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Resumen

La dindamica de los lipidos en membranas biologicas ha sido objeto de enorme
interés para la comunidad cientifica durante muchos anos. Las propiedades viscoelas-
ticas e hidrodinamicas de las membranas son cruciales para determinar su funcién
como barrera de permeabilidad selectiva. Algunas aplicaciones biomédicas de los li-
posomas dependen criticamente de las interacciones moleculares microscépicas den-
tro de las membranas, las cuales determinan propiedades como la deformabilidad, la
permeabilidad, el tamano de la vesicula y su estabilidad. Estos sistemas y las mem-
branas biolégicas en general han sido estudiadas de manera amplia en las tltimas
tres décadas, tanto estructural como dindmicamente, utilizando una gran variedad
de técnicas experimentales. A pesar de ello, poco se ha avanzado en la utilizacién
de la relaxometria con ciclado de campo (también conocida como fast field cycling
o FFC) para el estudio de la dindmica en membranas, no existiendo, hasta el inicio
de este trabajo, un estudio sistematico en sistemas unilamelares. En esta tesis se es-
tudio la dinamica molecular y las propiedades viscoelasticas en membranas lipidicas
en liposomas aplicando la técnica de relaxometria FFC.

La técnica de relaxometria magnética nuclear (NMR-FFC) resulté ser una he-
rramienta util para el estudio y la caracterizacion de la dindAmica molecular en lipo-
somas formulados con diferentes lipidos, diferentes tamanos, diferentes temperaturas
y para diferentes contenidos de colesterol en membrana. Los datos de la relajacion de
LH fueron interpretados en términos de procesos dindminos y sus correspondientes
modelos exitosamente utilizados para interpretar las dispersiones de la relajacion
en liposomas de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y dioleoilfosfatidilcolina (DOPC):
fluctuaciones de orden, difusion traslacional sobre una superficie curva, difusion rota-
cional y movimientos rapidos. Estos resultados fueron aplicados para la determinacion
de las propiedades elasticas de las membranas.

Los resultados obtenidos sugieren que el coeficiente de difusion tiende a aumen-
tar con el diametro del liposoma y con la temperatura, mientras que el tiempo de
correlacion rotacional decrece con la temperatura. La constante eléstica de flexion se
observd 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
scientific 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 field-cycled relaxometry (also known as fast field 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 different lipids, of different
sizes, at different temperatures and different contents of cholesterol. Relaxation data
of 'H were interpreted in terms of dynamic processes and their corresponding models
successfully used to interpret relaxation dispersions in DMPC and DOPC liposomes:
order fluctuations, translational diffusion over a curved surface, rotational diffusion
and fast motions. These results were applied to the determination of the elastic prop-
erties of membranes.

The obtained results suggest that the diffusion coefficient 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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Capitulo 1

Introduccion

El trabajo presentado en esta tesis se basa en el estudio de las propiedades vis-
coeldsticas en membranas de liposomas utilizando como herramiento principal la Re-
sonancia Magnética Nuclear. En particular, el objetivo bdsico es poder avanzar en
el estudio de tales sistemas mediante la utilizacion de la técnica de ciclado rdpido de
campo magnético. En este capitulo se hace una descripcion general de lipidos y liposo-
mas. Se analizan las diferentes fases de las estructuras lipidicas en sistemas acuosos
y se discute la influencia del colesterol, notando la importancia que tiene dentro de
las membranas celulares. Finalmente se hace una breve revision de las técnicas exper-
imentales utilizadas

Los materiales que dan origen a mesofases liquido-cristalinas estan compuestos por
moleculas organicas que presentan una fuerte anisotropia geométrica. Estas moléculas
tienden a alinearse en forma parcial definiendo dominios en los cuales existe una
direccion preferencial, la cual se describe mediante un versor denominado director. El
director adopta diferentes orientaciones en distintos lugares de la muestra y fluctua en
el tiempo. Las fluctuaciones térmicas del ordenamiento del director dan origen a un
proceso dinamico colectivo denominado fluctuaciones de orden, el cual esta presente
tanto en mesofases termotropicas [1, 2, 3, 4, 5|, liotropicas [6, 7], como en sistemas
de membranas biologicas [8].

La dinamica de los lipidos en membranas biologicas ha sido objeto de enorme
interés para la comunidad cientifica durante muchos anos [9]. Las propiedades vis-
coeldsticas e hidrodinadmicas de las membranas son cruciales para determinar sus
propiedades funcionales. Apesar de que estos sistemas y las membranas biologi-
cas en general han sido estudiadas ampliamente en las tltimas tres décadas, tanto
propiedades estructurales como dinamicas utilizando una gran variedad de técnicas
experimentales, poco se ha avanzado en la utilizacion de la relaxomtria con ciclado de
campo (también conocida como fast field cycling o FFC) para el estudio de la dindmica
en membranas. En esta tesis se estudioé la dindmica molecular y las propiedades vis-
coelésticas en membranas lipidicas en liposomas aplicando la técnica de relaxometria
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FFC.

Partiendo de la teoria semicléasica de relajacion [10], bajo ciertas aproximaciones
como aleatoriedad de los procesos dinamicos y la consideracion de que los campos
locales del sistema son mucho menores que el campo externo aplicado, la inversa
del tiempo de relajacion espin-red (T} ') se puede escribir como una combinacién
lineal de ciertas funciones de la frecuencia de Larmor, conocidas como densidades
espectrales (esto es cierto siempre que los efectos de correlacion cruzada sean de
menor importancia). Dichas funciones contienen la informacion de la dindmica de la
red. De esta manera, conociendo la dependencia de T, * en funcién de la frecuencia, o
curva de dispersion, se obtiene informacion de los procesos dindmicos que intervienen
en la relajacion 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 correlacion. Las tltimas contienen la fisica relevante del problema relacionando asi
los tiempos medidos con los parametros fisicos involucrados (viscosidad, constantes
elasticas, etc.) y las variables controladas externamente (temperatura, frecuencia,
orientation, etc.).

La relaxometria con ciclado de campo permite obtener el tiempo de relajacion
espin-red (77) del sistema de nucleos estudiado (en nuestro caso protones) en funcion
del campo externo aplicado en un amplio rango, tipicamente desde algunos k£ H z hasta
varios M Hz. Sin embargo, existen ciertas limitaciones en cuanto a la utilizacién de
esta técnica para obtener la curva de dispersion T} (wg) (donde wy 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 relajacion longitudinal [11]. Por esta razén es conveniente
antes que nada estimar la magnitud de los campos locales del sistema, a los fines de
obtener un limite inferior en el rango del campo magnético externo.

Para estimar este limite se utilizo la técnica de relajacion en el sistema rotante
[12, 13]. Esta consiste basicamente en observar el comportamiento de la magnetizacion
(en el sistema rotante) en funcion de la intensidad del pulso de lock (By), luego de un
pulso de 7/2, para una duracion del lock fija. A partir de la curva obtenida M (B)
y con un modelo apropiado [12, 13], se puede estimar la componente longitudinal de
los campos locales de la muestra.

En cuanto a la interpretacién de la curva de relajacion existen, en principio, dos
alternativas. Una de ellas se basa en considerar que la curva de relajacion es el re-
sultado del aporte de distintos procesos dinamicos, independientes entre si |8, 14].
Cada uno de estos aportes estd basado sobre consideraciones fisicas caracteristicas
del sistema estudiado. En esta descripcion, cada proceso dindmico en general puede
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contar con el sustento de que haya sido verificado y caracterizado utilizando alguna
otra técnica. Por otro lado, existe a priori, la posibilidad de obtener una expresiéon
para T '(wp) bajo ciertas aproximaciones sin hacer referencia a un modelo dindmico
en particular [15, 16]. Este es conocido como modelo de aproximacion libre, y en prin-
cipio es aplicable en general a soluciones de proteinas. Basicamente considera que la
relajacion es el resultado de dos tipos de movimientos: los de la macromolécula como
un todo y los movimientos internos. El modelo provee dos pardmetros que representan
en forma efectiva la velocidad de los movimientos internos y el grado de restriccion
interna. Sin embargo, mas adelante se demuestra que este modelo no es aplicable a
la dinamica de lipidos en liposomas debido a que no cumplen todas las condiciones
sobre las cuales fue formulado.

Finalmente, la técnica de relajacion magnética nuclear (NMR) mediante ciclado
rapido de campo (FFC) result6é ser una herramienta 1til para el estudio y la carac-
terizacion de la dinamica molecular en liposomas de diferentes especies, de diferentes
tamanos, a diferentes temperaturas y para diferentes contenidos de colesterol. Los
datos de la relajacion de ' H fueron interpretados en términos de procesos dindminos y
sus correspondientes modelos exitosamente utilizados para interpretar las dispersiones
de relajacion en liposomas de DMPC y DOPC: fluctuaciones de orden |17, 18, 19], di-
fusion traslacional sobre una superficie curva [20], difusiéon rotacional [21] y movimien-
tos rapidos. Con movimientos rapidos se hace mencion a todo proceso dindmico que
sea de caracter estocastico y con tiempos de correlacion asociado mucho mas cortos
que 1/wy.

Los resultados obtenidos sugieren que el coeficiente de difusion tiende a crecer
con el diamtero del liposoma y con la temperatura, mientras que el tiempo de cor-
relacion rotacional decrece con la temperatura. La constante de elasticidad de flexion
se observo que decrece con el aumento de la temperatura y crece con el aumento del
contenido de colesterol en la muestra.

1.1. Lipidos

Un cristal liquido [1, 5] es un estado de la materia intermedio entre un liquido
isotropico y un soélido cristalino, ya que posee fluidez y ademas 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 liquido isotrépico. Los cristales liquidos liotropicos son formados por mezclas
de moleculas anfifilicas (moleculas que contienen una cabeza polar, frecuentemente
i6nica, y cadenas hidrofobicas) y un solvente, el cual es generalmente agua. Las fases
dependen de la presion, pero principalmente de la temperatura y de la concentracion
de las sustancias que los componen [22]. Un ejemplo de cristales liquidos liotropicos
son los lipidos.
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Los lipidos, junto con las proteinas y los acidos nucleicos, son biomoléculas esen-
ciales en la estructura y el funcionamiento de la materia viviente. Los lipidos con los
que trabajamos en este caso son lipidos anfifilicos. Este tipo de lipido es el componente
bésico predominante de las membranas biolégicas.

1.1.1. Lipidos anfifilicos

Los lipidos anfifilicos 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 espontaneamente (autoensamble) en una varie-
dad de estructuras que son ttiles en un gran ntmero de areas. La razon por la cual
pueden unirse espontidneamente para formar una variedad de microestructuras es su
preferencia dual hacia el solvente. Todos los lipidos anfifilicos 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 biologicas, el solvente es agua, entonces uno habla
de las partes hidrofobica e hidrofilica. En general la parte hidrofébica consiste de
cadenas de hidrocarbonos, mientras que la parte hidrofilica estd compuesta por el
llamado grupo polar.

Qo
0 OINAANAAA
. aﬁwo'g'OJ\,OT(W\N\N
o DMPC
0

OH o OJWW\/\/\
Ho\,l\,o-g-o\)\,o{\,\,w\/\/

(o]
DMPG

Figura 1.1: Algunos de los lipidos anfifilicos que se utilizan normalmente para construir los
liposomas. En la parte izquierda se muestran los grupos polares y en la derecha las cadenas
hidrofébicas.

Los fosfolipidos son una clase de lipidos y son un componente principal de todas
las membranas celulares, ya que pueden formar bicapas lipidicas. Son un tipo de
lipidos compuestos por una molécula de glicerol, a la que se unen dos 4cidos grasos
(1,2-diacilglicerol) y un grupo fosfato.

1.1.2. Caracteristicas del autoensamble

El autoensamble no sélo estd determinado por la contribucién hidrofébica men-
cionada arriba, también esta relacionado con parametros moleculares del lipido. El
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llamado parametro surfactante, que tiene en cuenta el volumen hidrofébico, el largo
de las cadenas y el area del grupo polar, es un parametro 1til en la determinacion de
las diferentes estructuras. El parametro surfactante esta definido por [23]:
v

o (1.1)

donde v es el volumen de la porciéon hidrofébica, [ es el largo de la cadena y ag es el
area efectiva por grupo polar. El valor de este parametro relaciona las propiedades de
la molécula con la curvatura media de la estructura formada. Por ejemplo, pequenios
valores de S implican estructuras altamente curvadas (micelas), mientras que para
S~ 1 se forman bicapas planas. La figura 1.2 muestra el concepto de empaque-
tamiento geométrico.

S§<1/3

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

1.1.3. Fases de las estructuras lipidicas en sistemas acuosos

Debido a las interacciones hidrofobicas, los lipidos se pueden encontrar en las si-
guientes fases que dependen de las concentraciones de lipidos que se encuentran en el
medio acuoso, asi como de la temperatura
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» Micelas

Cuando la concentracion de fosfolipidos supera la superficie del medio acuoso
se forman estructuras llamadas micelas. Estas micelas pueden existir en diferentes
tamanos y su nicleo estd compuesto por un pequeno volumen de hidrocarburo puro
capaz de disolver sustancias no polares, mientras que la superficie polar asegura la
solubilidad de la micela en agua. (L; y Ly en la figura 1.2).

s [ases lamelares con cadenas ordenadas

Las fases lamelares con cadenas ordenadas se encuentran en la region de bajas
concentraciones de agua y bajas temperaturas en el diagrama de fases. Consisten
béasicamente de bicapas simétricas de lipidos. Las cadenas hidrocarbonadas son prac-
ticamente rigidas y paralelas y organizadas en redes bidimensionales. Las cadenas
pueden ser perpendiculares al plano de la bicapa (Lg) o con un grado de inclinacion
(Lg). Este angulo aumenta con el contenido de agua. En la fase Py el plano sufre
una distorsion de forma ondulatoria (figura 1.3).

Fase L Fase Ly Fase Pg-

SEAL5485  BOOBHND %W!

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 liquido-cristalino: tipo «

En este tipo de conformaciéon las cadenas estan altamente desordenadas, pero el
promedio de las cadenas esta perpendicular al plano de la bicapa. La fase lamelar
L, es la mas comun en sistemas lipido-agua (Figura 1.2). La estructura consiste en
bicapas lipidicas planas, todas paralelas y equidistantes, separadas por capas de agua
(interfases).

= Fases en un sistema agua-DMPC

En solucion acuosa, los lipidos anfifilicos al principio se disuelven como
mondmeros, pero al superar cierta concentracion se unen espontdneamente para mini-
mizar las interacciones hidrofobicas desfavorables, y forman una variada gama de es-
tructuras, dependiendo en general de la concentraciéon y la temperatura. El compor-
tamiento de las fases de la mezcla agua-DMPC ha sido estudiado por varias técnicas



CAPITULO 1. INTRODUCCION 8

[8] que muestran que cuando la hidratacion es maxima ( > 25 % de agua) DMPC sufre
dos transiciones como funcién de la temperatura. La transicién principal que es entre
el estado liquido cristalino (L,) y la fase intermedia (Pg ) y la llamada pre-transicion
entre el estado intermedio y la fase gel (Lg ). En el siguiente esquema se representa
la temperatura de transicion entre esas fases.

v

T [*C]

— LB’ #14 PB’ =§€ La
| [ | | |
[ \ \ [

0 10 20 30 40

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

1.2. Liposomas

Los liposomas son estructuras esféricas cerradas (auto contenidas), compuestas
de bicapas lipidicas curvadas, las cuales encierran en su interior parte del solvente
que lo rodea (Fig. 1.5). El tamano de un liposoma puede ir desde unos 20nm hasta
varios micrometros, 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 lipidica. Similar a las
membranas celulares, la membrana de un liposoma determina cuéles moléculas difun-
den a través de ella |24]. La integridad de la membrana de los liposomas es importante
para el control de la difusién de drogas hidrofilicas, encapsuladas en el niicleo acuoso
de las vesiculas.

1.2.1. Formacién de liposomas

Para grandes excesos de agua las bicapas de fosfolipidos se cierran espontanea-
mente formando liposomas. Sus propiedades estan relacionadas directamente con las
de la fase L. Tales sistemas no estan en equilibrio termodinamico aunque pueden ser
estables durante varios dias. Se han sugerido muchos mecanismos para la formacion
de liposomas, algunos de ellos mas complicados que otros. Uno considera que la tran-
sicion desde una bicapa plana hasta un liposoma depende de la competencia entre
dos cantidades: la energia de curvatura y la energia de borde de la bicapa. Para un
fragmento lamelar plano en un ambiente acuoso, habré una alta energia de interaccién
entre las cadenas hidrofébicas y el medio acuoso. Una curvatura del plano tiende a
reducir esta energia de borde por un lado, pero se induce una energia de curvatura.
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Figura 1.5: Representacion esquematica de un liposoma. Los circulos representan los grupos
polares mientras que las lineas onduladas hacen referencia a las cadenas hidrocarbonadas.

Sin embargo la energia de interacciéon en los bordes es mayor, por lo que la bicapa se
seguird curvando hasta cerrarse completamente. De esta manera no hay interaccion
de las cadenas con el agua y la energia de borde es nula. La figura 1.6 representa el
mecanismo descripto. Por otro lado, la energia de curvatura alcanza su valor maximo,
por lo tanto son més favorables los liposomas de mayor diametro.

1.3. Importancia del colesterol en la membrana celu-
lar

El colesterol (figura 1.7) representa un 23 % de los lipidos de membrana. En la
membrana se dispone con el grupo hidroxilo hacia el exterior de la célula (ya que ese
hidroxilo interactua con el agua). El colesterol es un factor importante en la fluidez
y permeabilidad de la membrana ya que ocupa los huecos de la membrana. A mayor
cantidad de colesterol, menos permeable y fluida es la membrana.

1.4. Técnicas experimentales.

1.4.1. Relaxometria con ciclado rapido de campo.

La relaxometria 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 relajacion. El término relaxometria es normalmente utilizado en el contexto de
mediciones de tiempos de relajacion en general. Relajacion transversal y efectos de-
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Energéticamente desfavorable

Bicapa plana de fosfolipidos con
los bordes expuestos al agua

Compartimiento cerrado
compuesto por fosfolipidos
(vesicula)

Energéticamente favorable

Figura 1.6: Representacion de la formacion de un liposoma por reduccion de la energia de
borde debida a la interaccién de las cadenas de hidrocarburo con el medio acuoso.

CH3

CH-CHZ-CHZ-CHZ-TH-CHS

H3C CH3

H3C

COLESTEROL
HO

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

Los principales campos de aplicaciéon de la relaxometria con ciclado rapido de
campo son: (i) procesos de relajacion relacionados a la superficie de fluidos en mate-
riales porosos; (ii) dinamica de polimeros; (iii) tejidos de biopolimeros y bioldgicos;
(iv) cristales liquidos y bicapas lipidicas. FFC es la tinica técnica de RMN que per-
mite cubrir varios 6rdenes de magnitud en frecuencia con el mismo instrumento. En
esta tesis se demostrd que este hecho hace que la relaxometria NMR-FFC sea una
herramienta poderosa para la identificacion y caracterizacion de la didmica molecular
en sistemas de membranas lipidicas.

1.4.2. Relajacién en el sistema rotante.

En la mayoria de los sistemas mesomorficos y solidos, los campos locales resi-
duales son relevantes en un intervalo de frecuencias de Larmor crucial para la correcta
interpretaciéon de la curva de dispersiéon de la relajacion espin-red. La técnica de rela-
jacion en el sistema rotante [12, 13| permite obtener informacion de las componentes
residuales del campo local a lo largo de la direccién impuesta por el campo magnético
externo.

1.5. Organizacion de la tesis.

La tesis esta organizada de manera cronolbgica a fines que el lector pueda seguir
como evoluciond el analisis y como surgieron las nuevas ideas.

