido estudiado por varias técnicas
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[8] que muestran que cuando la hidratación es máxima ( > 25 % de agua) DMPC sufre
dos transiciones como función de la temperatura. La transición principal que es entre
el estado líquido cristalino (Lα) y la fase intermedia (Pβ′) y la llamada pre-transición
entre el estado intermedio y la fase gel (Lβ′). En el siguiente esquema se representa
la temperatura de transición entre esas fases.

Figura 1.4: Transición de fase de la mezcla agua-DMPC.

1.2. Liposomas

Los liposomas son estructuras esféricas cerradas (auto contenidas), compuestas
de bicapas lipídicas curvadas, las cuales encierran en su interior parte del solvente
que lo rodea (Fig. 1.5). El tamaño de un liposoma puede ir desde unos 20nm hasta
varios micrómetros, y puede estar compuesto de una (unilamelar) o varias membranas
concéntricas (multilamelar), cada una de las cuales puede tener aproximadamente
4nm de espesor.

Los liposomas son membranas compuestas de una bicapa lipídica. Similar a las
membranas celulares, la membrana de un liposoma determina cuáles moléculas difun-
den a través de ella [24]. La integridad de la membrana de los liposomas es importante
para el control de la difusión de drogas hidrofílicas, encapsuladas en el núcleo acuoso
de las vesículas.

1.2.1. Formación de liposomas

Para grandes excesos de agua las bicapas de fosfolípidos se cierran espontánea-
mente formando liposomas. Sus propiedades están relacionadas directamente con las
de la fase Lα. Tales sistemas no están en equilibrio termodinámico aunque pueden ser
estables durante varios días. Se han sugerido muchos mecanismos para la formación
de liposomas, algunos de ellos más complicados que otros. Uno considera que la tran-
sición desde una bicapa plana hasta un liposoma depende de la competencia entre
dos cantidades: la energía de curvatura y la energía de borde de la bicapa. Para un
fragmento lamelar plano en un ambiente acuoso, habrá una alta energía de interacción
entre las cadenas hidrofóbicas y el medio acuoso. Una curvatura del plano tiende a
reducir esta energía de borde por un lado, pero se induce una energía de curvatura.
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Figura 1.5: Representación esquemática de un liposoma. Los círculos representan los grupos
polares mientras que las líneas onduladas hacen referencia a las cadenas hidrocarbonadas.

Sin embargo la energía de interacción en los bordes es mayor, por lo que la bicapa se
seguirá curvando hasta cerrarse completamente. De esta manera no hay interacción
de las cadenas con el agua y la energía de borde es nula. La �gura 1.6 representa el
mecanismo descripto. Por otro lado, la energía de curvatura alcanza su valor máximo,
por lo tanto son más favorables los liposomas de mayor diámetro.

1.3. Importancia del colesterol en la membrana celu-

lar

El colesterol (�gura 1.7) representa un 23 % de los lípidos de membrana. En la
membrana se dispone con el grupo hidroxilo hacia el exterior de la célula (ya que ese
hidroxilo interactúa con el agua). El colesterol es un factor importante en la �uidez
y permeabilidad de la membrana ya que ocupa los huecos de la membrana. A mayor
cantidad de colesterol, menos permeable y �uida es la membrana.

1.4. Técnicas experimentales.

1.4.1. Relaxometría con ciclado rápido de campo.

La relaxometría con ciclado de campo [11] es una técnica que permite obtener la
dependencia con la frecuencia de Larmor (o campo magnético) de diversos tiempos
de relajación. El término relaxometría es normalmente utilizado en el contexto de
mediciones de tiempos de relajación en general. Relajación transversal y efectos de-
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Figura 1.6: Representación de la formación de un liposoma por reducción de la energía de
borde debida a la interacción de las cadenas de hidrocarburo con el medio acuoso.

Figura 1.7: Colesterol.
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bidos a acoplamiento dipolar residual pueden ser también empleados como fuente de
información suplementaria.

Los principales campos de aplicación de la relaxometría con ciclado rápido de
campo son: (i) procesos de relajación relacionados a la super�cie de �uidos en mate-
riales porosos; (ii) dinámica de polímeros; (iii) tejidos de biopolímeros y biológicos;
(iv) cristales líquidos y bicapas lipídicas. FFC es la única técnica de RMN que per-
mite cubrir varios órdenes de magnitud en frecuencia con el mismo instrumento. En
esta tesis se demostró que este hecho hace que la relaxometría NMR-FFC sea una
herramienta poderosa para la identi�cación y caracterización de la diámica molecular
en sistemas de membranas lipídicas.

1.4.2. Relajación en el sistema rotante.

En la mayoría de los sistemas mesomór�cos y sólidos, los campos locales resi-
duales son relevantes en un intervalo de frecuencias de Larmor crucial para la correcta
interpretación de la curva de dispersión de la relajación espín-red. La técnica de rela-
jación en el sistema rotante [12, 13] permite obtener información de las componentes
residuales del campo local a lo largo de la dirección impuesta por el campo magnético
externo.

1.5. Organización de la tesis.

La tesis está organizada de manera cronológica a �nes que el lector pueda seguir
como evolucionó el análisis y cómo surgieron las nuevas ideas.

Capítulo 1 Es el capítulo de introducción que se acaba de presentar. Se presentan
los conceptos necesarios para un buen entendimiento de la tesis, lípidos, liposomas y
colesterol; así como una rápida descripción de las dos técnicas de RMN empleadas.

Capítulo 2 En este capítulo se hace una breve introducción de la dinámica en
general de lípidos en membranas biológicas y de las técnicas hasta el momento uti-
lizadas para su análisis. Luego se describen los antecedentes relevantes de los procesos
dinámicos que se consideraron estar presentes en la membranas teniendo en cuenta
la escala de tiempo del experimento.

Capítulo 3 Teniendo ya identi�cados los procesos dinámicos que dan lugar a la
relajación espín-red, en este capítulo se hace un estudio bibliográ�co de los modelos de
relajación existentes y adaptables a cada proceso. Finalmente, se muestra la propuesta
de modelo de relajación espín-red con el cual se analizaron los datos experimentales.
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Capítulo 4 Este es el capítulo experimental. Aquí se introduce al lector breve-
mente al mundo de la RMN y se hace una descripción detallada de las dos técnicas
experimentales utilizadas: relaxometría con ciclado rápido de campo y relaxometía en
el sistema rotante.

Capítulo 5 Se describe la preparación de la muestra y los experimentos llevados
a cabo. Se muestran los resulatdos experimentales y se hace un análisis de datos
para liposomas formulados con diferentes lípidos, diferentes tamaños de liposomas,
diferentes temperaturas y para diferentes contenidos de colesterol en membranas.

Capítulo 6 En este capítulo se describen las propiedades viscoelásticas de mem-
branas lipídicas en liposomas. Se presenta una descripción teórica de los modelos y
de los métodos para medir la constante elástica de �exión.

Capítulo 7 Se hicieron nuevos experimentos en un rango más pequeño de fre-
cuencia, a diferentes temperaturas y diferentes contenidos de colesterol, con el �n de
poder medir la constante elástica de �exión con la técnica que se propone en la tesis.

Capítulo 8 En este capítulo se propone un modelo para la energía de interacción
entre el campo acústico y el director esméctico local. Se investigan los detalles de esta
interacción.

Capítulo 9 En este capítulo se presentan las conclusiones de la tesis. Aunque en
otros capítulos ya se han destacado algunos resultados importantes, en éste se unen
todos los resultados obtenidos a lo largo de la tesis y se resaltan los más importantes.



Capítulo 2

Dinámica molecular de lípidos en
liposomas.

En este capítulo se presenta un estudio bibliográ�co de la dinámica molecular de lípidos

en membranas biológicas. Se presta especial atención a aquellos procesos que son dominantes

en la escala de tiempos de los experimentos que se realizaron. Se concluye que en tal escala

de tiempos hay tres procesos signi�cativos: difusión molecular sobre una super�cie curva,

�uctuaciones de orden orientacional y movimientos rápidos (rápidos con respecto a la escala

de tiempos observada.)

Dado que los conocimientos adquiridos a partir de la caracterización físico-química
de la dinámica en membranas lipídicas son de importancia para la biología celular y la
bionanotecnología, un amplio rango de métodos experimentales han sido aplicados a
su estudio [25]. Esto es necesario ya que los procesos dinámicos en membranas lipídicas
ocurren sobre un amplio rango de escalas temporales, con tiempos de correlación
asociados que van desde 10−15s, para vibraciones moleculares, hasta horas para los
procesos �ip-�op [26, 27].

La resonancia magnética nuclear (RMN) con ciclado rápido de campo es una téc-
nica sensible a la dinámica sobre una escala temporal muy amplia. Otras técnicas
que han sido aplicadas incluyen espectroscopía infrarroja y Raman, resonancia para-
magnética electrónica (EPR), espectroscopía de correlación por �uorescencia (FCS),
recuperación de la �uorescencia tras el fotoblanqueado (FRAP), espectroscopía de
rayos X y experimentos de dispersión de neutrones. En la �gura 2.1 se muestran los
tiempos a los cuales algunas técnicas son sensibles a la dinámica molecular. Se nota
que la RMN, con ayuda del ciclado de campo, cubre un amplio rango en la escala
temporal.

En contraste a la vasta acitividad experimental, hay algunos esfuerzos teóricos
para entender las propiedades de la membranas. La mayoría de estos estudios han

13
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Figura 2.1: Rangos de tiempos a los cuales algunas técnicas son sensibles a la dinámica
molecular. Los rangos de tiempos son aproximados.

sido basados en un modelo de red para la bicapa lipídica [28, 29, 30, 31]. Los esta-
dos conformacionales de las cadenas son agrupados todos en un número pequeño de
estados (∼ 10) con diferentes formas y degeneraciones. Simulaciones dinámicas com-
putacionales proveen una localización dependiente del tiempo de todas las moléculas
de las membranas, permitiendo una descripción más detallada de los movimientos
moleculares [32, 33]. Pero para alcanzar esta resolución, las simulaciones se basan
en potenciales efectivos de interacción que son ajustados para reproducir datos ex-
perimentales [34]. Una descripción cuantitativa de lo encontrado experimentalmente
depende del grado de complejidad del Hamiltoniano de interacción. Simulaciones com-
putacionales realistas a nivel atómico han evolucionado como una técnica complemen-
taria [35, 36] en el estudio de bicapas. Tales métodos han hecho un sustancial progreso
durante los últimos diez años [37, 38, 39]. Hoy, simulaciones computacionales se rea-
lizan sobre membranas de tamaños superiores a 1000 lípidos y se extienden hasta
tiempos superiores a los 10ns [40].

Los datos espectroscópicos sobre orden y dinámica en membranas son típicamente
analizados en términos de parámetros de orden [8, 41] y tiempos de correlación asocia-
dos a cada proceso [8, 42]. Los parámetros de orden son una medida de la orientación
de vectores representando ligaduras químicas, segmentos moleculares, moléculas o
ensambles de moléculas. Por otro lado, los tiempos de correlación hacen referencia
a la escala de tiempo para la reorientación de esos vectores. En membranas, la es-
cala de tiempos de correlación cubre un rango de aproximadamente 15 órdenes de
magnitud, desde los femtosegundos hasta segundos u horas. En general, los tiempos
de correlación aumentan cuando aumenta el tamaño del segmento que se mueve. Los
movimientos de ligaduras químicas individuales en general son los más rápidos. Luego
siguen los movimientos de lípidos como un todo, movimientos colectivos de los lípidos
o movimientos ondulatorios de la membrana y �nalmente, en el caso de los liposomas,
la dinámica propia de la estructura globular en el medio acuoso de soporte.
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En la �gura 2.2 están representados los principales movimientos reconocidos y
estudiados hasta el momento, los cuales son:

Vibraciones en lo largo de una ligadura química y oscilaciones torsionales de
ligaduras (femtosegundos).

Libraciones en la orientación de una ligadura (picosegundos).

Rotaciones alrededor de ligaduras químicas (pico-nanosegundos).

Reorientación de los lípidos a lo largo de su eje por medio de difusión (nanose-
gundos).

Difusión lateral de los lípidos en el plano de la membrana (nano-microsegundos).

Fluctuaciones de orden (microsegundos a segundos).

Flip-�op de lípidos a través de las capas de la bicapa lipídica (milisegundos a
horas).

Figura 2.2: Representación esquemática de los principales procesos dinámicos que ocurren
en una membrana biológica. Los rangos de tiempos de correlación asociados son aproxima-
ciones.



CAPÍTULO 2. DINÁMICA MOLECULAR DE LÍPIDOS EN LIPOSOMAS. 16

El objetivo de las siguientes secciones fue recolectar de la literatura información
sobre los procesos presentes en membranas. En tales secciones se detallan los tres
procesos dinámicos relevantes en la escala de tiempo experimental que están presentes
en las membranas lipídicas. Procesos tipo �ip-�op requieren de un movimiento de
traslación a lo largo de la normal a la membrana y una rotación de 180o respecto
a este eje. Las velocidades asociadas a este movimiento han sido medidas por EPR
[26], RMN [43] y técnicas de �uorescencia. En modelos de membranas compuestas por
lípidos con cadenas saturadas, el tiempo medio para un proceso de �ip-�op puede ser
desde horas hasta días. Esto no es sorprendente pues tal movimiento trans-bicapa de
lípidos requiere que el grupo polar hidrofílico atraviese el la parte central hidrofóbica
de la membrana, un evento muy poco probable. Esto es, tal proceso dinámico ocurre
con tiempos característicos muy grandes, por lo que no fue considerado.

2.1. Difusión sobre una super�cie curva

La difusión lateral de lípidos en una membrana biológica es uno de los paráme-
tros claves para su funcionamiento, interviniendo en los procesos celulares tales co-
mo agregación o adhesión celular. Las membranas celulares naturales presentan un
sistema complejo y heterogéneo, el cual hace la descripción de sus propiedades bi-
ológicas totalmente di�cultosa. Así, un número de sistemas modelos con estructuras
y composiciones lipídicas simpli�cadas son usadas en diversos estudios. Mediciones re-
alizadas sobre este proceso proveen una importante perspectiva sobre la estructura y
la organización lateral de la misma. Las técnicas más utilizadas para estudiar difusión
son RMN y métodos ópticos con marcadores �uorescentes.

Si la difusión sobre la membrana no es restringida un lípido viaja, en primera
aproximación, una distancia x = (4Dt)1/2 desde el origen durante un tiempo de ob-
servación t, donde D es la constante de difusión lateral. Sin embargo, esta estimación
está basada en la suposición de que el lípido no encuentra obstáculos durante su viaje
por la membrana. De esta manera, la heterogeneidad de las membranas, debida a la
presencia de dominios con diferentes composiciones lípidos/proteínas, introduce una
aparente dependencia de la velocidad de difusión respecto a la distancia recorrida. Es
decir, si observamos la difusión sobre distancias cortas, es menos probable que aparez-
can obstáculos que si observamos difusión sobre grandes distancias. Por lo tanto, las
velocidades de difusión tienen una tendencia a ser menores si observamos el viaje
de lípidos sobre grandes distancias. Cada experimento es sensible sobre una escala de
distancias especí�ca: transferencia de energía por resonancia de �uorescencia (FRET)
es medida sobre distancia de 10 a 100; experimentos de RMN con gradiente de campo
magnético pulsado (PFG-NMR) son sensibles a difusión de lípidos sobre distancias
en el rango de 100nm a 10µm, dependiendo del gradiente utilizado; y mediciones
por FRAP son sensibles a distancias del orden de 1µm. La diferencia entre las veloci-
dades de difusión medidas como función de la distancia recorrida contiene información
acerca del tamaño de los dominios, las formas y las propiedades.
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La presencia de la difusión lateral en liposomas de membranas lipídicas fue de-
mostrada tanto experimentalmente como en simulaciones de la dinámica molecular.
Kornberg y McConnel [44] muestran evidencia de difusión lateral en vesículas de fos-
fatidilcolina (PC) observando el efecto que producen espines marcados de PC sobre
el espectro de resonancia nuclear. El espectro de resonancia nuclear de vesículas de
PC se ensancha a causa de los espines-marcados en PC; tal ensanchamiento es pro-
porcional a la concentración de espines marcados en PC. Proponen como posibles
candidatos responsables del ensanchamiento (y por lo tanto, de la difusión lateral) a
la colisión entre vesículas, al intercambio de espines marcados entre vesículas, la fusión
de vesículas y a movimientos internos de la vesícula. Concluyen que estos últimos son
los responsables de la difusión lateral.

Mediciones de difusión lateral rápida de lípidos en vesículas y en membranas bio-
lógicas fueron realizadas mediante RMN de 1H [45]. Los valores de T1 de protones de
fosfatidilcolina diluída en vesículas del mismo lípido con las cadenas deuteradas mues-
tran que la relajación intermolecular es importante en la bicapa protonada completa.
Hay un número de movimientos moleculares posibles los cuales podrían dominar esta
relajación intermolecular. La relajación dipolar intermolecular de protones fue mode-
lada utilizando un modelo que Torrey [46, 47] adaptó para el movimiento de difusión
en un líquido con densidad de espín uniforme; lo que corresponde a una situación en la
cual un núcleo puede existir en uno de dos estados: a) unidos en un pozo de potencial
y b) un estado excitado térmicamente en el cual el núcleo se puede mover rápidamente
como un movimiento tipo difusivo aleatorio antes de que vuelva a ser atrapado en
el pozo de potencial. Se consideran como posibles procesos dinámicos responsables
de la relajación al movimiento rotacional relativo de los vecinos más cercanos, a los
movimientos oscilatorios perpendiculares a la super�cie de la vesícula y a la difusión
lateral de las moleculas lipídicas en el plano de la membrana. Se concluye que la
difusión lateral es el candidato más admisible para el movimiento intermolecular que
domina la relajación transversal T2.

El problema de difusión lateral se estudió teóricamente aplicando el análisis clásico
del movimiento Browniano a un modelo hidrodinámico [48]. El movimiento Browniano
de difusión de partículas ocurre en un entorno altamente anisotrópico. Una movilidad
traslacional (independiente de la velocidad) puede de�nirse si la viscosidad del líquido
que soporta a la membrana se tiene en cuenta. Los cálculos del modelo sugieren que
una situación realista para la difusión traslacional sería que esta sea aproximadamente
cuatro veces más rápida que la difusión rotacional en el caso isotrópico.

FRAP es un método que mide la difusión lateral de lípidos marcados �uorescente-
mente. Típicamente, una molécula lipídica, la cual ha sido rotulada con �uorescencia,
se introduce en una membrana de interés. La irradiación subsecuente de una pe-
queña región de la membrana (1µm en diámetro) con un rayo laser conduce a la
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destrucción química del �uoróforo (fotoblanqueamiento). Cuando el laser se apaga,
la intensidad de la �uorescencia dentro del spot retorna debido a la difusión later-
al de moléculas no blanqueadas desde el entorno hacia el spot irradiado. FRAP ha
sido utilizado para medir difusión en función de la temperatura en bicapas de L-
α-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) soportadas sobre obleas de silicio oxidado [49].
También se utilizó para desarrollar un extenso estudio de la difusión lateral de un
fosfolípido en la mezcla binaria de DMPC-colesterol, por arriba de la temperatura
de fusión del fosfolípido [50]. En las regiones del diagrama de fase donde existe una
única fase cristalina-líquida, la difusión puede ser cuantitativamente descripta por la
teoría de volumen libre, usando una ecuación híbrida de Macedo-Litovitz. Una inter-
pretación consistente de los datos de difusión puede proveerse basada escencialmente
en la idea que el efecto primario de la adición del colesterol a la bicapa es ocupar vol-
umen libre. En un trabajo más reciente de Almeida [51] también se mide la difusión
usando la técnica de FRAP. Trabajan en DMPC y DMPC/colesterol, y miden D en
función de la temperatura.

Dispersión dinámica de luz por �bra óptica (FODLS) [52] fue utilizada para medir
coe�cientes de difusión de corto alcance de liposomas cargados y no cargados de fosfa-
tidilcolina (PC) y fosfatidilserina (PS). Espectroscopia de correlación de �uorescencia
[53] se utilizó para determinar el coe�ciente de difusion lateral en vesículas gigantes
de dioleoyl-fosfatidilcolina (DOPC). La ventaja de trabajar en vesículas unilamelares
gigantes es que su bicapa es de baja curvatura y no requiere de un sustrato. Además,
las vesículas son más o menos del tamaño de una célula.

Calorimetría diferencial de barrido (DSC) es una técnica que mide temperaturas y
�ujos de calor asociados con transiciones en materiales como una función del tiempo
y la temperatura [54, 55, 56]. Espectroscopia por resonancia magnética nuclear de
deuterones junto con DSC [28] se utilizaron para estudiar la dinámica de la mezcla de
colesterol con dipalmitoylfosfatidilcolina (DPPC) con cadenas deuteradas. Un dia-
grama de fase como función de la temperatura y el contenido de colesterol se ha
construido. Se identi�can tres regiones de coexistencia de dos fases. Se encontró que
ocurren cambios dramáticos en el ancho de línea de 2H RMN, los cuales suceden
pasando a través de las transiciones de fase. También se vio que el colesterol causa
cambios en la dinámica y el orden molecular de la membrana en las fases �uida (Lα)
y fase gel (Pβ′y Lβ′) así como también introduce una nueva fase termodinámica a
altas concentraciones de colesterol, la fase β. El cambio más obvio en la fase Lα
(fase termodinámica estable encontrada a bajas concentraciones de colesterol por
encima de la temperatura de transición), viendolo con un experimento 2H RMN, es
el gran incremento en el orden orientacional promedio de las cadenas lipídicas. Este
incremento en el orden de las cadenas es acompañado de un incremento en el grosor
de la bicapa.
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La espectroscopia de correlación de �uorescencia (FCS) es otra técnica que per-
mite determinar coe�cientes de difusión de proteínas �uorescentes y otros �uoróforos.
Para ello, utilizando un microscopio confocal se miden las �uctuaciones en la inten-
sidad de �uorescencia dentro de un pequeño volumen de observación que contiene
unas pocas moléculas. Luego el análisis de la correlación temporal de dichas �uctua-
ciones permite obtener información del coe�ciente de difusión y de la concentración.
La combinación de FCS con microscopía de �uorescencia confocal (CFM) se uti-
lizó para estudiar la dinámica lipídica y la organización en el conjunto de rafts en
vesículas unilamelares gigantes preparadas con varias mezclas de lípidos. Coe�cientes
de difusión en función de la concentración de colesterol se reportan para mezclas
binarias de es�ngomielina(SM)/colesterol, DPPC/colesterol y distearoilfosfatidilcol-
ina(DSPC)/colesterol [57]. También se utilizaron en vesículas unilamelares gigantes
preparadas con mezclas ternarias de DOPC/SM/colesterol [58], donde encontraron
que a altas concentraciones de colesterol la difusión de los lípidos disminuye tras la
adición de colesterol. La combinación de ambas técnicas también fue utilizada para
estudiar la dinámica lipídica en vesículas gigantes unilamelares (VGU). La forma-
ción de dominios en VGUs de mezclas de un fosfolípido no saturado (DOPC), un
fosfolípido saturado (DSPC) y colesterol fue visulaizada mediante CFM [59]. El ob-
jetivo principal de tal estudio era conocer mejor cómo se mueven los lípidos dentro
de la bicapa y el efecto del colesterol sobre la dinámica lipídica en la presencia de
coexistencia de fases. Mediante el método se observan los cambios del coe�ciente de
difusión como función del contenido de colesterol.