Capitulo 1 Es el capitulo de introduccion que se acaba de presentar. Se presentan
los conceptos necesarios para un buen entendimiento de la tesis, lipidos, liposomas y
colesterol; asi como una rapida descripcion de las dos técnicas de RMN empleadas.

Capitulo 2 En este capitulo se hace una breve introduccién de la dinamica en
general de lipidos en membranas biolégicas y de las técnicas hasta el momento uti-
lizadas para su anélisis. Luego se describen los antecedentes relevantes de los procesos
dindmicos que se consideraron estar presentes en la membranas teniendo en cuenta
la escala de tiempo del experimento.

Capitulo 3 Teniendo ya identificados los procesos dindmicos que dan lugar a la
relajacion espin-red, en este capitulo se hace un estudio bibliografico de los modelos de
relajacion existentes y adaptables a cada proceso. Finalmente, se muestra la propuesta
de modelo de relajacion espin-red con el cual se analizaron los datos experimentales.
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Capitulo 4 Este es el capitulo experimental. Aqui se introduce al lector breve-
mente al mundo de la RMN y se hace una descripcion detallada de las dos técnicas
experimentales utilizadas: relaxometria con ciclado rapido de campo y relaxometia en
el sistema rotante.

Capitulo 5 Se describe la preparacion de la muestra y los experimentos llevados
a cabo. Se muestran los resulatdos experimentales y se hace un anilisis de datos
para liposomas formulados con diferentes lipidos, diferentes tamanos de liposomas,
diferentes temperaturas y para diferentes contenidos de colesterol en membranas.

Capitulo 6 En este capitulo se describen las propiedades viscoelasticas de mem-
branas lipidicas en liposomas. Se presenta una descripcion tedrica de los modelos y
de los métodos para medir la constante elastica de flexién.

Capitulo 7 Se hicieron nuevos experimentos en un rango més pequeno de fre-
cuencia, a diferentes temperaturas y diferentes contenidos de colesterol, con el fin de
poder medir la constante elastica de flexion con la técnica que se propone en la tesis.

Capitulo 8 En este capitulo se propone un modelo para la energia de interaccion
entre el campo actistico y el director esméctico local. Se investigan los detalles de esta
interaccion.

Capitulo 9 En este capitulo se presentan las conclusiones de la tesis. Aunque en
otros capitulos 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 mas importantes.



Capitulo 2

Dinamica molecular de lipidos en
liposomas.

En este capitulo se presenta un estudio bibliogrdfico de la dindmica molecular de lipidos
en membranas bioldgicas. Se presta especial atencidon 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 significativos: difusion molecular sobre una superficie curva,
fluctuaciones de orden orientacional y movimientos rapidos (rapidos con respecto a la escala
de tiempos observada.)

Dado que los conocimientos adquiridos a partir de la caracterizacion fisico-quimica
de la dinamica en membranas lipidicas son de importancia para la biologia celular y la
bionanotecnologia, un amplio rango de métodos experimentales han sido aplicados a
su estudio [25]. Esto es necesario ya que los procesos dindmicos en membranas lipidicas
ocurren sobre un amplio rango de escalas temporales, con tiempos de correlacion
asociados que van desde 107'%s, para vibraciones moleculares, hasta horas para los
procesos flip-flop |26, 27|.

La resonancia magnética nuclear (RMN) con ciclado rapido de campo es una téc-
nica sensible a la dindmica sobre una escala temporal muy amplia. Otras técnicas
que han sido aplicadas incluyen espectroscopia infrarroja y Raman, resonancia para-
magnética electronica (EPR), espectroscopia de correlacion por fluorescencia (FCS),
recuperacion de la fluorescencia tras el fotoblanqueado (FRAP), espectroscopia de
rayos X y experimentos de dispersion de neutrones. En la figura 2.1 se muestran los
tiempos a los cuales algunas técnicas son sensibles a la dindmica 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 teoricos
para entender las propiedades de la membranas. La mayoria de estos estudios han

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

sido basados en un modelo de red para la bicapa lipidica [28, 29, 30, 31]. Los esta-
dos conformacionales de las cadenas son agrupados todos en un ntimero pequeno de
estados (~ 10) con diferentes formas y degeneraciones. Simulaciones dinamicas com-
putacionales proveen una localizacion dependiente del tiempo de todas las moléculas
de las membranas, permitiendo una descripcion mas detallada de los movimientos
moleculares [32, 33]. Pero para alcanzar esta resolucion, las simulaciones se basan
en potenciales efectivos de interacciéon que son ajustados para reproducir datos ex-
perimentales [34]. Una descripcion cuantitativa de lo encontrado experimentalmente
depende del grado de complejidad del Hamiltoniano de interaccion. Simulaciones com-
putacionales realistas a nivel atémico han evolucionado como una técnica complemen-
taria [35, 36] en el estudio de bicapas. Tales métodos han hecho un sustancial progreso
durante los altimos diez anos [37, 38, 39]. Hoy, simulaciones computacionales se rea-
lizan sobre membranas de tamanos superiores a 1000 lipidos y se extienden hasta
tiempos superiores a los 10ns [40].

Los datos espectroscopicos sobre orden y dindmica en membranas son tipicamente
analizados en términos de parametros de orden [8, 41] y tiempos de correlacion asocia-
dos a cada proceso [8, 42|. Los parametros de orden son una medida de la orientacion
de vectores representando ligaduras quimicas, segmentos moleculares, moléculas o
ensambles de moléculas. Por otro lado, los tiempos de correlacion hacen referencia
a la escala de tiempo para la reorientacion de esos vectores. En membranas, la es-
cala de tiempos de correlacion cubre un rango de aproximadamente 15 6rdenes de
magnitud, desde los femtosegundos hasta segundos u horas. En general, los tiempos
de correlacion aumentan cuando aumenta el tamano del segmento que se mueve. Los
movimientos de ligaduras quimicas individuales en general son los mas rapidos. Luego
siguen los movimientos de lipidos como un todo, movimientos colectivos de los lipidos
o movimientos ondulatorios de la membrana y finalmente, en el caso de los liposomas,
la dindmica propia de la estructura globular en el medio acuoso de soporte.



CAPITULO 2. DINAMICA MOLECULAR DE LIPIDOS EN LIPOSOMAS. 15

En la figura 2.2 estdn representados los principales movimientos reconocidos y
estudiados hasta el momento, los cuales son:

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

» Libraciones en la orientacion de una ligadura (picosegundos).

» Rotaciones alrededor de ligaduras quimicas (pico-nanosegundos).

= Reorientacion de los lipidos a lo largo de su eje por medio de difusion (nanose-

gundos).

= Difusion lateral de los lipidos en el plano de la membrana (nano-microsegundos).

» Fluctuaciones de orden (microsegundos a segundos).

» Flip-flop de lipidos a través de las capas de la bicapa lipidica (milisegundos a

horas).

Isomerizacion
trans-gauche
10 " s

Oscilaciones

10" s.

Difusion rotacional
10%s.

<

4
W ’ Protrusion 107 s.
Vv

:‘ Flip-flop
102s.a10%s.

w

Fluctuaciones de orden
10"s.a1s.

Figura 2.2: Representacion esquematica de los principales procesos dinamicos que ocurren
en una membrana biolégica. Los rangos de tiempos de correlaciéon asociados son aproxima-

ciones.
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El objetivo de las siguientes secciones fue recolectar de la literatura informacion
sobre los procesos presentes en membranas. En tales secciones se detallan los tres
procesos dinamicos relevantes en la escala de tiempo experimental que estan presentes
en las membranas lipidicas. Procesos tipo flip-flop requieren de un movimiento de
traslacion a lo largo de la normal a la membrana y una rotacion de 180° respecto
a este eje. Las velocidades asociadas a este movimiento han sido medidas por EPR
[26], RMN [43] v técnicas de fluorescencia. En modelos de membranas compuestas por
lipidos con cadenas saturadas, el tiempo medio para un proceso de flip-flop puede ser
desde horas hasta dias. Esto no es sorprendente pues tal movimiento trans-bicapa de
lipidos requiere que el grupo polar hidrofilico atraviese el la parte central hidrofébica
de la membrana, un evento muy poco probable. Esto es, tal proceso dindmico ocurre
con tiempos caracteristicos muy grandes, por lo que no fue considerado.

2.1. Difusion sobre una superficie curva

La difusion lateral de lipidos en una membrana biolégica es uno de los parame-
tros claves para su funcionamiento, interviniendo en los procesos celulares tales co-
mo agregacion o adhesion celular. Las membranas celulares naturales presentan un
sistema complejo y heterogéneo, el cual hace la descripcion de sus propiedades bi-
ologicas totalmente dificultosa. Asi, un nimero de sistemas modelos con estructuras
y composiciones lipidicas simplificadas son usadas en diversos estudios. Mediciones re-
alizadas sobre este proceso proveen una importante perspectiva sobre la estructura y
la organizacion lateral de la misma. Las técnicas mas utilizadas para estudiar difusion
son RMN y métodos 6pticos con marcadores fluorescentes.

Si la difusién sobre la membrana no es restringida un lipido viaja, en primera
aproximacion, una distancia z = (4Dt)'/? desde el origen durante un tiempo de ob-
servacion t, donde D es la constante de difusion lateral. Sin embargo, esta estimacion
estd basada en la suposicion de que el lipido no encuentra obstaculos durante su viaje
por la membrana. De esta manera, la heterogeneidad de las membranas, debida a la
presencia de dominios con diferentes composiciones lipidos/proteinas, introduce una
aparente dependencia de la velocidad de difusion respecto a la distancia recorrida. Es
decir, si observamos la difusién sobre distancias cortas, es menos probable que aparez-
can obstaculos que si observamos difusion sobre grandes distancias. Por lo tanto, las
velocidades de difusion tienen una tendencia a ser menores si observamos el viaje
de lipidos sobre grandes distancias. Cada experimento es sensible sobre una escala de
distancias especifica: transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET)
es medida sobre distancia de 10 a 100; experimentos de RMN con gradiente de campo
magnético pulsado (PFG-NMR) son sensibles a difusion de lipidos sobre distancias
en el rango de 100nm a 10um, dependiendo del gradiente utilizado; y mediciones
por FRAP son sensibles a distancias del orden de 1um. La diferencia entre las veloci-
dades de difusion medidas como funcién de la distancia recorrida contiene informaciéon
acerca del tamano de los dominios, las formas y las propiedades.
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La presencia de la difusién lateral en liposomas de membranas lipidicas fue de-
mostrada tanto experimentalmente como en simulaciones de la dindmica molecular.
Kornberg y McConnel [44] muestran evidencia de difusion lateral en vesiculas 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 vesiculas de
PC se ensancha a causa de los espines-marcados en PC; tal ensanchamiento es pro-
porcional a la concentraciéon de espines marcados en PC. Proponen como posibles
candidatos responsables del ensanchamiento (y por lo tanto, de la difusion lateral) a
la colision entre vesiculas, al intercambio de espines marcados entre vesiculas, la fusion
de vesiculas y a movimientos internos de la vesicula. Concluyen que estos tltimos son
los responsables de la difusion lateral.

Mediciones de difusion lateral rapida de lipidos en vesiculas y en membranas bio-
logicas fueron realizadas mediante RMN de ' H |45]. Los valores de T} de protones de
fosfatidilcolina diluida en vesiculas del mismo lipido con las cadenas deuteradas mues-
tran que la relajacion intermolecular es importante en la bicapa protonada completa.
Hay un nimero de movimientos moleculares posibles los cuales podrian dominar esta
relajacion intermolecular. La relajacion dipolar intermolecular de protones fue mode-
lada utilizando un modelo que Torrey [46, 47| adapt6 para el movimiento de difusion
en un liquido con densidad de espin uniforme; lo que corresponde a una situaciéon en la
cual un nucleo puede existir en uno de dos estados: a) unidos en un pozo de potencial
y b) un estado excitado térmicamente en el cual el niicleo se puede mover rapidamente
como un movimiento tipo difusivo aleatorio antes de que vuelva a ser atrapado en
el pozo de potencial. Se consideran como posibles procesos dindmicos responsables
de la relajacion al movimiento rotacional relativo de los vecinos més cercanos, a los
movimientos oscilatorios perpendiculares a la superficie de la vesicula y a la difusion
lateral de las moleculas lipidicas en el plano de la membrana. Se concluye que la
difusion lateral es el candidato mas admisible para el movimiento intermolecular que
domina la relajacion transversal T5.

El problema de difusion lateral se estudio teéricamente aplicando el analisis clasico
del movimiento Browniano a un modelo hidrodinadmico [48|. El movimiento Browniano
de difusion de particulas ocurre en un entorno altamente anisotropico. Una movilidad
traslacional (independiente de la velocidad) puede definirse si la viscosidad del liquido
que soporta a la membrana se tiene en cuenta. Los calculos del modelo sugieren que
una situacion realista para la difusion traslacional seria que esta sea aproximadamente
cuatro veces mas rapida que la difusion rotacional en el caso isotropico.

FRAP es un método que mide la difusién lateral de lipidos marcados fluorescente-
mente. Tipicamente, una molécula lipidica, la cual ha sido rotulada con fluorescencia,
se introduce en una membrana de interés. La irradiacion subsecuente de una pe-
quena region de la membrana (1um en didmetro) con un rayo laser conduce a la
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destruccion quimica del fluoréforo (fotoblanqueamiento). Cuando el laser se apaga,
la intensidad de la fluorescencia dentro del spot retorna debido a la difusiéon later-
al de moléculas no blanqueadas desde el entorno hacia el spot irradiado. FRAP ha
sido utilizado para medir difusion en funcién de la temperatura en bicapas de L-
a-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) soportadas sobre obleas de silicio oxidado [49].
También se utilizd6 para desarrollar un extenso estudio de la difusion lateral de un
fosfolipido en la mezcla binaria de DMPC-colesterol, por arriba de la temperatura
de fusion del fosfolipido [50]. En las regiones del diagrama de fase donde existe una
tnica fase cristalina-liquida, la difusion puede ser cuantitativamente descripta por la
teoria de volumen libre, usando una ecuacién hibrida de Macedo-Litovitz. Una inter-
pretacion comnsistente de los datos de difusion puede proveerse basada escencialmente
en la idea que el efecto primario de la adicién del colesterol a la bicapa es ocupar vol-
umen libre. En un trabajo mas reciente de Almeida [51] también se mide la difusion
usando la técnica de FRAP. Trabajan en DMPC y DMPC/colesterol, y miden D en
funcién de la temperatura.

Dispersion dinamica de luz por fibra optica (FODLS) [52] fue utilizada para medir
coeficientes de difusion de corto alcance de liposomas cargados y no cargados de fosfa-
tidilcolina (PC) y fosfatidilserina (PS). Espectroscopia de correlacion de fluorescencia
[53] se utilizo para determinar el coeficiente de difusion lateral en vesiculas gigantes
de dioleoyl-fosfatidilcolina (DOPC). La ventaja de trabajar en vesiculas unilamelares
gigantes es que su bicapa es de baja curvatura y no requiere de un sustrato. Ademaés,
las vesiculas son méas o menos del tamano de una célula.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica que mide temperaturas y
flujos de calor asociados con transiciones en materiales como una funcién del tiempo
y la temperatura [54, 55, 56]. Espectroscopia por resonancia magnética nuclear de
deuterones junto con DSC [28] se utilizaron para estudiar la dindmica de la mezcla de
colesterol con dipalmitoylfosfatidilcolina (DPPC) con cadenas deuteradas. Un dia-
grama de fase como funcion de la temperatura y el contenido de colesterol se ha
construido. Se identifican tres regiones de coexistencia de dos fases. Se encontré que
ocurren cambios draméticos en el ancho de linea de 2H RMN, los cuales suceden
pasando a través de las transiciones de fase. También se vio que el colesterol causa
cambios en la dinamica y el orden molecular de la membrana en las fases fluida (L,)
y fase gel (Ppy Lg) asi como también introduce una nueva fase termodinamica a
altas concentraciones de colesterol, la fase (3. El cambio mas obvio en la fase L,
(fase termodindmica estable encontrada a bajas concentraciones de colesterol por
encima de la temperatura de transicion), viendolo con un experimento 2H RMN, es
el gran incremento en el orden orientacional promedio de las cadenas lipidicas. Este
incremento en el orden de las cadenas es acompanado de un incremento en el grosor
de la bicapa.
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La espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS) es otra técnica que per-
mite determinar coeficientes de difusion de proteinas fluorescentes y otros fluoréforos.
Para ello, utilizando un microscopio confocal se miden las fluctuaciones en la inten-
sidad de fluorescencia dentro de un pequenio volumen de observacién que contiene
unas pocas moléculas. Luego el analisis de la correlacion temporal de dichas fluctua-
ciones permite obtener informacion del coeficiente de difusion y de la concentracion.
La combinacion de FCS con microscopia de fluorescencia confocal (CFM) se uti-
liz6 para estudiar la dindmica lipidica y la organizaciéon en el conjunto de rafts en
vesiculas unilamelares gigantes preparadas con varias mezclas de lipidos. Coeficientes
de difusion en funcion de la concentracion de colesterol se reportan para mezclas
binarias de esfingomielina(SM)/colesterol, DPPC/colesterol y distearoilfosfatidilcol-
ina(DSPC)/colesterol [57]. También se utilizaron en vesiculas unilamelares gigantes
preparadas con mezclas ternarias de DOPC/SM/colesterol [58], donde encontraron
que a altas concentraciones de colesterol la difusion de los lipidos disminuye tras la
adicion de colesterol. La combinacion de ambas técnicas también fue utilizada para
estudiar la dindmica lipidica en vesiculas gigantes unilamelares (VGU). La forma-
cion de dominios en VGUs de mezclas de un fosfolipido no saturado (DOPC), un
fosfolipido saturado (DSPC) y colesterol fue visulaizada mediante CEM [59]. El ob-
jetivo principal de tal estudio era conocer mejor como se mueven los lipidos dentro
de la bicapa y el efecto del colesterol sobre la dinamica lipidica en la presencia de
coexistencia de fases. Mediante el método se observan los cambios del coeficiente de
difusion como funcion del contenido de colesterol.

RMN de gradiente de campo pulsado fue utilizado para determinar directamente
el coeficiente de difusion lateral para las siguientes bicapas macroscopicamente ali-
neadas: DMPC, SM, POPC y DOPC con colesterol [60]. Diferencias en la dependencia
de concentracion y energias de activacion aparentes de la difusion de los lipidos son
claramente observadas. Mediante RMN de gradiente de campo pulsado estudiaron el
efecto sobre la difusiéon cuando se incrementa la insaturacion en la cadena alcalina

grasa de la PC [61].

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

2.2. Fluctuaciones de orden

Las membranas lipidicas fluidas son objetos blandos y altamente flexibles los cuales
son suceptibles a fluctuaciones de forma térmicamente inducidas. La longitud de las
escalas asociadas con el fenémeno de ondulacién de vesiculas gigantes se extiende
desde dominios microscopicos a mesoscopicos. Debido al cutoff en la escala de lon-
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gitud optica, solamente las longitudes de onda de las deformaciones de forma mas
largas son observables. Las mediciones de las fluctuaciones de forma se basan en un
analisis de Fourier de ondulaciones de la membrana excitada térmicamente (fluctua-
ciones de forma de la vesicula) usando métodos de videomicroscopia |66, 67, 68|. Las
ondulaciones pueden ser analizadas para obtener el médulo eléstico de flexion de la
membrana. Otras técnicas que pueden usarse para estimar la constante elastica de
flexion de una tnica vesicula incluyen aspiracion por micropipetas en el régimen de
baja tension [69] y deformacion de una vesicula en un campo eléctrico [70].