RMN de gradiente de campo pulsado fue utilizado para determinar directamente
el coe�ciente de difusión lateral para las siguientes bicapas macroscópicamente ali-
neadas: DMPC, SM, POPC y DOPC con colesterol [60]. Diferencias en la dependencia
de concentración y energías de activación aparentes de la difusión de los lípidos son
claramente observadas. Mediante RMN de gradiente de campo pulsado estudiaron el
efecto sobre la difusión cuando se incrementa la insaturación en la cadena alcalina
grasa de la PC [61].

En la tabla 2.1 se presentan los valores de la constante de difusión obtenidas en
diferentes sistemas y con diferentes técnicas experimentales:

2.2. Fluctuaciones de orden

Las membranas lipídicas �uidas son objetos blandos y altamente �exibles los cuales
son suceptibles a �uctuaciones de forma térmicamente inducidas. La longitud de las
escalas asociadas con el fenómeno de ondulación de vesículas gigantes se extiende
desde dominios microscópicos a mesoscópicos. Debido al cuto� en la escala de lon-
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gitud óptica, solamente las longitudes de onda de las deformaciones de forma más
largas son observables. Las mediciones de las �uctuaciones de forma se basan en un
análisis de Fourier de ondulaciones de la membrana excitada térmicamente (�uctua-
ciones de forma de la vesícula) usando métodos de videomicroscopía [66, 67, 68]. Las
ondulaciones pueden ser analizadas para obtener el módulo elástico de �exión de la
membrana. Otras técnicas que pueden usarse para estimar la constante elástica de
�exión de una única vesícula incluyen aspiración por micropipetas en el régimen de
baja tensión [69] y deformación de una vesícula en un campo eléctrico [70].

En vesículas, las �uctuaciones de orden orientacionales se originan en las �uctua-
ciones de forma de la esfera. Son movimientos colectivos de la bicapa completa y dan
lugar a relajación espín-red nuclear dipolar modulando la orientación del vector in-
ternuclear con respecto al campo magnético externo. Estudios experimentales indican
que las membranas sufren ondulaciones con tiempos de correlación que cubren más
de seis órdenes de magnitud desde una fracción de microsegundos hasta segundos,
mientras que la longitud de onda correspondiente de tales ondulaciones va desde los
nano hasta los micrómetros. Las amplitudes y las frecuencias de las �uctuaciones de
orden están directamente relacionadas con las propiedades elásticas de la membrana,
la viscosidad de la solución y la distancia a otras membranas.

La relaxometría magnética nuclear con ciclado de campo [42, 71] ha sido usada
para probar movimientos moleculares colectivos en cristales líquidos. Estos movimien-
tos representan un mecanismo signi�cante de relajación espín-red en cristales líqui-
dos termotrópicos a frecuencias por debajo de 106Hz. A frecuencias más altas var-
ios tipos de movimientos no colectivos (debidos en general a difusión traslacional
y rotaciones moleculares locales) dominan y tienden a enmascarar las �uctuaciones
de orden. Sin embargo, los mecanismos de movimientos que contribuyen a la re-
lajación en cristales líquidos liotrópicos y membranas biológicas son menos claros
[8, 18, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79]. La dinámica de movimientos lentos no colectivos
compite con las �uctuaciones de orden en el rango de frecuencias bajas, pudiendo
así dar lugar a reorientaciones mediadas por difusión traslacional a lo largo de una
super�cie curva [8, 20, 72]. Estos movimientos no pueden ser fácilmente discriminados
de las ODF a menos que se examine la relajación en un amplio rango de frecuencias.

Las expresiones de las tasas de relajación espín-red cuadrupolares fueron calcu-
ladas para 2H y 14N en bicapas lipídicas [80]. Los resultados se presentan para un
modelo general de difusión rotacional anisotrópica que describe reorientaciones seg-
mentales o moleculares en la bicapa, y después el análisis se extiende incluyendo
las �uctuciones locales relativamente lentas del director con respecto a la normal
macroscópica de la bicapa. Se concluye que la contribución dominante a las veloci-
dades de relajación 2H de bicapas de DPPC saturadas surge de las �uctuaciones de
orden colectivas.
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Mediciones de dispersión de relajacion espín-red de 1H de bicapas lipídicas han
sido llevadas a cabo cubriendo un rango de seis ordenes de magnitud [8]. Al igual que
para sistemas esmécticos termotrópicos, se interpretó oportunamente que las �uc-
tuaciones de orden [81] contribuyen al proceso de relajación solamente a frecuencias
extremedamente bajas en el régimen de los kHz. Sin embargo fue recientemente de-
mostrado que dicha interpretación es incorrecta, generando una confusión en la apli-
cación de la técnica de relaxometría con ciclado de campo a estos sistemas [11, 82].

Estudios de movimientos colectivos en membranas lipídicas macroscópicamente
ordenadas [83] fueron realizados mediante mediciones de relajacion espín-espín de 2H
[75]. La anisotropía y dispersión en frecuencia de pulsos, del tiempo de relajación
espín-espín en una secuencia CPMG se empleó para evaluar la principal contribución
a la relajación transversal de espín de 2H en membranas lipídicas [84]. El análisis de
los experimentos es llevado a cabo en términos del formalismo del operador densi-
dad, empleando el método estocástico de Liouville. Se concluyó que los movimientos
colectivos de los lípidos constituyen el proceso de relajación transversal dominante.

RMN de protones fue empleada como una prueba para la dinámica colectiva de
cadenas hidrocarbonadas en C10H21NH3Cl [85], una biomembrana modelo sometida
a una secuencia de transiciones de fase estructurales irreversibles. Las mediciones de
relajación espín-red en el sistema rotante revelan una dinámica colectiva de cadenas
crítica a bajas frecuencias en el régimen de los kHz, la cual está asociada con la
transición de fase con�guracional de la cadena de interdigitada a nointerdigitada.

Mediciones de relajación transversal de espín empleando secuencias de pulsos Carr-
Purcell pueden dar información detallada de la dinámica de movimientos lentos en
biomembranas [86, 87]. Se investigaron dos mecanismos de relajación, �uctuaciones
de forma de la vesícula y difusión lateral de moléculas a lo largo de la super�cie
curva de la esfera. Concluyen que en el rango de los kHz, las �uctuaciones de orden
constituyen el proceso de relajación dominante.

En soluciones acuosas concentradas, la mayoría de los lípidos forman una fase
lamelar Lα: una pila de bicapas an�fílica separadas por capas de solventes. A temper-
atura ambiente usualmente las bicapas tienen la estructura de �uidos bidimension-
ales. La pila de bicapas exhibe comportamiento cuasi-líquido en dos dimensiones, y
un orden cuasi-cristalino en la dirección perpendicular a las capas. Por lo tanto, la
fase lamelar Lα se asemeja a un cristal líquido esméctico. Sobre escalas moleculares
grandes, interacciones en �uidos complejos pueden investigarse mediante simulaciones
moleculares [88, 89, 90, 91, 92]. Los resulatdos de las simulaciones pueden usarse luego
para veri�car la validez de teorías mesoscópicas. En un trabajo [93] se extiende este
tipo de estudios a pilas lamelares enteras de bicapas. Tal sistema se lo investiga usan-
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do un modelo fenomenológico fuera de red de una mezcla solvente-an�fílico. Analizan
el espectro de �uctuaciones de las membranas y pueden extraer una longitud de co-
rrelación en el plano. Tales resultados concuerdan con lo obtenido con predicciones
de la teoría armónica discreta.

Se reporta una determinación experimental de la estructura y �uctuaciones de
una bicapa lipídica, en una con�guración plana que facilita la adquisición de los
datos de dispersión en la super�cie mediante dispersión de la re�ectividad de rayos
X y dispersión no especular [94]. Se combinan mediciones de dispersión especulares
y no especulares de bicapas lipídicas de PC con 17 o 18 carbonos �otando en agua
cerca de una pared plana cubierta por una capa de lípidos. Se presenta un esquema
coherente de la estructura subyacente y de las �uctuaciones de la bicapa fosfolipídica
libre.

2.3. Movimientos rápidos.

El último proceso dinámico que se considera importante son los movimientos rápi-
dos con respecto a la escala de tiempos que observamos experimentalmente. Dentro
de este grupo se pueden mencionar �uctuaciones vibracionales internas, libraciones,
la isomerización, rotaciones de grupos químicos pequeños, etc.

Para el caso de lípidos con cadena doble (ej. fosfatidilcolinas) el aumento de tem-
peratura provoca un incremento en la movilidad de la cadena hidrocarbonada, provo-
cando una isomerización trans-gauche, es decir un cambio en la estructura de la cade-
na. Los tiempos de correlación para los procesos de isomerización trans-gauche pueden
ser determinados por mediciones de tiempos de relajación con distintas técnicas [8, 95].
En la escala de tiempos de experimentos de resonancia de espines electrónicos (ESR),
isomerización trans-gauche de cadenas de fosfatidilcolinas es un movimiento relativa-
mente rápido. En experimentos de 2H-NMR en moléculas de DMPC especí�camente
marcadas, los tiempos de correlación determinados están en el rango 10−12 s a 10−10

s. Este rango de tiempos está de acuerdo con mediciones realizadas con la técnica de
relaxometría con ciclado de campo aplicada a protones [8].

En la fase líquido-cristalina el proceso de rotación de lípidos constituye un
movimiento rápido en la escala de tiempos de 2H-NMR. Mediciones del tiempo de
relajación espín-red de protones sugieren tiempos de correlación para este proceso
del orden de 2 × 10−8 s [96]. Otros reportes [97] basados en el espectro de ESR
de cadenas marcadas de DMPC arrojan valores entre 10−9 s y 10−7 s para la fase
líquido-cristalina. Por otro lado mediciones de la dispersión del tiempo de relajación
de protones [8] dan valores del orden de 5× 10−9 s a 35oC.
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D[m2s−1] Sistema Temperatura[K] Método Referencia

0,9× 10−12 lecitina de huevo 293 T2 [45]

1,8× 10−12 lecitina 298 ESR [62]

1− 8× 10−12 DMPC y DOPC 283− 313 FRAP [49]

3,97× 10−12 PS - FODLS [52]

4,86× 10−12 PC - FODLS [52]

7,5× 10−12 DMPC 308 FRAP [63]

6,0× 10−12 DMPC 299 FRAP [64]

3× 10−12 DLPC 298 FCS [65]

11× 10−12 DMPC 308 pfg-NMR [60]

8× 10−12 SM 328 pfg-NMR [60]

10× 10−12 DOPC 303 pfg-NMR [60]

24− 17× 10−12 SOPC(0− 40) %col 333 pfg-NMR [61]

18− 11× 10−12 SOPC(0− 40) %col 323 pfg-NMR [61]

12− 8× 10−12 SOPC(0− 40) %col 313 pfg-NMR [61]

8− 4× 10−12 SOPC(0− 40) %col 303 pfg-NMR [61]

4− 2× 10−12 SOPC(0− 40) %col 294 pfg-NMR [61]

31− 20× 10−12 SLPC(0− 40) %col 333 pfg-NMR [61]

22− 14× 10−12 SLPC(0− 40) %col 323 pfg-NMR [61]

15− 10× 10−12 SLPC(0− 40) %col 313 pfg-NMR [61]

10− 5× 10−12 SLPC(0− 40) %col 303 pfg-NMR [61]

6− 2× 10−12 SLPC(0− 40) %col 294 pfg-NMR [61]

35− 21× 10−12 SAPC(0− 40) %col 333 pfg-NMR [61]

25− 15× 10−12 SAPC(0− 40) %col 323 pfg-NMR [61]

18− 10× 10−12 SAPC(0− 40) %col 313 pfg-NMR [61]

12− 6× 10−12 SAPC(0− 40) %col 303 pfg-NMR [61]

7− 3× 10−12 SAPC(0− 40) %col 294 pfg-NMR [61]

38− 26× 10−12 SDPC(0− 40) %col 333 pfg-NMR [61]

27− 19× 10−12 SDPC(0− 40) %col 323 pfg-NMR [61]

20− 13× 10−12 SDPC(0− 40) %col 313 pfg-NMR [61]

14− 8× 10−12 SDPC(0− 40) %col 303 pfg-NMR [61]

9− 5× 10−12 SDPC(0− 40) %col 294 pfg-NMR [61]

0,105× 10−12 SM(0,45)DOPC(0,45)COL(0,1) − FCS [58]

0,255× 10−12 SM(0,4)DOPC(0,4)COL(0,2) − FCS [58]

0,795× 10−12 SM(0,33)DOPC(0,33)COL(0,33) − FCS [58]

0,8× 10−12 SM(0,53)DOPC(0,13)COL(0,33) − FCS [58]

(4− 13)× 10−12 DMPC 299− 323 FRAP [50]

(6,3− 2,5)× 10−12 DOPC(0− 67) %col - FCS [57]

(7− 1,1)× 10−12 DLPC(0− 67) %col - FCS [57]

Tabla 2.1: Valores de la constante de difusión obtenidos con diferentes técnicas experimen-

tales, en diferentes sistemas y a diferentes temperaturas. Las siguiente abreviaturas cor-

responden a los siguientes compuestos: SOPC (1-estearoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina),

SLPC (1-estearoil-2-linoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina), SAPC (1-estearoil-2-araquidonoil-sn-

glicero-3-fosfocolina), SDPC (1-estearoil-2-docosahexaenoil-sn-glicero-3-fosfocolina) y DLPC

(dilignoceroylfatidilcolina).



Capítulo 3

Modelos de relajación.

En el capítulo anterior se concluyó que hay tres procesos signi�cativos: difusión molec-

ular sobre una supre�cie curva, �uctuaciones de orden y movimientos rápidos (rápidos con

respecto a la escala de tiempos observada). Este capítulo está dedicado a los modelos de

relajación espín-red correspondientes a cada uno de los procesos que intervienen.

Los experimentos de relajación tratan con los grados de libertad de los espines
nucleares [10] y proveen información acerca de la red a través de la evolución temporal
del sistema de espines. Es usual pensar en el sistema de espines como un sistema
termodinámico en contacto con un reservorio (la red) con un gran número de grados
de libertad. En un experimento típico, se entrega energía en forma de pulsos de
radiofrecuencia hacia el sistema de espines, con el objetivo de llevarlo a un estado de
no equilibrio con la red. Luego se le permite al sistema de espines entrar en contacto
con la red durante un período de evolución, siendo el último paso la observación
de los resultados de la evolución. La recuperación del estado de equilibrio ocurre
con un tiempo característico denominado tiempo de relajación espín-red (T1), y está
determinado por la e�ciencia de los mecanismos de relajación espín-red. La cantidad
que se mide es el tiempo de relajación espín-red, el cual depende de la interacción
intra e intermolecular de los espines nucleares con los campos magnéticos y eléctricos
locales; siendo éstos modulados por los movimientos moleculares subyacentes.

Cualquier teoría de relajación relaciona los tiempos de relajación medidos con las
propiedades microscópicas de la muestra. Se considerará el intervalo de frecuencias
donde las condiciones del límite de colisión débil de la teoría semiclásica son váli-
das. En este límite, las �uctuaciones son intensas durante la escala de tiempos de los
procesos de relajación, incluso antes de que ejerzan una in�uencia perceptible en el
sistema de espines. En este formalismo, los tiempos de relajación están representados
a través de funciones densidades espectrales que modelan la dinámica de la red. A
su vez, las densidades espectrales son las transformadas de Fourier de las funciones

24
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de correlación correspondientes. Las últimas contienen la física relevante del prob-
lema relacionando así los tiempos medidos con los parámetros físicos involucrados
(viscosidad, constantes elásticas, etc.) y las variables controladas externamente (tem-
peratura, frecuencia, orientation, etc.). En la ausencia de especies paramagnéticas,
las �uctuaciones de la interacción dipolar homo-nuclear son consideradas los mecan-
ismos de relajación dominantes para núcleos 1H. Dentro de este esquema, el tiempo
de relajación espín-red para una muestra promediada orientacionalmente puede ser
expresado como [10]

1

T1

= K[J1(ω) + 4J2(2ω)], (3.1)

donde K = (9/8r6)γ4~2(µ0/4π)2, r es la distancia media entre protones, γ es la
razón giromagnética de los protones, ~ es la constante de Plank dividida por 2π, y µ0

es la permeabilidad magnética del vacío. Finalmente, ω = 2π(ν0 + νL), donde ν0 es
el campo magnético en unidades de frecuencia de Larmor de 1H, y νL la componente
de campo local promedio a lo largo del eje de cuantización. La corrección por la
componente normal es menos relevante en tanto que en este trabajo solamente se
considerarán los datos para los campos magnéticos muy por encima de la magnitud
del campo local BL.

En la ecuación (3.1), la densidad espectral resultante corresponde a la transforma-
da de Fourier de la función de correlación que incluye toda la dinámica del sistema.
Esto será el producto de las funciones de correlación correspondientes a cada proceso
dinámico involucrado. Comúnmente se asume que los diferentes mecanismos que con-
tribuyen son estadísticamente independientes, en cuyo caso la función de correlación
del sistema se reducirá a la suma de las funciones de correlación de los movimien-
tos individuales. Una separación en la escala de tiempos es también frecuentemente
invocada ya que permite la reducción del producto a una suma, y por lo tanto la
densidad espectral total puede reducirse a la suma de las densidades espectrales de
los movimientos independientes que contribuyen [8, 18]. Para un determinado sis-
tema dinámico complejo, la suposición de que no hay correlación cruzada entre los
diferentes procesos debe ser validada [98].

La discriminación de los diferentes mecanismos de relajación está usualmente basa-
da en la identi�cación de las leyes de dispersión en el rango de frecuencia medido. Un
ejemplo típico es la ley de dispersión de raíz cuadrada de la frecuencia en nemáticos,
la cual se mani�esta claramente en el rango de los kHz [99].

La interpretación de la curva de dispersión de T1 normalmente se basa en la super-
posición de las densidades espectrales asociadas a los diferentes procesos dinámicos
considerados [8, 42, 74, 100]. Por ejemplo, mezcla de agua con laurato de potasio
liotrópico [74] en fases anisotrópicas fueron descriptas en el rango de 102 − 108Hz
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como una superposición de tres procesos debidos a (a) �uctuaciones orientacionales
del director, (b) rotaciones moleculares locales, y (c) autodifusión molecular. Datos
de relajación sobre un rango de frecuencia 100Hz ≤ ν ≤ 300MHz de membranas
fosfolipídicas [8] en fase líquida cristalina fueron evaluados en términos de �uctua-
ciones de orden del director, rotación molecular, autodifusión lateral, y rotaciones
inducidas traslacionalmente. El problema de tales procedimientos es que la elección
de mecanismos de relajación potenciales tiende a ser ambiguo debido al gran número
de parámetros de ajuste.

Velocidades de relajación espín-red de 1H, 2H y 13C en membranas de bica-
pas lipídicas dependen fuertemente de la intensidad del campo magnético aplicado
[77, 80, 101, 102, 103, 104]. Estas velocidades se han modelado teniendo en cuenta
dos principales componentes, una debida a movimientos rápidos locales de cadenas
alquílicas, y otra debida a movimientos colectivos lentos. La correlación entre ellas se
desprecia [80, 101].

Otro modelo utilizado para interpretar los datos de experimentos de RMN es el
método de aproximación libre [15, 105, 106]. En principio es aplicable a macromolécu-
las en solución y distingue básicamente dos tipos de movimientos que intervienen en
experimentos de relajación en RMN: los movimientos de la macromolécula como un
todo y los movimientos internos de las moléculas que componen la macromolécula. La
forma funcional de este modelo es la suma de dos Lorentzianas y tiene básicamente dos
parámetros ajustables que pueden ser interpretados dentro de algún modelo dinámi-
co en particular. De cualquier modo, éste presenta di�cultades signi�cantes: (i) La
relación de los valores de τc con las propiedades físicas de las membranas no es trivial
(la dinámica colectiva de membranas no puede ser caracterizada por un único tiempo
de correlación). (ii) La descripción de la dinámica colectiva en términos de funciones
Lorentzianas es problemática. (iii) El número de contribuciones requeridas para ajus-
tar los datos es muy sensible al rango de los datos, y en nuestras experiencias es
también sensible a pequeños cambios en el tamaño hidrodinámico promedio de las
vesículas y de la temperatura.

El modelado apropiado para las �uctuaciones colectivas en membranas de bicapas
ha sido objeto de estudio tanto en el campo experimental como teórico[18, 77, 78, 79].
Ciertos métodos [77, 78] están basados en �uctuaciones del director del tipo nemáticas
3D. En la referencia [18], ondulaciones de capas 2D de membranas (no acopladas)
fueron sugeridas como un mecanismo de �uctuación. Más tarde la atención se centró
en la in�uencia del acoplamiento de capas [79] en sistemas de bicapas, a pesar de que
no pudo ser con�rmado con claridad en los estudios experimentales [76].

Otros experimentos se han realizado sobre un rango pequeño de frecuencias y no
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pueden discriminar entre la dependencia ω−1
0 de sistemas 2D o la dependencia ω−1/2

0

de un nemático 3D. Para la discriminación de mecanismos de relajación en materi-
ales líquido-cristalinos se han requerido experimentos que cubran cuatro órdenes de
magnitud de frecuencias [99].