En vesiculas, las fluctuaciones de orden orientacionales se originan en las fluctua-
ciones de forma de la esfera. Son movimientos colectivos de la bicapa completa y dan
lugar a relajacion espin-red nuclear dipolar modulando la orientacién del vector in-
ternuclear con respecto al campo magnético externo. Estudios experimentales indican
que las membranas sufren ondulaciones con tiempos de correlaciéon que cubren mas
de seis 6rdenes de magnitud desde una fraccion de microsegundos hasta segundos,
mientras que la longitud de onda correspondiente de tales ondulaciones va desde los
nano hasta los micréometros. Las amplitudes y las frecuencias de las fluctuaciones de
orden estan directamente relacionadas con las propiedades elasticas de la membrana,
la viscosidad de la solucion y la distancia a otras membranas.

La relaxometria magnética nuclear con ciclado de campo [42, 71| ha sido usada
para probar movimientos moleculares colectivos en cristales liquidos. Estos movimien-
tos representan un mecanismo significante de relajaciéon espin-red en cristales liqui-
dos termotropicos a frecuencias por debajo de 10°Hz. A frecuencias més altas var-
ios tipos de movimientos no colectivos (debidos en general a difusion traslacional
y rotaciones moleculares locales) dominan y tienden a enmascarar las fluctuaciones
de orden. Sin embargo, los mecanismos de movimientos que contribuyen a la re-
lajacion en cristales liquidos liotropicos y membranas biologicas son menos claros
[8, 18,72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79|. La dinamica de movimientos lentos no colectivos
compite con las fluctuaciones de orden en el rango de frecuencias bajas, pudiendo
asi dar lugar a reorientaciones mediadas por difusiéon traslacional a lo largo de una
superficie curva (8, 20, 72|. Estos movimientos no pueden ser facilmente discriminados
de las ODF a menos que se examine la relajacion en un amplio rango de frecuencias.

Las expresiones de las tasas de relajacion espin-red cuadrupolares fueron calcu-
ladas para ?H y "N en bicapas lipidicas |80|. Los resultados se presentan para un
modelo general de difusiéon rotacional anisotrépica que describe reorientaciones seg-
mentales o moleculares en la bicapa, y después el analisis se extiende incluyendo
las fluctuciones locales relativamente lentas del director con respecto a la normal
macroscopica de la bicapa. Se concluye que la contribucién dominante a las veloci-
dades de relajacion 2H de bicapas de DPPC saturadas surge de las fluctuaciones de
orden colectivas.
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Mediciones de dispersion de relajacion espin-red de 'H de bicapas lipidicas han
sido llevadas a cabo cubriendo un rango de seis ordenes de magnitud [8]. Al igual que
para sistemas esmécticos termotropicos, se interpreté oportunamente que las fluc-
tuaciones de orden [81] contribuyen al proceso de relajacion solamente a frecuencias
extremedamente bajas en el régimen de los kH z. Sin embargo fue recientemente de-
mostrado que dicha interpretacion es incorrecta, generando una confusion en la apli-
cacion de la técnica de relaxometria con ciclado de campo a estos sistemas [11, 82].

Estudios de movimientos colectivos en membranas lipidicas macroscopicamente
ordenadas [83] fueron realizados mediante mediciones de relajacion espin-espin de 2H
[75]. La anisotropia y dispersion en frecuencia de pulsos, del tiempo de relajacion
espin-espin en una secuencia CPMG se emple6 para evaluar la principal contribucion
a la relajacion transversal de espin de >H en membranas lipidicas [84]. El analisis de
los experimentos es llevado a cabo en términos del formalismo del operador densi-
dad, empleando el método estocéstico de Liouville. Se concluyd que los movimientos
colectivos de los lipidos constituyen el proceso de relajacién transversal dominante.

RMN de protones fue empleada como una prueba para la dinamica colectiva de
cadenas hidrocarbonadas en C1oHy N H3Cl [85], una biomembrana modelo sometida
a una secuencia de transiciones de fase estructurales irreversibles. Las mediciones de
relajacion espin-red en el sistema rotante revelan una dinamica colectiva de cadenas
critica a bajas frecuencias en el régimen de los kHz, la cual estd asociada con la
transicion de fase configuracional de la cadena de interdigitada a nointerdigitada.

Mediciones de relajacion transversal de espin empleando secuencias de pulsos Carr-
Purcell pueden dar informacién detallada de la dindmica de movimientos lentos en
biomembranas [86, 87]. Se investigaron dos mecanismos de relajacion, fluctuaciones
de forma de la vesicula y difusion lateral de moléculas a lo largo de la superficie
curva de la esfera. Concluyen que en el rango de los kHz, las fluctuaciones de orden
constituyen el proceso de relajacion dominante.

En soluciones acuosas concentradas, la mayoria de los lipidos forman una fase
lamelar L,: una pila de bicapas anfifilica separadas por capas de solventes. A temper-
atura ambiente usualmente las bicapas tienen la estructura de fluidos bidimension-
ales. La pila de bicapas exhibe comportamiento cuasi-liquido en dos dimensiones, y
un orden cuasi-cristalino en la direccién perpendicular a las capas. Por lo tanto, la
fase lamelar L, se asemeja a un cristal liquido esméctico. Sobre escalas moleculares
grandes, interacciones en fluidos complejos pueden investigarse mediante simulaciones
moleculares [88, 89, 90, 91, 92|. Los resulatdos de las simulaciones pueden usarse luego
para verificar la validez de teorias mesoscopicas. 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 fenomenolégico fuera de red de una mezcla solvente-anfifilico. Analizan
el espectro de fluctuaciones de las membranas y pueden extraer una longitud de co-
rrelacion en el plano. Tales resultados concuerdan con lo obtenido con predicciones
de la teoria armonica discreta.

Se reporta una determinaciéon experimental de la estructura y fluctuaciones de
una bicapa lipidica, en una configuraciéon plana que facilita la adquisicion de los
datos de dispersion en la superficie mediante dispersion de la reflectividad de rayos
X y dispersion no especular [94]. Se combinan mediciones de dispersion especulares
y no especulares de bicapas lipidicas de PC con 17 o 18 carbonos flotando en agua
cerca de una pared plana cubierta por una capa de lipidos. Se presenta un esquema
coherente de la estructura subyacente y de las fluctuaciones de la bicapa fosfolipidica
libre.

2.3. Movimientos rapidos.

El ultimo proceso dindmico que se considera importante son los movimientos rapi-
dos con respecto a la escala de tiempos que observamos experimentalmente. Dentro
de este grupo se pueden mencionar fluctuaciones vibracionales internas, libraciones,
la isomerizacion, rotaciones de grupos quimicos pequenos, etc.

Para el caso de lipidos con cadena doble (ej. fosfatidilcolinas) el aumento de tem-
peratura provoca un incremento en la movilidad de la cadena hidrocarbonada, provo-
cando una isomerizacion trans-gauche, es decir un cambio en la estructura de la cade-
na. Los tiempos de correlaciéon para los procesos de isomerizacion trans-gauche pueden
ser determinados por mediciones de tiempos de relajacion con distintas técnicas [8, 95].
En la escala de tiempos de experimentos de resonancia de espines electronicos (ESR),
isomerizacion trans-gauche de cadenas de fosfatidilcolinas es un movimiento relativa-
mente rapido. En experimentos de 2H-NMR en moléculas de DMPC especificamente
marcadas, los tiempos de correlaciéon determinados estan en el rango 10712 s a 10719
s. Este rango de tiempos esta de acuerdo con mediciones realizadas con la técnica de
relaxometria con ciclado de campo aplicada a protones [8|.

En la fase liquido-cristalina el proceso de rotacion de lipidos constituye un
movimiento rapido en la escala de tiempos de 2H-NMR. Mediciones del tiempo de
relajacion espin-red de protones sugieren tiempos de correlacion para este proceso
del orden de 2 x 1078 s [96]. Otros reportes [97] basados en el espectro de ESR
de cadenas marcadas de DMPC arrojan valores entre 107 s y 1077 s para la fase
liquido-cristalina. Por otro lado mediciones de la dispersion del tiempo de relajacion
de protones [8] dan valores del orden de 5 x 107% s a 35°C.
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D[m?s™1] Sistema Temperatura|K| | Método | Referencia
0,9 x 10712 lecitina de huevo 293 Ty [45]
1,8 x 10712 lecitina 298 ESR [62]
1—-8x 10712 DMPC y DOPC 283 — 313 FRAP [49]
3,97 x 10712 PS - FODLS [52]
4,86 x 1012 PC - FODLS [52]
7,5 x 10712 DMPC 308 FRAP [63]
6,0 x 10-12 DMPC 299 FRAP [64]
3x 10712 DLPC 298 FCS [65]
11 x 10712 DMPC 308 pfg-NMR [60]
8 x 10712 SM 328 pfg-NMR [60]
10 x 10712 DOPC 303 pfg-NMR [60]
24 — 17 x 10712 SOPC(0 — 40) %col 333 pfg-NMR [61]
18 — 11 x 10712 SOPC(0 — 40) %col 323 pfg-NMR [61]
12-8x10712 SOPC(0 — 40) %col 313 pfg-NMR [61]
8 —4x 10712 SOPC(0 — 40) %col 303 pfg-NMR [61]
4—2x10712 SOPC(0 — 40) %col 294 pfg-NMR [61]
31-20x 1012 SLPC(0 — 40) %col 333 pfg-NMR [61]
22 — 14 x 10712 SLPC(0 — 40) %col 323 pfg-NMR [61]
15— 10 x 10712 SLPC(0 — 40) %col 313 pfg-NMR [61]
10 -5 x 10712 SLPC(0 — 40) %col 303 pfg-NMR [61]
6—2x 10712 SLPC(0 — 40) %col 294 pfg-NMR [61]
35— 21 x 10712 SAPC(0 — 40) %col 333 pfg-NMR [61]
25 — 15 x 10712 SAPC(0 — 40) %col 323 pfg-NMR [61]
18 — 10 x 10712 SAPC(0 — 40) %col 313 pfg-NMR [61]
12—-6x 10712 SAPC(0 — 40) %col 303 pfg-NMR [61]
7-3x10712 SAPC(0 — 40) %col 294 pfg-NMR [61]
38 — 26 x 10712 SDPC(0 — 40) %col 333 pfg-NMR [61]
27 —19 x 10712 SDPC(0 — 40) %col 323 pfg-NMR [61]
20 — 13 x 10712 SDPC(0 — 40) %col 313 pfg-NMR [61]
14 -8 x 10712 SDPC(0 — 40) %col 303 pfg-NMR [61]
9—5x 10712 SDPC(0 — 40) %col 294 pfg-NMR [61]
0,105 x 10~12 SM(0,45)DOPC(0,45)COL(0,1) — FCS [58]
0,255 x 10~12 SM(0,4)DOPC(0,4)COL(0,2) — FCS [58]
0,795 x 10~12 SM(0,33)DOPC(0,33)COL(0,33) - FCS [58]
0,8 x 10712 SM(0,53) DOPC(0,13)COL(0,33) - FCS [58]
(4—13)x 10712 DMPC 299 — 323 FRAP [50]
(6,3 —2,5) x 10712 DOPC(0 — 67) %col - FCS [57]
(7—1,1) x 10712 DLPC(0 — 67) %col - FCS [57]

Tabla 2.1: Valores de la constante de difusion 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).




Capitulo 3

Modelos de relajacion.

En el capitulo anterior se concluyé que hay tres procesos significativos: difusion molec-
ular sobre una supreficie curva, fluctuaciones de orden y movimientos rdpidos (rdpidos con
respecto a la escala de tiempos observada). Este capitulo estd dedicado a los modelos de
relajacion espin-red correspondientes a cada uno de los procesos que intervienen.

Los experimentos de relajacion tratan con los grados de libertad de los espines
nucleares [10] y proveen informacion acerca de la red a través de la evoluciéon temporal
del sistema de espines. Es usual pensar en el sistema de espines como un sistema
termodinamico en contacto con un reservorio (la red) con un gran nimero de grados
de libertad. En un experimento tipico, se entrega energia 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 periodo de evolucién, siendo el dltimo paso la observaciéon
de los resultados de la evoluciéon. La recuperaciéon del estado de equilibrio ocurre
con un tiempo caracteristico denominado tiempo de relajacion espin-red (77), y esta
determinado por la eficiencia de los mecanismos de relajacion espin-red. La cantidad
que se mide es el tiempo de relajacion espin-red, el cual depende de la interaccion
intra e intermolecular de los espines nucleares con los campos magnéticos y eléctricos
locales; siendo éstos modulados por los movimientos moleculares subyacentes.

Cualquier teoria de relajacion relaciona los tiempos de relajacion medidos con las
propiedades microscopicas de la muestra. Se considerara el intervalo de frecuencias
donde las condiciones del limite de colision débil de la teoria semiclasica son vali-
das. En este limite, las fluctuaciones son intensas durante la escala de tiempos de los
procesos de relajacion, incluso antes de que ejerzan una influencia perceptible en el
sistema de espines. En este formalismo, los tiempos de relajacion estan representados
a través de funciones densidades espectrales que modelan la dinamica de la red. A
su vez, las densidades espectrales son las transformadas de Fourier de las funciones

24
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de correlaciéon correspondientes. Las ultimas contienen la fisica relevante del prob-
lema relacionando asi los tiempos medidos con los parametros fisicos involucrados
(viscosidad, constantes eldsticas, etc.) y las variables controladas externamente (tem-
peratura, frecuencia, orientation, etc.). En la ausencia de especies paramagnéticas,
las fluctuaciones de la interaccion dipolar homo-nuclear son consideradas los mecan-
ismos de relajacion dominantes para nticleos ' H. Dentro de este esquema, el tiempo
de relajacion espin-red para una muestra promediada orientacionalmente puede ser
expresado como [10]

Til = K[ (w) + 455 (20)), (3.1)

donde K = (9/8r%)v*h?(o/47)?, r es la distancia media entre protones, v es la
razoén giromagnética de los protones, h es la constante de Plank dividida por 27, y uo
es la permeabilidad magnética del vacio. Finalmente, w = 27(vy + v1), donde vq es
el campo magnético en unidades de frecuencia de Larmor de 'H, y v, la componente
de campo local promedio a lo largo del eje de cuantizaciéon. La correcciéon por la
componente normal es menos relevante en tanto que en este trabajo solamente se
consideraran los datos para los campos magnéticos muy por encima de la magnitud
del campo local By.

En la ecuacion (3.1), la densidad espectral resultante corresponde a la transforma-
da de Fourier de la funcion de correlacion que incluye toda la dindmica del sistema.
Esto seré el producto de las funciones de correlacion correspondientes a cada proceso
dindmico involucrado. Comunmente se asume que los diferentes mecanismos que con-
tribuyen son estadisticamente independientes, en cuyo caso la funciéon de correlacion
del sistema se reducird a la suma de las funciones de correlacion de los movimien-
tos individuales. Una separacion en la escala de tiempos es también frecuentemente
invocada ya que permite la reduccién 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 dindmico complejo, la suposiciéon de que no hay correlacion cruzada entre los
diferentes procesos debe ser validada [98].

La discriminacion de los diferentes mecanismos de relajacion esta usualmente basa-
da en la identificacion de las leyes de dispersion en el rango de frecuencia medido. Un
ejemplo tipico es la ley de dispersion de raiz cuadrada de la frecuencia en nematicos,
la cual se manifiesta claramente en el rango de los kHz [99].

La interpretacion de la curva de dispersion de T} normalmente se basa en la super-
posicion de las densidades espectrales asociadas a los diferentes procesos dindmicos
considerados [8, 42, 74, 100]. Por ejemplo, mezcla de agua con laurato de potasio
liotropico [74] en fases anisotropicas fueron descriptas en el rango de 10> — 108H 2
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como una superposicion de tres procesos debidos a (a) fluctuaciones orientacionales
del director, (b) rotaciones moleculares locales, y (¢) autodifusion molecular. Datos
de relajacion sobre un rango de frecuencia 100Hz < v < 300M Hz de membranas
fosfolipidicas [8] en fase liquida cristalina fueron evaluados en términos de fluctua-
ciones de orden del director, rotacién molecular, autodifusiéon lateral, y rotaciones
inducidas traslacionalmente. El problema de tales procedimientos es que la eleccién
de mecanismos de relajacion potenciales tiende a ser ambiguo debido al gran ntimero
de parametros de ajuste.

Velocidades de relajacion espin-red de 'H, 2H y '3C en membranas de bica-
pas lipidicas 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 rapidos locales de cadenas
alquilicas, y otra debida a movimientos colectivos lentos. La correlacion entre ellas se
desprecia 80, 101].

Otro modelo utilizado para interpretar los datos de experimentos de RMN es el
método de aproximacion libre [15, 105, 106]. En principio es aplicable a macromolécu-
las en solucion y distingue basicamente dos tipos de movimientos que intervienen en
experimentos de relajacion 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 basicamente dos
parametros ajustables que pueden ser interpretados dentro de algiin modelo dinami-
co en particular. De cualquier modo, éste presenta dificultades significantes: (i) La
relacion de los valores de 7. con las propiedades fisicas de las membranas no es trivial
(la dindmica colectiva de membranas no puede ser caracterizada por un tnico tiempo
de correlacion). (ii) La descripcion de la dindmica colectiva en términos de funciones
Lorentzianas es problematica. (iii) El nimero de contribuciones requeridas para ajus-
tar los datos es muy sensible al rango de los datos, y en nuestras experiencias es
también sensible a pequenos cambios en el tamano hidrodindmico promedio de las
vesiculas y de la temperatura.

El modelado apropiado para las fluctuaciones colectivas en membranas de bicapas
ha sido objeto de estudio tanto en el campo experimental como teorico|18, 77, 78, 79).
Ciertos métodos [77, 78] estan basados en fluctuaciones del director del tipo nematicas
3D. En la referencia [18], ondulaciones de capas 2D de membranas (no acopladas)
fueron sugeridas como un mecanismo de fluctuaciéon. Mas tarde la atencion se centro
en la influencia del acoplamiento de capas [79] en sistemas de bicapas, a pesar de que
no pudo ser confirmado con claridad en los estudios experimentales [76].

Otros experimentos se han realizado sobre un rango pequeno de frecuencias y no
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pueden discriminar entre la dependencia wy ' de sistemas 2D o la dependencia w, 12
de un nemético 3D. Para la discriminaciéon de mecanismos de relajacién en materi-
ales liquido-cristalinos se han requerido experimentos que cubran cuatro 6rdenes de
magnitud de frecuencias [99].

La base teorica para el cilculo de la relajacion espin-red nuclear debida a ondula-
ciones de una membrana plana fue propuesta inicialmente por Marqusee [18]. Asumio
que las membranas son de extension infinita, y por lo tanto se pueden despreciar los
efectos introducidos por los limites finitos. En el trabajo se propuso que los movimien-
tos a baja frecuencia pueden ser modelados apropiadamente como fluctuaciones del
director de una estructura plana. Se encontr6 que la relajacion espin-red inducida por
ondulaciones de membranas planas depende linealmente de la frecuencia de larmor
(T, oc w™1)), similar a un termotropico con una estructura de planos [107]. También
asumi6é que no ocurre acoplamiento entre membranas individuales en la misma solu-
cion. Esto esta sin duda justificado para vesiculas unilamelares. Suele asumirse que
sistemas multilamelares estan también desacoplados, en contraste con los cristales
liquidos esmécticos A [107, 108|.

3.1. Fluctuaciones de orden.

Fluctuaciones cuasi-esféricas [66] en vesiculas unilamelares fueron propuestas como
el mecanismo de fluctuaciones de orden principal a través de estudios de relajacion
de espines nucleares |86, 87|. La densidad espectral correspondiente fue calculada por
M. Vilfan et al. en el limite de pequenas deformaciones [19]. La vesicula se consi-
dera como una cascara cuasi esférica flaccida de radio Ry con un volumen constante
V = (4/3)7R} vy area fija A. Para una descripcion cuantitativa, la superficie esférica
deformada puede ser representada como:

donde u(0, ¢) representa el desplazamiento instanténeo de la superficie de la vesicu-
la desde su forma esférica en términos de los angulos polar y azimutal que definen
la posicion de la esfera. u(f, ) puede ser convenientemente expandida en término
de armonicos esféricos que representan los modos normales discretos. Por analogia
con el caso de los cristales liquidos, la funcién de correlaciéon correspondiente puede
ser definida en términos de las componentes de un vector unitario n = (n,, ng, ng)
representando la direccion instantanea de la normal local a la membrana:

o

Jor(w) = Re / [(ng(0)m (£)%) + (g (0)ns (£)5)]e ™ dt. (3.3)

—o
Para fluctuaciones pequenas, las componentes del vector unitario y el desplaza-
miento instantaneo estan relacionados por:

_9u(9,9)

5 (3.4)

Ng —
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~ —1 0u(d,9)
" Sne 09 (8:5)

Por lo tanto, se obtiene la densidad espectral como una suma de contribuciones de
modos individuales de exitacion caracterizados por el nimero [ (el mismo indice que
se usa para armonicos esféricos), que va desde la contribucion a la relajacion del modo
minimo (! = 2), hasta el valor maximo determinado por las dimensiones moleculares
(Imazx = 7Ry/a, donde a es la distancia promedio entre moléculas vecinas):

k;BTl’”i ( (+ 120+ 1) 7

T2tk = (P 1-2) (P + 1+ 0) 1+ W)

Jop(w) (36)
Aqui, k es el modulo elastico de flexion, kg es la constante de Boltzmann, T la
temperatura, o la tension lateral efectiva y 7; esta dado por:

LR (24 122+ 20— 1)
D+ 2 - D+l +o)

donde 7 es la viscosidad del fluido soporte. Sobre una escala logaritmica, 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, Ry, 1, k
y o. Las figuras 3.1, 3.2 y 3.3 muestran la dependencia en frecuencia de la funcion
densidad espectral para diferentes tamanos de las vesiculas, diferentes valores de k y
diferentes temperaturas, respectivamente. Se puede ver una dependencia del tipo v—*
sobre un amplio rango de frecuencias. Dentro de este régimen lineal, J(v) es indepen-
diente del tamano de la vesicula, de la tension lateral efectiva o y de la viscosidad del
medio 7; dejando asi al modulo elastico de flexion como el tinico parametro relevante.
Por otro lado, Ry, 0, n v k determinan la frecuencia de corte donde J(v) pasa a ser
independiente de la frecuencia.

(3.7)

3.2. Difusién sobre una superficie curva.

Coeficientes de difusién tan altos como 1071'm?s~! fueron reportados para molécu-
las fosfolipidicas en la fase liquido-cristalina de membranas modelos [109, 110, 111].
Esta bien establecido que la difusiéon es un proceso dinamico importante que toma
lugar en sistemas con membranas curvadas.

En el contexto presente, la teoria propuesta por Halle para la relajacion de espin
debida a la difusién sobre superficies curvas es apropiada [20]. Teniendo en mente
sistemas fluidos organizados, existe toda una variedad de movimientos moleculares
que pueden gobernar el acoplamiento espin-red fluctuante en el tiempo. Tipica-
mente, hay fluctuaciones rapidas de amplitud espacial relativamente pequena, de-
bidas a movimientos altamente localizados, superimpuestos con fluctuaciones mas
lentas de amplitud mayores, debidas a la modulaciéon de la magnitud y orientacion del
acoplamiento localmente promediado. Si estos dos tipos de movimientos ocurren sobre
escalas temporales diferentes, las funciones de correlacion pueden descomponerse en
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Figura 3.1: Dependencia con la frecuencia de la funcion densidad espectral para tres radios
diferentes Ry de la vesicula. Los parametros usados en el grafico son: K = 4 x 10720,
n=11x10"3Ns/m? o =0y T = 298K.
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Figura 3.2: Dependencia con la frecuencia de la funcion densidad espectral para tres valores
diferentes de k. Los parametros usados en el grafico son: Ry = 50nm, n = 1,1 x 1073 Ns/m?,
c=0y T =298K.

dos partes independientes asociadas con movimientos rapidos y lentos [112, 113, 114].
Este trabajo se focalizo sobre la parte de las funciones de correlacion que se deben
a los movimientos lentos. Se consider6 un sistema fluido el cual contiene agregados,
asumiendo que la suspension esté suficientemente diluida para evitar interaccion di-
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Figura 3.3: Dependencia con la frecuencia de la funcion 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: n = 1,3 x 1073Ns/m? para
T=291K,n=1,1x10"3Ns/m? para T = 298K y n = 0,82 x 103 Ns/m? para T = 310K.
Los parametros usados en el grafico son: Ry = 50nm, 0 =0y k=4 x 10720J.

recta entre liposomas. En nuestro caso, la fracciéon 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 tamano promedio de los liposomas
permanezca estable por varios dias, demuestra que dichas interacciones son débiles.
De todos modos, en cualquier caso tales interacciones modificarian 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 superficie
esférica y la reorientacion de la esfera como un todo. En el caso de soluciones micelares
isotropicas, el modelo se reduce a una funcion Lorentziana:

1 D D

/o 5114 (wrp)? * 1+ (2wTp)? (3:8)

donde 7p es un tiempo de correlaciéon comiin relacionado al tiempo de correlaciéon
de difusion rotacional, 7gp, y al tiempo de correlacion de difusion en la superficie
7rp, dado por:

1 1 1
S T (3.9)
) TRD TTD
con
4R
TRD — (310)
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R
6D’

siendo D la constante de difusion traslacional. El coeficiente de difusion puede
ser estimado desde un analisis clésico de movimientos Brownianos dentro del régimen
hidrodindmico [48]. En este modelo la membrana es considerada ser una lamina plana
infinita de fluido con una viscosidad dada (plano lipidico) separadas por regiones
infinitas de viscosidad més baja (fluido soporte). El lipido es considerado como un
cilindro cuyo eje es perpendicular al plano de la lamina, y se mueve bajo la acciéon de
un movimiento Browniano.

(3.11)

TTp =

En la figura 3.4 se muestra el comportamiento de la densidad espectral de difusion
como funcion de la frecuencia para diferentes valores de la constante de difusion.
Para los célculos se utilizaron los siguientes parametros: Ry = 50nm, T = 298K
yn = 1,1 x 1073, Los coeficientes de difusiéon considerados para la difusion fueron:
D =1x10""%m?*s ', D =1x10""m?s ']y D =1 x 107%[m?s7!], las cuales
corresponden a tiempos de correlacion de difusion de 7p = 10,5 x 107%s, 7p = 3,21 x
107°%s, 7p = 0,4 x 107%s, respectivamente. Para constantes de difusién méas chicas, el
tiempo de correlacion es més grande, lo cual se puede observar de la figura 3.4 que las
funciones de correlaciones correspondientes a D mas pequenos decaen a frecuencias
menores.

T T T ML | T T T
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Figura 3.4: Dependencia con la frecuencia de la funcion densidad espectral para tres valores
diferentes de la constante de difusién. Los parametros usados en el grafico son: T = 298K,
n=11x10"3y Ry = 50nm.

Un analisis similar se puede hacer para el comportamiento de la densidad espectral
de difusion en funcion 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 correlacion de difusion esta dado por:

D 3kgT 1"
™ = {6 l } (3.12)

— + :
R 4mnR}
Entonces se observa que para temperaturas menores, 7p aumenta; lo que significa

que para temperaturas chicas la densidad espectral decae a frecuencias mas chicas.
Un comportamiento inverso resulta del analisis con respecto al radio.

3.3. Movimientos rapidos.

El tercer mecanismo relevante de relajacion que tiene que ser considerado son los
movimientos rapidos de moléculas individuales o de partes internas de ella. Dentro de
este grupo se pueden mencionar a las fluctuaciones vibracionales internas, libraciones,
isomerizaciones, las rotaciones de grupos quimicos pequenios, las fluctuaciones de las
cadenas hidrocarbonadas, etc. Los tiempos de correlacion asociadas a estos procesos
van normalmente desde 1071% a 10725, convirtiéndose en dispersivos a frecuencias
superiores a varios M Hz. No es posible discriminar entre estos mecanismos dentro
del rango de frecuencias estudiadas (unos pocos kHz a 20M Hz). Ellos anaden una
contribucion independiente de la frecuencia representada por una constante, Agyy.

3.4. Densidad espectral compuesta

Como la amplitud de los movimientos rapidos de naturaleza estocastica es gen-
eralmente pequena, ellos pueden ser considerados estadisticamente independientes de
la dinamica que gobierna la relajacion a campos bajos. La velocidad de decaimiento
de la funcion de correlacion para movimientos rapidos, Ggp(t), es mucho méas rapida
que para fluctuaciones de orden y difusion lenta; asi los movimientos rapidos pueden
ser considerados en forma separada, sin correr el riesgo de la subestimaciéon de los
términos de correlaciéon cruzada. En principio, las fluctuaciones de orden y la difusion
estan acopladas, ya que la molécula que difunde transporta informacion con respecto
a la orientacion del orden local. Sin embargo, se puede observar que:

1. Una consideracion practica que puede tenerse en cuenta es que el transporte
de informaciéon del orden estd restringido, porque la caminata aleatoria por
difusién de las moléculas lipidicas se limita a un &rea pequena. En concreto,
en 100ns, el area recorrida por el lipido difundiendo es s6lo 3 veces el area de
seccion transversal de un tnico lipido [51]. La informacion sobre el orden solo
es conservada por las moléculas lipidicas por un tiempo maximo determinado
por el tiempo de correlacion hidrodindmico méas largo correspondiente a | = 2,
tipicamente 7o ~ 3us. En este tiempo, el area recorrida por una molécula
es menor que 100 veces el drea transversal de la molécula; un area demasiado
pequena para un Util intercambio de informacién entre regiones de curvatura
diferentes de la membrana.
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2. Tomando una perspectiva diferente, se puede generalizar el calculo de Freed cor-
respondiente a una correlacién cruzada entre las fluctuaciones de orden neméti-
cas y un proceso Lorentziano [98]. En ese caso hay una longitud de onda minima
para la perturbacién que se propaga, la cual esta asociada con las dimensiones
moleculares. Por lo tanto la correspondiente frecuencia de corte, w,., se encuen-
tra en el rango de los M Hz. El resultado de Freed extendido a fluctuaciones de
orden esmécticas dentro del rango w < w,, se puede aproximar por la densidad
espectral:

J(w) ~ ApJp + AorJor {1 —a (i> (1 + HT—D)} (3.13)

We (wtp)?

donde Apr =~ Ap son los prefactores de amplitud correspondientes. Para w,. =
10°H z, puede verificarse que:

a (%) [1 + ﬁ] <1 (3.14)

tiene validez para w en el rango de 10* — 107rad.s~! con 7p ~ 10~®s. Asi, en una
primera aproximacion, se puede ignorar la correlacion cruzada entre las contribuciones
dindmicas difusionales y colectivas.

Finalmente, en este modelo simple la tasa de relajacion, R;, puede expresarse
como:

1
Rl - F - AOFJOF(W) ‘I— ADJD(W) + AF]\/[ (315)

1
donde Jor(w) esta dada por (3.6) y (3.7), vy Jp(w) por las ecuaciones (3.8), (3.9),
(3.10) y (3.11); y App es una constante. Esta sera la ecuacion bésica con la cual se

analizaran las dispersiones de R; medidas en liposomas con diferentes caracteristicas.



Capitulo 4

Técnicas experimentales.

La técnica de relazometria con ciclado rapido de campo combinada con rela-
zometria en el sistema rotante fueron utlilizadas para el estudio de la dindmica molec-
ular individual y colectiva en sistemas de liposomas. Para un buen entendimiento del
funcionamiento de ambas técnicas, este capitulo comienza con la definicion de los ele-
mentos bdsicos de la RMN. Luego se describe el proceso de relajacion en el sistema lab-
oratorio haciendo inacapié en como se comporta la magnetizacion cuando el sistema
estd 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 fené6meno que se encuentra en sistemas magnéticos
que poseen momento magnético y momento angular. El término resonancia magnética
implica que estamos en sintonfa con una frecuencia natural del sistema magnético.
Esta frecuencia natural corresponde al movimiento de precesiéon giroscopica del mo-
mento magnético nuclear alrededor de un campo magnético estatico externo.

4.1.1. Elementos de Resonancia

Tomemos como sistema a tratar el niicleo de un atomo, el cual posee un momento
magnético total ;4 y un momento angular total J. El momento magnético y el momento
angular son paralelos, con lo que se tiene

p=1J, (4.1)

donde v es un escalar llamado razoén giromagnética y es una caracteristica particular
de cada niucleo.

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

Si pensamos en la aguja de una brujula sabemos que en presencia de un campo
magnético la aguja se alinea con éste. Sin embrago, los espines no son exactamente
agujas de una brujula 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 angulo entre el
momento de espin y y el campo magnético constante. Este movimiento se llama
precesion. El dngulo del cono depende de la direccién inicial de los espines.

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

wo = vDBy. (4.2)

El sentido de la presecion lo determina el signo de la razén giromagnética v que
depende del niicleo que observemos.

En la teoria cuéntica, p y J son tratados como operadores (vectores). El signifi-
cado del concepto de que dos operadores sean "paralelos"se encuentra considerando
los elementos de matriz de los operadores. Podemos definir el operador momento
angular adimensional I, tal que J = AL De la mecanica cudntica sabemos que I*
tiene autovalores I(I + 1), donde I puede ser tanto entero como semientero. Luego,
como I? conmuta con cualquier componente de I (por ejemplo ), podemos tra-
bajar en una base comun a ambos. Llamaremos m a los autovalores de I*, donde
m=1,1—1,..,—1I, tendra 2I + 1 valores posibles. El significado de (4.1) es que

(Imljia | Im) = AR(Im| L, Im) (4.3)

donde p, y I, son componentes de los operadores y e I a lo largo de una direcciéon
arbitraria x.

En presencia de un campo magnético externo By, un ntucleo adquiere la energia
de interaccién dada por el Hamiltoniano, al que en adelante nos referiremos como
Hamiltoniano Zeeman H

Hy = —u- By. (4.4)

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

H, = —-hyByl* (4.5)
y tiene los siguientes autovalores

E,, = —hyBym. (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 conservacion de la energia, la interaccién debe ser dependiente
del tiempo y con la frecuencia angular w tal que

hw = AE (4.7)

donde AF es la diferencia entre las energias Zeeman del estado inicial y del estado
final.

Para producir estas transiciones en RMN se aplica un campo alterno de radio
frecuencia perpendicular al campo Bg. Si consideramos la aplicacion de un campo
alterno en la direccién z y escribimos tal campo en términos de una amplitud B; y
frecuencia angular w debemos incluir en el Hamiltoniano total un término de la forma

H,y = —hyB;I° cos(wt). (4.8)

El operador I” tiene elementos de matriz entre estados m y m, (m|I,|m), los cuales
se anulan a menos que m = m =+ 1. Consecuentemente las transiciones permitidas son
entre niveles contiguos de energia, dando

Para campos magnéticos de 3000 a 10000 Gauss los sistemas nucleares resuenan
tipicamente a w/2m ~ 10M H z (radio frecuencias).

Se considera un conjunto de los N espines que constituyen la muestra macroscopi-
ca. Si el sistema se encuentra en equilibrio térmico, la probabilidad de ocupaciéon
de cada nivel F,, estard dada por la distribucién de Boltzmann. Esto causa que el
sistema tenga una magnetizacion neta en la direccion del campo magnético externo.

La aplicacion de campos de rf durante un cierto lapso de tiempo produce transi-
ciones de la poblacién de equilibrio. La forma en que el sistema se recupera al estado
de equilibrio termodinamico es justamente lo que brinda la informacion del sistema.

4.1.2. El campo de rf

Hemos mencionado que la aplicaciéon 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 detecciéon 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 estatico aplicado en el eje z y un campo alterno aplicado
en direccion perpendicular al campo estatico. Con el fin de reservar el simbolo w para
una cantidad positiva, introduciremos el simbolo w,; componente de w a lo largo del
eje z. w, puede por lo tanto ser positiva o negativa. Asi, podemos escribir

B; = [icos(wgt) + jsin(w,t)]. (4.10)

Ahora nos preguntamos por la ecuaciéon de movimiento de un espin incluyendo los
efectos de ambos campos, Bg = Bok v B(t).
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% =y A [Bo + Bi(t)]. (4.11)

La dependencia temporal de B; puede ser eliminada usando un sistema de co-
ordenadas que rota alrededor de la direccion z a frecuencia w,. En tal sistema de
coordenadas, By serd estatico. Como el eje de rotacion coincide con la direccion de
By, By serda también estatico. Tomemos el eje z en el sistema rotante a lo largo de
B;. Luego (4.11) se convierte en

0 .
a—/; = A k(w, +7B,) +ivB4]. (4.12)
En la terna rotante se define la rotacion fuera de resonancia (tomando w, = —w),
dw=w —wp (4.13)

Esta frecuencia esta relacionada con los corrimientos quimicos de lo espines y con
la frecuencia de referencia. Decimos que trabajamos en condicién de resonancia al
fijar la frecuencia portadora (carrier) en w = wy, en cuyo caso dw = 0.

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

0
_'u:,u/\’y{(Bo—g)k—FBli}:,u/\Bef (414)
ot v
donde
w .
Bef = (BO — —> k + Bll. (415)
v

Fisicamente (4.14) establece que en el sistema rotante, el momento actia como
si éste experimentara efectivamente un campo magnético estatico Ber. El momento
por lo tanto precesa en un cono de angulo fijo alrededor de la direccion de Ber a
frecuencia angular vB.s

4.2. Relajacion en el sistema laboratorio

Un sistema tipico que se considera es un grupo de N espines de espin [ y razon
giromagnética -, en presencia de un campo externo By (Hamiltoniano Zeeman o
Hyz), v todos acoplados por una interaccion dipolar magnética representada por un
Hamiltoniano dipolar H,. La solucion de la ecuacion de Schrodinger son las funciones
de onda 1,, de energia E,, del sistema total.

Como la ecuacion (4.16) es muy dificil de resolver ya que depende de las coor-
denadas de 10?2 espines, se puede asumir que los espines estan en equilibrio térmico
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Terna de laboratorio Terna Rotante
By

-

(==

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 w, solo se observa
la nutacion con frecuencia 2 = vB.;.

con un reservorio de temperatura 6, los n estados del sistema total se ocuparan con
probabilidades fraccionales p,,, dadas por un factor de Boltzmann

1
Pn = Ze—En/’fBe (4.17)

donde Z es la funcién particion
Z =Y e tnlksl, (4.18)

Cantidades tales como la energia promedio E y la magnetizacion M, pueden
calcularse

E=) p.k, (4.19)

T = 3 3h(nl L. (120)

A menudo es valido para ntucleos y electrones usar la aproximaciéon 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 facilmente

H o 1 H
kb | 2k%0°

7 =Tr{l - —=0r+ )N+ TrH? 4 ... (4.21)

DTENE
donde se utiliza el hecho de que TrH = 0,, tanto para H; como para Hp.
Usando estos métodos se encuentra que

C(H§ + H})

E=—
0

(4.22)
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y
M = CZIO, (4.23)
donde
282
o_ Ny*R?I(I +1) (4.24)

3kp

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

Notemos que (4.23) dice que cuando Hy = 0, M = 0. Supongamos que Hj es
bajado a cero tan repentinamente que M no tiene tiempo de cambiar. Inmediatamente
después que Hy = 0 se tiene un caso donde M # 0. Pero si habia una temperatura,
(4.23) muestra que M 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 entropia o. La entropia mide el grado
de orden de un sistema. En un proceso reversible en el cual no hay flujo de calor desde
adentro hacia afuera de un sistema, la entropia se mantiene constante.