La base teórica para el cálculo de la relajación espín-red nuclear debida a ondula-
ciones de una membrana plana fue propuesta inicialmente por Marqusee [18]. Asumió
que las membranas son de extensión in�nita, y por lo tanto se pueden despreciar los
efectos introducidos por los límites �nitos. En el trabajo se propuso que los movimien-
tos a baja frecuencia pueden ser modelados apropiadamente como �uctuaciones del
director de una estructura plana. Se encontró que la relajación espín-red inducida por
ondulaciones de membranas planas depende linealmente de la frecuencia de larmor
(T−1

1 ∝ ω−1)), similar a un termotrópico con una estructura de planos [107]. También
asumió que no ocurre acoplamiento entre membranas individuales en la misma solu-
ción. Esto está sin duda justi�cado para vesículas unilamelares. Suele asumirse que
sistemas multilamelares están también desacoplados, en contraste con los cristales
líquidos esmécticos A [107, 108].

3.1. Fluctuaciones de orden.

Fluctuaciones cuasi-esféricas [66] en vesículas unilamelares fueron propuestas como
el mecanismo de �uctuaciones de orden principal a través de estudios de relajación
de espines nucleares [86, 87]. La densidad espectral correspondiente fue calculada por
M. Vilfan et al. en el límite de pequeñas deformaciones [19]. La vesícula se consi-
dera como una cáscara cuasi esférica �áccida de radio R0 con un volumen constante
V = (4/3)πR3

0 y área �ja A. Para una descripción cuantitativa, la super�cie esférica
deformada puede ser representada como:

R(θ, φ) = R0[1 + u(θ, φ)], (3.2)

donde u(θ, φ) representa el desplazamiento instantáneo de la super�cie de la vesícu-
la desde su forma esférica en términos de los ángulos polar y azimutal que de�nen
la posición de la esfera. u(θ, φ) puede ser convenientemente expandida en término
de armónicos esféricos que representan los modos normales discretos. Por analogía
con el caso de los cristales líquidos, la función de correlación correspondiente puede
ser de�nida en términos de las componentes de un vector unitario n = (nr, nθ, nφ)
representando la dirección instantánea de la normal local a la membrana:

JOF (ω) = Re

∫ ∞
−∞

[〈nθ(0)n∗θ(t)∗〉+ 〈nφ(0)n∗φ(t)∗〉]e−iωtdt. (3.3)

Para �uctuaciones pequeñas, las componentes del vector unitario y el desplaza-
miento instantáneo están relacionados por:

nθ = −∂u(θ, φ)

∂θ
(3.4)
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nφ =
−1

sin θ

∂u(θ, φ)

∂θ
. (3.5)

Por lo tanto, se obtiene la densidad espectral como una suma de contribuciones de
modos individuales de exitación caracterizados por el número l (el mismo índice que
se usa para armónicos esféricos), que va desde la contribución a la relajación del modo
mínimo (l = 2), hasta el valor máximo determinado por las dimensiones moleculares
(lmax ≈ πR0/a, donde a es la distancia promedio entre moléculas vecinas):

JOF (ω) =
kBT

2πκ

lmax∑
l=2

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

(l2 + l − 2)(l2 + l + σ)

τl
(1 + ω2τ 2

l )
. (3.6)

Aquí, κ es el módulo elástico de �exión, kB es la constante de Boltzmann, T la
temperatura, σ la tensión lateral efectiva y τl está dado por:

τl =
ηR3

0

κ

(2l + 1)(2l2 + 2l − 1)

l(l + 1)(l + 2)(l − 1)(l2 + l + σ)
, (3.7)

donde η es la viscosidad del �uido soporte. Sobre una escala logarítmica, el modelo
resulta en una dependencia con la frecuencia lineal sobre un amplio rango de frecuen-
cias, con un plateau a frecuencias bajas, el valor del cual depende de T , R0, η, κ
y σ. Las �guras 3.1, 3.2 y 3.3 muestran la dependencia en frecuencia de la función
densidad espectral para diferentes tamaños de las vesículas, diferentes valores de κ y
diferentes temperaturas, respectivamente. Se puede ver una dependencia del tipo ν−1

sobre un amplio rango de frecuencias. Dentro de este régimen lineal, J(ν) es indepen-
diente del tamaño de la vesícula, de la tensión lateral efectiva σ y de la viscosidad del
medio η; dejando así al módulo elástico de �exión como el único parámetro relevante.
Por otro lado, R0, σ, η y κ determinan la frecuencia de corte donde J(ν) pasa a ser
independiente de la frecuencia.

3.2. Difusión sobre una super�cie curva.

Coe�cientes de difusión tan altos como 10−11m2s−1 fueron reportados para molécu-
las fosfolipídicas en la fase líquido-cristalina de membranas modelos [109, 110, 111].
Está bien establecido que la difusión es un proceso dinámico importante que toma
lugar en sistemas con membranas curvadas.

En el contexto presente, la teoría propuesta por Halle para la relajación de espín
debida a la difusión sobre super�cies curvas es apropiada [20]. Teniendo en mente
sistemas �uidos organizados, existe toda una variedad de movimientos moleculares
que pueden gobernar el acoplamiento espín-red �uctuante en el tiempo. Típica-
mente, hay �uctuaciones rápidas de amplitud espacial relativamente pequeña, de-
bidas a movimientos altamente localizados, superimpuestos con �uctuaciones más
lentas de amplitud mayores, debidas a la modulación de la magnitud y orientación del
acoplamiento localmente promediado. Si estos dos tipos de movimientos ocurren sobre
escalas temporales diferentes, las funciones de correlación pueden descomponerse en
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Figura 3.1: Dependencia con la frecuencia de la función densidad espectral para tres radios
diferentes R0 de la vesícula. Los parámetros usados en el grá�co son: κ = 4 × 10−20J ,
η = 1,1× 10−3Ns/m2, σ = 0 y T = 298K.

Figura 3.2: Dependencia con la frecuencia de la función densidad espectral para tres valores
diferentes de κ. Los parámetros usados en el grá�co son: R0 = 50nm, η = 1,1×10−3Ns/m2,
σ = 0 y T = 298K.

dos partes independientes asociadas con movimientos rápidos y lentos [112, 113, 114].
Este trabajo se focalizó sobre la parte de las funciones de correlación que se deben
a los movimientos lentos. Se consideró un sistema �uido el cual contiene agregados,
asumiendo que la suspensión está su�cientemente diluida para evitar interacción di-
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Figura 3.3: Dependencia con la frecuencia de la función densidad espectral para tres valores
diferentes de la temperatura. La viscosidad del medio soporte depende de la temperatura;
las correspondientes viscosidades para cada temperatura son: η = 1,3 × 10−3Ns/m2 para
T = 291K, η = 1,1×10−3Ns/m2 para T = 298K y η = 0,82×10−3Ns/m2 para T = 310K.
Los parámetros usados en el grá�co son: R0 = 50nm, σ = 0 y κ = 4× 10−20J .

recta entre liposomas. En nuestro caso, la fracción de volumen de liposomas en las
muestras puede ser tan alto como 10 %, de manera que ocurren interacciones directas
entre liposomas. Sin embargo, el hecho de que el tamaño promedio de los liposomas
permanezca estable por varios días, demuestra que dichas interacciones son débiles.
De todos modos, en cualquier caso tales interacciones modi�carían solamente las
propiedades reorientacionales de la esfera entera. Por lo tanto, se considera tener dos
contribuciones: el movimiento traslacional de las moléculas a lo largo de la super�cie
esférica y la reorientación de la esfera como un todo. En el caso de soluciones micelares
isotrópicas, el modelo se reduce a una función Lorentziana:

JD =
1

5

[
τD

1 + (ωτD)2
+ 4

τD
1 + (2ωτD)2

]
(3.8)

donde τD es un tiempo de correlación común relacionado al tiempo de correlación
de difusión rotacional, τRD, y al tiempo de correlación de difusión en la super�cie
τTD, dado por:

1

τD
=

1

τRD
+

1

τTD
(3.9)

con

τRD =
4πηR3

0

3kBT
(3.10)
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τTD =
R2

0

6D
, (3.11)

siendo D la constante de difusión traslacional. El coe�ciente de difusión puede
ser estimado desde un análisis clásico de movimientos Brownianos dentro del régimen
hidrodinámico [48]. En este modelo la membrana es considerada ser una lámina plana
in�nita de �uido con una viscosidad dada (plano lipídico) separadas por regiones
in�nitas de viscosidad más baja (�uido soporte). El lípido es considerado como un
cilindro cuyo eje es perpendicular al plano de la lámina, y se mueve bajo la acción de
un movimiento Browniano.

En la �gura 3.4 se muestra el comportamiento de la densidad espectral de difusión
como función de la frecuencia para diferentes valores de la constante de difusión.
Para los cálculos se utilizaron los siguientes párametros: R0 = 50nm, T = 298K
y η = 1,1 × 10−3. Los coe�cientes de difusión considerados para la difusión fueron:
D = 1 × 10−12[m2s−1], D = 1 × 10−11[m2s−1] y D = 1 × 10−10[m2s−1], las cuales
corresponden a tiempos de correlación de difusión de τD = 10,5× 10−5s, τD = 3,21×
10−5s, τD = 0,4× 10−5s, respectivamente. Para constantes de difusión más chicas, el
tiempo de correlación es más grande, lo cual se puede observar de la �gura 3.4 que las
funciones de correlaciones correspondientes a D más pequeños decaen a frecuencias
menores.

Figura 3.4: Dependencia con la frecuencia de la función densidad espectral para tres valores
diferentes de la constante de difusión. Los parámetros usados en el grá�co son: T = 298K,
η = 1,1× 10−3 y R0 = 50nm.

Un análisis similar se puede hacer para el comportamiento de la densidad espectral
de difusión en función de la temperatura y el radio. De las ecuaciones (3.9), (3.10) y
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(3.11) se tiene que el tiempo de correlación de difusión está dado por:

τD =

[
6D

R2
0

+
3kBT

4πηR3
0

]−1

(3.12)

Entonces se observa que para temperaturas menores, τD aumenta; lo que signi�ca
que para temperaturas chicas la densidad espectral decae a frecuencias más chicas.
Un comportamiento inverso resulta del análisis con respecto al radio.

3.3. Movimientos rápidos.

El tercer mecanismo relevante de relajación que tiene que ser considerado son los
movimientos rápidos de moléculas individuales o de partes internas de ella. Dentro de
este grupo se pueden mencionar a las �uctuaciones vibracionales internas, libraciones,
isomerizaciones, las rotaciones de grupos químicos pequeños, las �uctuaciones de las
cadenas hidrocarbonadas, etc. Los tiempos de correlación asociadas a estos procesos
van normalmente desde 10−10 a 10−12s, convirtiéndose en dispersivos a frecuencias
superiores a varios MHz. No es posible discriminar entre estos mecanismos dentro
del rango de frecuencias estudiadas (unos pocos kHz a 20MHz). Ellos añaden una
contribución independiente de la frecuencia representada por una constante, AFM .

3.4. Densidad espectral compuesta

Como la amplitud de los movimientos rápidos de naturaleza estocástica es gen-
eralmente pequeña, ellos pueden ser considerados estadísticamente independientes de
la dinámica que gobierna la relajación a campos bajos. La velocidad de decaimiento
de la función de correlación para movimientos rápidos, GFM(t), es mucho más rápida
que para �uctuaciones de orden y difusión lenta; así los movimientos rápidos pueden
ser considerados en forma separada, sin correr el riesgo de la subestimación de los
términos de correlación cruzada. En principio, las �uctuaciones de orden y la difusión
están acopladas, ya que la molécula que difunde transporta información con respecto
a la orientación del orden local. Sin embargo, se puede observar que:

1. Una consideración práctica que puede tenerse en cuenta es que el transporte
de información del orden está restringido, porque la caminata aleatoria por
difusión de las moléculas lipídicas se limita a un área pequeña. En concreto,
en 100ns, el área recorrida por el lípido difundiendo es sólo 3 veces el área de
sección transversal de un único lípido [51]. La información sobre el orden sólo
es conservada por las moléculas lipídicas por un tiempo máximo determinado
por el tiempo de correlación hidrodinámico más largo correspondiente a l = 2,
típicamente τl=2 ≈ 3µs. En este tiempo, el área recorrida por una molécula
es menor que 100 veces el área transversal de la molécula; un área demasiado
pequeña para un útil intercambio de información entre regiones de curvatura
diferentes de la membrana.
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2. Tomando una perspectiva diferente, se puede generalizar el cálculo de Freed cor-
respondiente a una correlación cruzada entre las �uctuaciones de orden nemáti-
cas y un proceso Lorentziano [98]. En ese caso hay una longitud de onda mínima
para la perturbación que se propaga, la cual está asociada con las dimensiones
moleculares. Por lo tanto la correspondiente frecuencia de corte, ωc, se encuen-
tra en el rango de los MHz. El resultado de Freed extendido a �uctuaciones de
orden esmécticas dentro del rango ω � ωc, se puede aproximar por la densidad
espectral:

J(ω) ≈ ADJD + AOFJOF

[
1− α

(
ω

ωc

)(
1 +

τD
1 + (ωτD)2

)]
(3.13)

donde AOF ≈ AD son los prefactores de amplitud correspondientes. Para ωc ≈
109Hz, puede veri�carse que:

α

(
ω

ωc

)[
1 +

τD
1 + (ωτD)2

]
� 1 (3.14)

tiene validez para ω en el rango de 104 − 107rad.s−1 con τD ≈ 10−5s. Así, en una
primera aproximación, se puede ignorar la correlación cruzada entre las contribuciones
dinámicas difusionales y colectivas.

Finalmente, en este modelo simple la tasa de relajación, R1, puede expresarse
como:

R1 =
1

T1

= AOFJOF (ω) + ADJD(ω) + AFM (3.15)

donde JOF (ω) está dada por (3.6) y (3.7), y JD(ω) por las ecuaciones (3.8), (3.9),
(3.10) y (3.11); y AFM es una constante. Esta será la ecuación básica con la cual se
analizarán las dispersiones de R1 medidas en liposomas con diferentes características.



Capítulo 4

Técnicas experimentales.

La técnica de relaxometría con ciclado rápido de campo combinada con rela-
xometría en el sistema rotante fueron utlilizadas para el estudio de la dinámica molec-
ular individual y colectiva en sistemas de liposomas. Para un buen entendimiento del
funcionamiento de ambas técnicas, este capítulo comienza con la de�nición de los ele-
mentos básicos de la RMN. Luego se describe el proceso de relajación en el sistema lab-
oratorio haciendo inacapié en cómo se comporta la magnetización cuando el sistema
está atravezando el proceso de ciclado del campo magnético. Finalmente se describen
las dos técnicas experimentales.

4.1. Resonancia Magnética Nuclear

La resonancia magnética es un fenómeno que se encuentra en sistemas magnéticos
que poseen momento magnético y momento angular. El término resonancia magnética
implica que estamos en sintonía con una frecuencia natural del sistema magnético.
Esta frecuencia natural corresponde al movimiento de precesión giroscópica del mo-
mento magnético nuclear alrededor de un campo magnético estático externo.

4.1.1. Elementos de Resonancia

Tomemos como sistema a tratar el núcleo de un átomo, el cual posee un momento
magnético total µ y un momento angular total J. El momento magnético y el momento
angular son paralelos, con lo que se tiene

µ = γJ, (4.1)

donde γ es un escalar llamado razón giromagnética y es una característica particular
de cada núcleo.

34
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El momento angular de una partícula con espín es un vector que en los casos
mas generales puede apuntar a cualquier dirección del espacio. Ahora supongamos
que ponemos a la muestra en presencia de un campo magnético externo Bok y nos
preguntamos qué ocurre con los espines en este caso.

Si pensamos en la aguja de una brújula sabemos que en presencia de un campo
magnético la aguja se alinea con éste. Sin embrago, los espines no son exactamente
agujas de una brújula y lo que ocurre es que en presencia de un campo empiezan a
moverse alrededor de este.

El momento magnético se mueve en un cono, manteniendo el ángulo entre el
momento de espín y y el campo magnético constante. Este movimiento se llama
precesión. El ángulo del cono depende de la dirección inicial de los espines.

La frecuencia de precesión de los espines magnéticos viene dada por la frecuencia
de Larmor:

ω0 = γB0. (4.2)

El sentido de la preseción lo determina el signo de la razón giromagnética γ que
depende del núcleo que observemos.

En la teoría cuántica, µ y J son tratados como operadores (vectores). El signi�-
cado del concepto de que dos operadores sean "paralelos"se encuentra considerando
los elementos de matriz de los operadores. Podemos de�nir el operador momento
angular adimensional I, tal que J = ~I. De la mecánica cuántica sabemos que I2

tiene autovalores I(I + 1), donde I puede ser tanto entero como semientero. Luego,
como I2 conmuta con cualquier componente de I (por ejemplo Iz), podemos tra-
bajar en una base común a ambos. Llamaremos m a los autovalores de Iz, donde
m = I, I − 1, ...,−I, tendrá 2I + 1 valores posibles. El signi�cado de (4.1) es que

(Im|µx|Im) = γ~(Im|Ix|Im) (4.3)

donde µx y Ix son componentes de los operadores µ e I a lo largo de una dirección
arbitraria x.

En presencia de un campo magnético externo B0, un núcleo adquiere la energía
de interacción dada por el Hamiltoniano, al que en adelante nos referiremos como
Hamiltoniano Zeeman HZ

HZ = −µ ·B0. (4.4)

Tomando el campo externo orientado segun la dirección z de nuestro sistema de
referencia, el Hamiltoniano queda

Hz = −~γB0I
z (4.5)

y tiene los siguientes autovalores

Em = −~γB0m. (4.6)

Tenemos entonces un espectro discreto de autovalores, uno espera ser capaz de
detectar su presencia mediante alguna forma de absorcion espectral.
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Para satisfacer la conservación de la energía, la interacción debe ser dependiente
del tiempo y con la frecuencia angular ω tal que

~ω = ∆E (4.7)

donde ∆E es la diferencia entre las energías Zeeman del estado inicial y del estado
�nal.

Para producir estas transiciones en RMN se aplica un campo alterno de radio
frecuencia perpendicular al campo B0. Si consideramos la aplicación de un campo
alterno en la dirección x y escribimos tal campo en términos de una amplitud B1 y
frecuencia angular ω debemos incluir en el Hamiltoniano total un término de la forma

Hrf = −~γB1I
x cos(ωt). (4.8)

El operador Ix tiene elementos de matriz entre estadosm ym, (m|Ix|m), los cuales
se anulan a menos que m = m± 1. Consecuentemente las transiciones permitidas son
entre niveles contiguos de energía, dando

~ω ≈ ∆E = ~ω0. (4.9)

Para campos magnéticos de 3000 a 10000 Gauss los sistemas nucleares resuenan
típicamente a ω/2π ∼ 10MHz (radio frecuencias).

Se considera un conjunto de los N espines que constituyen la muestra macroscópi-
ca. Si el sistema se encuentra en equilibrio térmico, la probabilidad de ocupación
de cada nivel Em estará dada por la distribución de Boltzmann. Esto causa que el
sistema tenga una magnetización neta en la dirección del campo magnético externo.

La aplicación de campos de rf durante un cierto lapso de tiempo produce transi-
ciones de la población de equilibrio. La forma en que el sistema se recupera al estado
de equilibrio termodinámico es justamente lo que brinda la información del sistema.

4.1.2. El campo de rf

Hemos mencionado que la aplicación de un campo de rf permite apartar al sis-
tema de espines del equilibrio siempre que se excite con la frecuencia adecuada; esto
posibilita la detección de una respuesta del sistema.

Consideremos que a la muestra se le aplica un campo magnético el cual es la suma
de dos campos, un campo estático aplicado en el eje z y un campo alterno aplicado
en dirección perpendicular al campo estático. Con el �n de reservar el símbolo ω para
una cantidad positiva, introduciremos el símbolo ωz; componente de ω a lo largo del
eje z. ωz puede por lo tanto ser positiva o negativa. Así, podemos escribir

B1 = [i cos(ωzt) + j sin(ωzt)] . (4.10)

Ahora nos preguntamos por la ecuación de movimiento de un espín incluyendo los
efectos de ambos campos, B0 = B0k y B1(t).
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dµ

dt
= µγ ∧ [Bo + B1(t)]. (4.11)

La dependencia temporal de B1 puede ser eliminada usando un sistema de co-
ordenadas que rota alrededor de la dirección z a frecuencia ωz. En tal sistema de
coordenadas, B1 será estático. Como el eje de rotación coincide con la dirección de
B0, B0 será también estático. Tomemos el eje x en el sistema rotante a lo largo de
B1. Luego (4.11) se convierte en

∂µ

∂t
= µ ∧ [k(ωz + γBo) + iγB1]. (4.12)

En la terna rotante se de�ne la rotación fuera de resonancia (tomando ωz = −ω),

δω = ω − ω0 (4.13)

Esta frecuencia esta relacionada con los corrimientos químicos de lo espines y con
la frecuencia de referencia. Decimos que trabajamos en condición de resonancia al
�jar la frecuencia portadora (carrier) en ω = ω0, en cuyo caso δω = 0.

La ecuación (4.12) debe ser reescrita para enfatizar si trabajamos en condición de
resonancia o fuera.

∂µ

∂t
= µ ∧ γ

[(
B0 −

ω

γ

)
k + B1i

]
= µ ∧Bef (4.14)

donde

Bef =

(
B0 −

ω

γ

)
k + B1i. (4.15)

Físicamente (4.14) establece que en el sistema rotante, el momento actúa como
si éste experimentara efectivamente un campo magnético estático Bef . El momento
por lo tanto precesa en un cono de ángulo �jo alrededor de la dirección de Bef a
frecuencia angular γBef

4.2. Relajación en el sistema laboratorio

Un sistema típico que se considera es un grupo de N espines de espín I y razón
giromagnética γ, en presencia de un campo externo B0 (Hamiltoniano Zeeman o
HZ), y todos acoplados por una interacción dipolar magnética representada por un
Hamiltoniano dipolar Hd. La solución de la ecuación de Schrödinger son las funciones
de onda ψn de energía En del sistema total.

Hψn = (HZ +Hd)ψn = Enψn. (4.16)

Como la ecuación (4.16) es muy difícil de resolver ya que depende de las coor-
denadas de 1022 espines, se puede asumir que los espines están en equilibrio térmico
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Figura 4.1: En el sistema laboratorio los espines nutan y precesan alrededor del eje
del campo magnético. En el sistema rotante, que rota a frecuencia ω, sólo se observa
la nutación con frecuencia Ω = γBef .

con un reservorio de temperatura θ, los n estados del sistema total se ocuparán con
probabilidades fraccionales pn, dadas por un factor de Boltzmann

pn =
1

Z
e−En/kBθ (4.17)

donde Z es la función partición

Z =
∑
n

e−En/kBθ. (4.18)

Cantidades tales como la energía promedio E y la magnetización M z pueden
calcularse

E =
∑
n

pnEn (4.19)

M z =
∑
n

γ~(n|Iz|n)pn. (4.20)

A menudo es válido para núcleos y electrones usar la aproximación de alta tem-
peratura. Se expande la exponencial (4.18) en una serie de potencias, manteniendo
solamente los términos principales. Luego la suma se hace fácilmente

Z = Tr{1− H

kBθ
+

1

2

H2

k2
Bθ

2
− ...} = (2I + 1)N +

1

2k2
Bθ

2
TrH2 + ... (4.21)

donde se utiliza el hecho de que TrH = 0� tanto para HZ como para HD.
Usando estos métodos se encuentra que

E = −C(H2
0 +H2

L)

θ
(4.22)
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y

M =
CH0

θ
, (4.23)

donde

C =
Nγ2~2I(I + 1)

3kB
(4.24)

es la constante de Curie, y HL es una cantidad denominada campo local, la cual es
del orden del campo que un núcleo produce a sus vecinos.

Notemos que (4.23) dice que cuando H0 = 0, M = 0. Supongamos que H0 es
bajado a cero tan repentinamente queM no tiene tiempo de cambiar. Inmediatamente
después que H0 = 0 se tiene un caso donde M 6= 0. Pero si había una temperatura,
(4.23) muestra queM debe ser cero. Por lo tanto se puede concluir que en ese instante
el sistema no puede ser descripto por una temperatura.

Otra cantidad que es de mucha utilidad es la entropía σ. La entropía mide el grado
de orden de un sistema. En un proceso reversible en el cual no hay �ujo de calor desde
adentro hacia afuera de un sistema, la entropía se mantiene constante.

σ =
E + kBθlnZ

θ
. (4.25)

Evaluando Z y E se obtiene

σ = NkBln(2I + 1)− C

2

H2
0 +H2

L

θ2
. (4.26)

4.2.1. Cambios adiabáticos

Asumamos que el sistema de espines está térmicamente aislado del exterior y que
puede o no estar en equilibrio térmico. La primera de estas suposiciones se satisface si
los experimentos se desarrollan sobre una escala de tiempos corta comparada con el
tiempo de relajación espín-red. Esto implica que el Hamiltoniano del sistema incluye
sólo variables internas del sistema ya que la relajación espín-red resulta de términos
que involucran variables internas y externas del sistema. Si el sistema está en equilibrio
térmico interno, una temperatura de espín se aplica y se pueden considerar tres casos:

Hamiltoniano independiente del tiempo

En este caso la energía media es una constante en el tiempo, sea o no sea el sis-
tema descriptible por una temperatura de espín. Se considera un sistema inicialmente
en un estado de no equilibrio térmico. Se supone que todas las partes del sistema
están acopladas. se espera que eventualmente el sistema logre un equilibrio interno
descripto por una temperatura �nal θf . Si se sabe la energía al instante cero, la cual
llamaremos E0, haciendo uso del hecho que la energía se conserva, se puede computar
la temperatura �nal.



CAPÍTULO 4. TÉCNICAS EXPERIMENTALES. 40

E = E0 = −C(H2
0 +H2

L)

θf
, (4.27)

luego

θf = −C(H2
0 +H2

L)

E0

. (4.28)

La magnetización que �nalmente resulta una vez alcanzado el equilibrio térmico in-
terno es alcanzada por medio de la ley de Curie,

M = C
H0

θf
. (4.29)

Durante el proceso de estabilización térmica interna, la entropía no es constante
ya que procesos irreversibles como la relajación toman lugar. La entropía queda dada
por el valor de θf

σf = NkBln(2I + 1)− C

2

H2
0 +H2

L

θ2
f

. (4.30)

El Hamiltoniano cambia lentamente (adiabáticamente) en el tiempo

El criterio de lentitud se re�ere a que a todo tiempo las transferencias internas de
energía deben ser lo su�cientemente rápidas para que el sistema siempre sea des-
criptible por una única temperatura θ. Bajo estas circunstancias, los cambios son
reversibles y la entropía del sistema permanece constante. Así, desde (4.26) se tiene
que (H2

0 + H2
L)/θ2 permanece constante. Si se comienza con un campo inicial Hi

a temperatura θi y el campo cambia adiabáticamente hasta un valor �nal Hf , la
temperatura θf está dada por la relación

H2
i +H2

L

θ2
i

=
H2
f +H2

L

θ2
f

(4.31)

Enfriamiento por desmagnetización adiabática puede ser vista en (4.31) tomando
H2
i � H2

L, y H
2
f � H2

L. Esto corresponde a ver qué sucede cuando una muestra está
inicialmente en un campo magnético fuerte y se cambia el campo a cero. Luego se
encuentra que

θf =

(
HL

Hi

)
θi � θi ⇒ enfriamos. (4.32)

La �gura 4.2 muestra un grá�co de θf versus Hf para un campo inicial Hi mucho
mayor que el campo local, y para una temperatura incial θi arbitraria.

La magnetización puede calcularse a partir de la ley de Curie si la temperatura se
obtiene de (4.31). Para el caso en que hay una magnetización inicial Mi en un campo
inicial Hi mucho mayor que el campo local, la magnetización �nal Mf es
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Figura 4.2: La �gura muestra la temperatura �nal alcanzada para cambios adiabáticos en
el campo magnético aplicado. Se nota que la temperatura �nal no cambia mucho cuando
Hf < HL.

Mf = Mi
Hf√

H2
f +H2

L

. (4.33)

Este resultado se muestra en la �gura 4.3. Note que durante el proceso de enfri-
amiento, Mf permanece en el valor inicial Mi hasta que Hf se hace comparable al
campo local HL, a causa de que para valores grandes de H, θf es proporcional a Hf .

4.3. Técnicas experimentales

4.3.1. Relaxometría con ciclado rápido de campo.

La relaxometría con ciclado de campo [11] es una técnica que permite obtener la
dependencia con la frecuencia de Larmor (o campo magnético) de diversos tiempos
de relajación. El término relaxometría es normalmente utilizado en el contexto de
mediciones de tiempos de relajación en general. Relajación transversal y efectos de-
bidos a acoplamiento dipolar residual pueden ser también empleados como fuente de
información suplementaria.
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Figura 4.3: Magnetización Mf versus campo aplicado Hf para cambios adiabáticos en Hf .
Se asume que H2

i � H2
L. Note que Mf es independiente de Hf cuando H2

f � H2
L, y va a

cero cuando Hf tiende a cero.

La �gura 4.4 muestra un diagrama en bloque de un típico relaxómetro con ci-
clado de campo. En la �gura 4.5 se representa el principio de funcionamiento de un
experimento típico de relaxometría con ciclado de campo. La muestra es polarizada
en un campo magnético Bp, tan alto como técnicamente sea posible. El proceso de
relajación tiene lugar en un intervalo de tiempo que depende de la intensidad del
campo de relajación Br. La señal remanente después de este intervalo de relajación
es detectada en un campo Bd, de nuevo, tan alto como sea posible.

Para la detección de la señal remanente luego de la relajación se observa el De-
caimiento de Inducción Libre (FID) luego de un pulso de (π/2), o a través de la
observación del eco de espín producido por una secuencia de dos o más pulsos. Final-
mente toma lugar el proceso de repolarización de la muestra, antes de que comience
el ciclo nuevamente. La técnica de ciclado de campo permite medir tiempos de re-
lajación para campos magnéticos externos típicamente en el rango desde unos kHz
hasta aproximadamente 40MHz (�gura 4.6). Luego, en el rango de 40− 100MHz el
experimento puede ser suplementado por mediciones del tiempo de relajación espín-
red realizadas con aparatos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) convencionales.

Los rangos de frecuencias cubiertos de esta manera para la relajación de protones
y deuterones son respectivamente:
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Figura 4.4: Diagrama en bloque de un relaxómetro típico con ciclado de campo. los cuadros
en gris representan unidades diseñadas especí�camente para el ciclado de campo. El probe
consiste de una cabezal con un circuito sintonizado a la frecuencia de resonancia donde se
encuentra la muestra.

103Hz ≤ νproton ≤ 109Hz
102Hz ≤ νdeuteron ≤ 108Hz

Los límites de alta frecuencia dados en las ecuaciones anteriores están determina-
dos por los campos magnéticos alcanzables por los imanes superconductores. A bajas
frecuencias, en cambio, existen varios factores que pueden restringir la aplicación de
la relaxometría con ciclado de campo, principalmente:

El campo local representando la parte secular (residual) del sistema de espines
acoplados puede exceder en valor de campo magnético externo en el intervalo
de relajación del ciclo.

La compensación del campo magnético externo (u otros campos no deseados
presentes en el laboratorio) en la muestra puede ser imperfecta, etc.

4.3.2. Curvas de relajación para campos bajos (Br � Bp)

Consideremos un experimento de resonancia simple con un campo magnético
rotante de frecuencia angular ω, transversal al campo estático H0, sintonizado ex-
actamente en resonancia

ω = γH0 (4.34)
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Figura 4.5: Representación esquemática de un ciclo típico del campo magnético principal
B0 desarrollado con un relaxómetro RMN de ciclado de campo.

Figura 4.6: Representación esquemática de las escalas de tiempo y frecuencia que cubren
las diversas técnicas experimentales NMR. Los rangos indicados se re�eren a resonancia de
protones. Figura extraída de referencia [11].

Las ecuaciones de Bloch describen la interacción de la magnetización en presencia
de campos magnéticos. El comportamiento de Mz bajo un campo externo B0 está
dado por

dMz

dt
= −Mz −M0

T1

. (4.35)



CAPÍTULO 4. TÉCNICAS EXPERIMENTALES. 45

Al resolver esta ecuación [115] se obtiene que

Mz(t) = M∞ − (M∞ −M0)e
−t/T1 . (4.36)

Figura 4.7: Ciclado de campo para campos de relajación bajos (Br � Bp): representación
esquemática de la densidad de �ujo externa B0, amplitud del campo de radio frecuencia B1,
y la magnetización Mz en los distintos intervalos de tiempo del ciclado de campo. Figura
extraída de referencia [11].

La �gura 4.7 de�ne los intervalos de tiempo y las densidades de �ujo que se dis-
cutirán en lo siguiente. La muestra es polarizada en un campo Bp, el cual se elige tan
alto como sea posible (en compatibilidad con los requisitos técnicos del instrumento).
La magnetización de equilibrio a este valor de campo particular se alcanza con su-
�ciente precisión después de una acople de tiempos de relajación espín-red. En este
tramo del experimento la magnetización está dada por la siguiente expresión:

M1
z (tp) = M∞(Bp)(1− e−tp/T1(Bp)), (4.37)

donde M0 = 0 y M∞ = CBp

µθ0
= cte.
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El campo magnético es luego disminuido a un campo de relajación preseleccionado,
Br, en el cual la relajación espín-red será examinada. Por un lado, la velocidad de
conmutación del campo debe ser lo su�cientemente grande para evitar pérdida de
magnetización por relajación durante el proceso en que el campo cambia. Por otro
lado, debe ser lo su�cientemente lento para permitir cambios adiabáticos en el campo.
En el campo de relajación, el cual se asume ser mucho mayor que el campo local debido
a las interacciones seculares residuales, la magnetización se alinea a lo largo de la
dirección del campo magnético externo, y es inicialmente igual a la magnetización
de equilibrio de Curie en el campo de polarización, M2

z (0) = M1
z (∞) = M1

z (tp),
donde por el momento se ignora la pérdida por relajación durante el intervalo de
conmutación. Luego, en el intervalo de relajación, la magnetización relaja a un nuevo
valor de equilibrio, M∞(Br) = CBr

µθBr
de acuerdo a (4.36):

M2
z (τ) = M∞(Br)−

[
M∞(Br)−M∞(Bp)

(
1− e−tp/T1(Bp)

)]
e−τ/T1(Br). (4.38)

Finalmente el campo magnético se cambia a un valor tan grande como sea posi-
ble (Bd) para proceder a la detección. La magnetización que sobrevive después del
intervalo de relajación τ se detecta por ejemplo con la ayuda de un π/2-pulso de RF.
Después de haber registrado la señal, el campo se regresa al valor de polarización. De-
spués de un período de acople de los tiempos de relajación espín-red el ciclo completo
comienza nuevamente.

Luego, incrementando el intervalo τ , se puede registrar la curva de relajación
para un dado campo de relajación (Br). La dispersión de la relajación espín-red es
escaneada punto por punto pasando Br a través de una serie de valores discretos sobre
un rango de campos (o frecuencias) deseados.

4.3.3. Relaxometría en el sistema rotante.

La técnica de relajación en el sistema rotante permite obtener información sobre
la magnitud de los campos locales residuales en materiales con algún grado de organi-
zación molecular [12, 13]. Se entiende por campo local residual al valor correspondiente
del campo en la posición de un espín nuclear dado, debido a las contribuciones no
promediadas (debido a la presencia de la dinámica molecular) de todos los demás
espines de la muestra.

La técnica consiste básicamente en el spin-lock (o anclaje de espín) [116]. La
muestra se coloca en un campo magnético externo B0. Luego de un tiempo del orden
o superior a 3T1, se tiene una magnetización macroscópica M0 paralela a B0. Luego
se aplica un pulso de π/2 en la dirección x en el sistema rotante, el cual rota la
magnetización al plano x−y. Inmediatamente después del pulso, en el sistema rotante,
la magnetización está �ja a lo largo de la dirección y. Si la fase de la RF se cambia en
90o, el campo B1 rota y permanece a lo largo de la magnetización en el sistema rotante.
La magnetización se dice que está anclada al campo. Luego la magnetización precesa
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alrededor de un campo efectivo Bef , el cual es la suma de B1 y BL (componente del
campo local en la dirección z) y �nalmente relaja a un valor de equilibrio con una
constante T1ρ (�gura 4.8).

Figura 4.8: Representación del comportamiento de la magnetización durante el pulso de
lock de duración �ja. Después de apagar el campo de RF la magnetización precesa en torno
al campo efectivo.

El experimento se repite variando la intensidad del campo aplicado B1 y man-
teniendo �jo el tiempo durante el cual el campo se aplica. La evolución de la mag-
netización como función del campo se dedujo para cristales líquidos nemáticos [13],
quienes presentan una componente de campo local distinta de cero a lo largo del eje
Zeeman.

M(ν1) =
M0

1 + (BL

B1
)2

exp− τ

B2
L +B2

1

B2
1

Tb
+

B2
L

TD exp (
B2

1

B2
L

)

 (4.39)

Aquí M0 es la magnetización inicial, B1 es la amplitud del campo de lock (and
ν1 = γB1 es la frecuencia de Larmor en el sistema rotante), TD es el tiempo de
relajación dipolar (que incluye contribuciones debidas a reorientaciones moleculares
repentinas, y otras contribuciones o mecanismos que puedan contribuir), Tb es el
tiempo de relajación espín-red a lo largo del campo B1, el cual es equivalente a T1ρ

(tiempo de relajación espín-red en el sistema rotante) lejos de la región de los campos
locales. TD se asume ser del mismo orden que Tb [13].



Capítulo 5

Estudio de la dinámica molecular en
membranas lipídicas de liposomas:
Resultados y discusión.

Relaxometría con ciclado rápido de campo y relaxometría en el sistema
rotante se utilizaron para el estudio de la dinámica en liposomas compuestos
de 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-posphocholine (DMPC) o 1,2-dioleoyl-sn-gly-cero-3-
posphocholine (DOPC). La dependencia en frecuencia de Larmor de las tasas de
relajación espín-red fueron interpretadas en términos de mecanismos de relajación
claramente de�nidos. El análisis se hizo primero con liposomas de diferente composi-
ción, luego se extendió a liposomas con diferentes tamaños, diferentes temperaturas
y diferentes contenidos de colesterol. La consistencia del modelo con los datos ex-
perimentales establece el uso de la relaxometría para el estudio de la dinámica en
membranas sobre una amplia escala temporal.

5.1. Preparación de la muestra.

El sistema de liposomas suspendidos en agua deuterada (D2O) se preparó siguien-
do el método que se describe a continuación, el cual puede separarse en tres etapas:

1. Disolución de 70,6mg de DMPC o DOPC (y colesterol en el caso que correspon-
da) en 2mL de cloroformo (CHCl3) y secado con corriente de nitrógeno (N2),
luego se pone unas horas en vacío para terminar de eliminar el solvente.

Esto se hizo para formar capas monomoleculares en las paredes del tubo cónico,
para favorecer la hidratación cuando luego se le agregue la solución acuosa. El
lípido es bastante insoluble en agua, y si al polvo del lípido agregamos direc-
tamente el bu�er acuoso, va a tender a excluirse del agua formando grandes
agregados difíciles de desarmar.

48
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2. Hidratación de la muestra agregando el bu�er acuoso (1, 5mL de D2O) más
tratamiento térmico. El tratamiento térmico consiste en 5 ciclos de shock tér-
mico (aire líquido-baño caliente a 35oC), y �nalmente calentamiento durante
una noche a 40oC. Estas temperaturas deben estar por encima de la temper-
atura de transición del lípido.

Esta etapa se realiza para hidratar el lípido, donde todo el tratamiento térmico
favorece que el agua interactúe bien con los grupos polares de los fosfolípidos. Se
forma una suspensión (no solución, tiene la propiedad de dispersar luz a diferen-
cia de una solución verdadera) del lípido, en forma de vesículas multilamelares
(VM), que son como cebollas, con múltiples bicapas de lípidos superpuestas.
La distribución de tamaños de estas vesículas esféricas no es uniforme, es decir,
hay una distribución amplia del número de bicapas por liposoma.

3. Extrusión pasando los VMGs por membranas de policarbonato con poros de un
cierto diámetro.

Esto se hace para obligar a las vesículas a adoptar una forma esférica con
diámetro promedio de�nido por las membranas de policarbonato, por lo que
a las vesículas no les queda otra que tener una única bicapa. De este manera se
forman las VUGs (Vesículas unilamelares grandes).

Cuando se trabaja con muestras con colesterol hay que tener la precaución de
estar siempre en la fase líquido-cristalina desordenada, ya que al incorporar coles-
terol la fase puede cambiar. El tratamiento térmico y la estrusión se deben realizar
aproximadamente a 10oC por encima de la temperatura de transición.

En la �gura 5.1 se esquematiza la formación de vesículas unilamelares y multi-
lamelares.

5.2. Medición del campo local

Para la medición del campo local se preparó una muestra de DMPC y otra de
DOPC, las cuales fueron extrusadas pasando las MLVs por membranas de policar-
bonato con poros de 100nm de diámetro. Para medir tal diámetro se utilizó la técnica
de dynamic light scattering con un equipo Nicomp 380 de la compañía Particle Sizing
Systems, Santa Barbara, CA. Estas mediciones se realizaron en el departamento de
Química Biológica, CIQUIBIC (Facultad de Ciencias Químicas - UNC). El siguiente
grá�co (�gura 5.2) muestra la dispersión de diámetros de los liposomas de DMPC. El
diámetro medido de las vesículas fue d ∼ (117± 25)nm.

La técnica de relajación espín-lock a tiempo de lock �jo en el sistema rotante fue
utilizada para estimar la componente residual promedio de los campos locales (BL) a
lo largo del eje de cuantización principal [13]. Este valor es necesario ser calculdo para
corregir la frecuencia de Larmor efectiva a frecuencias bajas sentida por los espines,
y para decidir la frecuencia mínima desde la cual los datos de relajación pueden ser
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Figura 5.1: Representación esquemática de la formación de vesículas unilamelares y multi-
lamelares. Se incluyen las estructuras moleculares del DMPC y del DOPC.

Figura 5.2: Dispersión de diámetros de las vesículas de DMPC.

considerados libres de efectos de campo local no deseados. La frecuencia del sistema
rotante fue escaneada desde 6 a 40kHz. La longitud del pulso de π/2 fue 2,6µs y
se trabajó a una frecuencia de Larmor de 19,181MHz. El equipo se basa en una
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consola Stelar Spinmaster y un electroimán Bruker BE10. El probe fue adaptado a
un transmisor de potencia Kalmus LP-1000. La temperatura de la muestra fue medida
directamente en el volumen de la muestra dentro de ±1K con un termómetro digital
CHY 503. La intensidad de la FID se midió como función de la amplitud del campo
de lock B1 a un tiempo de lock �jo de 5ms.

5.2.1. Campo local en liposomas suspendidas.

Los datos experimentales y la correspondiente función de ajuste se muestran en
la �gura 5.3, claramente mostrando un decaimiento de la magnetización cuando el
campo de lock aplicado es reducido en intensidad.

Figura 5.3: Magnetización normalizada como una función de ν1 a tiempo de lock �jo
τ = 5ms para una suspensión de DMPC a T = 310K. El decaimiento de la magneti-
zación cuando la amplitud del lock se reduce es una consecuencia de los campos locales
residuales. La componente de campo local promedio a lo largo del eje de cuantización del
sistema laboratorio puede determinarse como se describe en el texto. Las barras de errores
corresponden a la dispersión de los datos después de 10 repeticiones para cada frecuencia.

La evolución de la magnetización para un espín-lock en resonancia en presencia de
un campo local está dada por la ecuación (4.39) vista en el capítulo anterior. Con las
condiciones ya mencionadas se otuvieron valores de BL (en unidades de frecuencia de
Larmor) de (12± 1)kHz y (11± 1)kHz para DMPC y DOPC, respectivamente. Esto
signi�ca que la evolución de la magnetización a frecuencias comparables, o menores
que, el campo local puede estar in�uenciada por otros procesos distintos a la relajación
espín-red. Por lo tanto, mediciones de la velocidad de realajación espín-red, R1 = T−1

1 ,
estarán limitadas a frecuencias mayores a BL.
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5.3. Experimentos de dispersión de la tasa de rela-

jación.

Dispersiones de la tasa de relajación (R1 = 1/T1) de 1H se midieron usando la
técnica por RMN de ciclado rápido de campo [11] con un relaxómetro Spinmaster
FFC-2000 Fast Field Cycling NMR (Stelar, Mede, Italia) para muestras de liposomas
de 1mL de volumen. Las mediciones mostradas en este capítulo fueron realizadas
por Carla Meledandri, del Instituo Nacional para Biotecnología Celular, de Dublin,
Irlanda. En todos los casos se usó un campo magnético de polarización de 0,329T
(equivalente a 14MHz para 1H), que fue encendido durante un período de 0,5s para
generar la magnetización en la muestra. El valor del campo de adquisición fue 0,217T
(9,25MHz). Una velocidad de conmutación de campo de 0,47T.ms−1 (20MHz.ms−1)
fue utilizado en todos los casos, con un tiempo de conmutación de 1,5ms para permitir
que el campo magnético se re-establezca en un valor de equilibrio. Una velocidad de
digitalización de 1MHz se utilizó para la adquisición, mientras que el tiempo muerto
del espectrómetro fue de aproximadamente 20µs. Para la FID se tomaron muestras
de 512 puntos en el intervalo de tiempo 25− 540µs, después del pulso de 90o el cual
tuvo una duración de 7,5µs.