E + kgbinZ
o= % (4.25)
Evaluando Z y E se obtiene
C HZ + H?
o = Nkgln(2I +1) - 5%. (4.26)

4.2.1. Cambios adiabaticos

Asumamos que el sistema de espines esta 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 relajacion espin-red. Esto implica que el Hamiltoniano del sistema incluye
solo variables internas del sistema ya que la relajacion espin-red resulta de términos
que involucran variables internas y externas del sistema. Si el sistema esta en equilibrio
térmico interno, una temperatura de espin se aplica y se pueden considerar tres casos:

Hamiltoniano independiente del tiempo

En este caso la energia media es una constante en el tiempo, sea 0 no sea el sis-
tema descriptible por una temperatura de espin. Se considera un sistema inicialmente
en un estado de no equilibrio térmico. Se supone que todas las partes del sistema
estan acopladas. se espera que eventualmente el sistema logre un equilibrio interno
descripto por una temperatura final 0¢. Si se sabe la energia al instante cero, la cual
llamaremos Ej, haciendo uso del hecho que la energia se conserva, se puede computar
la temperatura final.
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E=Fy=-——2"2_"1/ (4.27)
luego

C(HZ + H?
0 = —%. (4.28)

La magnetizacion que finalmente resulta una vez alcanzado el equilibrio térmico in-
terno es alcanzada por medio de la ley de Curie,
H
M =C=2. (4.29)
Os
Durante el proceso de estabilizaciéon térmica interna, la entropia no es constante
ya que procesos irreversibles como la relajacion toman lugar. La entropia queda dada
por el valor de 60;
C Hi + H}

El Hamiltoniano cambia lentamente (adiabaticamente) en el tiempo

El criterio de lentitud se refiere a que a todo tiempo las transferencias internas de
energia deben ser lo suficientemente rapidas para que el sistema siempre sea des-
criptible por una tnica temperatura 6. Bajo estas circunstancias, los cambios son
reversibles y la entropia del sistema permanece constante. Asi, desde (4.26) se tiene
que (HZ + H?)/6? permanece constante. Si se comienza con un campo inicial H;
a temperatura 0; y el campo cambia adiabaticamente hasta un valor final Hy, la
temperatura 0 estd dada por la relacion

H2+ H? H?+ H}
Z e

(4.31)

Enfriamiento por desmagnetizacion adiabética puede ser vista en (4.31) tomando
H?> Hi,y ch < H?. Esto corresponde a ver qué sucede cuando una muestra esta
inicialmente en un campo magnético fuerte y se cambia el campo a cero. Luego se
encuentra que

0; = (I]——{IL) 0; < 0; = enfriamos. (4.32)
7
La figura 4.2 muestra un grafico de 0; versus H; para un campo inicial H; mucho
mayor que el campo local, y para una temperatura incial 6; arbitraria.
La magnetizacion puede calcularse a partir de la ley de Curie si la temperatura se
obtiene de (4.31). Para el caso en que hay una magnetizacion inicial M; en un campo
inicial H; mucho mayor que el campo local, la magnetizacion final My es
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(H;.8))

Of

il
=

Hy

Figura 4.2: La figura muestra la temperatura final alcanzada para cambios adiabaticos en
el campo magnético aplicado. Se nota que la temperatura final no cambia mucho cuando
Hf < Hy.

H
M= M——=~L
\/ H7 + Hj
Este resultado se muestra en la figura 4.3. Note que durante el proceso de enfri-

amiento, M; permanece en el valor inicial M; hasta que H; se hace comparable al
campo local Hy, a causa de que para valores grandes de H, 0 es proporcional a Hy.

(4.33)

4.3. Técnicas experimentales

4.3.1. Relaxometria con ciclado rapido de campo.

La relaxometria 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 relajacion. El término relaxometria es normalmente utilizado en el contexto de
mediciones de tiempos de relajacion en general. Relajacién transversal y efectos de-
bidos a acoplamiento dipolar residual pueden ser también empleados como fuente de
informacion suplementaria.
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HL Hg

Figura 4.3: Magnetizacion My versus campo aplicado Hy para cambios adiabéticos en Hy.
Se asume que Hf > H% Note que My es independiente de Hy cuando HJ% > H?, yvaa
cero cuando H tiende a cero.

La figura 4.4 muestra un diagrama en bloque de un tipico relaxémetro con ci-
clado de campo. En la figura 4.5 se representa el principio de funcionamiento de un
experimento tipico de relaxometria con ciclado de campo. La muestra es polarizada
en un campo magnético B, tan alto como técnicamente sea posible. El proceso de
relajacion tiene lugar en un intervalo de tiempo que depende de la intensidad del
campo de relajacion B,. La senal remanente después de este intervalo de relajacion
es detectada en un campo By, de nuevo, tan alto como sea posible.

Para la deteccion de la senal remanente luego de la relajacion se observa el De-
caimiento de Induccion Libre (FID) luego de un pulso de (7/2), o a través de la
observacion del eco de espin producido por una secuencia de dos o méas pulsos. Final-
mente toma lugar el proceso de repolarizacion de la muestra, antes de que comience
el ciclo nuevamente. La técnica de ciclado de campo permite medir tiempos de re-
lajacion para campos magnéticos externos tipicamente en el rango desde unos kHz
hasta aproximadamente 40M H z (figura 4.6). Luego, en el rango de 40 — 100M H z el
experimento puede ser suplementado por mediciones del tiempo de relajacion espin-
red realizadas con aparatos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) convencionales.

Los rangos de frecuencias cubiertos de esta manera para la relajacion de protones
y deuterones son respectivamente:
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Sistema de
refrigeracion y
iman Suministro
de potencia
N al iman

Pre-amplif.

Unidad para formar
pulsos de RF

y

receptor

4

PC o—‘ Moédulo de adquisicién digital

Figura 4.4: Diagrama en bloque de un relaxémetro tipico con ciclado de campo. los cuadros
en gris representan unidades disefiadas especificamente 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.

102Hz < Vproton, < 10°H 2
102HZ S Vdeuteron S 108H2

Los limites de alta frecuencia dados en las ecuaciones anteriores estan determina-
dos por los campos magnéticos alcanzables por los imanes superconductores. A bajas
frecuencias, en cambio, existen varios factores que pueden restringir la aplicacion de
la relaxometria 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 relajacion del ciclo.

» La compensacion 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 relajacion para campos bajos (B, < B,)

Consideremos un experimento de resonancia simple con un campo magnético
rotante de frecuencia angular w, transversal al campo estatico Hy, sintonizado ex-
actamente en resonancia

w = vHy (4.34)
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Figura 4.5: Representacion esquemética de un ciclo tipico del campo magnético principal
By desarrollado con un relaxémetro RMN de ciclado de campo.

_0

10'  10°  10°  10*  10°  10° 10"  10°  10° radHg
' ! field cycling relaxometry

rot. frame relax.

diffusometry,
transverse relaxation,
residual spin couplings

O fesscsaaaa

-1
r 10

s

102 10° 10%  10° 1

Figura 4.6: Representacion esquematica de las escalas de tiempo y frecuencia que cubren
las diversas técnicas experimentales NMR. Los rangos indicados se refieren a resonancia de
protones. Figura extraida de referencia [11].

Las ecuaciones de Bloch describen la interaccién de la magnetizacién en presencia

de campos magnéticos. El comportamiento de M, bajo un campo externo By esta
dado por

_ . (4.35)
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Al resolver esta ecuacion [115] se obtiene que

M,(t) = My — (M — My)e V11 (4.36)
B, 5 By .
1 P ’ P .
BI‘
DR SN R . I I t
B1

M, / \\ /

Figura 4.7: Ciclado de campo para campos de relajacion bajos (B, < Bp): representacion
esquematica de la densidad de flujo externa By, amplitud del campo de radio frecuencia By,
y la magnetizacién M, en los distintos intervalos de tiempo del ciclado de campo. Figura
extraida de referencia [11].

La figura 4.7 define los intervalos de tiempo y las densidades de flujo que se dis-
cutiran en lo siguiente. La muestra es polarizada en un campo B,, el cual se elige tan
alto como sea posible (en compatibilidad con los requisitos técnicos del instrumento).
La magnetizacion de equilibrio a este valor de campo particular se alcanza con su-
ficiente precision después de una acople de tiempos de relajacion espin-red. En este
tramo del experimento la magnetizacion esta dada por la siguiente expresion:

M;(ty) = Moo(By)(1 — et/ B0), (4.37)
donde My =0y M, = ZBOP = cte.
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El campo magnético es luego disminuido a un campo de relajacion preseleccionado,
B,, en el cual la relajacion espin-red serd examinada. Por un lado, la velocidad de
conmutacion del campo debe ser lo suficientemente grande para evitar pérdida de
magnetizacion por relajacion durante el proceso en que el campo cambia. Por otro
lado, debe ser lo suficientemente lento para permitir cambios adiabéaticos en el campo.
En el campo de relajacion, el cual se asume ser mucho mayor que el campo local debido
a las interacciones seculares residuales, la magnetizacién se alinea a lo largo de la
direccion del campo magnético externo, y es inicialmente igual a la magnetizacion
de equilibrio de Curie en el campo de polarizacion, M2(0) = M!(co) = M(t,),
donde por el momento se ignora la pérdida por relajacion durante el intervalo de
conmutacion. Luego, en el intervalo de relajacion, la magnetizacion relaja a un nuevo

valor de equilibrio, M (B,) = P%i’“ de acuerdo a (4.36):

MA(1) = Moo(B,) — [Moo(By) — Moo (B,) (1 — e t/T1B))] e=7/Ti(B) - (4 38)

Finalmente el campo magnético se cambia a un valor tan grande como sea posi-
ble (B;) para proceder a la deteccion. La magnetizacion que sobrevive después del
intervalo de relajacion 7 se detecta por ejemplo con la ayuda de un 7/2-pulso de RF.
Después de haber registrado la senal, el campo se regresa al valor de polarizacién. De-
spués de un periodo de acople de los tiempos de relajacion espin-red el ciclo completo
comienza nuevamente.

Luego, incrementando el intervalo 7, se puede registrar la curva de relajacion
para un dado campo de relajacion (B,). La dispersion de la relajacion espin-red es
escaneada punto por punto pasando B, a través de una serie de valores discretos sobre
un rango de campos (o frecuencias) deseados.

4.3.3. Relaxometria en el sistema rotante.

La técnica de relajacion en el sistema rotante permite obtener informacion sobre
la magnitud de los campos locales residuales en materiales con algin grado de organi-
zacion molecular [12, 13]. Se entiende por campo local residual al valor correspondiente
del campo en la posicion de un espin nuclear dado, debido a las contribuciones no
promediadas (debido a la presencia de la dindmica molecular) de todos los demés
espines de la muestra.

La técnica consiste basicamente en el spin-lock (o anclaje de espin) [116]. La
muestra se coloca en un campo magnético externo By. Luego de un tiempo del orden
o superior a 377, se tiene una magnetizaciéon macroscopica M, paralela a By. Luego
se aplica un pulso de 7/2 en la direccion x en el sistema rotante, el cual rota la
magnetizacion al plano x —y. Inmediatamente después del pulso, en el sistema rotante,
la magnetizacion est4 fija a lo largo de la direccion y. Si la fase de la RE se cambia en
90°, el campo Bj rota y permanece a lo largo de la magnetizacion en el sistema rotante.
La magnetizacion se dice que esta anclada al campo. Luego la magnetizacion precesa
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alrededor de un campo efectivo By, el cual es la suma de By y By, (componente del
campo local en la direccion z) y finalmente relaja a un valor de equilibrio con una
constante T, (figura 4.8).

Beff

M(3t+T2,°")

B+(Lock) M(gt) Y

Figura 4.8: Representacion del comportamiento de la magnetizacion durante el pulso de
lock de duracion fija. Después de apagar el campo de RF la magnetizacion precesa en torno
al campo efectivo.

El experimento se repite variando la intensidad del campo aplicado B; y man-
teniendo fijo el tiempo durante el cual el campo se aplica. La evolucion de la mag-
netizacion como funcion del campo se dedujo para cristales liquidos neméaticos [13],
quienes presentan una componente de campo local distinta de cero a lo largo del eje
Zeeman.

M, T B} B}
5 exp —
14 (F-)?

1

M) = . (4.39)

B2 +B? | T, TDeXp(%)
L

Aqui My es la magnetizacion inicial, B; es la amplitud del campo de lock (and
v1 = yB; es la frecuencia de Larmor en el sistema rotante), Tp es el tiempo de
relajacion dipolar (que incluye contribuciones debidas a reorientaciones moleculares
repentinas, y otras contribuciones o mecanismos que puedan contribuir), T} es el
tiempo de relajacion espin-red a lo largo del campo B, el cual es equivalente a T},
(tiempo de relajacion espin-red en el sistema rotante) lejos de la region de los campos
locales. T se asume ser del mismo orden que T}, [13].



Capitulo 5

Estudio de la dinAmica molecular en
membranas lipidicas de liposomas:
Resultados y discusion.

Relazometria con ciclado rdpido de campo y relaxometria en el sistema
rotante se utilizaron para el estudio de la dindmica 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
relajacion espin-red fueron interpretadas en términos de mecanismos de relajacion
claramente definidos. El andlisis se hizo primero con liposomas de diferente composi-
cion, luego se extendio a liposomas con diferentes tamanos, diferentes temperaturas
y diferentes contenidos de colesterol. La consistencia del modelo con los datos ex-
perimentales establece el uso de la relaxometria para el estudio de la dindmica en
membranas sobre una amplia escala temporal.

5.1. Preparacion de la muestra.

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

1. Disolucion de 70,6mg de DMPC o DOPC (y colesterol en el caso que correspon-
da) en 2mL de cloroformo (CHCI3) y secado con corriente de nitrogeno (N,),
luego se pone unas horas en vacio para terminar de eliminar el solvente.

Esto se hizo para formar capas monomoleculares en las paredes del tubo conico,
para favorecer la hidratacion cuando luego se le agregue la solucion acuosa. El
lipido es bastante insoluble en agua, y si al polvo del lipido agregamos direc-
tamente el buffer acuoso, va a tender a excluirse del agua formando grandes
agregados dificiles de desarmar.

48
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2. Hidratacion de la muestra agregando el buffer acuoso (1,5mL de D;0) mas
tratamiento térmico. El tratamiento térmico consiste en 5 ciclos de shock tér-
mico (aire liquido-bafio caliente a 35°C'), y finalmente calentamiento durante
una noche a 40°C'. Estas temperaturas deben estar por encima de la temper-
atura de transicion del lipido.

Esta etapa se realiza para hidratar el lipido, donde todo el tratamiento térmico
favorece que el agua interactie bien con los grupos polares de los fosfolipidos. Se
forma una suspension (no solucion, tiene la propiedad de dispersar luz a diferen-
cia de una solucion verdadera) del lipido, en forma de vesiculas multilamelares
(VM), que son como cebollas, con multiples bicapas de lipidos superpuestas.
La distribucion de tamanos de estas vesiculas esféricas no es uniforme, es decir,
hay una distribuciéon amplia del ntimero de bicapas por liposoma.

3. Extrusion pasando los VMGs por membranas de policarbonato con poros de un
cierto diAmetro.

Esto se hace para obligar a las vesiculas a adoptar una forma esférica con
didmetro promedio definido por las membranas de policarbonato, por lo que
a las vesiculas no les queda otra que tener una tnica bicapa. De este manera se
forman las VUGs (Vesiculas unilamelares grandes).

Cuando se trabaja con muestras con colesterol hay que tener la precaucion de
estar siempre en la fase liquido-cristalina desordenada, ya que al incorporar coles-
terol la fase puede cambiar. El tratamiento térmico y la estrusion se deben realizar
aproximadamente a 10°C' por encima de la temperatura de transicion.

En la figura 5.1 se esquematiza la formacion de vesiculas unilamelares y multi-
lamelares.

5.2. Medicién del campo local

Para la mediciéon del campo local se prepar6 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 didmetro. Para medir tal didametro se utilizé la técnica
de dynamic light scattering con un equipo Nicomp 380 de la compaiia Particle Sizing
Systems, Santa Barbara, CA. Estas mediciones se realizaron en el departamento de
Quimica Biologica, CIQUIBIC (Facultad de Ciencias Quimicas - UNC). El siguiente
grafico (figura 5.2) muestra la dispersion de didmetros de los liposomas de DMPC. El
didmetro medido de las vesiculas fue d ~ (117 & 25)nm.

La técnica de relajacion espin-lock a tiempo de lock fijo en el sistema rotante fue
utilizada para estimar la componente residual promedio de los campos locales (By) a
lo largo del eje de cuantizacion 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 minima desde la cual los datos de relajacién pueden ser
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Figura 5.1: Representacion esquemética de la formacion de vesiculas unilamelares y multi-
lamelares. Se incluyen las estructuras moleculares del DMPC y del DOPC.
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Figura 5.2: Dispersion de diametros de las vesiculas 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 7/2 fue 2,6us y
se trabajo a una frecuencia de Larmor de 19,181M Hz. El equipo se basa en una
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consola Stelar Spinmaster y un electroiman 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 termoémetro digital
CHY 503. La intensidad de la FID se midi6 como funcién de la amplitud del campo
de lock By a un tiempo de lock fijo de Hms.

5.2.1. Campo local en liposomas suspendidas.

Los datos experimentales y la correspondiente funcion de ajuste se muestran en
la figura 5.3, claramente mostrando un decaimiento de la magnetizacion cuando el
campo de lock aplicado es reducido en intensidad.
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Figura 5.3: Magnetizacion normalizada como una funcién de v; a tiempo de lock fijo
7 = bms para una suspension de DMPC a T = 310K. El decaimiento de la magneti-
zacién 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 cuantizacién del
sistema laboratorio puede determinarse como se describe en el texto. Las barras de errores
corresponden a la dispersiéon de los datos después de 10 repeticiones para cada frecuencia.

La evolucién de la magnetizacion para un espin-lock en resonancia en presencia de
un campo local estd dada por la ecuacion (4.39) vista en el capitulo anterior. Con las
condiciones ya mencionadas se otuvieron valores de By, (en unidades de frecuencia de
Larmor) de (12+1)kHz y (11+1)kHz para DMPC y DOPC, respectivamente. Esto
significa que la evoluciéon de la magnetizacion a frecuencias comparables, o menores
que, el campo local puede estar influenciada por otros procesos distintos a la relajacion
espin-red. Por lo tanto, mediciones de la velocidad de realajacion espin-red, R, = T,
estaran limitadas a frecuencias mayores a By.
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5.3. Experimentos de dispersion de la tasa de rela-
jacion.

Dispersiones de la tasa de relajacion (R, = 1/T}) de 'H se midieron usando la
técnica por RMN de ciclado rapido de campo [11| con un relaxémetro Spinmaster
FFC-2000 Fast Field Cycling NMR (Stelar, Mede, Italia) para muestras de liposomas
de ImL de volumen. Las mediciones mostradas en este capitulo fueron realizadas
por Carla Meledandri, del Instituo Nacional para Biotecnologia Celular, de Dublin,
Irlanda. En todos los casos se us6 un campo magnético de polarizaciéon de 0,3297T
(equivalente a 14M H z para ' H), que fue encendido durante un periodo de 0,5s para
generar la magnetizacion en la muestra. El valor del campo de adquisicion fue 0,2177
(9,25M Hz). Una velocidad de conmutacion de campo de 0,47T.ms™ ! (20M Hz.ms™!)
fue utilizado en todos los casos, con un tiempo de conmutacion de 1,5ms para permitir
que el campo magnético se re-establezca en un valor de equilibrio. Una velocidad de
digitalizacion de 1M H z se utiliz6 para la adquisiciéon, mientras que el tiempo muerto
del espectrometro fue de aproximadamente 20us. Para la FID se tomaron muestras
de 512 puntos en el intervalo de tiempo 25 — 540us, después del pulso de 90° el cual
tuvo una duraciéon de 7,5us.

Los valores de R; fueron determinados de las curvas de recuperacion de la mag-
netizacion por ajuste de cuadrados minimos. Los valores de R; no fueron sensibles
a la ventana temporal sobre la cual la FID fue muestreada. El proceso de relajacion
de espin para todas las muestras resulté ser monoexponencial, dentro del error, a 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 esta limitado por la
establilidad de las suspensiones. Después de varios dias se observaron cambios en Ry y
en el tamano hidrodinamico. Los datos presentados acd fueron obtenidos tipicamente
de 64 repeticiones para cada una de las frecuencias y el tiempo de mediciéon total fue
de 24h para cada curva de dispersion, durante el cual las suspensiones no cambiaron.

5.3.1. Maediciones de la tasa de relajacién espin-red en funcién
de la frecuencia de Larmor en liposomas

Liposomas en suspension de DOPC y DMPC de didmetro alrededor de los 100nm
fueron preparadas por extrusion, para facilitar la comparaciéon de las dispersiones de
la relajacion de las suspensiones para ambos lipidos. Para asegurarse que los lipidos
estén en la fase liquido-cristalina fluida, las mediciones se hicieron al menos a 10K por
encima de la temperatura de transicion de fase principal (7},) del lipido; las cuales
ocurren a ~ 297K y ~ 255K para DMPC y DOPC respectivamente [117]. Asi, las
temperaturas de medicién de 310K y 298K fueron elegidas para DMPC y DOPC.
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La figura 5.4 muestra las dispersiones de la tasa de relajacion de liposomas de
DOPC y DMPC obtenidas mediante el método de ciclado de campo en el rango de
frecuencias de 30kHz a 15,2M H z, donde se puede estar seguros que las mediciones
no estan afectadas por la presencia de los campos locales. Es inmediatamente claro de
la figura 5.4 que la dependencia en frecuencia de la tasa de relajacion es compleja; no
puede ser modelada usando una tnica funcién Lorentziana, la cual corresponderia a
un inico proceso dindmico estocéstico aleatorio. Hay también un aparente incremento
en la dispersion de los datos en el rango un poco menor a 1M H z, indicando un cambio
en el mecanismo de relajacién por debajo de esta frecuencia. Esto es particularmente
aparente para la suspension de DOPC.
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Figura 5.4: Datos de la dispersiéon de la tasa de relajacion de !H, para suspensiones de
liposomas de DMPC de Ry = 54nm a T = 310K (puntos rojos) y de DOPC de Ry = 50nm
a T = 298K (puntos negros).

5.4. Interpretacion de las dispersiones de las tasas
de relajacion.

En el capitulo 3 se encontr6 un método basado en evidencias fisicas para inter-
pretar las dispersiones de la relajacion espin-red en liposomas. Teniendo tal método
en mente se adopto el siguiente modelo sistematico para simular las dispersiones de
relajacion de 'H en liposomas:

1. Identificar los movimientos que contribuyen y asignar las funciones densidad
espectral apropiadas.
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2. Fijar los parametros fisicos relevantes dentro de sus intervalos mas probables,
usando valores de la literatura. Esta es la principal razén por la cual la tesis se
ha centrado en liposomas de DMPC y DOPC, ya que las propiedades de bicapas
formadas por estos lipidos estan muy bien caracterizadas por diferentes técnicas
experimentales.

3. Ajustar la contribucion independiente de la frecuencia (una constante), y selec-
cionar el valor 6ptimo para cada parametro dentro de su intervalo més probable
para reproducir la dispersion de la velocidad de relajaciéon experimental.

4. Hacer ajustes finos 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 figura 5.5 se presenta un diagrama de flujo del procedimiento descripto.

\4

Identificar los movimientos que contribuyen y asignar las
funciones densidad espectral apropiada.

Fijar los pardmetros fisicos relevantes dentro de sus intervalos mds probables,
usando valores de la literatura.

!

Setear la contribucién independiente de la frecuencia (una constante), y
seleccionar el valor optimo para cada pardmetro.

!

Hacer ajustes finos de las amplitudes (prefactores) de cada una de las
contribuciones de las densidades espectrales.

Si la curva simulada cae dentro de los
errores de los puntos experimentales

/ '

OK. El modelo funciona.

Si la curva no describe la
tendencia de los datos.

Figura 5.5: Digrama de flujo del modelo para simular las dispersiones de relajacion de 'H.

Los pre-factores estan 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 A. Esta dis-
tancia efectiva puede diferir para cada mecanismo contribuyente dependiendo de la
naturaleza del proceso de relajacion y de la ubicacion 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 informaciéon estructural, sino més bien
concentrarse en establecer el nimero 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 metodologia. La aplicacion del método para extraer informacion
fisica para suspensiones de liposomas, s6lo seré posible después de que el modelo sea
probado en diferentes circunstancias, tal como se vera en las siguientes secciones.

La figura 5.6 muestra el resultado de este modelo descripto en el capitulo 3 por
la ecuacion (3.15) para la interpretacion de la dispersion de relajacion de 'H de una
suspension de liposomas de DMPC de Ry = 54nm a T = 310K. Los parametros del
modelo correspondientes a la curva de dispersion de la relajacién 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 paramtero. El
intervalo de error corresponde al maximo corrimiento de la curva simulada dentro
del error experimental (aproximadamente el tamano de los puntos datos). Es muy
importante tener en cuenta que no es posible producir un acuerdo razonable con
la dispersion de relajacion experimental que se muestra, sin incluir la contribucién
Lorentziana a baja frecuencia correspondiente al proceso de difusion.

‘ Parametro ‘ Valor del modelo ‘ Rango ‘ Referencias ‘

nDyOlkg/s.m] 0,82 x 1073 (0,8 —1,3) x 1073 |66, 118]

o 0 0—25 [19, 66, 110]

a[nm] 1 1-1,2 [48, 86, 119]
K[J] (3,14 0,6) x 10720 | 4 x 10721 — 42 x 1071 |66, 120]
Aor|s™?] (8,0 +1,8) x 10° 1,6 x 10" — 6,4 x 10% |73, 121]
Apls™?] (2,0 +0,6) x 10? 1,6 x 10" — 6,4 x 1010 [73, 121]

D[m?s™1] (0,8+0,2) x 1071 1072 — 10719 |48, 49, 51]

Apn[s™ (7,5 +1,3) - -

Tabla 5.1: Parametros correspondientes a la simulacion de la dispersion de la relajacion
para liposomas de DMPC de Ry = 54nm a T = 310K representada en la figura 5.6 y las
correspondientes referencias.

Es claro de la figura 5.6 que el modelo simple subestima R; en el rango bajo de
los M H z, especialmente entre 600k H z v 3M H z. Esto sugiere que se debe considerar
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Figura 5.6: Dispersion de la relajacion experimental para una suspension de liposomas de
DMPC, con radio medio Ry = 54nm a T = 310K (puntos experimentales en negro). La
curva de dispersion simulada se muestra en rojo. Las contribuciones de cada uno de los
movimientos se incluyen: fluctuaciones de orden (verde), difusion (celeste), y movimientos
rapidos (azul). Ver parametros en la tabla 5.1. Puede observarse que alrededor de 1M Hz
el modelo subestima R;, sugiriendo que un mecanismo que contribuye, relevante dentro de
este rango, estd ausente en nuestra interpretacion.

un proceso dindmico adicional, efectivo dentro de ese rango de frecuencias. En otras
palabras, se requiere una interaccién mas en el modelo sisteméatico, descriptos arriba
en los pasos 1 a 4. Asumiendo una contribucion Lorentziana para este nuevo proceso, el
tiempo de correlacién asociado deberia ser del orden de 1076 a 10~%s. Una suposiciéon
de este modelo simple es que todos los movimientos excepto las fluctuaciones de
orden y la difusiéon son demasiado rapidos para contribuir a la dispersion en el rango
de frecuencias accesibles. Este enfoque se adoptd para chequear la aplicabilidad de
la funcion densidad espectral mas simple posible y evitar una sobreinterpretacion de
los datos. Ahora es evidente que los datos requieren una contribucion a la densidad
espectral total de un proceso dindmico que opere a la escala de tiempos mencionada.

Tiempos de correlacion, 7. en el rango de 10~7 a 107%s 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 linea de 'H y 2H [96]. Més recientemente, simu-
laciones de dinamica molecular y relaxometria a alta frecuencia de 2H y 3C fueron
usadas para determinar la difusion rotacional del lipido entero, sugiriendo valores de
7. en el rango de 1077 a 107® [122]. Asi, habiendo precedentes para contribuciones a
la relajacion en este rango de frecuencias, es posible incorporar un término adicional
Lorentziano a la densidad espectral total. Ya que los movimientos rapidos son el prin-
cipal mecanismo a frecuencias mayores que 600k H z, los argumentos de independencia
estadistica y separacion de escalas de tiempo pueden nuevamente ser evocadas. La
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ecuacion (3.15) se convierte en

1
Ry = T = AorJor(w) + ApJp(w) + ArJr(w) + Arum (5.1)
1

donde Ap es el factor de amplitud rotacional y la densidad espectral Jr(w) tiene
la misma forma que la ecuacion (3.8), pero con 7p reemplazado por el tiempo de
correlacion rotacional 7g.
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Figura 5.7: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con Ry = 54nm, a T = 310K. La curva de dispersiéon simulada que incluye la
correccion se muestra en rojo. Una nueva contribucion Lorentziana asociada con difusion
rotacional de moléculas lipidicas es incluida (rosa), con 7 = 1,8x 10 8sy Ar = 0,6 x 108572,
Las otras contribuciones son las mismas que en la figura 5.6, con los mismos parametros que
en la simulacién previa, dados en la tabla 5.1, con excepcién de la contribucién independiente
de la fecuencia que ahora es Apyr = 5,55 L.

La adicion de esta contribucion de densidad espectral Lorentziana (con un tiempo
de correlacion 7 = (1,8+1,7) x 1078s y amplitud Az = (0,6+0,1) x 103s72) mejora la
dispersion simulada (ver figura 5.7). Entonces la simulacion reproduce la curva exper-
imental Ry, dentro del error, sin ningin cambio en ninguno de los otros parametros,
excepto en un pequeno ajuste en el término independiente de la frecuencia, el cual
se reduce a Apy = (5,5 +1,3)s™ . Este resultado sugiere que una contribucion de un
movimiento sobre la escala de tiempo esperada para rotaciéon molecular es verdader-
amente eficiente alrededor de 1M Hz y no puede ser despreciada.

El mismo modelo sistematico fue aplicado para simular la dispersion de la rela-
jacion de liposomas de DOPC de Ry = 50nm a T = 298 K. Nuevamente la inclusion
de un término de difusién rotacional de las moléculas se requiere para obtener un
acuerdo satisfactorio con los datos experimentales (ver figura 5.8). Los parametros
correspondientes estan dados en la tabla 5.2.
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’ Parametro \ Valor del modelo \ Rango \ Referencias ‘
nD2O[kg/s.m] 1,1 x 1073 (0,8 —1,3) x 1073 |66, 118]
o 0 0—25 [19, 66, 110]
a[nm] 1 1-1,2 [48, 86, 119]
Kk[J] (4940,9) x 10720 | 4 x 10721 — 4,2 x 10719 | [120, 123, 124]
Aor[s™ (0,84 0,3) x 10? 1,6 x 10" — 6,4 x 10'° |73, 121]
Apls™?] (1,54 0,3) x 10? 1,6 x 107 — 6,4 x 10%° |73, 121]
D[m?*s™!] (0,3+£0,2) x 1071 10712 — 10719 [53, 57, 59, 60|
Agls™?] (1,6 +£0,4) x 10° 1,6 x 10" — 6,4 x 101° |73, 121]
Tr|S] (1,14+0,3) x 1078 10710 — 1077 8, 96, 122]
AF]\/[[Sil] (4,5 + 1) -

Tabla 5.2: Parametros correspondientes a las simulacion de la dispersion de la relajacion

para liposomas de DOPC de Ry = 50nm a T = 298K representada en la figura 5.8 y las
correspondientes referencias.
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Figura 5.8: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con Ry = 50nm, at T = 298K . La curva de dispersién simulada se muestra en rojo.

Los mecanismos que contribuyen son los mismos que se muestran en la figura 5.7. Todos los
parametros usados estan dados en la tabla 5.2.
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5.4.1. Discusion

El buen acuerdo entre las dispersiones de relajacion simuladas y experimentales
para ambos, DMPC y DOPC, es muy alentador. Es importante enfatizar que el pre-
sente andlisis, por el momento, no proporciona una mayor comprension de las diferen-
cias entre la dinamica de DMPC y DOPC; los valores publicados para los pardmetros
fisicos de estas membranas son suficientes para reproducir las dispersiones de rela-
jacion experimentales de ' H en liposomas.

Un examen de los valores numéricos que producen las simulaciones en las figuras
5.7y 5.8 revela una tendencia en los parametros de movimientos moleculares lipidicos
para DMPC y DOPC que resulta consistente con valores obtenidos de la literatura
a partir de experimentos independientes. Por ejemplo, la insaturacion presente en
DOPC se sabe que desorganiza el empaquetamiento de las cadenas, resultando asi
en el incremento del area media interfacial por lipido; 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 fosfolipidicas
[126] consistente con una reduccion en el tiempo de correlacion. Los valores de 7x de
1,8 x 107% v 1,1 x 107® usados en nuestras simulaciones para DMPC a T = 310K
y DOPC a 298K, respectivamente, son consistentes con esta tendencia. En el caso
de difusion, mediciones mediante RMN de gradiente de campo pulsado (PFG) del
coeficiente de difusion de lipidos en bicapas alineadas macroscopicamente también han
sido desarrolladas [60]. Valores de Dppg de ~ 12 x 107 ?m?s~! pueden ser deducidos
para DMPC a T = 310 (mediciones PFG a T" = 308 y T = 313), y un valor de
Dprg de 8 x 1072m?2s™! a T = 298K fueron reportados para DOPC. A pesar que
los valores para los coeficientes de difusién utilizados en nuestras simulaciones son
algo més bajos (8 x 1072 y 3 x 107 2m?s~!, para DMPC y DOPC, respectivamente),
ellos estan 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 tamano de las vesiculas, en la temperatura y en el contenido
de colesterol agregado.

5.5. Dependencia de las dispersiones de la relajacién
de 'H con el tamano de los liposomas.

Con el objetivo de hacer un analisis en funcién del tamano, se realizaron experi-
mentos en DPMC a T = 310K para Ry = 54nm (figura 5.7, ya analizada anterior-
mente) y Ry = 98nm (figura 5.9); y en DOPC a T' = 298 para Ry = 50nm (figura
5.8, ya analizada), Ry = 91nm (figura 5.10) y Ry = 120nm (figura 5.11). Las figu-
ras muestran la dispersion de la relajacion simulada utilizando los parametros de
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las tablas 5.3 y 5.4. Las contribuciones de las densidades espectrales también estan
incluidas en cada figura.
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Figura 5.9: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con Ry = 98nm, a T = 310K. La curva de dispersion simulada se muestra en
rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacién: fluctuaciones de orden
(verde), difusion (celeste), rotacion molecular (rosa) y movimientos rapidos (azul). Todos
los pardmetros usados estan dados en la tabla 5.3.

En la figura 5.12 se presentan las dispersiones de la relajacion, registrados a
298K para LUVs de DOPC de diferentes tamanos hidrodinamicos promedios. Es
claro que para esta temperatura casi no hay dependencia con el tamano de R; para
vy > 200k H z, pero hay una disminuciéon muy ligera para vy < 100k H z. Este efecto es
mas marcado para liposomas de 50nm. Estas observaciones indican que los movimien-
tos que determinan la relajacion de 'H a altas frecuencias no se ven afectados por
cambios en la curvatura de la membrana (sobre el rango de tamanos estudiados), pero
esto no es asi a bajas frecuencias. Un comportamiento muy similar se observé en las
dispersiones registradas a 310K para liposomas de DMPC sobre el mismo rango de
tamanos. Asi que para liposomas con Ry > 100nm, se puede decir que las mediciones
de dispersion son débilmente dependientes del tamano. Mediciones previas sugieren
que la presencia de campos locales impiden mediciones verdaderas de R; para fre-
cuencias inferiores a 11kHz para LUVs de DOPC y DMPC. A los fines de asegurar
la correcta interpretacion de los pardmetros de relajacion, se ha tomado el criterio
de limitar el rango de frecuencias a considerar a vy > 30kH z (aproximadamente tres
veces el campo local). Los datos de relajacion que se presentan en el resto de la tesis
se limitan al rango 30kHz < vy < 1TM Hz.
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Figura 5.10: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con Ry = 91nm, a T = 298K. La curva de dispersién simulada se muestra en
rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacién: fluctuaciones de orden
(verde), difusion (celeste), rotacion molecular (rosa) y movimientos rapidos (azul). Todos
los parametros usados estan dados en la tabla 5.4.
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Figura 5.11: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con Ry = 120nm, a T = 298K. La curva de dispersion simulada se muestra en
rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacion: fluctuaciones de orden
(verde), difusion (celeste), rotacion molecular (rosa) y movimientos rapidos (azul). Todos
los parametros usados estan dados en la tabla 5.4.
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’ Parametro \ \ ‘
Ry[nm)| 54 98
nDyOkg/s.m] 0,82 x 1073 0,82 x 1073
o 0 0
a[nm] 1 1
K[J] (3,14 0,6) x 1072 | (3,14+0,6) x 1072
Aor|s™? (8,04 1,8) x 10° (7T+3) x 10°
Apls™?] (2,04+0,6) x 10? (0,94 0,3) x 10°
5] (41£0,7) x 1077 | (4,0£1,1) x 10
D[m?s™1] (0,8+0,2) x 10711 | (3,7+1,4) x 1071
Agls™?] (0,6 +£0,1) x 10® (0,6 +0,2) x 10®
Tr[s] (1,84 1,7) x 1078 | (1,84+0,7) x 1078
Apn[s™! (5,5+1,3) (6,0+1)

Tabla 5.3: Parametros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajacion

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

’ Parametro \
Ry[nm] 50 91 120
nDyOlkg/s.m] 1,1 x 1073 1,1 x 1073 1,1 x 1073
o 0 0 0
a[nm] 1 1 1
K[J] (49+0,9) x 1072 | (5,44+0,8) x 10720 | (4,8 +0,5) x 107
Aor[s™?] (0,8 4+0,3) x 10? (1,04 0,3) x 10° | (0,854 0,25) x 10?
Apls™?] (1,54 0,3) x 10? (0,6 +0,2) x 10? (0,24 0,1) x 10°
Tp|s] (T+£1)x107° (T+£3)x107° (8+4) x107°
D[m?*s™!] (0,3+0,2) x 107 | (1,8 +1,5) x 1071 (3+2) x 1071
Agls™? (1,6 £0,4) x 10° (1,44 0,3) x 10® (1,54+0,3) x 10®
Tr|S] (1,1£0,3) x 107% | (1,1+£0,3) x 107® | (1,0+0,2) x 107°
AFM[S_I] (4,5 + 1) (4,5 + 1,5) (5 + 1)

Tabla 5.4: Parametros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajacion
registradas a T' = 298 K para liposomas de DOPC de diferentes tamaiios.

Ya se ha senialado que las principales diferencias en las dispersiones de relajacion
ocurren a baja frecuencia. El examen de las tablas 5.3 y 5.4 muestra que para ambos
lipidos, los parametros para los movimientos rapidos, Agr, Tr ¥ Arar, no cambian de
manera significativa (dentro de los errores) en todo el rango de tamanos. Por lo tanto,
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la discusion se centra en las contribuciones de la difusion y las fluctuaciones de orden
(figura 5.12).
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Figura 5.12: Dispersiones de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC a T = 298K para Ry = 50 (negro), Rgp = 91 (rojo) y Ro = 120nm (azul). Se incluyen
las correspondientes contribuciones de las densidades espectrales para fluctuaciones de orden
y difusion para cada uno de los tamanos.