Los valores de R1 fueron determinados de las curvas de recuperación de la mag-
netización por ajuste de cuadrados mínimos. Los valores de R1 no fueron sensibles
a la ventana temporal sobre la cual la FID fue muestreada. El proceso de relajación
de espín para todas las muestras resultó ser monoexponencial, dentro del error, a to-
das las frecuencias. La temperatura de la muestra fue controlada dentro de los 0,5K
aproximadamente usando un control de temperatura propio del sistema (VTC). Las
temperaturas fueron calibradas externamente usando una termocupla de Cu-Al en
un tubo de RMN de 10mm. El tiempo para cada experimento está limitado por la
establilidad de las suspensiones. Después de varios días se observaron cambios en R1 y
en el tamaño hidrodinámico. Los datos presentados acá fueron obtenidos típicamente
de 64 repeticiones para cada una de las frecuencias y el tiempo de medición total fue
de 24h para cada curva de dispersión, durante el cual las suspensiones no cambiaron.

5.3.1. Mediciones de la tasa de relajación espín-red en función
de la frecuencia de Larmor en liposomas

.
Liposomas en suspensión de DOPC y DMPC de diámetro alrededor de los 100nm

fueron preparadas por extrusión, para facilitar la comparación de las dispersiones de
la relajación de las suspensiones para ambos lípidos. Para asegurarse que los lípidos
estén en la fase líquido-cristalina �uida, las mediciones se hicieron al menos a 10K por
encima de la temperatura de transición de fase principal (Tm) del lípido; las cuales
ocurren a ∼ 297K y ∼ 255K para DMPC y DOPC respectivamente [117]. Así, las
temperaturas de medición de 310K y 298K fueron elegidas para DMPC y DOPC.
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La �gura 5.4 muestra las dispersiones de la tasa de relajación de liposomas de
DOPC y DMPC obtenidas mediante el método de ciclado de campo en el rango de
frecuencias de 30kHz a 15,2MHz, donde se puede estar seguros que las mediciones
no están afectadas por la presencia de los campos locales. Es inmediatamente claro de
la �gura 5.4 que la dependencia en frecuencia de la tasa de relajación es compleja; no
puede ser modelada usando una única función Lorentziana, la cual correspondería a
un único proceso dinámico estocástico aleatorio. Hay también un aparente incremento
en la dispersión de los datos en el rango un poco menor a 1MHz, indicando un cambio
en el mecanismo de relajación por debajo de esta frecuencia. Esto es particularmente
aparente para la suspensión de DOPC.

Figura 5.4: Datos de la dispersión de la tasa de relajación de 1H, para suspensiones de
liposomas de DMPC de R0 = 54nm a T = 310K (puntos rojos) y de DOPC de R0 = 50nm
a T = 298K (puntos negros).

5.4. Interpretación de las dispersiones de las tasas

de relajación.

En el capítulo 3 se encontró un método basado en evidencias físicas para inter-
pretar las dispersiones de la relajación espín-red en liposomas. Teniendo tal método
en mente se adoptó el siguiente modelo sistemático para simular las dispersiones de
relajación de 1H en liposomas:

1. Identi�car los movimientos que contribuyen y asignar las funciones densidad
espectral apropiadas.
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2. Fijar los parámetros físicos relevantes dentro de sus intervalos más probables,
usando valores de la literatura. Esta es la principal razón por la cual la tesis se
ha centrado en liposomas de DMPC y DOPC, ya que las propiedades de bicapas
formadas por estos lípidos están muy bien caracterizadas por diferentes técnicas
experimentales.

3. Ajustar la contribución independiente de la frecuencia (una constante), y selec-
cionar el valor óptimo para cada parámetro dentro de su intervalo más probable
para reproducir la dispersión de la velocidad de relajación experimental.

4. Hacer ajustes �nos de las amplitudes (prefactores) de cada una de las contribu-
ciones de las densidades espectrales. Esto se hizo manualmente observando la
mayor concordancia entre las simulaciones y los datos experimentales.

En la �gura 5.5 se presenta un diagrama de �ujo del procedimiento descripto.

Figura 5.5: Digrama de �ujo del modelo para simular las dispersiones de relajación de 1H.

Los pre-factores están en gran parte determinados por la distancia efectiva entre
los protones que contribuyen a cada proceso, originados de la dependencia habitual
inversa a la sexta potencia. En todos los casos la pre-factores que se utilizan corres-
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ponden a distancias efectivas entre protones que van desde 2,6 hasta 4,7 Å. Esta dis-
tancia efectiva puede diferir para cada mecanismo contribuyente dependiendo de la
naturaleza del proceso de relajación y de la ubicación dentro de la molécula de los
protones que contribuyen de manera dominante [74]. Sin embargo, en esta etapa el
objetivo no es utilizar los datos para obtener información estructural, sino más bien
concentrarse en establecer el número y la forma de las contribuciones de las densi-
dades espectrales que se requieren para interpretar los datos; es decir, para establecer
la viabilidad de la metodología. La aplicación del método para extraer información
física para suspensiones de liposomas, sólo será posible después de que el modelo sea
probado en diferentes circunstancias, tal como se verá en las siguientes secciones.

La �gura 5.6 muestra el resultado de este modelo descripto en el capítulo 3 por
la ecuación (3.15) para la interpretación de la dispersión de relajación de 1H de una
suspensión de liposomas de DMPC de R0 = 54nm a T = 310K. Los parámetros del
modelo correspondientes a la curva de dispersión de la relajación simulados se pre-
sentan en la Tabla 5.1. Los errores de cada una de las cantidades fueron determinados
analizando la sensibilidad de la curva simulada a variaciones de cada parámtero. El
intervalo de error corresponde al máximo corrimiento de la curva simulada dentro
del error experimental (aproximadamente el tamaño de los puntos datos). Es muy
importante tener en cuenta que no es posible producir un acuerdo razonable con
la dispersión de relajación experimental que se muestra, sin incluir la contribución
Lorentziana a baja frecuencia correspondiente al proceso de difusión.

Parámetro Valor del modelo Rango Referencias
ηD2O[kg/s.m] 0,82× 10−3 (0,8− 1,3)× 10−3 [66, 118]

σ 0 0− 25 [19, 66, 110]
a[nm] 1 1− 1,2 [48, 86, 119]
κ[J ] (3,1± 0,6)× 10−20 4× 10−21 − 4,2× 10−19 [66, 120]

AOF [s−2] (8,0± 1,8)× 108 1,6× 107 − 6,4× 1010 [73, 121]
AD[s−2] (2,0± 0,6)× 109 1,6× 107 − 6,4× 1010 [73, 121]
D[m2s−1] (0,8± 0,2)× 10−11 10−12 − 10−10 [48, 49, 51]
AFM [s−1] (7,5± 1,3) � �

Tabla 5.1: Parámetros correspondientes a la simulación de la dispersión de la relajación

para liposomas de DMPC de R0 = 54nm a T = 310K representada en la �gura 5.6 y las

correspondientes referencias.

Es claro de la �gura 5.6 que el modelo simple subestima R1 en el rango bajo de
los MHz, especialmente entre 600kHz y 3MHz. Esto sugiere que se debe considerar
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Figura 5.6: Dispersión de la relajación experimental para una suspensión de liposomas de
DMPC, con radio medio R0 = 54nm a T = 310K (puntos experimentales en negro). La
curva de dispersión simulada se muestra en rojo. Las contribuciones de cada uno de los
movimientos se incluyen: �uctuaciones de orden (verde), difusión (celeste), y movimientos
rápidos (azul). Ver parámetros en la tabla 5.1. Puede observarse que alrededor de 1MHz
el modelo subestima R1, sugiriendo que un mecanismo que contribuye, relevante dentro de
este rango, está ausente en nuestra interpretación.

un proceso dinámico adicional, efectivo dentro de ese rango de frecuencias. En otras
palabras, se requiere una interacción más en el modelo sistemático, descriptos arriba
en los pasos 1 a 4. Asumiendo una contribución Lorentziana para este nuevo proceso, el
tiempo de correlación asociado debería ser del orden de 10−6 a 10−8s. Una suposición
de este modelo simple es que todos los movimientos excepto las �uctuaciones de
orden y la difusión son demasiado rápidos para contribuir a la dispersión en el rango
de frecuencias accesibles. Este enfoque se adoptó para chequear la aplicabilidad de
la función densidad espectral más simple posible y evitar una sobreinterpretación de
los datos. Ahora es evidente que los datos requieren una contribución a la densidad
espectral total de un proceso dinámico que opere a la escala de tiempos mencionada.

Tiempos de correlación, τc en el rango de 10−7 a 10−10s han sido sugeridos para
isomerizaciones de cadenas o rotaciones moleculares a lo largo de su eje largo y se ha
mostrado que afectan el ancho de línea de 1H y 2H [96]. Más recientemente, simu-
laciones de dinámica molecular y relaxometría a alta frecuencia de 2H y 13C fueron
usadas para determinar la difusión rotacional del lípido entero, sugiriendo valores de
τc en el rango de 10−7 a 10−8 [122]. Así, habiendo precedentes para contribuciones a
la relajación en este rango de frecuencias, es posible incorporar un término adicional
Lorentziano a la densidad espectral total. Ya que los movimientos rápidos son el prin-
cipal mecanismo a frecuencias mayores que 600kHz, los argumentos de independencia
estadística y separación de escalas de tiempo pueden nuevamente ser evocadas. La
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ecuación (3.15) se convierte en

R1 =
1

T1

= AOFJOF (ω) + ADJD(ω) + ARJR(ω) + AFM (5.1)

donde AR es el factor de amplitud rotacional y la densidad espectral JR(ω) tiene
la misma forma que la ecuación (3.8), pero con τD reemplazado por el tiempo de
correlación rotacional τR.

Figura 5.7: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con R0 = 54nm, a T = 310K. La curva de dispersión simulada que incluye la
corrección se muestra en rojo. Una nueva contribución Lorentziana asociada con difusión
rotacional de moléculas lipídicas es incluida (rosa), con τR = 1,8×10−8s y AR = 0,6×108s−2.
Las otras contribuciones son las mismas que en la �gura 5.6, con los mismos parámetros que
en la simulación previa, dados en la tabla 5.1, con excepción de la contribución independiente
de la fecuencia que ahora es AFM = 5,5s−1.

La adición de esta contribución de densidad espectral Lorentziana (con un tiempo
de correlación τR = (1,8±1,7)×10−8s y amplitud AR = (0,6±0,1)×108s−2) mejora la
dispersión simulada (ver �gura 5.7). Entonces la simulación reproduce la curva exper-
imental R1, dentro del error, sin ningún cambio en ninguno de los otros parámetros,
excepto en un pequeño ajuste en el término independiente de la frecuencia, el cual
se reduce a AFM = (5,5± 1,3)s−1. Este resultado sugiere que una contribución de un
movimiento sobre la escala de tiempo esperada para rotación molecular es verdader-
amente e�ciente alrededor de 1MHz y no puede ser despreciada.

El mismo modelo sistemático fue aplicado para simular la dispersión de la rela-
jación de liposomas de DOPC de R0 = 50nm a T = 298K. Nuevamente la inclusión
de un término de difusión rotacional de las moléculas se requiere para obtener un
acuerdo satisfactorio con los datos experimentales (ver �gura 5.8). Los parámetros
correspondientes están dados en la tabla 5.2.
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Parámetro Valor del modelo Rango Referencias
ηD2O[kg/s.m] 1,1× 10−3 (0,8− 1,3)× 10−3 [66, 118]

σ 0 0− 25 [19, 66, 110]
a[nm] 1 1− 1,2 [48, 86, 119]
κ[J ] (4,9± 0,9)× 10−20 4× 10−21 − 4,2× 10−19 [120, 123, 124]

AOF [s−2] (0,8± 0,3)× 109 1,6× 107 − 6,4× 1010 [73, 121]
AD[s−2] (1,5± 0,3)× 109 1,6× 107 − 6,4× 1010 [73, 121]
D[m2s−1] (0,3± 0,2)× 10−11 10−12 − 10−10 [53, 57, 59, 60]
AR[s−2] (1,6± 0,4)× 108 1,6× 107 − 6,4× 1010 [73, 121]
τR[s] (1,1± 0,3)× 10−8 10−10 − 10−7 [8, 96, 122]

AFM [s−1] (4,5± 1) � �

Tabla 5.2: Parámetros correspondientes a las simulación de la dispersión de la relajación

para liposomas de DOPC de R0 = 50nm a T = 298K representada en la �gura 5.8 y las

correspondientes referencias.

Figura 5.8: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con R0 = 50nm, at T = 298K. La curva de dispersión simulada se muestra en rojo.
Los mecanismos que contribuyen son los mismos que se muestran en la �gura 5.7. Todos los
parámetros usados están dados en la tabla 5.2.
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5.4.1. Discusión

El buen acuerdo entre las dispersiones de relajación simuladas y experimentales
para ambos, DMPC y DOPC, es muy alentador. Es importante enfatizar que el pre-
sente análisis, por el momento, no proporciona una mayor comprensión de las diferen-
cias entre la dinámica de DMPC y DOPC; los valores publicados para los parámetros
físicos de estas membranas son su�cientes para reproducir las dispersiones de rela-
jación experimentales de 1H en liposomas.

Un exámen de los valores numéricos que producen las simulaciones en las �guras
5.7 y 5.8 revela una tendencia en los parámetros de movimientos moleculares lipídicos
para DMPC y DOPC que resulta consistente con valores obtenidos de la literatura
a partir de experimentos independientes. Por ejemplo, la insaturación presente en
DOPC se sabe que desorganiza el empaquetamiento de las cadenas, resultando así
en el incremento del área media interfacial por lípido; valores de 59,6 y 72,5 han
sido reportados para DMPC y DOPC, respectivamente [125]. Esto resulta en un
incremento en la velocidad del movimiento rotacional de las moléculas fosfolipídicas
[126] consistente con una reducción en el tiempo de correlación. Los valores de τR de
1,8 × 10−8 y 1,1 × 10−8 usados en nuestras simulaciones para DMPC a T = 310K
y DOPC a 298K, respectivamente, son consistentes con esta tendencia. En el caso
de difusión, mediciones mediante RMN de gradiente de campo pulsado (PFG) del
coe�ciente de difusión de lípidos en bicapas alineadas macroscópicamente también han
sido desarrolladas [60]. Valores de DPFG de ≈ 12× 10−12m2s−1 pueden ser deducidos
para DMPC a T = 310 (mediciones PFG a T = 308 y T = 313), y un valor de
DPFG de 8 × 10−12m2s−1 a T = 298K fueron reportados para DOPC. A pesar que
los valores para los coe�cientes de difusión utilizados en nuestras simulaciones son
algo más bajos (8×10−12 y 3×10−12m2s−1, para DMPC y DOPC, respectivamente),
ellos están dentro de los rangos de la literatura [48, 49, 53, 57, 59, 60, 51] y parecen
mostrar la misma tendencia que lo reportado por Filippov et al. [60].

Para analizar la robustez del método el siguiente paso fue analizar si el método es
sensible a cambios en el tamaño de las vesículas, en la temperatura y en el contenido
de colesterol agregado.

5.5. Dependencia de las dispersiones de la relajación

de 1H con el tamaño de los liposomas.

Con el objetivo de hacer un análisis en función del tamaño, se realizaron experi-
mentos en DPMC a T = 310K para R0 = 54nm (�gura 5.7, ya analizada anterior-
mente) y R0 = 98nm (�gura 5.9); y en DOPC a T = 298 para R0 = 50nm (�gura
5.8, ya analizada), R0 = 91nm (�gura 5.10) y R0 = 120nm (�gura 5.11). Las �gu-
ras muestran la dispersión de la relajación simulada utilizando los parámetros de
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las tablas 5.3 y 5.4. Las contribuciones de las densidades espectrales también están
incluidas en cada �gura.

Figura 5.9: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con R0 = 98nm, a T = 310K. La curva de dispersión simulada se muestra en
rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación: �uctuaciones de orden
(verde), difusión (celeste), rotación molecular (rosa) y movimientos rápidos (azul). Todos
los parámetros usados están dados en la tabla 5.3.

En la �gura 5.12 se presentan las dispersiones de la relajación, registrados a
298K para LUVs de DOPC de diferentes tamaños hidrodinámicos promedios. Es
claro que para esta temperatura casi no hay dependencia con el tamaño de R1 para
ν0 > 200kHz, pero hay una disminución muy ligera para ν0 < 100kHz. Este efecto es
más marcado para liposomas de 50nm. Estas observaciones indican que los movimien-
tos que determinan la relajación de 1H a altas frecuencias no se ven afectados por
cambios en la curvatura de la membrana (sobre el rango de tamaños estudiados), pero
esto no es así a bajas frecuencias. Un comportamiento muy similar se observó en las
dispersiones registradas a 310K para liposomas de DMPC sobre el mismo rango de
tamaños. Así que para liposomas con R0 > 100nm, se puede decir que las mediciones
de dispersión son débilmente dependientes del tamaño. Mediciones previas sugieren
que la presencia de campos locales impiden mediciones verdaderas de R1 para fre-
cuencias inferiores a 11kHz para LUVs de DOPC y DMPC. A los �nes de asegurar
la correcta interpretación de los parámetros de relajación, se ha tomado el criterio
de limitar el rango de frecuencias a considerar a ν0 > 30kHz (aproximadamente tres
veces el campo local). Los datos de relajación que se presentan en el resto de la tesis
se limitan al rango 30kHz < ν0 < 17MHz.
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Figura 5.10: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con R0 = 91nm, a T = 298K. La curva de dispersión simulada se muestra en
rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación: �uctuaciones de orden
(verde), difusión (celeste), rotación molecular (rosa) y movimientos rápidos (azul). Todos
los parámetros usados están dados en la tabla 5.4.

Figura 5.11: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con R0 = 120nm, a T = 298K. La curva de dispersión simulada se muestra en
rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación: �uctuaciones de orden
(verde), difusión (celeste), rotación molecular (rosa) y movimientos rápidos (azul). Todos
los parámetros usados están dados en la tabla 5.4.
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Parámetro
R0[nm] 54 98

ηD2O[kg/s.m] 0,82× 10−3 0,82× 10−3

σ 0 0
a[nm] 1 1
κ[J ] (3,1± 0,6)× 10−20 (3,1± 0,6)× 10−20

AOF [s−2] (8,0± 1,8)× 108 (7± 3)× 108

AD[s−2] (2,0± 0,6)× 109 (0,9± 0,3)× 109

τD[s] (4,1± 0,7)× 10−5 (4,0± 1,1)× 10−5

D[m2s−1] (0,8± 0,2)× 10−11 (3,7± 1,4)× 10−11

AR[s−2] (0,6± 0,1)× 108 (0,6± 0,2)× 108

τR[s] (1,8± 1,7)× 10−8 (1,8± 0,7)× 10−8

AFM [s−1] (5,5± 1,3) (6,0± 1)

Tabla 5.3: Parámetros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajación

registradas a T = 310K para liposomas de DMPC de diferentes tamaños.

Parámetro
R0[nm] 50 91 120

ηD2O[kg/s.m] 1,1× 10−3 1,1× 10−3 1,1× 10−3

σ 0 0 0
a[nm] 1 1 1
κ[J ] (4,9± 0,9)× 10−20 (5,4± 0,8)× 10−20 (4,8± 0,5)× 10−20

AOF [s−2] (0,8± 0,3)× 109 (1,0± 0,3)× 109 (0,85± 0,25)× 109

AD[s−2] (1,5± 0,3)× 109 (0,6± 0,2)× 109 (0,2± 0,1)× 109

τD[s] (7± 1)× 10−5 (7± 3)× 10−5 (8± 4)× 10−5

D[m2s−1] (0,3± 0,2)× 10−11 (1,8± 1,5)× 10−11 (3± 2)× 10−11

AR[s−2] (1,6± 0,4)× 108 (1,4± 0,3)× 108 (1,5± 0,3)× 108

τR[s] (1,1± 0,3)× 10−8 (1,1± 0,3)× 10−8 (1,0± 0,2)× 10−8

AFM [s−1] (4,5± 1) (4,5± 1,5) (5± 1)

Tabla 5.4: Parámetros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajación

registradas a T = 298K para liposomas de DOPC de diferentes tamaños.

Ya se ha señalado que las principales diferencias en las dispersiones de relajación
ocurren a baja frecuencia. El examen de las tablas 5.3 y 5.4 muestra que para ambos
lípidos, los parámetros para los movimientos rápidos, AR, τR y AFM , no cambian de
manera signi�cativa (dentro de los errores) en todo el rango de tamaños. Por lo tanto,
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la discusión se centra en las contribuciones de la difusión y las �uctuaciones de orden
(�gura 5.12).

Figura 5.12: Dispersiones de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC a T = 298K para R0 = 50 (negro), R0 = 91 (rojo) y R0 = 120nm (azul). Se incluyen
las correspondientes contribuciones de las densidades espectrales para �uctuaciones de orden
y difusión para cada uno de los tamaños.

Para liposomas de DOPC de diferentes tamaños, a 295K, se encontró que; (i)
usando valores para κ dentro del rango reportado resultó una buena consistencia de
la simulación con los datos experimentales, y (ii) los datos no demandaron cambios
signi�cativos en κ dentro del rango de tamaños estudiados, lo que sugiere una débil
dependencia con el tamaño. Los valores de κ estuvieron entre (4,8 − 5,4) × 10−20J ,
que es equivalente a 12− 13KBT . Los valores de la literatura para bicapas de DOPC
incluyen reportes de 8,5 y 7,6×10−20J , a 288 y 303K, respectivamente (T � Tm para
DOPC), obtenidos desde dispersión de rayos X en liposomas y en bicapas orientadas
[127]. También hubo un reporte reciente [128] de presurización por micropipetas de
vesículas de bicapas gigantes, que dió un valor de 8,5× 10−20J , a 291K. La extrapo-
lación de los datos desde los experimentos de presión osmótica más viejos [129] sobre
liposomas de tamaño similar sugiere un valor de κ de 3,3 × 10−20J , a 295K. Esto
con�rma que los valores de κ obtenidos a partir de nuestro modelo se encuentran en
el rango correcto, y que la débil dependencia con el tamaño es físicamente realista.