Para liposomas de DOPC de diferentes tamanos, a 295K, se encontrd que; (i)
usando valores para k dentro del rango reportado resulté una buena consistencia de
la simulacion con los datos experimentales, y (ii) los datos no demandaron cambios
significativos en x dentro del rango de tamanos estudiados, lo que sugiere una débil
dependencia con el tamafio. Los valores de k estuvieron entre (4,8 —5,4) x 10729,
que es equivalente a 12 — 13K T Los valores de la literatura para bicapas de DOPC
incluyen reportes de 8,5y 7,6 x 10720, a 288 y 303K, respectivamente (T > T;, para
DOPC), obtenidos desde dispersion de rayos X en liposomas y en bicapas orientadas
[127]. También hubo un reporte reciente [128] de presurizacion por micropipetas de
vesiculas de bicapas gigantes, que di6 un valor de 8,5 x 10720J, a 291 K. La extrapo-
lacion de los datos desde los experimentos de presion osmotica mas viejos [129] sobre
liposomas de tamafio similar sugiere un valor de x de 3,3 x 10720, a 295K. Esto
confirma que los valores de k obtenidos a partir de nuestro modelo se encuentran en
el rango correcto, y que la débil dependencia con el tamano es fisicamente realista.

Para el resto de los parametros se encontré que usando valores tomados desde
estudios experimentales independientes nuevamente se produce una excelente consis-
tencia entre los datos y las simulaciones. Se encontré que los datos requieren que el
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tiempo de correlaciéon para el movimiento difusivo, 7p, sea débilmente dependiente
del tamano, lo cual es esperado ya que la difusiéon es esencialmente un proceso im-
pulsado térmicamente. El correspondiente coeficiente de difusion aumenta en forma
significativa con el tamano, debido a la curvatura mas reducida de las liposomas mas
grandes. Los valores para D de (0,3 — 3,0) x 107*'m?s™! son fisicamente razonables.
Coeficientes de difusion 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) x 107 1m?2s~1.

Después de haber discutido la consistencia del modelo, la figura 5.12 muestra que
se pueden identificar dos regimenes dinamicos diferentes. Para frecuencias superiores
a 150k H z, las fluctuaciones de orden son claramente dominantes sobre la difusion, y
en este rango de frecuencias, la contribuciéon de la primera es débilmente sensible a
los cambios de tamano. Esta observacion estd en pleno acuerdo con las predicciones
teoricas [19]. En el rango de frecuencias méas bajas, esta situacion solo es valida para
los tamanos més grandes, pero se produce un cruce entre Ry = 91 y 50nm. Para
Ry = 50nm la contribucion de las fluctuaciones de orden se reduce y aparece una
clara meseta. De nuevo, esto esti de acuerdo con las producciones del modelo teérico.
Fisicamente, el plateau indica un valor de corte para las fluctuaciones de forma en
cuanto las membranas se aproximan al limite elastico, presumiblemente debido al
aumento de curvatura mayor.

En cuanto a la contribucién de la difusion, las simulaciones muestran un aumento
en el factor de intensidad Ap con la disminucion de tamano. Este cambio, que es
esencial para reproducir el comportamiento experimental, es equivalente a una ligera
disminucion 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 difusion se reduce de 3,7 x 10711 a 0,8 x 1071m? /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 contribucion de la
difusiéon y la aparicién de un plateau en la contribucion de las fluctuaciones de orden
(entre Ry = 91 y 50nm), resulta en una significativa dependencia con el tamafo de
R, para liposomas mas pequenios,(ver figura 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 difusion y las fluctuaciones
de orden a las dispersiones se observan también en las simulaciones de liposomas
de DMPC. Para liposomas de Ry mayores a 100nm, estos efectos son débiles y las
dispersiones son esencialmente independientes del tamano.
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5.6. Dependencia de la relajacién de 'H con la tem-
peratura.

Para hacer un anélisis del comportamiento de los procesos dindmicos de relajacion
en funcién de la temperatura se realizaron mediciones en liposomas de DOPC de
Ry = 120nm a T = 291K (figura 5.13) y T" = 310K (figura 5.14). Las figuras
muestran la dispersion de la relajacion simulada utilizando los parametros de la tabla
5.5. Las contribuciones de las densidades espectrales también estan incluidas en cada
figura.
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Figura 5.13: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con Ry = 120nm, a T = 291K. La curva de dispersiéon simulada se muestra en
rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacion: fluctuaciones de orden
(verde), difusion (celeste), rotacion molecular (rosa) y movimientos rapidos (azul). Todos
los parametros usados estan dados en la tabla 5.5.

Dispersiones de la relajacion registradas para liposomas de DOPC de Ry = 120nm
a 291, 298 (figura 5.11) y 310K se muestran en la Figura 5.15. Cabe senalar que este
tamano estd dentro del rango en que las dispersiones son muy débilmente dependientes
del tamano. Dentro del rango de 100 a 30kHz la dependencia con la temperatura
gradualmente se debilita hasta no haber diferencia apreciable en R;.

Contrariamente a lo que se observa con la dependencia con el tamarno, el principal
efecto de la temperatura se encuentra a frecuencias altas. Una vez mas la coheren-
cia de las simulaciones con las dispersiones experimentales es muy buena. Todos los
parametros utilizados en las simulaciones se presentan en la Tabla 5.5. Las simula-
ciones muestran que las contribuciones de las fluctuaciones y la difusiéon son un poco
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Figura 5.14: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con Ry = 120nm, a T = 310K. La curva de dispersiéon simulada se muestra en
rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacion: fluctuaciones de orden

(verde), difusion (celeste), rotacion molecular (rosa) y movimientos rapidos (azul). Todos
los parametros usados estan dados en la tabla 5.5.
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Figura 5.15: Dispersiones de la relajacion experimental para suspensiones de LUVs de
DOPC de Ry = 120nm a T = 291 (azul), 298 (negro) y 310K (rojo).

menos importantes que la contribucién de los movimientos méas rapidos.
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‘ Pardmetro ‘ ‘ ‘
Temperatura|K| 291 298 310
1D20[kg/s.m] 1.3 %103 11x1073 082 x 103
o 0 0 0
a[nm] 1 1 1
k[J] (6+1)x107% | (4,8£0,5) x 1072 | (3,0£0,7) x 10~%
Aor[s7] (13£0,1) x 10° | (0,85 £ 0,25) x 10° | (0,45 £ 0,25) x 107
Apls 7] (01£0,5) x 10° | (0,2£0,1) x 10° | (0,2%0,2) x 10°
o[s] (0L£8) x 107 R4 x 107 6£5) x 107
Dm?s ] | (27 £13) x 101 | 30£1,9) x 101 | (3,8 £ 1,8) x 1011
Ar[s 7] (18 L£04) x 10° | (1,5£0,3) x 10° | (LAE0,4) x 10°
Tr[s] (1,2+0,3) x 107% | (1,04£0,2) x 107 | (0,74+0,2) x 107
Apa[s ] 6+2) GL1) (3.0=+1)

Tabla 5.5: Parametros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajacion
registradas para liposomas de DOPC de Ry = 120nm a diferentes temperaturas.

Para lograr una buena consistencia entre las simulaciones y los datos se encuentra
que es necesario que los tiempos de correlaciéon para los movimientos difusivos y
de rotacion disminuyan con la temperatura, tal cual como se espera para procesos
activados térmicamente. Un anélisis de Arrhenius (fig. 5.16) demuestra energias de
activacion muy bajas, < 1kJmol™!, en ambos casos. El decrecimiento en 7p esta
inversamente correlacionado con un aumento en el coeficiente de difusion, ecuacion
(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 parametro obtenido a partir de las simulaciones que se encuentra fuerte-
mente influenciado por la temperatura es k, el modulo elastico de flexion. Como se
mencion6 anteriormente, nuestro método arroja valores de k (a temperatura ambi-
ente) para DOPC, que estan en buen acuerdo con aquéllos obtenidos usando otras
técnicas. Nuestras simulaciones también sugieren un decrecimeinto del 50 % en x entre
temperaturas de 291 y 310K. Un reciente estudio de dispersion de rayos X, sobre LU-
Vs de DOPC y bicapas orientadas, [127] también demuestran que bicapas de DOPC
se hacen menos rigidas (k menor) con el incremento de la temperatura (desde 298
a 318K). Un consenso todavia no se ha establecido en todos los casos, por ejemplo
experimentos de eco de espin de neutrones [130] en LUVs de DMPC de Ry = 200nm
sugieren importantes aumentos en s con la temperatura entre 301 y 333K, también
en la fase L,. Sin embargo de estudios de videomicroscopia, 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: Analisis de Arrhenius para el proceso de difusion molecular.

5.7. Dependencia de la tasa de relajaciéon de 'H con
el contenido de colesterol.

Para hacer un analisis del comportamiento de los procesos dindmicos de relajacién
en funcion del contenido de colesterol se prepararon dos muestras de liposomas de
DOPC con diferentes contenidos de colesterol. Se realizaron mediciones de la disper-
sion de la relajacion de 'H a T = 298K en liposomas de Ry = 80nm y 10% de
colesterol (figura 5.16) y en LUVs de Ry = 68nm con 25 % de colesterol (figura 5.17).
Las figuras muestran la dispersion de la relajacion simulada utilizando los paramet-
ros de la tabla 5.6, incluyendo las correspondientes contribuciones de los diferentes
procesos dinamicos.

En la figura 5.19 se presentan las dispersiones de la relajacion, registrados a 298 K
para liposomoas de DOPC de Ry = 80nm con 10% de colesterol y liposomas de
DOPC de Ry = 68nm con 25 % de colesterol. Se observa que las curvas de dispersion
presentan una leve tendencia a ser similares a frecuencias altas. Los cambios presentes
en los mecanismos de relajacion 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 discuti6é en otra seccion,
cambios en la dindmica debido a cambios en el tamano de las liposomas pueden
reflejarse en cambios en la constante de difusion. Si existen cambios en la dindmica
mas rapida, tales cambios seran atribuidos a la presencia de diferentes concentraciones
de colesterol, ya que la dindmica rapida no depende del tamano de las liposomas.
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Figura 5.17: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con Ry = 80nm, a T = 298K con 10 % de colesterol agregado. La curva de dispersion
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacion:
fluctuaciones de orden (verde), difusion (celeste), rotacion molecular (rosa) y movimientos
rapidos (azul). Todos los parametros usados estan dados en la tabla 5.6.

] Pardmetro \
% colesterol 10 25
Ry[nm)| 80 68
nDyOlkg/s.m] 1,1 x 1073 1,1 x 1073
o
a[nm] 1 1
K[ J] (7T+£1)x 1072 (8+1)x 1072
Aor[s 7] 10£05) x10° | (20£05) x 10°
Apls 7 09£0,4) x10° | (6,7£0.8) x 10°
o [9] 6L1) x 107 (19£1) x 107
Dm?s 1] | (1,6=£0,3) x 107 | (0,18 £ 0,03) x 10~
Apls 7] (05L£0,1) x 10° | (0,9+£0,2) x 10°
5] (B3L£2) x10°° (3.0£0,7) x 10~ %
Apm[s~"] (7+1,3) (85+1)

Tabla 5.6: Parametros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajacion
registradas a T' = 298K para liposomas de DOPC con diferentes contenidos de colesterol.

De la tabla 5.6 se observa que los tiempos de correlaciéon rotacionales no son
sensibles a cambios en el contenido de colesterol. Los valores de las constantes de
difusion fueron determinados a partir de mediciones con gradiente de campo pulsado
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Figura 5.18: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con Ry = 68nm, a T = 298K con 25 % de colesterol agregado. La curva de dispersion
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacién:
fluctuaciones de orden (verde), difusion (celeste), rotacion molecular (rosa) y movimientos
rapidos (azul). Todos los pardmetros usados estan dados en la tabla 5.6.
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Figura 5.19: Dispersiones de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC a T = 298K para Ry = 80 con 10% de colesterol (negro) y para Ry = 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 5.7y 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 correlacion para la difusion 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 eléstica de flexion tienda a aumentar con el contenido de colesterol,

lo cual es razonable ya que el colesterol hace que las membranas lipidicas sean mas
rigidas [66, 67, 129, 131, 120].

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

] Parametro \
% colesterol 0 10
Ry[nm)] 91 80
nD2O[kg/s.m] 1,1 x 1073 1,1 x 1073
o 0
a[nm] 1 1
K[ J] (54+08) x 107 | (7T+1)x107%
Aor[s7] (1,15£0,3) x 109 | (1,0 £0,5) x 10°
Apls™?] (0,45 +0,2) x 10° | (0,9 +0,8) x 107
Tpls] (T+£3)x107° (6+1) x107°
D[m?*s™1] (1,8+1,5) x 107 | (1,6 £0,3) x 107!
Agls™? (1,44 0,3) x 10® (0,54+0,2) x 10®
TS| (1,1£0,3) x 1078 | (3+£0,7) x 107°
App[s™ (4,5 £1,5) (T£1)

Tabla 5.7: Parametros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajacion
registradas a T' = 298 K para liposomas de DOPC sin colesterol con Ry = 91nm y con 10 %
de colesterol con Ry = 80nm.

Las tablas 5.7 y 5.8 arrojan comportamientos de los pardmetros consistentes con
lo ya analizado. La constante eldstica de flexion aumenta con la incorporacion de
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‘ Parametro ‘ ‘
% colesterol 0 25
Ry[nm)| 50 68
nDyO[kg/s.m] 1,1 x 1073 1,1 x 1073
o 0
a[nm] 1 1
R[] GAX09)x100| B x10D
Aor[s 7] 08+03)x10° | (20%05) x 10°
Ap[sT] (15+03) x10° | (6,7 %£0,8) x 10°
o[s] (T£1) x 107 (19£1) x 107
Dim?s ] | (03£0,2) x 107 | (0,18 £0,03) x 10 1T
Anls ] 16£04) x10° | (0,0£0.2) x 10°
P (11£03)x10°5 | (BL£07)x10°
Apa[s 1] @5£1) R5E1)

Tabla 5.8: Parametros correspondientes a las simulaciones de las dispersiones de la relajacion
registradas a T' = 298 K para liposomas de DOPC sin colesterol con Ry = 50nm y con 25 %
de colesterol con Ry = 68nm.

colesterol. El tiempo de difusion 7p 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 difusién en ambos casos disminuye con el colesterol, lo que refleja el hecho de que
la presencia de las moléculas de colesterol restringe el desplazamiento de los lipidos.
Aqui el tiempo de correlacion 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 Apo
y Ag, s6lo en algunos casos presentan un ligero cambio, pero en general no presentan
cambio significativos. Ap no varia mucho para las muestras sin colesterol y la muestra
con 10% de colesterol, pero para liposomas con 25 % de colesterol Ap presenta un
abrupto aumento. Esto puede deberse a que a grandes concentraciones de colesterol, la
dindmica propia del colesterol empieza a jugar un papel importante para la relajacion
a frecuencias bajas. Entonces, debe haber otro proceso dinamico referente al colesterol
que para bajas concentraciones no esta presente, pero a concentraciones mayores se
empieza a notar.

5.8. Analisis de los pre-factores.

Hay dos componentes para la simulacién de la contribucién de cada proceso
dindmico, la dependencia con la frecuencia de la densidad espectral y el pre-factor de
amplitud. Mientras que el primero esti determinado por el proceso dindmico 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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i 9 4y < Ho )2
AY = 87“%—7 h ) (5.2)
En general se ha encontrado que la dependencia con el tamaifio de los pre-factores
es débil, como uno esperaria. La tnica excepcion es en el caso de la difusion, Ap
aumenta para liposomas mas pequenos, como ya se menciond. Del mismo modo, la
dependencia con la temperatura de los pre-factores es débil, tanto para la difusién
como para la rotacion molecular. Para los movimientos rapidos, Agjs 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 contribucion densidad espectral Lorentziana
en un régimen no-dispersivo). Por tltimo, los pre-factores para las fluctuaciones de
orden, App, disminuyen con el aumento de la temperatura, por encima de 291 K. El
decrecimiento resultd 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 separaciéon media entre nucleos con el aumento de la temperatura
de 15 y 20% en comparacién a 291K. Se encontr6 que la dependencia de los pre-
factores con el contenido de colesterol es débil para las fluctuaciones de orden y para
las rotaciones moleculares. Como ya se menciond, Ap aumenta con el colesterol. Apy,
aumenta, con el colesterol cuando pasamos de 0% a 10 %, pero se mantiene igual para
10% y 256%

En cuanto a la informacién dindmica proporcionada por las simulaciones, se ha es-
tablecido que el método puede ser utilizado para simular los datos de relajacion para
liposomas de tamano similar, de diferente composicion usando valores fisicamente
realistas de los parametros involucrados. El estudio realizado demuestra la robustez
de la técnica, con simulaciones de las dispersiones de relajaciéon para liposomas de
diferentes tamanos, 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, fluctuaciones de orden, difusiéon, rotaciones moleculares
y movimientos rapidos, y que los modelos fisicos correspondientes a las diferentes
densidades espectrales son adecuados para los sistemas estudiados.



Capitulo 6

Propiedades viscoelaticas de
membranas lipidicas.

En este capitulo se presenta una revision teorica de las propiedades eldsticas de
membranas lipidicas en vesiculas, las cuales estan determinadas por dos tipos de defor-
maciones eldsticas. Debido a que un parametro clave para determinar las propiedades
elasticas es la energia eldstica de flexion y su mddulo asociado Kk, se presenta un
listado de los métodos experimentales para la medicion de k.

6.1. Descripcion tedérica de las propiedaes elasticas
de vesiculas.

Las propiedades elasticas de vesiculas estan en general determinadas por tres
modos clasicos de deformacion: deformaciones de elongaciéon puras, deformaciones de
corte puras y deformaciones de flexion puras. La elasticidad de vesiculas en estado
fluido estd determinada escencialmente por la primera y la @ltima contribucion [132].

En la representacion energética de la ley de Hook, la energia elastica de corte por
unidad de area puede expresarse como

1 _
Gsh = §M(A2 — A2 —2), (6.1)

donde p es el moédulo elastico de corte (en unidades de erg/cm?) y A = L/Ly es la
razon de extension lateral la cual caracteriza la trasnformacion de un elemento de area
de forma cuadrada (de longitud Lg) en un rectangulo de longitud L (manteniendo
el area constante). A veces es de ayuda expresar la ley de Hook en términos de la
ecuacion de fuerza

74
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T1 — To = ,U()\ + /\_1), (62)

donde 71 y 7 son las tensiones (en mN/m) que se tienen que aplicar para elongar
y comprimir los tamanos del elemento de area para estabilizar la forma rectangular.

La densidad de energia asociada con la tension lateral isotropica (que actua en
cada uno de los cuatro lados del elemento de area) esta dada por

Gt = 5 K(0A/AY, (63

donde K es el modulo de compresibilidad del area 'y 6A/A es el cambio de area
relativo.

La situacion para la deformacion de flexién es méas compleja y depende de si se
trata de una bicapa con extremos libres o si se trata de una vesicula cerrada. En
el primer caso la deformacion de flexion es equivalente a la deformacion splay de
una bicapa esmeéctica. La principal contribuciéon viene de la inclinacion mutua de
moléculas lipidicas adyacentes, y el médulo elastico de flexiéon es igual a la constante
elastica de splay (K7;) multiplicada por el grosor de la bicapa (k = K;id). Para
expresar la deformacion de flexion en términos de los desplazamientos de la bicapa
(u) en la direccion normal, con la ecuacion de Helfrich se tiene que la energia elastica
por unidad de area es

1 Nu  S%u 2
gflex = 5/41 <@ + 5—312 — Co) s (64)

donde ¢, = 6*u/dz?, ¢, = §%u/dy* son los radios principales de curvatura y cq es
la curvatura espontanea.