Para el resto de los parámetros se encontró que usando valores tomados desde
estudios experimentales independientes nuevamente se produce una excelente consis-
tencia entre los datos y las simulaciones. Se encontró que los datos requieren que el
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tiempo de correlación para el movimiento difusivo, τD, sea débilmente dependiente
del tamaño, lo cual es esperado ya que la difusión es esencialmente un proceso im-
pulsado térmicamente. El correspondiente coe�ciente de difusión aumenta en forma
signi�cativa con el tamaño, debido a la curvatura más reducida de las liposomas más
grandes. Los valores para D de (0,3− 3,0)× 10−11m2s−1 son físicamente razonables.
Coe�cientes de difusión lateral se han medido directamente mediante RMN de gra-
diente de campo pulsado para bicapas planas orientadas de DOPC en este rango de
temperatura, reportando valores [60] en el rango de (0,7− 1,5)× 10−11m2s−1.

Después de haber discutido la consistencia del modelo, la �gura 5.12 muestra que
se pueden identi�car dos regímenes dinámicos diferentes. Para frecuencias superiores
a 150kHz, las �uctuaciones de orden son claramente dominantes sobre la difusión, y
en este rango de frecuencias, la contribución de la primera es débilmente sensible a
los cambios de tamaño. Esta observación está en pleno acuerdo con las predicciones
teóricas [19]. En el rango de frecuencias más bajas, esta situación sólo es válida para
los tamaños más grandes, pero se produce un cruce entre R0 = 91 y 50nm. Para
R0 = 50nm la contribución de las �uctuaciones de orden se reduce y aparece una
clara meseta. De nuevo, esto está de acuerdo con las producciones del modelo teórico.
Físicamente, el plateau indica un valor de corte para las �uctuaciones de forma en
cuanto las membranas se aproximan al límite elástico, presumiblemente debido al
aumento de curvatura mayor.

En cuanto a la contribución de la difusión, las simulaciones muestran un aumento
en el factor de intensidad AD con la disminución de tamaño. Este cambio, que es
esencial para reproducir el comportamiento experimental, es equivalente a una ligera
disminución de la distancia efectiva entre los protones para curvaturas mayores. Este
hallazgo puede ser atribuido al fuerte cambio en el régimen difusivo con la curvatura.
Por ejemplo, la constante de difusión se reduce de 3,7 × 10−11 a 0,8 × 10−11m2/s
para DMPC a 310K (ver Tabla 5.3) y un orden de magnitud para DOPC a 298K
(ver Tabla 5.4), cuando la curvatura se incrementa. La creciente contribución de la
difusión y la aparición de un plateau en la contribución de las �uctuaciones de orden
(entre R0 = 91 y 50nm), resulta en una signi�cativa dependencia con el tamaño de
R1 para liposomas más pequeños,(ver �gura 5.12).

Las simulaciones son por lo tanto cualitativamente consistentes con las expectati-
vas y numéricamente consistentes con experimentos independientes. Tanto los efectos
descriptos anteriormente para las contribuciones de la difusión y las �uctuaciones
de orden a las dispersiones se observan también en las simulaciones de liposomas
de DMPC. Para liposomas de R0 mayores a 100nm, estos efectos son débiles y las
dispersiones son esencialmente independientes del tamaño.
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5.6. Dependencia de la relajación de 1H con la tem-

peratura.

Para hacer un análisis del comportamiento de los procesos dinámicos de relajación
en función de la temperatura se realizaron mediciones en liposomas de DOPC de
R0 = 120nm a T = 291K (�gura 5.13) y T = 310K (�gura 5.14). Las �guras
muestran la dispersión de la relajación simulada utilizando los parámetros de la tabla
5.5. Las contribuciones de las densidades espectrales también están incluidas en cada
�gura.

Figura 5.13: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con R0 = 120nm, a T = 291K. La curva de dispersión simulada se muestra en
rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación: �uctuaciones de orden
(verde), difusión (celeste), rotación molecular (rosa) y movimientos rápidos (azul). Todos
los parámetros usados están dados en la tabla 5.5.

Dispersiones de la relajación registradas para liposomas de DOPC de R0 = 120nm
a 291, 298 (�gura 5.11) y 310K se muestran en la Figura 5.15. Cabe señalar que este
tamaño está dentro del rango en que las dispersiones son muy débilmente dependientes
del tamaño. Dentro del rango de 100 a 30kHz la dependencia con la temperatura
gradualmente se debilita hasta no haber diferencia apreciable en R1.

Contrariamente a lo que se observa con la dependencia con el tamaño, el principal
efecto de la temperatura se encuentra a frecuencias altas. Una vez más la coheren-
cia de las simulaciones con las dispersiones experimentales es muy buena. Todos los
parámetros utilizados en las simulaciones se presentan en la Tabla 5.5. Las simula-
ciones muestran que las contribuciones de las �uctuaciones y la difusión son un poco
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Figura 5.14: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con R0 = 120nm, a T = 310K. La curva de dispersión simulada se muestra en
rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación: �uctuaciones de orden
(verde), difusión (celeste), rotación molecular (rosa) y movimientos rápidos (azul). Todos
los parámetros usados están dados en la tabla 5.5.

Figura 5.15: Dispersiones de la relajación experimental para suspensiones de LUVs de
DOPC de R0 = 120nm a T = 291 (azul), 298 (negro) y 310K (rojo).

menos importantes que la contribución de los movimientos más rápidos.
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Parámetro
Temperatura[K] 291 298 310
ηD2O[kg/s.m] 1,3× 10−3 1,1× 10−3 0,82× 10−3

σ 0 0 0
a[nm] 1 1 1
κ[J ] (6± 1)× 10−20 (4,8± 0,5)× 10−20 (3,0± 0,7)× 10−20

AOF [s−2] (1,3± 0,1)× 109 (0,85± 0,25)× 109 (0,45± 0,25)× 109

AD[s−2] (0,1± 0,5)× 109 (0,2± 0,1)× 109 (0,2± 0,2)× 109

τD[s] (9± 8)× 10−5 (8± 4)× 10−5 (6± 5)× 10−5

D[m2s−1] (2,7± 1,3)× 10−11 (3,0± 1,9)× 10−11 (3,8± 1,8)× 10−11

AR[s−2] (1,8± 0,4)× 108 (1,5± 0,3)× 108 (1,4± 0,4)× 108

τR[s] (1,2± 0,3)× 10−8 (1,0± 0,2)× 10−8 (0,7± 0,2)× 10−8

AFM [s−1] (6± 2) (5± 1) (3,0± 1)

Tabla 5.5: Parámetros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajación

registradas para liposomas de DOPC de R0 = 120nm a diferentes temperaturas.

Para lograr una buena consistencia entre las simulaciones y los datos se encuentra
que es necesario que los tiempos de correlación para los movimientos difusivos y
de rotación disminuyan con la temperatura, tal cual como se espera para procesos
activados térmicamente. Un análisis de Arrhenius (�g. 5.16) demuestra energías de
activación muy bajas, < 1kJ.mol−1, en ambos casos. El decrecimiento en τD está
inversamente correlacionado con un aumento en el coe�ciente de difusión, ecuación
(3.9). El aumento observado en D con la temperatura es consistente con los resultados
obtenidos a partir de mediciones con gradiente de campo pulsado por RMN en bicapas
planas de DOPC orientadas [60].

El otro parámetro obtenido a partir de las simulaciones que se encuentra fuerte-
mente in�uenciado por la temperatura es κ, el módulo elástico de �exión. Como se
mencionó anteriormente, nuestro método arroja valores de κ (a temperatura ambi-
ente) para DOPC, que están en buen acuerdo con aquéllos obtenidos usando otras
técnicas. Nuestras simulaciones también sugieren un decrecimeinto del 50 % en κ entre
temperaturas de 291 y 310K. Un reciente estudio de dispersión de rayos X, sobre LU-
Vs de DOPC y bicapas orientadas, [127] también demuestran que bicapas de DOPC
se hacen menos rígidas (κ menor) con el incremento de la temperatura (desde 298
a 318K). Un consenso todavía no se ha establecido en todos los casos, por ejemplo
experimentos de eco de espín de neutrones [130] en LUVs de DMPC de R0 = 200nm
sugieren importantes aumentos en κ con la temperatura entre 301 y 333K, también
en la fase Lα. Sin embargo de estudios de videomicroscopía, de liposomas de DMPC
gigantes (y por lo tanto curvatura despreciable) se obtiene que no hay dependencia
con la temperatura de 298 a 313K [131].
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Figura 5.16: Análisis de Arrhenius para el proceso de difusión molecular.

5.7. Dependencia de la tasa de relajación de 1H con

el contenido de colesterol.

Para hacer un análisis del comportamiento de los procesos dinámicos de relajación
en función del contenido de colesterol se prepararon dos muestras de liposomas de
DOPC con diferentes contenidos de colesterol. Se realizaron mediciones de la disper-
sión de la relajación de 1H a T = 298K en liposomas de R0 = 80nm y 10 % de
colesterol (�gura 5.16) y en LUVs de R0 = 68nm con 25 % de colesterol (�gura 5.17).
Las �guras muestran la dispersión de la relajación simulada utilizando los parámet-
ros de la tabla 5.6, incluyendo las correspondientes contribuciones de los diferentes
procesos dinámicos.

En la �gura 5.19 se presentan las dispersiones de la relajación, registrados a 298K
para liposomoas de DOPC de R0 = 80nm con 10 % de colesterol y liposomas de
DOPC de R0 = 68nm con 25 % de colesterol. Se observa que las curvas de dispersión
presentan una leve tendencia a ser similares a frecuencias altas. Los cambios presentes
en los mecanismos de relajación son debidos a diferentes contenido de colesterol en
las muestras, y también pueden estar presentes algunos cambios menores debidos a
que los radios son parecidos, pero no iguales. Como ya se discutió en otra sección,
cambios en la dinámica debido a cambios en el tamaño de las liposomas pueden
re�ejarse en cambios en la constante de difusión. Si existen cambios en la dinámica
más rápida, tales cambios serán atribuidos a la presencia de diferentes concentraciones
de colesterol, ya que la dinámica rápida no depende del tamaño de las liposomas.
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Figura 5.17: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con R0 = 80nm, a T = 298K con 10 % de colesterol agregado. La curva de dispersión
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación:
�uctuaciones de orden (verde), difusión (celeste), rotación molecular (rosa) y movimientos
rápidos (azul). Todos los parámetros usados están dados en la tabla 5.6.

Parámetro
% colesterol 10 25
R0[nm] 80 68

ηD2O[kg/s.m] 1,1× 10−3 1,1× 10−3

σ 0 0
a[nm] 1 1
κ[J ] (7± 1)× 10−20 (8± 1)× 10−20

AOF [s−2] (1,0± 0,5)× 109 (2,0± 0,5)× 109

AD[s−2] (0,9± 0,4)× 109 (6,7± 0,8)× 109

τD[s] (6± 1)× 10−5 (19± 1)× 10−5

D[m2s−1] (1,6± 0,3)× 10−11 (0,18± 0,03)× 10−11

AR[s−2] (0,5± 0,1)× 108 (0,9± 0,2)× 108

τR[s] (3± 2)× 10−8 (3,0± 0,7)× 10−8

AFM [s−1] (7± 1,3) (8,5± 1)

Tabla 5.6: Parámetros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajación

registradas a T = 298K para liposomas de DOPC con diferentes contenidos de colesterol.

De la tabla 5.6 se observa que los tiempos de correlación rotacionales no son
sensibles a cambios en el contenido de colesterol. Los valores de las constantes de
difusión fueron determinados a partir de mediciones con gradiente de campo pulsado
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Figura 5.18: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con R0 = 68nm, a T = 298K con 25 % de colesterol agregado. La curva de dispersión
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación:
�uctuaciones de orden (verde), difusión (celeste), rotación molecular (rosa) y movimientos
rápidos (azul). Todos los parámetros usados están dados en la tabla 5.6.

Figura 5.19: Dispersiones de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC a T = 298K para R0 = 80 con 10 % de colesterol (negro) y para R0 = 68 con
25 % de colesterol (rojo). Se incluyen las correspondientes contribuciones de las densidades
espectrales.

en bicapas de DOPC orientadas a T = 298K [60]. De las tablas 5.7 y 5.8 se observa que
D decrece un 12 % (con respecto a bicapas sin colesterol) con un 10 % de colesterol, y
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un 41 % con 25 %. El tiempo de correlación para la difusión aumenta con el contenido
de colesterol siendo esto consistente con el cambio en D.

Para obtener una buena consistencia entre las simulaciones y los datos es necesario
que la constante elástica de �exión tienda a aumentar con el contenido de colesterol,
lo cual es razonable ya que el colesterol hace que las membranas lipídicas sean más
rígidas [66, 67, 129, 131, 120].

Con el �n de validar los comportamientos encontrados con la comparación de
estas dos muestras, dos nuevas tablas comparativas se presentan: tabla 5.7, donde
se comparan los resultados obtenidos para DOPC sin colesterol con R0 = 91nm a
T = 298K (�gura 5.10, tabla 5.4) con DOPC con 10 % de colesterol con R0 = 80nm
a T = 298K (�gura 5.17, tabla 5.6); y tabla 5.8, donde se comparan los resultados
obtenidos para DOPC sin colesterol con R0 = 50nm a T = 298K (�gura 5.8, tabla
5.2 o tabla 5.4) con DOPC con 25 % de colesterol con R0 = 68nm a T = 298K (�gura
5.18, tabla 5.6).

Parámetro
% colesterol 0 10
R0[nm] 91 80

ηD2O[kg/s.m] 1,1× 10−3 1,1× 10−3

σ 0 0
a[nm] 1 1
κ[J ] (5,4± 0,8)× 10−20 (7± 1)× 10−20

AOF [s−2] (1,15± 0,3)× 109 (1,0± 0,5)× 109

AD[s−2] (0,45± 0,2)× 109 (0,9± 0,8)× 109

τD[s] (7± 3)× 10−5 (6± 1)× 10−5

D[m2s−1] (1,8± 1,5)× 10−11 (1,6± 0,3)× 10−11

AR[s−2] (1,4± 0,3)× 108 (0,5± 0,2)× 108

τR[s] (1,1± 0,3)× 10−8 (3± 0,7)× 10−8

AFM [s−1] (4,5± 1,5) (7± 1)

Tabla 5.7: Parámetros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajación

registradas a T = 298K para liposomas de DOPC sin colesterol con R0 = 91nm y con 10 %
de colesterol con R0 = 80nm.

Las tablas 5.7 y 5.8 arrojan comportamientos de los parámetros consistentes con
lo ya analizado. La constante elástica de �exión aumenta con la incorporación de



CAPÍTULO 5. ESTUDIO DE LA DINÁMICA MOLECULAR... 72

Parámetro
% colesterol 0 25
R0[nm] 50 68

ηD2O[kg/s.m] 1,1× 10−3 1,1× 10−3

σ 0 0
a[nm] 1 1
κ[J ] (5,4± 0,9)× 10−20 (8± 1)× 10−20

AOF [s−2] (0,8± 0,3)× 109 (2,0± 0,5)× 109

AD[s−2] (1,5± 0,3)× 109 (6,7± 0,8)× 109

τD[s] (7± 1)× 10−5 (19± 1)× 10−5

D[m2s−1] (0,3± 0,2)× 10−11 (0,18± 0,03)× 10−11

AR[s−2] (1,6± 0,4)× 108 (0,9± 0,2)× 108

τR[s] (1,1± 0,3)× 10−8 (3± 0,7)× 10−8

AFM [s−1] (4,5± 1) (8,5± 1)

Tabla 5.8: Parámetros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajación

registradas a T = 298K para liposomas de DOPC sin colesterol con R0 = 50nm y con 25 %
de colesterol con R0 = 68nm.

colesterol. El tiempo de difusión τD nuevamente aumenta con el contenido de colesterol
en la tabla 5.8, pero no presenta cambios, dentro del error, en la tabla 5.7. La constante
de difusión en ambos casos disminuye con el colesterol, lo que re�eja el hecho de que
la presencia de las moléculas de colesterol restringe el desplazamiento de los lípidos.
Aquí el tiempo de correlación presenta una tendencia a aumentar con el colesterol.

De las tablas 5.6, 5.7 y 5.8 se puede observar que los factores de intensidad AFO
y AR, sólo en algunos casos presentan un ligero cambio, pero en general no presentan
cambio signi�cativos. AD no varía mucho para las muestras sin colesterol y la muestra
con 10 % de colesterol, pero para liposomas con 25 % de colesterol AD presenta un
abrupto aumento. Esto puede deberse a que a grandes concentraciones de colesterol, la
dinámica propia del colesterol empieza a jugar un papel importante para la relajación
a frecuencias bajas. Entonces, debe haber otro proceso dinámico referente al colesterol
que para bajas concentraciones no está presente, pero a concentraciones mayores se
empieza a notar.

5.8. Análisis de los pre-factores.

Hay dos componentes para la simulación de la contribución de cada proceso
dinámico, la dependencia con la frecuencia de la densidad espectral y el pre-factor de
amplitud. Mientras que el primero está determinado por el proceso dinámico perti-
nente, los pre-factores son determinados por la distancia efectiva entre los protones,
que surgen de la dependencia habitual inversa a la sexta potencia:
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Aij =
9

8r6
ij

γ4~2
(µ0

4π

)2

. (5.2)

En general se ha encontrado que la dependencia con el tamaño de los pre-factores
es débil, como uno esperaría. La única excepción es en el caso de la difusión, AD
aumenta para liposomas más pequeños, como ya se mencionó. Del mismo modo, la
dependencia con la temperatura de los pre-factores es débil, tanto para la difusión
como para la rotación molecular. Para los movimientos rápidos, AFM se encuentra que
disminuye un poco con la temperatura. En este caso particular los cambios en los pre-
factores no puede ser exclusivamente relacionados con los cambios en las distancias
entre los protones (también incluye la contribución densidad espectral Lorentziana
en un régimen no-dispersivo). Por último, los pre-factores para las �uctuaciones de
orden, AOF , disminuyen con el aumento de la temperatura, por encima de 291K. El
decrecimiento resultó ser de un 35 % y un 65 % a 298K y 310K, respectivamente.
Dada la dependencia a la inversa de la sexta potencia estos valores corresponden a
un aumento en la separación media entre núcleos con el aumento de la temperatura
de 15 y 20 % en comparación a 291K. Se encontró que la dependencia de los pre-
factores con el contenido de colesterol es débil para las �uctuaciones de orden y para
las rotaciones moleculares. Como ya se mencionó, AD aumenta con el colesterol. AFM
aumenta con el colesterol cuando pasamos de 0 % a 10 %, pero se mantiene igual para
10 % y 25 %

En cuanto a la información dinámica proporcionada por las simulaciones, se ha es-
tablecido que el método puede ser utilizado para simular los datos de relajación para
liposomas de tamaño similar, de diferente composición usando valores físicamente
realistas de los parámetros involucrados. El estudio realizado demuestra la robustez
de la técnica, con simulaciones de las dispersiones de relajación para liposomas de
diferentes tamaños, registrados sobre un rango de temperaturas y con diferentes con-
tenidos de colesterol. Esto le da credibilidad a las suposiciones claves del método: que
los procesos relevantes son, �uctuaciones de orden, difusión, rotaciones moleculares
y movimientos rápidos, y que los modelos físicos correspondientes a las diferentes
densidades espectrales son adecuados para los sistemas estudiados.



Capítulo 6

Propiedades viscoeláticas de
membranas lipídicas.

En este capítulo se presenta una revisión teórica de las propiedades elásticas de
membranas lipídicas en vesículas, las cuales están determinadas por dos tipos de defor-
maciones elásticas. Debido a que un parámetro clave para determinar las propiedades
elásticas es la energía elástica de �exión y su módulo asociado κ, se presenta un
listado de los métodos experimentales para la medición de κ.

6.1. Descripción teórica de las propiedaes elásticas

de vesículas.

Las propiedades elásticas de vesículas están en general determinadas por tres
modos clásicos de deformación: deformaciones de elongación puras, deformaciones de
corte puras y deformaciones de �exión puras. La elasticidad de vesículas en estado
�uido está determinada escencialmente por la primera y la última contribución [132].

En la representación energética de la ley de Hook, la energía elástica de corte por
unidad de área puede expresarse como

gsh =
1

2
µ(λ2 − λ−2 − 2), (6.1)

donde µ es el módulo elástico de corte (en unidades de erg/cm2) y λ = L/L0 es la
razón de extensión lateral la cual caracteriza la trasnformación de un elemento de área
de forma cuadrada (de longitud L0) en un rectángulo de longitud L (manteniendo
el área constante). A veces es de ayuda expresar la ley de Hook en términos de la
ecuación de fuerza

74
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τ1 − τ2 = µ(λ+ λ−1), (6.2)

donde τ1 y τ2 son las tensiones (en mN/m) que se tienen que aplicar para elongar
y comprimir los tamaños del elemento de área para estabilizar la forma rectangular.

La densidad de energía asociada con la tensión lateral isotrópica (que actúa en
cada uno de los cuatro lados del elemento de área) está dada por

gext =
1

2
K(δA/A)2, (6.3)

donde K es el módulo de compresibilidad del área y δA/A es el cambio de área
relativo.

La situación para la deformación de �exión es más compleja y depende de si se
trata de una bicapa con extremos libres o si se trata de una vesícula cerrada. En
el primer caso la deformación de �exión es equivalente a la deformación splay de
una bicapa esméctica. La principal contribución viene de la inclinación mutua de
moléculas lipídicas adyacentes, y el módulo elástico de �exión es igual a la constante
elástica de splay (K11) multiplicada por el grosor de la bicapa (κ = K11d). Para
expresar la deformación de �exión en términos de los desplazamientos de la bicapa
(u) en la dirección normal, con la ecuación de Helfrich se tiene que la energía elástica
por unidad de área es

gflex =
1

2
κ

(
δ2u

δx2
+
δ2u

δy2
− c0

)2

, (6.4)

donde cx = δ2u/δx2, cy = δ2u/δy2 son los radios principales de curvatura y c0 es
la curvatura espontánea.

El comportamiento de la vesícula debido a la �exión está en general determinado
por las limitaciones de volumen �jo, V , área promedio �ja ,〈A〉 y diferencia de área
�ja, ∆A, entre las monocapas interna y externa la cual está dada por

∆A ≈ d

∫
dA(cx + cy)

2, (6.5)

donde la integral va sobre ambas monocapas.

La rigidez de �exión, κ′, es diferente a la que aparece en la ecuación (6.4) y puede
ser expresada en términos de la compresibilidad de las dos monocapas [133]:

κ′ = d2 KiKo

(Ki +Ko)
. (6.6)
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Como también la energía de splay puede ser expresada en términos de la variación
de las compresibilidades laterales en la dirección de la normal a la membrana
[134, 135, 136], κ′ y κ se espera que sean similares. Ya que κ′ está determinada por
limitaciones globales de área promedio �ja 〈A〉 es llamada módulo de �exión global
para distinguirlo del módulo local κ.

6.2. Métodos experimentales de medición de κ.

Las vesículas lipídicas representan sistemas modelo simple para el estudio de
propiedades estructurales y dinámicas de las biomembranas. Un parámetro crucial
para determinar las propiedades elásticas de una membrana cerrada es la energía
elástica de �exión y el módulo asociado κ. Varios métodos han sido desarrollados
para este estudio.

Métodos microscópicos incluyen:

Difracción de neutrones [137].

Difracción de rayos X [123, 138, 139, 140, 141, 142].

Dispersión difusa de rayos X [94, 124, 127, 143]

Espectroscopia de eco de espín de neutrones (NSE) [130]

RMN [86, 87, 144]

Estos métodos dan datos sobre la estructura a nivel molecular, pero modelos
numéricos o simulaciones de la dinámica molecular son requeridos para relacionar
estos datos a propiedades macroscópicas [89].

Métodos macroscópicos incluyen:

Calorimetria de escaneo diferencial [138].

Micropipetas [69, 145, 146].

Videomicroscopía por contraste de fase de �uctuaciones de forma [66, 67, 68,
131, 147, 148, 149, 150, 151, 152].

Microscopía de fuerza atómica [153, 154].

Dinamometría óptica [155].

Microscopía confocal diferencial [156, 157]
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Los métodos macroscópicos ofrecen mediciones más directas de la respuesta de la
membrana a perturbaciones externas, pero los métodos de contacto son en su mayor
parte invasivos, lo cual puede conducir a sacar de su estado natural al material.

Difracción de rayos X

Para aplicar esta técnica se utiliza radiación X, de�nida por su banda de frecuen-
cias, que está comprendida entre la de la radiación ultravioleta y la de los rayos γ.
Este tipo de radiación se produce cuando una partícula de masa pequeña pero alta-
mente energética incide sobre un material. La colisión produce una perturbación en
la materia y parte de la energía se transforma en radiación X. Para generar radiación
X se suelen utilizar electrones como partículas para producir el impacto con la mate-
ria, ya que son muy e�caces y, al mismo tiempo, resultan sencillos de controlar y de
generar. Por encima de una cierta tensión umbral, la radiación emitida por un tubo
de rayos X presenta un espectro formado por radiaciones de distintas longitudes de
onda. De la información que nos proporciona la difracción de los rayos X, se pueden
distinguir dos aspectos diferenciados y complementarios: por una parte, la geometría
de las direcciones de difracción, que está condicionada únicamente por el tamaño y la
forma de la celda elemental del cristal, de modo que conociendo estas direcciones es
posible averiguar el sistema cristalino. El otro aspecto viene dado por las intensidades
de estos rayos difractados, que están íntimamente relacionadas con la naturaleza de
los átomos y con las posiciones que éstos ocupan en la red cristalina, de forma que su
medida constituye un procedimiento para obtener información tridimensional acerca
de la estructura interna del cristal.

Por lo general se utiliza difracción de rayos X y tensión osmótica en la fase hexago-
nal inversa (HII) para medir dimensiones estructurales, curvaturas espontáneas y mó-
dulos de �exión, por ejemplo, de momocapas de dioleoylphosphatidylethanolamine
(DOPE) dopadas con cantidades en aumento de dioleoylglycerol (DOG) [140]. DOG
es un perturbador fuerte de bicapas planas de fosfolípidos. Este convierte multica-
pas a la fase hexagonal inversa, integrada por monocapas muy curvada. Gra�cando
parámetros estructurales de la fase HII , con el cambio de contenido de agua en un
nuevo sistema de coordenadas de�nido, se muestra que la deformación elástica de las
monocapas de lípidos se puede describir como de �exión en torno al plano central
de área constante. También se derivan los factores de conversión y se estiman las
curvatu-
ras espontánea y módulos de �exión para la super�cie neutra que, a diferencia de
los parámetros del plano central, son propiedades intrínsecas que se aplican a otras
deformaciones y geometrías.

Dispersión difusa de rayos X.
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Bicapas lipídicas han sido estudiadas como modelos de sistemas blandos bidimen-
sionales [158]. Pueden ser caracterizadas por su estructura estática y su dinámica, y
�uctuaciones térmicas de equilibrio. Mediciones estructurales dan información de la
variación de composición química (usando neutrones) o densidad electrónica (usando
rayos X) a lo largo del eje z normal al plano de la bicapa [125]. Estudios esctructurales
son di�cultosos, aún para bicapas lipídicas puras, porque son sistemas de materia
condensada blanda y �uctuante. Como consecuencia, no presentan una estructura
cristalina claramente de�nida. La fase termodinámica biológicamente relevante es la
fase �uida Lα, la cual, cuando está completamente hidratada, no tiene órdenes de
difracción su�cientemente altos para análisis cristalográ�cos. La razón de la desapari-
ción de los órdenes altos de difracción en sistemas en fase Lα bien hidratada viene de
la teoría de dispersión de cristales líquidos esmécticos [159, 160], y no se debe a un
cambio en la estructura de las membranas [161]. Sistemas multilamelares completa-
mente hidratados generan gran dispersión de difusión por rayos X corrompiendo las
intensidades de los picos de Bragg que son usados en análisis estructurales biofísicos
convencionales [94]. Sin embargo, usando un algoritmo e�ciente para �tear las am-
plias regiones de los datos de difusión a la teoría cristalina líquido esméctica clásica,
se obtiene el módulo de �exión de las membranas [124].

Espectroscopia de eco de espín de neutrones

Espectroscopia de eco de espín de neutrones (NSE) es un método dinámico, ideal
para el estudio de �uctuaciones térmicas de biomembranas ya que sus tiempos de
correlación (0,1ns a 100ns) y sus escalas de longitud (10 a 103) se superponen con
aquellos de las �uctuaciones de membrana celular. Mediante la técnica NSE se midió
la elasticidad para fosfolípidos saturados y monosaturados con el mismo número de
hydrocarbonos [130]. La función de dispersión intermedia adquirida a través de NSE
fue analizada mediante el modelo de membranas 2D de Zilman-Granek modelo [162,
163]. Exploran el hecho de cómo la presencia del enlace doble y el grosor de la parte
hidrofóbica afectan la elasticidad de �exión de bicapas lipídicas en la fase Lα.

Resonancia magnética nuclear

Mediciones de la relajación transversal de espín nuclear empleando secuencias
de pulso tipo Carr-Purcell (CP) pueden proporcionar información detallada de la
dinámica de movimientos lentos en biomembranas [86, 87]. Se desarrolló un modelo
de relajación para el análisis de tales experimentos desarrollados en vesículas cuasi-
esféricas unilamelares. La base del modelo es la ecuación estocástica de Liouville en
la cual se consideran dos procesos de relajación diferentes, �uctuciones de forma de
la vesícula y difusión traslacional de las moléculas. Se muestra que para vesículas de
radio R0 ≥ 200nm, las �uctuaciones de forma de la vesícula constituyen el proceso
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de relajación transversal dominante. La teoría está desarrollada para la relajación
transversal de 13P dependiente de la frecuencia, (RCO

2,∞(ω)). El análisis de per�les de
dispersión RCO

2,∞(ω) es un modo directo de determinar el módulo elástico de �exión y
otros parámetros viscoelásticos de las vesículas. Sin embrago, cabe destacar la lim-
itación de este método para vesículas de menor tamaño, o en casos en los que la
difusión no puede ser despreciada.

Micropipetas

Métodos de micropipetas sensitivas se han usado para medir la relación entre la
tensión y el área de la super�cie proyectada en membranas �uidas de vesículas sobre
un rango de 4 órdenes de magnitud en tensión [69]. A tensión baja, los datos con�rman
lo predicho por la teoría de equilibrio: el área proyectada crecerá logarítmicamente con
la tensión en cuanto las �uctuaciones de forma estén más restringidas. La pendiente
de ln(tensión) vs. dilatación de área da el módulo elástico de �exión. A causa de
que las membranas son de escaso espesor, son extremadamente �exibles. Por ello,
mediciones de la rigidez de �exión no son simples o directas. El método experimental
es simple: una vesícula gigante es primero levemente sacada de su forma esférica y
luego aspirada en una pequña pipeta de succión calibrada (�gura 6.1). La longitud
de la proyección de la vesícula dentro de la pipeta provee una medida directa del área
proyectada de la vesícula.

Figura 6.1: Videomicrografía de presurización de una vesícula. Figura extraída de la refer-
encia [145].
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Videomicroscopía por contraste de fase de �uctuaciones de forma.

La técnica de videomicroscopía por contraste de fase de �uctuaciones de forma
permite estudiar las propiedades elásticas de vesículas gigantes. El método establecido
es registrar una serie de imágenes microscópicas de una vesícula �uctuando en el tiem-
po, se analiza con Fourier las formas para obtener las amplitudes medias cuadráticas
de los desplazamientos de los modos normales como una función del número de onda,
y luego se correlaciona los resultados con lo predicho por la teoría de equipartición
en equilibrio [66, 67, 68, 131].

Espectroscopia de microscopía de fuerza atómica.

Propiedades mecánicas de las membranas lipídicas tales como su rigidez de �exión
gobiernan la morfología de liposomas y juegan un papel importante en procesos co-
mo fusión y adhesión de membranas. Mediciones de fuerza versus deformación son el
modo más directo para medir esto, pero los datos experimentales son escasos y princi-
palmente vienen de técnicas que se limitan a vesículas gigantes. La espectroscopia de
microscopía de fuerza atómica [154] se presenta como un método que permite medi-
ciones de deformación de vesículas de tamaño del orden de los submicrones. Se usa
esta técnica en DPPC para medir la rigidez de liposomas pequeños (R < 200nm) y se
demuestra que las constantes elásticas de la membrana y la rigidez de �exión pueden
derivarse usando una modelo analítico basado en la teoría de cáscara.

Dinamometría óptica

En este tipo de técnicas las partículas son manipuladas por medio de un sistema de
captura óptica [164]. Los experimentos se realizan con gotas de latex de tamaño mi-
crométricas adheridas a las membranas de vesículas gigantes [155]. En su movimiento
las esferas de latex sienten el estado de la membrana. Arriba de la temperatura de
transición del DMPC, las partículas pueden moverse sobre la super�cie de la vesícu-
la, espontáneamente (movimiento Browniano) o conducidas por una fuerza externa.
Mediante dinamometría óptica, se puede medir la resistencia elástica de la membrana
a la variación de la distancia entre las partículas. Se propone una interpretación rela-
cionando la respuesta elástica con el módulo de curvatura de la membrana.

Microscopía confocal diferencial

Se desarrolló un método totalmente óptico para medir la rigidez de �exión de
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bicapas lipídicas en de todas sus fases. La rigidez de �exión se estudió presionando
las vesículas noinvasivamente con fuerzas ópticas y midiendo su deformación directa-
mente con una técnica óptica de resolución nanométrica. La resolución nanométrica
se logró con la técnica confocal diferencial [156, 157]. Se trabajó con vesículas de
DPPC de radio 10 − 20µm. En esta técnica la membrana se ilumina con un rayo
láser de baja potencia con una fuerte orientación. Cuando la membrana se coloca
ligeramente por encima o por por debajo del plano focal, el tamaño y la divergencia
del rayo re�ejado son muy sensibles al cambio de la distancia entre la membrana y
el plano focal. Al volver a centrar el rayo retrore�ejado en �ltro espacial pin-hole y
midiendo la potencia transmitida, la posición de la membrana puede ser determinada
precisamente.



Capítulo 7

Medición de la constante elástica de
�exión κ.

Ya comprobado que al agregar colesterol a una muestra o al variar la temperatura
las propiedades elásticas de las membranas lipídicas en liposomas cambian, se planteó
la idea de analizar la dependencia del tiempo de relajación espín-red (T1) de protones
con la frecuencia de Larmor en un rango restringido de 200kHz a 2MHz. Dicha
elección surge luego de observar que en tal intervalo las �uctuaciones de orden son el
proceso dinámico dominante. Además, tal proceso es el que contiene información de
las propiedades elásticas. Se midió el tiempo de relajación espín-red (T1) de protones
para seis valores de frecuencia de Larmor diferentes, dentro del intervalo mencionado,
en liposomas de 100nm de diámetro, compuestos de DMPC con diferentes porcentajes
de colesterol y sin colesterol y a diferentes temperaturas.

Las �uctuaciones de orden son el proceso dinámico que contiene información de
las propiedades elásticas de las membranas que constituyen sistemas de vesículas.
Aunque el efecto de las �uctuaciones de orden colectivas se extiende sobre un amplio
rango dinámico, la contribución relativa de este mecanismo a la tasa de relajación
total se espera que sea más grande a frecuencias de los kHz donde los efectos de los
movimientos moleculares rápidos son despreciados. Esto se pudo observar analizando
las curvas de dispersión de la relajación espín-red (T1) de protones analizadas en el
capítulo anterior. En la �gura 7.1 se muestra la curva de dispersión de la tasa de
relajación para liposomas de DOPC con R0 = 120nm, a T = 298K; donde se ve
claramente que en el rango de 200kHz a 2MHz las �uctuaciones de orden son el
proceso dinámico dominante responsable de la relajación.

Entonces, se llegó a la idea de que midiendo la curva de dispersión en este inter-
valo reducido, se puede obtener información de la elasticidad de la membrana. Para
validar que tal experimento es sensible a los cambios de la constante elástica, se nece-
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Figura 7.1: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con R0 = 120nm, a T = 298K. La curva de dispersión simulada se muestra en rojo.
Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación: �uctuaciones de orden (verde),
difusión (celeste), rotación molecular (rosa) y movimientos rápidos (azul). Obtenida de la
�gura 5.11

sita trabajar con diferentes muestras las cuales tengan diferentes elasticidades. Ya
se demostró en el capítulo 6 que al agregar colesterol a una muestra, o al variar su
temperatura, ciertos parámetros físicos cambian (la elasticidad particularmente). La
idea es obtener resultados que se puedan comparar con otros obtenidos desde otras
técnicas experimentales, como por ejemplo video microscopía por contraste de fase
[131].

De la �gura 7.1 se ve que en este rango de frecuencias las rotaciones moleculares
no presentan dispersión (tiempos de correlación del orden de 10−8s), por lo tanto,
en el análisis de los datos las rotaciones moleculares no estarán modeladas por una
función Lorentziana de la frecuencias, sino por medio de una constante. Entonces los
datos experimentales serán con la siguiente función:

R1 =
1

T1

= AOFJOF (ω) + ADJD(ω) + AFM , (7.1)

donde las densidades espectrales de las �uctuaciones de orden y de la difusión ya
fueron de�nidas, (3.6) y (3.8) respectivamente. Aquí las rotaciones moleculares están
consideradas en AFM .
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7.1. Sistemas DMPC/colesterol

Con el �n de lograr un estudio cuantitativo de las propiedades de las bicapas
lipídicas compuestas de fosfolípidos es esencial conocer el diagrama de fase correspon-
diente.Un diagrama de fase del sistema DMPC/colesterol fue obtenido por Almeida
[50] utilizando las técnicas de NMR, DSC y ESR (�gura 7.2). En el diagrama se
muestran las separaciones de fase inducidas por el colesterol y la temperatura.

Figura 7.2: Diagrama de fase DMPC/colesterol.

Es interesante notar que a temperaturas superiores a Tm (23,9oC), este sistema
puede existir en fase líquido-cristalina desordenada (Ld), a concentraciones bajas de
colesterol, y fase líquido-cristalina ordenada (Lo), a concentraciones altas de colesterol.
También existe una región en el diagrama de fase en la cual ambas fases coexisten.

Como en esta tesis se hizo un estudio de la dinámica molecular de bicapas lipídicas
en fase líquido-cristalina desordenada, cuando se trabaja con muestras de DMPC con
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colesterol hay que tener la precaución de estar siempre en esta fase. La preparación
de las muestras es la misma que se detalló en el capítulo 5.

Todas las muestras utlizadas aquí fueron suspensiones de liposomas deR0 = 50nm.
Los porcentajes de colesterol usados para preparar las muestras fueron, 3 %, 10 % y
20 %. Aquí se presentan los cálculos que determinan la cantidad (en gramos) de DMPC
y de colesterol requeridas para la preparación de las diferentes muestras.

La masa total M = 0,0706gr está dada por

M = MD +MC = NDmD +NCmC , (7.2)

donde ND y NC son el número de moléculas de DMPC y de colesterol respectiva-
mente, y mD = 1,1258 ·10−21gr y mC = 6,4208 ·10−22gr son los pesos de una molécula
de DMPC y de una de colesterol respectivamente.

Sea p = NC

NC+ND
el porcentaje de colesterol en la muestra. Entonces ND y NC están

dados por las siguientes expresiones:

ND = M

[
mD +mC

(
p

1− p

)]−1

(7.3)

y

NC =

(
p

1− p

)
ND. (7.4)

Entonces, para un dado porcentaje de colesterol se puede calcular las respectivas
masas de DMPC y colesterol.

DMPC + 3 % de colesterol: p = 0,03, MD = 0,0694gr y MC = 0,0012gr.

DMPC + 10 % de colesterol: p = 0,1, MD = 0,0664gr y MC = 0,0042gr.

DMPC + 20 % de colesterol: p = 0,2, MD = 0,06179gr y MC = 0,00881gr.

7.2. Experimentos de dispersión de la tasa de rela-

jación en función de la frecuencia.

Dispersiones de la tasa de relajación de 1H se midieron usando la técnica de
ciclado rápido de campo [11] con un relaxómetro Spinmaster (Stelar, Mede, Italia)
para muestras de liposomas de 1mL de volumen. En todos los casos se usó un campo



CAPÍTULO 7. MEDICIÓN DE LA CONSTANTE ELÁSTICA DE FLEXIÓN κ.86

magnético de polarización de 12MHz, que fue encendido durante un período de 1s
para generar la magnetización en la muestra. El valor del campo de adquisición fue
9,649MHz. Una velocidad de conmutación de campo de 3MHz.ms−1 fue utilizada
en todos los casos, con un tiempo de conmutación de 2ms para permitir que el campo
magnético se establezca en su valor de equilibrio. Una velocidad de digitalización de
1MHz se utilizó para la adquisición, mientras que el tiempo muerto del espectrómetro
fue de aproximadamente 30µs. Para la FID se tomaron muestras de 64 puntos en el
intervalo de tiempo 30 − 94µs, después del pulso de 90o el cual tuvo una duración
de 6,2µs. Todas las mediciones fueron realizadas en el laboratorio de Relaxometría y
Técnicas Especiales, FaMAF.

Los valores de R1 fueron determinados de las curvas de recuperación de la mag-
netización por ajuste de cuadrados mínimos. Los valores de R1 no fueron sensibles
a la ventana temporal sobre la cual la FID fue muestreada. El proceso de relajación
de espín para todas las muestras resultó ser monoexponencial, dentro del error, a
todas las frecuencias. La temperatura de la muestra fue medida directamente en el
volumen de la muestra dentro de ±1K aproximadamente con un termómetro digital
CHY 503. El tiempo para cada experimento está limitado por la establilidad de las
suspensiones. Para obtener los datos de R1, la magnetización se registra en una escala
temporal dividida en 16 bloques, cada uno obtenido de 120 repeticiones para cada
una de las frecuencias. El tiempo de medición total fue de 10 días para cada curva
de dispersión, durante el cual las suspensiones no cambiaron. Para asegurarnos esto,
después de terminar con la curva de dispersión de cada muestra, algunos valores de T1

se midieron nuevamente, y también se midió el tamaño de los liposomas. Los experi-
mentos se realizaron en resonancia a 6 valores de campo (Br) distintos: 0,20522MHz,
0,32718MHz, 0,52123MHz, 0,73881MHz, 0,9334MHz y 1,3215MHz.

7.3. Resultados

Con el objetivo de hacer un análisis en función del contenido de colesterol y a
diferentes temperaturas, se realizaron experimentos en:

DMPC sin colesterol a T=303K

DMPC con 3 % de colesterol a T=303K

DMPC con 3 % de colesterol a T=328K

DMPC con 10 % de colesterol a T=318K

DMPC con 10 % de colesterol a T=328K

DMPC con 20 % de colesterol a T=328K
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Todos los datos experimentales fueron analizados con la ecuación (7.1). El procedi-
miento para obtener la curva simulada es el mismo que ya se mencionó anteriormente.
Primero se diferencian cuáles son parámetros conocidos de la literatura y cuáles son
parámetros libres para ambos procesos. Las cantidades que se suponen conocidas son:
R0, a, σ y T . Los parámetros desconocidos son las amplitudes de los procesos (AOF y
AD), el tiempo de correlación de difusión (τD) y la constante elástica de �exión (κ).
Ya que la cantidad que se desea obtener desde la curva simulada es κ (la cual está
contenida en las �uctuaciones de orden) se quiere que el único parámetro libre en tal
proceso sea κ. En el capítulo 5 se hizo un análisis similar para DMPC a T = 310K
con un radio de R = 54nm barriendo la frecuencia de Larmor desde 30kHz hasta
100MHz. Como las �uctuaciones de orden dominan en un rango de 200kHz a 2MHz
(el cual está contenido en el otro intervalo), entonces se consideró el valor de AOF
obtenido en ese análisis.

Finalmente, para simular la función (7.1) se tienen como parámetros a de�nir AD,
τD, AFM y κ. De la literatura se de�ne el rango de validez para los parámetros AD,
τD y κ. AFM es la contribución constante de los movimientos rápidos la cual puede
estimarse desde el grá�co considerando que es valor de 1/T1 cuando ν0 se hace grande.
El valor AOF se �ja a 7,5E8[m−2].

El proceso para obtener la curva óptima es el siguiente: se simula una primera
curva Rj

1 con parámetros (AjD, τ
j
D, κ

j) elegidos al azar dentro del intervalo de validez
de cada parámetro (el supraíndice j enumera la cantidad de curvas simuladas hasta
llegar a la óptima). Se calcula un parámetro estadístico que re�eje cuán aproximada
es la curva a los datos experimentales. Se denomina a tal parámetro ∆j, el cual se
de�ne como

∆j =

∑6
x=1(R

j
1(ν

(x)
0 )−Rdata

1 (ν
(x)
0 ))2

6
. (7.5)

Se continua dando diferentes valores a los parámetros libres con el �n de encon-
trar aquellos parámetros que minimicen ∆ ((AoptD , τ optD , κopt)), a los cuales llamaremos
óptimos. A �nes de ordenar el trabajo para encontrar el ∆min, los valores de los
parámetros para las siguientes curvas no son elegidos al azar. Teniendo en cuenta
que los tres procesos dinámicos intervinientes son estadísticamente independientes, se
trata de optimizar los procesos en forma independiente y de manera tal que el primer
proceso a optimizar sea el que menos parámetros libres tenga. En nuestro caso lo
que se hizo fue optimizar primero la constante de los movimientos rápidos. Luego se
continuó con la constante elástica de las �uctuaciones de orden y �nalmente con los
dos parámetros de la difusión.

Una vez encontrada la curva que mejor simula los datos experimentales, se calcu-
lan los errores de los parámetros. A modo de ejempli�car el criterio adoptado, veamos
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el caso del cálculo del error de κ (Para todos los errores se procede de la misma man-
era). Se dejan todos los parámetros �jos (con excepción de κ) en sus valores óptimos
(AoptD , τ optD , AoptFM) y el único que se varía es κ. Se adoptó el criterio de considerar
que una curva cae fuera del error, cuando ésta se aleja un 20 % de la curva óptima.
Luego el valor máximo (o mínimo) que κ puede adoptar (κ>) es tal que ∆(κ>) sea
aproximadamente igual a [∆min ± 0,2∆min].

En la siguiente tabla se presentan los parámetros óptimos obtenidos con sus res-
pectivos errores para cada muestra.

Colesterol 0 % 3 % 3 % 10 % 10 % 20 %
T[K] 303± 1 303± 1 328± 1 318± 1 328± 1 328± 1

η[Ns/m2]10−3 1,1 1,1 0,82 0,82 0,82 0,82
AOF [s−2]108 7,5± 1,1 7,5± 1,0 6,5± 0,7 6,5± 0,9 6,7± 1,1 8,0± 1,5
κ[J ]10−20 2,9± 0,4 3,0± 0,4 2,1± 0,2 8,0± 0,8 4,0± 0,6 3,5± 0,5
AD[s−2]109 2,1± 0,5 2,4± 0,6 1,0± 0,5 0,1± 0,1 2,0± 0,4 5,5± 1,0
τD[s]10−5 4,0± 0,7 4,5± 0,8 3,9± 1,3 4,5± 2,5 3,8± 0,6 4,0± 0,5

D[m2/s]10−12 7,4± 2,2 6,2± 2,0 6,34± 5,35 5± 12 6,6± 2,1 6,1± 1,5
AFM [s−1] 18± 1 13,8± 1,2 7,5± 0,8 4,8± 0,5 7,5± 0,9 11± 1
Figura 7.3 7.4 7.5 7.6 7.7 7.8

Tabla 7.1: Parámetros correspondientes a las simulación de la dispersión de la relajación

para liposomas de DMPC de R0 = 50nm a diferentes temperaturas y con diferentes con-

tenidos de colesterol.

En las siguientes �guras se muestran los datos experimentales son su correspon-
diente curva R1 simulada para los siguientes casos: DMPC a T = 303K sin colesterol
(Fig 7.3), DMPC a 303K con 3 % de colesterol (Fig 7.4), DMPC a 328K con 3 % de
colesterol (Fig 7.5), DMPC a 318K con 10 % de colesterol (Fig 7.6), DMPC a 328K
con 10 % de colesterol (Fig 7.7) y DMPC a 328K con 20 % de colesterol (Fig 7.8).

7.4. Análisis de los resultados.

Antes de analizar estos resultados, recordemos las tendencias de los parámetros
que arrojaron los estudios hechos en el capítulo 5 en cuanto a la variación de colesterol
y de temperatura. Con respecto a la difusión se tiene que, el tiempo de correlación τD
aumenta con el colesterol y disminuye con la temperatura, la constante de difusión D
aumenta con la temperatura y disminuye con el colesterol, y la intensidad AD aumenta
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Figura 7.3: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con R0 = 50nm, a T = 303K sin colesterol agregado. La curva de dispersión
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación:
�uctuaciones de orden (verde), difusión (celeste) y movimientos rápidos (azul). Todos los
parámetros usados están dados en la tabla 7.1.

Figura 7.4: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con R0 = 50nm, a T = 303K con 3 % de colesterol agregado. La curva de dispersión
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación:
�uctuaciones de orden (verde), difusión (celeste) y movimientos rápidos (azul). Todos los
parámetros usados están dados en la tabla 7.1.
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Figura 7.5: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con R0 = 50nm, a T = 328K con 3 % de colesterol agregado. La curva de dispersión
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación:
�uctuaciones de orden (verde), difusión (celeste) y movimientos rápidos (azul). Todos los
parámetros usados están dados en la tabla 7.1.

con el colesterol. En cuanto a las �uctuaciones de orden se tiene que la constante
elástica de �exión κ aumenta con el colesterol y disminuye con la temperatura y la
intensidad AOF no presenta variaciones signi�cativas.

De los resultados obtenidos en este capítulo se puede observar que: con respecto a
la difusión la única tendencia reproducible es la de AD aumentando con el colesterol.
Ni τD ni D muestran ser sensibles ni a cambios en la temperatura ni en el contenido de
colesterol. En lo que respecta a las �uctuaciones de orden, se observa que κ disminuye
cuando subimos la temperatura. También se vé que tiene una tendencia de aumentar
cuando se aumenta el contenido de colesterol en la muestra. AOF no presenta cambios.

Estos resultados re�ejan que la técnica experimental ultilizada (en este pequeño
rango de frecuencias de Larmor) no sólo es sensible a cambios de la elasticidad de la
muestra, sino que también, con un análisis teórico adecuado, permite la cuanti�cación
de la constante elástica para liposomas. Entonces, se puede decir que, mediante re-
laxometría de ciclado rápido de campo se ha encontrado un método para medir la
constante de elasticidad de �exión en vesículas de 50nm de radio. El método en un
rango restringido de frecuencias de Larmor no requiere del conocimiento detallado del
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Figura 7.6: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con R0 = 50nm, a T = 318K con 10 % de colesterol agregado. La curva de dispersión
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación:
�uctuaciones de orden (verde), difusión (celeste) y movimientos rápidos (azul). Todos los
parámetros usados están dados en la tabla 7.1.

Figura 7.7: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con R0 = 50nm, a T = 328K con 10 % de colesterol agregado. La curva de dispersión
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación:
�uctuaciones de orden (verde), difusión (celeste) y movimientos rápidos (azul). Todos los
parámetros usados están dados en la tabla 7.1.
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Figura 7.8: Dispersión de la relajación experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con R0 = 50nm, a T = 328K con 20 % de colesterol agregado. La curva de dispersión
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajación:
�uctuaciones de orden (verde), difusión (celeste) y movimientos rápidos (azul). Todos los
parámetros usados están dados en la tabla 7.1.

Parámetro Capítulo 5 Este capítulo
κ aumenta con el colesterol aumenta con el colesterol
κ disminuye con T disminuye con T

AOF no varía signi�cativamente no varía signi�cativamente
AD aumenta con el colesterol aumenta con el colesterol
D aumenta con T no presenta cambios
D disminuye con el colesterol no presenta cambios
τD aumenta con el colesterol no presenta cambios
τD disminuye con T no presenta cambios

Tabla 7.2: Comparación de las tendencias de los parámetros obtenidas de las simulaciones

del capítulo 5, donde el experimento se realizó en un amplio rango de frecuencias, y de este

capítulo, donde el experimento se realizó en un rango restringido de frecuencias.

resto de los procesos dinámicos.



Capítulo 8

Interacción acústica-director en la
fase esméctica A.

Antes de comenzar con el estudio en liposomas, se plani�có extender estudios pre-
vios de relaxometría magnética nuclear bajo estimulación acústica en cristales líquidos
nemáticos a sistemas lamelares, como son por ejemplo los cristales líquidos esmécti-
cos, las membranas biológicas, etc. La motivación para estos estudios era comprender
los mecanismos de interacción entre el campo acústico y la membranas. Se realizó
un estudio teórico de cómo afecta el ultrasonido a la relajación espín-red en cristales
líquidos esmécticos A. En este capítulo se presentan detalles de tal estudio. Se muestra
que la interacción entre el campo acústico y el director esméctico puede optimizarse
si el campo acústico externo copia un automodo del sistema.

El estudio de la relajación magnética nuclear, simultáneamente con estimulación
acústica, provee una nueva herramienta para la investigación de la dinámica colectiva
en sistemas mesomór�cos, particularmente en estructuras de organización molecu-
lar como las que ocurren en fases esmécticas [165]. El sonido puede modi�car la
orientación de las moléculas en un cristal líquido [166]. El estudio de esta interac-
ción combinada a la técnica de relajación por RMN permite estudiar características
dinámicas que toman lugar a nivel microscópico, como así también, conseguir com-
prender los procesos involucrados. La principal ventaja de este método es la posibili-
dad de analizar diferentes mecanismos que no pueden diferenciarse por medio de un
experimento de relajación normal. Uno de los aspectos fundamentales a comprender
es cómo interactúa el campo acústico con la orientación de las moléculas en la fase
esméctica. Con respecto a la energía de interacción, ya se ha propuesto un modelo
para la fase nemática. La consistencia de este modelo fue veri�cada a través de ex-
perimentos de RMN y de experimentos ópticos [167, 168]. Una extensión de estos
resultados a la fase esméctica A mostró ser consistente, sin embargo esta extensión
no incluyó las características esenciales de un esméctico [169, 170]. En el transcurso
de esta tesis se logró describir la interacción entre el sonido y el director teniendo en
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cuenta las características de la naturaleza esméctica [171].

Las variables relevantes en una fase esméctica A son el director ~n y el desplaza-
miento de las capas u. Estas dos variables interactúan con el campo externo aplicado
y una con otra. Haciendo un análisis similar al ya hecho para nemáticos [168], la teoría
elástica del continuo establece que ~n y u aparecen como una expansión polinomial
que contiene los términos de orden menor, debido a las condiciones de simetría. La
energía de interacción para la fase esméctica puede escribirse como:

fs = ζsninj(∂i∂ju) + ξsninj(∂iu)(∂ju) (8.1)

donde fs es la energía de interacción entre los campos acústicos y el director en la
fase esméctica A, y ξs, ζs son las susceptibilidades acústicas esmécticas correspondi-
entes.

Cuando el sistema está sujeto a un campo acústico caracterizado por un vector
de onda ~k y una frecuencia ω, se produce un efecto oscilante sobre el desplazamiento
de las capas:

u(~r, t) = u0 sin(~k · ~r − ωt). (8.2)

Introduciendo esta cantidad en la energía de interacción y promediando sobre
oscilaciones rápidas, se tiene que

〈fs〉 =
1

2
ξsu

2
0(~n · ~k)2 =

1

2
a2(~n · ~k)2. (8.3)

Se encuentra que a2 está proporcionalmente relacionado con el cuadrado de la
amplitud del movimiento de las capas. Entonces, ahora lo interesante es ver si esta
cantidad depende de algún parámetro que se pueda manipular externamente, a �nes
de poder variar a2. Es de interés poder variar externamente a2, ya que en trabajos
previos [169, 170] se observaron cambios en T1 al variar a2. Para esmécticos A, se
tiene que una onda de ultrasonido afecta la relajación espín-red de la siguiente forma
[170]:

T1 = β

[
1√
D
η1K

−3/2
11 Y + j(ωL)

]−1

(8.4)

donde K11 es la constante elástica de deformación (splay), D es la constante de
difusión, η1 una viscosidad, β una constante y

Y =
B

D

∫ 1

0

dx(
B
D

(1− x2) + K33

K11
x2
)3/2

√
x2 − a2

D
+
√

(x2 − a2

D
)2 + ( ωL

ωs1
)2

(8.5)

y
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j(ωL) =
1

K22K
1/2
33

√
|D − a2|

1√√
1 + ( ωL

ωs2
)2 − 1

, (8.6)

K22 y K33 son constantes elásticas de torsión y �exión, B es el módulo de com-
presión y ωs1 y ωs2 son funciones de D, de a y de las viscosidades.

La densidad de energía libre elástica para una fase esméctica A 3D, la cual tiene
una estructura de capas con un orden unidimensional a lo largo de las capas y un
comportamiento tipo �uido dentro de las capas, es

fe =
1

2

[
B(

∂u

∂z
)2 +K(

∂2u

∂x2
+
∂2u

∂y2
)2

]
(8.7)

=
1

2
[B(∇zu)2 +K(4⊥u)2], (8.8)

donde B y K son, respectivamente, las constantes de compresión de las capas y
elástica de ondulación. La fuerza actuante sobre cada capa consiste de una fuerza
elástica, −δfe/δu ,y de una viscosa, η3

δ
δt
∇2
⊥u, siendo η3 la viscosidad de corte [172].

Este análisis se planteó con la idea de hacer una vista gruesa del problema, y no
intentar una descripción teórica detallada la cual, desafortunadamente, conduce a
complicaciones no deseadas. En aproximación lineal, la ecuación de movimiento tiene
la forma:

ρ
δ2u(~r, t)

δt2
= (B∇2

z −K∆2
⊥)u(~r, t) + η3

δ

δt
∇2
⊥u(~r, t). (8.9)

Representando la solución de (8.9) como una onda plana, se obtienen las autofre-
cuencias del sistema:

ωeig = −iDq ∓
√
α2
q −D2

q = −iDq ∓ ω2
0 (8.10)

donde Dq =
η3q2⊥
2ρ

y α2
q =

Bq2z+Kq4⊥
ρ

.

Ahora se considera la solución cuando un dispositivo externo deposita energía
acústica en el sistema. Se incluye un término adicional en la energía libre fa que
considera la presión dependiente del espacio y el tiempo pa(~r, t) aplicada a las capas
esmécticas como una consecuencia del contacto con la fuente acústica externa:

fa = −
∫
d~ru(~r, t)pa(~r, t). (8.11)

La ecuación de movimiento tiene la forma:

ρ
δ2u(~r, t)

δt2
= (B∇2

z −K∆2
⊥)u(~r, t) + η3

δ

δt
∇2
⊥u(~r, t) + pa(~r, t). (8.12)
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La solución de la ecuación de movimiento incluirá una contribución del estado
transitorio que depende de las condiciones iniciales. Este término decae con el tiempo
y no es de interés aquí. Nosotros solamente estamos interesados en la solución del
estado estacionario, independiente de las condiciones iniciales:

u(~r, t) = Re[u0 exp i(~k · ~r − ωt)] (8.13)

Si se asume que la onda acústica controlada externamente coincide con un auto-
modo del sistema, se obtiene:

u(~r, t) =
p0

ρ

1√
(ω2

0 +D2
q − ω2)2 + (2Dqω)2

exp i(ωt− ~k · ~r + δ) (8.14)

Entonces, se encontró aquí la amplitud de movimiento del plano como función
de parámetros propios de los esmécticos y como función de la frecuencia del sonido.
Entonces,

a2 =
ξsp

2
0

ρ2

1

(ω2
0 +D2

q − ω2)2 + (2Dqω)2
. (8.15)

El análisis de los resultados puede explicarse a partir de las �guras 8.1 y 8.2.
La primera muestra una simulación de a2 en función de la frecuencia del sonido. Se
observa que la intensidad de la interacción entre el sonido y el director puede ser
controlada variando la frecuencia acústica. Claramente se ve la presencia de una res-
onancia, donde la interacción entre el sonido y el director esméctico toma su máximo
valor. De ese grá�co se han tomado tres puntos, a �n de visualizar el efecto de la
aplicación del sonido sobre T1 (�gura 8.2). La funciones simuladas representan T1 sin
sonido aplicado, y T1 con tres valores diferentes de frecuencias acústicas aplicadas
(son las respectivas a la �gura 8.1). T1 se gra�có como función de la frecuencia de
Larmor. Se observa que para la resonancia el alejamiento con respecto a la curva
sin sonido es mayor. Estos resultados sugieren que es posible detectar tal resonancia
mediante el estudio de la dispersión de T1 en función de la frecuencia de Larmor.

La extensión de este resultado a una membrana unilamelar es un tema pendiente,
pero su aplicación a sistemas multilamelares es casi directa. Una razón para el estu-
dio de cómo interactúa el campo acústico con un sistema unilamelar, se relaciona a
la posibilidad de modular la permeabilidad de la membrana o comprender posibles
mecanismos de sonoporación reversible o ruptura. Sin embrago, un paso previo fun-
damental para lograr dicho entendimiento es el conocimiento cabal de la dinámica y
propiedades de orden molecular subyacentes. Como ya se dijo, al comenzar estos estu-
dios se veri�có que dicha información no existía en forma consistente en la literatura.
Así es que �nalmente, esta tesis se centró principalmente en este aspecto.
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Figura 8.1: Simulación de a2 como función de la frecuencia del campo acústico externo en
resonancia. Tres frecuencias diferentes se indican: lejos de resonancia, a la mitad del máximo
y en el máximo.

Figura 8.2: Dispersión en frecuencia de Larmor de bajo sonicación simulada para la fase
esméctica A.
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Conclusiones.

Como se mencionó anteriormente, originalmente se plani�có extender estudios
previos de relaxometría magnética nuclear bajo estimulación acústica en cristales
líquidos nemáticos a sistemas lamelares, como son por ejemplo los cristales líqui-
dos esmécticos, las membranas biológicas, etc. En el capítulo 8 se describió el estudio
teórico del papel que juega el ultrasonido en la relajación espín-red en cristales líqui-
dos esmécticos A. Luego, a los �nes de evitar interacción entre planos esmécticos, se
desvió la antención a liposomas de membranas biológicas. Para poder comprender la
naturaleza de las interacciones entre el campo acústico y las propiedades mesoscópi-
cas de un sistema, es imperativo conocer previamente los detalles de la dinámica
molecular subyacente. Se observó que la dinámica de los lípidos no estaba para na-
da caracterizada en forma consistente en la literatura. La mayoría de las técnicas
experimentales utilizadas sólo permitían observar un determinado proceso y en una
escala de tiempos restringida. A partir de allí, el problema pasó a ser el estudio de
dicha dinámica, utilizando técnicas de relaxometría que permiten barrer fácilmente 4
órdenes de magnitud en escalas de tiempo. Luego, estos estudios revelaron la poten-
cialidad de la técnica experimental usada para la determinación de las propiedades
elásticas de la membrana. En este capítulo se resume lo obtenido a partir del estudio
de la dinámica molecular en membranas lipídicas de liposomas.

Se ha desarrollado un método sistemático basado en evidencia para la inter-
pretación de los movimientos en sistemas simples de membranas. Se encontró que
los datos de relajación de 1H para liposomas pueden ser interpretados en términos
de �uctuaciones de orden (inducidas por las �uctuaciones de forma de la lipósfera),
difusión traslacional sobre una super�cie curva, difusión rotacional y dinámica molec-
ular rápida, los cuales son todos físicamente consistentes con experimentos indepen-
dientes. Se encontró también que la inclusión de una correlación cruzada entre los
diferentes modos dinámicos no se requiere para reproducir los datos experimentales,
los cuales soportan fuertemente la suposición que éstas son contribuciones menores
a la densidad espectral total. El método propuesto minimiza el número de compo-
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nentes incluidos en la interpretación permitiendo un análisis sencillo y contrastable
con resultados obtenidos mediante otras técnicas experimentales.

La consistencia del método fue demostrada en liposomas de diferente composición,
con diferentes contenidos de colesterol, de diferentes tamaños y a diferentes temper-
aturas. El éxito de nuestra propuesta en reproducir las dispersiones de la relajación
experimentales demostró que nuestro método es sensible principalmente a diferencias
en κ y D. La literatura sugiere que disolviendo otros lípidos o soluciones lipofílicas en
bicapas lipídicas alteran signi�cantemente ambas propiedades [60, 129]. Por lo tanto,
la aplicación de nuestra propuesta a sistemas de liposomas de composición más com-
pleja, puede dar nuevas ideas en la in�uencia del tipo de lípido sobre las propiedades
y las funciones de la membrana.

Una consecuencia importante de este trabajo fue que nos permitió descubrir que
colectando datos en un rango muy restringido de frecuencias, se puede obtener (con
cierta precisión) información importante de las propiedades elásticas de los liposomas
(tema de alto impacto para la industria farmacéutica). Esta observación nos llevó
a realizar nuevos experimentos, ahora en un rango de frecuencias de 200 kHz a 2
MHz. Estos datos experimentales fueron analizados con una versión simpli�cada del
modelo propuesto. Se obtuvo que hay ciertos parámetros que no son muy sensibles
en esta escala de tiempos restringida, pero nuestro parámetro de interés (la constante
elástica de �exión) sí resultó sensible. Esto daría lugar a la idea de construir un equipo
simpli�cado, que trabaje en un rango de frecuencias restringido, y que junto con un
análisis simple permitiría medir la constante elástica de �exión en liposomas de radios
incluso menores a los 200 nm.

En resumen:

Se analizó teóricamente el comportamiento de una fase esméctica termotrópi-
ca en presencia de campo acústico, observándose la posible existencia de una
resonancia hidrodinámica. La extensión de este resultado a una vesícula mul-
tilamelar, y con ciertos cambios no explorados aún a sistemas unilamelares,
podría derivar en un mecanismo de control de permeabilidad o ruptura de la
membrana.

Se caracterizó la dinámica molecular de lípidos simples en vesículas unilame-
lares. Puede decirse que por primera vez se discutieron los procesos dinámicos
en forma integral, consistente a su vez con estudios previos de experimentos
independientes de otros autores utilizando diferentes técnicas experimentales.

El modelo propuesto para la interpretación de los resultados demostró ser ro-
busto y consistente para liposomas con diferentes formulaciones, tamaños, tem-
peratura y contenido de colesterol. El trabajo sienta las bases para el uso de
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la técnica de relaxometría magnética nuclear con ciclado rápido de campo en
liposomas.

Se demostró que la técnica puede ser exitosamente aplicada para el estudio de
las propiedades elásticas de vesículas unilamelares, limitando las mediciones a
un rango restringido de frecuencias (0.2MHz-2MHz).

Este último resultado sugiere la posibilidad de desarrollar un instrumento espe-
cial simpli�cado que opere solamente en dicho rango de frecuencias.
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