El comportamiento de la vesicula debido a la flexion esté en general determinado
por las limitaciones de volumen fijo, V', area promedio fija ,(A) y diferencia de area
fija, AA, entre las monocapas interna y externa la cual esta dada por

AA%d/dM@+%f, (6.5)

donde la integral va sobre ambas monocapas.

La rigidez de flexion, ', es diferente a la que aparece en la ecuacion (6.4) y puede
ser expresada en términos de la compresibilidad de las dos monocapas [133]:
KiKo

d:faa:?s. (6.6)
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Como también la energia de splay puede ser expresada en términos de la variacion
de las compresibilidades laterales en la direccion de la normal a la membrana
[134, 135, 136], " y K se espera que sean similares. Ya que k" estd determinada por
limitaciones globales de area promedio fija (A) es llamada modulo de flexion global
para distinguirlo del médulo local k.

6.2. Meétodos experimentales de medicién de .

Las vesiculas lipidicas representan sistemas modelo simple para el estudio de
propiedades estructurales y dindmicas de las biomembranas. Un parametro crucial
para determinar las propiedades elasticas de una membrana cerrada es la energia
elastica de flexion y el modulo asociado k. Varios métodos han sido desarrollados
para este estudio.

Métodos microscopicos incluyen:

» Difraccion de neutrones [137].

Difraccion de rayos X [123, 138, 139, 140, 141, 142|.

Dispersion difusa de rayos X [94, 124, 127, 143|

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

RMN [86, 87, 144]

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

Métodos macroscopicos incluyen:
» Calorimetria de escaneo diferencial [138].
» Micropipetas [69, 145, 146].

» Videomicroscopia por contraste de fase de fluctuaciones de forma [66, 67, 68,
131, 147, 148, 149, 150, 151, 152].

» Microscopia de fuerza atomica [153, 154].
» Dinamometria 6ptica [155].

» Microscopia confocal diferencial [156, 157]
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Los métodos macroscopicos ofrecen mediciones mas 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.

Difracciéon de rayos X

Para aplicar esta técnica se utiliza radiaciéon X, definida por su banda de frecuen-
cias, que estd comprendida entre la de la radiacion ultravioleta y la de los rayos ~.
Este tipo de radiaciéon se produce cuando una particula de masa pequena pero alta-
mente energética incide sobre un material. La colision produce una perturbaciéon en
la materia y parte de la energia se transforma en radiacion X. Para generar radiaciéon
X se suelen utilizar electrones como particulas para producir el impacto con la mate-
ria, ya que son muy eficaces y, al mismo tiempo, resultan sencillos de controlar y de
generar. Por encima de una cierta tensién umbral, la radiaciéon emitida por un tubo
de rayos X presenta un espectro formado por radiaciones de distintas longitudes de
onda. De la informacién que nos proporciona la difraccion de los rayos X, se pueden
distinguir dos aspectos diferenciados y complementarios: por una parte, la geometria
de las direcciones de difraccion, que esté condicionada tinicamente por el tamano 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 estan intimamente relacionadas con la naturaleza de
los &tomos y con las posiciones que éstos ocupan en la red cristalina, de forma que su
medida constituye un procedimiento para obtener informaciéon tridimensional acerca
de la estructura interna del cristal.

Por lo general se utiliza difraccion de rayos X y tension osmética en la fase hexago-
nal inversa (H;;) para medir dimensiones estructurales, curvaturas espontaneas y mo-
dulos de flexion, 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 fosfolipidos. Este convierte multica-
pas a la fase hexagonal inversa, integrada por monocapas muy curvada. Graficando
parametros estructurales de la fase Hj;, con el cambio de contenido de agua en un
nuevo sistema de coordenadas definido, se muestra que la deformacion elastica de las
monocapas de lipidos se puede describir como de flexiéon en torno al plano central
de area constante. También se derivan los factores de conversiéon y se estiman las
curvatu-
ras espontanea y modulos de flexion para la superficie neutra que, a diferencia de
los parametros del plano central, son propiedades intrinsecas que se aplican a otras
deformaciones y geometrias.

Dispersion difusa de rayos X.
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Bicapas lipidicas han sido estudiadas como modelos de sistemas blandos bidimen-
sionales [158]. Pueden ser caracterizadas por su estructura estatica y su dindmica, y
fluctuaciones térmicas de equilibrio. Mediciones estructurales dan informacion de la
variacion de composicion quimica (usando neutrones) o densidad electronica (usando
rayos X) a lo largo del eje z normal al plano de la bicapa [125]. Estudios esctructurales
son dificultosos, atn para bicapas lipidicas puras, porque son sistemas de materia
condensada blanda y fluctuante. Como consecuencia, no presentan una estructura
cristalina claramente definida. La fase termodinamica bioldégicamente relevante es la
fase fluida L., la cual, cuando estd completamente hidratada, no tiene 6rdenes de
difraccién suficientemente altos para andlisis cristalograficos. La razon de la desapari-
cion de los ordenes altos de difracciéon en sistemas en fase L, bien hidratada viene de
la teoria de dispersion de cristales liquidos esmécticos [159, 160], y no se debe a un
cambio en la estructura de las membranas [161]. Sistemas multilamelares completa-
mente hidratados generan gran dispersion de difusion por rayos X corrompiendo las
intensidades de los picos de Bragg que son usados en analisis estructurales biofisicos
convencionales [94]. Sin embargo, usando un algoritmo eficiente para fitear las am-
plias regiones de los datos de difusion a la teoria cristalina liquido esméctica clésica,
se obtiene el modulo de flexion de las membranas [124].

Espectroscopia de eco de espin de neutrones

Espectroscopia de eco de espin de neutrones (NSE) es un método dinamico, ideal
para el estudio de fluctuaciones térmicas de biomembranas ya que sus tiempos de
correlacion (0,1ns a 100ns) y sus escalas de longitud (10 a 10) se superponen con
aquellos de las fluctuaciones de membrana celular. Mediante la técnica NSE se midio
la elasticidad para fosfolipidos saturados y monosaturados con el mismo nimero de
hydrocarbonos [130]. La funciéon de dispersion intermedia adquirida a través de NSE
fue analizada mediante el modelo de membranas 2D de Zilman-Granek modelo [162,
163]. Exploran el hecho de cémo la presencia del enlace doble y el grosor de la parte
hidrofébica afectan la elasticidad de flexion de bicapas lipidicas en la fase L,,.

Resonancia magnética nuclear

Mediciones de la relajacion transversal de espin nuclear empleando secuencias
de pulso tipo Carr-Purcell (CP) pueden proporcionar informacion detallada de la
dindmica de movimientos lentos en biomembranas [86, 87]. Se desarrollo un modelo
de relajacion para el analisis de tales experimentos desarrollados en vesiculas cuasi-
esféricas unilamelares. La base del modelo es la ecuacion estocéstica de Liouville en
la cual se consideran dos procesos de relajacion diferentes, fluctuciones de forma de
la vesicula y difusion traslacional de las moléculas. Se muestra que para vesiculas de
radio Ry > 200nm, las fluctuaciones de forma de la vesicula constituyen el proceso
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de relajacion transversal dominante. La teoria estda desarrollada para la relajacion
transversal de '*P dependiente de la frecuencia, (RS (w)). El analisis de perfiles de
dispersion Rggo(w) es un modo directo de determinar el médulo elastico de flexion y
otros parametros viscoelasticos de las vesiculas. Sin embrago, cabe destacar la lim-
itacion de este método para vesiculas de menor tamano, o en casos en los que la
difusién no puede ser despreciada.

Micropipetas

Métodos de micropipetas sensitivas se han usado para medir la relacién entre la
tension y el area de la superficie proyectada en membranas fluidas de vesiculas sobre
un rango de 4 6rdenes de magnitud en tension [69]. A tension baja, los datos confirman
lo predicho por la teoria de equilibrio: el area proyectada crecera logaritmicamente con
la tension en cuanto las fluctuaciones de forma estén més restringidas. La pendiente
de In(tension) vs. dilatacion de area da el modulo elastico de flexion. A causa de
que las membranas son de escaso espesor, son extremadamente flexibles. Por ello,
mediciones de la rigidez de flexiéon no son simples o directas. El método experimental
es simple: una vesicula gigante es primero levemente sacada de su forma esférica y
luego aspirada en una pequna pipeta de succion calibrada (figura 6.1). La longitud
de la proyeccion de la vesicula dentro de la pipeta provee una medida directa del area
proyectada de la vesicula.

Figura 6.1: Videomicrografia de presurizacion de una vesicula. Figura extraida de la refer-
encia [145].
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Videomicroscopia por contraste de fase de fluctuaciones de forma.

La técnica de videomicroscopia por contraste de fase de fluctuaciones de forma
permite estudiar las propiedades elasticas de vesiculas gigantes. El método establecido
es registrar una serie de imégenes microscopicas de una vesicula fluctuando en el tiem-
po, se analiza con Fourier las formas para obtener las amplitudes medias cuadraticas
de los desplazamientos de los modos normales como una funcién del nimero de onda,
y luego se correlaciona los resultados con lo predicho por la teoria de equiparticion
en equilibrio |66, 67, 68, 131].

Espectroscopia de microscopia de fuerza atémica.

Propiedades mecénicas de las membranas lipidicas tales como su rigidez de flexion
gobiernan la morfologia de liposomas y juegan un papel importante en procesos co-
mo fusion y adhesion de membranas. Mediciones de fuerza versus deformacion son el
modo mas directo para medir esto, pero los datos experimentales son escasos y princi-
palmente vienen de técnicas que se limitan a vesiculas gigantes. La espectroscopia de
microscopia de fuerza atomica [154] se presenta como un método que permite medi-
ciones de deformacion de vesiculas de tamano del orden de los submicrones. Se usa
esta técnica en DPPC para medir la rigidez de liposomas pequenos (R < 200nm) y se
demuestra que las constantes elasticas de la membrana y la rigidez de flexién pueden
derivarse usando una modelo analitico basado en la teoria de céscara.

Dinamometria 6ptica

En este tipo de técnicas las particulas son manipuladas por medio de un sistema de
captura Optica [164]. Los experimentos se realizan con gotas de latex de tamafo mi-
crométricas adheridas a las membranas de vesiculas gigantes [155]. En su movimiento
las esferas de latex sienten el estado de la membrana. Arriba de la temperatura de
transicion del DMPC, las particulas pueden moverse sobre la superficie de la vesicu-
la, espontaneamente (movimiento Browniano) o conducidas por una fuerza externa.
Mediante dinamometria 6ptica, se puede medir la resistencia elastica de la membrana
a la variacion de la distancia entre las particulas. Se propone una interpretacion rela-
cionando la respuesta elastica con el médulo de curvatura de la membrana.

Microscopia confocal diferencial

Se desarroll6 un método totalmente Optico para medir la rigidez de flexion de
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bicapas lipidicas en de todas sus fases. La rigidez de flexiéon se estudi6é presionando
las vesiculas noinvasivamente con fuerzas 6pticas y midiendo su deformacién directa-
mente con una técnica 6ptica de resolucion nanométrica. La resoluciéon nanométrica
se logro con la técnica confocal diferencial [156, 157]. Se trabajo con vesiculas de
DPPC de radio 10 — 20um. En esta técnica la membrana se ilumina con un rayo
laser de baja potencia con una fuerte orientacién. Cuando la membrana se coloca
ligeramente por encima o por por debajo del plano focal, el tamano y la divergencia
del rayo reflejado son muy sensibles al cambio de la distancia entre la membrana y
el plano focal. Al volver a centrar el rayo retroreflejado en filtro espacial pin-hole y
midiendo la potencia transmitida, la posicion de la membrana puede ser determinada
precisamente.



Capitulo 7

Medicion de la constante elastica de
flexi6n k.

Ya comprobado que al agregar colesterol a una muestra o al variar la temperatura
las propiedades eldsticas de las membranas lipidicas en liposomas cambian, se planteo
la idea de analizar la dependencia del tiempo de relajacion espin-red (1)) de protones
con la frecuencia de Larmor en un rango restringido de 200kHz a 2M Hz. Dicha
eleccion surge luego de observar que en tal intervalo las fluctuaciones de orden son el
proceso dindmico dominante. Ademds, tal proceso es el que contiene informacion de
las propiedades eldsticas. Se midid el tiempo de relajacion espin-red (1) de protones
para seis valores de frecuencia de Larmor diferentes, dentro del intervalo mencionado,
en liposomas de 100nm de diametro, compuestos de DMPC' con diferentes porcentajes
de colesterol y sin colesterol y a diferentes temperaturas.

Las fluctuaciones de orden son el proceso dindmico que contiene informacion de
las propiedades elasticas de las membranas que constituyen sistemas de vesiculas.
Aunque el efecto de las fluctuaciones de orden colectivas se extiende sobre un amplio
rango dindmico, la contribucién relativa de este mecanismo a la tasa de relajacion
total se espera que sea mas grande a frecuencias de los kHz donde los efectos de los
movimientos moleculares rapidos son despreciados. Esto se pudo observar analizando
las curvas de dispersion de la relajacion espin-red (77) de protones analizadas en el
capitulo anterior. En la figura 7.1 se muestra la curva de dispersion de la tasa de
relajacion para liposomas de DOPC con Ry = 120nm, a T = 298K donde se ve
claramente que en el rango de 200kHz a 2M Hz las fluctuaciones de orden son el
proceso dindmico dominante responsable de la relajacion.

Entonces, se lleg6 a la idea de que midiendo la curva de dispersion en este inter-
valo reducido, se puede obtener informacion de la elasticidad de la membrana. Para
validar que tal experimento es sensible a los cambios de la constante eldstica, se nece-
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Figura 7.1: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DOPC, con Ry = 120nm, a T' = 298K. La curva de dispersién simulada se muestra en rojo.
Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacion: fluctuaciones de orden (verde),
difusion (celeste), rotacion molecular (rosa) y movimientos réapidos (azul). Obtenida de la
figura 5.11

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

De la figura 7.1 se ve que en este rango de frecuencias las rotaciones moleculares
no presentan dispersion (tiempos de correlacion del orden de 1078s), por lo tanto,
en el analisis de los datos las rotaciones moleculares no estardn modeladas por una
funcién Lorentziana de la frecuencias, sino por medio de una constante. Entonces los
datos experimentales serdn con la siguiente funcion:

1
R1 = T = Aopjop(bd) + ADJD(W) + AFM, (71)

1
donde las densidades espectrales de las fluctuaciones de orden y de la difusiéon ya
fueron definidas, (3.6) y (3.8) respectivamente. Aqui las rotaciones moleculares estén

consideradas en Ap),.
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7.1. Sistemas DMPC/colesterol

Con el fin de lograr un estudio cuantitativo de las propiedades de las bicapas
lipidicas compuestas de fosfolipidos 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 (figura 7.2). En el diagrama se
muestran las separaciones de fase inducidas por el colesterol y la temperatura.
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Figura 7.2: Diagrama de fase DMPC/colesterol.

Es interesante notar que a temperaturas superiores a T,, (23,9°C'), este sistema
puede existir en fase liquido-cristalina desordenada (L4), a concentraciones bajas de
colesterol, y fase liquido-cristalina ordenada (L,), a concentraciones altas de colesterol.
También existe una region en el diagrama de fase en la cual ambas fases coexisten.

Como en esta tesis se hizo un estudio de la dindmica molecular de bicapas lipidicas
en fase liquido-cristalina desordenada, cuando se trabaja con muestras de DMPC con
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colesterol hay que tener la precaucion de estar siempre en esta fase. La preparacion
de las muestras es la misma que se detalld en el capitulo 5.

Todas las muestras utlizadas aqui fueron suspensiones de liposomas de Ry = 50nm.
Los porcentajes de colesterol usados para preparar las muestras fueron, 3%, 10% y
20 %. Aqui se presentan los célculos que determinan la cantidad (en gramos) de DMPC
y de colesterol requeridas para la preparacion de las diferentes muestras.

La masa total M = 0,0706¢gr esta dada por

M = Mp+ Mc = Npmp + Nemg, (72)

donde Np y N¢ son el ntimero de moléculas de DMPC y de colesterol respectiva-
mente, y mp = 1,1258-10"2 gr y m¢ = 6,4208-10722gr son los pesos de una molécula
de DMPC y de una de colesterol respectivamente.

Sea p = NCJX-CND el porcentaje de colesterol en la muestra. Entonces Np y N¢ estan

dados por las siguientes expresiones:

Np=M [mD +me (1%)1 - (7.3)

No = (ﬁ) Np. (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, Mp = 0,0694gr y Mc = 0,0012¢r.
» DMPC + 10% de colesterol: p = 0,1, Mp = 0,0664gr y Mc = 0,0042gr.
» DMPC + 20% de colesterol: p = 0,2, Mp = 0,06179¢gr y Mc = 0,00881gr.

7.2. Experimentos de dispersion de la tasa de rela-
jacion en funciéon de la frecuencia.

Dispersiones de la tasa de relajacion de 'H se midieron usando la técnica de
ciclado rapido de campo [11] con un relaxometro Spinmaster (Stelar, Mede, Italia)
para muestras de liposomas de 1mL de volumen. En todos los casos se us6 un campo
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magnético de polarizacion de 12M Hz, que fue encendido durante un periodo de 1s
para generar la magnetizacion en la muestra. El valor del campo de adquisicion fue
9,649M H z. Una velocidad de conmutacién de campo de 3M Hz.ms™! fue utilizada
en todos los casos, con un tiempo de conmutaciéon de 2ms para permitir que el campo
magnético se establezca en su valor de equilibrio. Una velocidad de digitalizacion de
1M H z se utiliz6 para la adquisiciéon, mientras que el tiempo muerto del espectrometro
fue de aproximadamente 30us. Para la FID se tomaron muestras de 64 puntos en el
intervalo de tiempo 30 — 94us, después del pulso de 90° el cual tuvo una duraciéon
de 6,2us. Todas las mediciones fueron realizadas en el laboratorio de Relaxometria y
Técnicas Especiales, FaAMAF.

Los valores de R; fueron determinados de las curvas de recuperaciéon de la mag-
netizacion por ajuste de cuadrados minimos. Los valores de R; no fueron sensibles
a la ventana temporal sobre la cual la FID fue muestreada. El proceso de relajacion
de espin para todas las muestras resulté ser monoexponencial, dentro del error, a
todas las frecuencias. La temperatura de la muestra fue medida directamente en el
volumen de la muestra dentro de 1K aproximadamente con un termoémetro digital
CHY 503. El tiempo para cada experimento estd limitado por la establilidad de las
suspensiones. Para obtener los datos de Ry, la magnetizacion 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 mediciéon total fue de 10 dias para cada curva
de dispersion, durante el cual las suspensiones no cambiaron. Para asegurarnos esto,
después de terminar con la curva de dispersion de cada muestra, algunos valores de T}
se midieron nuevamente, y también se midi6 el tamano de los liposomas. Los experi-
mentos se realizaron en resonancia a 6 valores de campo (B,) distintos: 0,20522M H z,
0,32718M Hz, 0,52123M Hz, 0,73881M Hz, 0,9334M Hz y 1,3215M H 2.

7.3. Resultados

Con el objetivo de hacer un andlisis en funcion 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 ecuacion (7.1). El procedi-
miento para obtener la curva simulada es el mismo que ya se mencion6 anteriormente.
Primero se diferencian cuales son parametros conocidos de la literatura y cuales son
parametros libres para ambos procesos. Las cantidades que se suponen conocidas son:
Ry, a, o0 y T. Los parametros desconocidos son las amplitudes de los procesos (Aor y
Ap), el tiempo de correlacion de difusion (7p) y la constante elastica de flexion (k).
Ya que la cantidad que se desea obtener desde la curva simulada es x (la cual esta
contenida en las fluctuaciones de orden) se quiere que el tinico parametro libre en tal
proceso sea k. En el capitulo 5 se hizo un anélisis similar para DMPC a T = 310K
con un radio de R = 54nm barriendo la frecuencia de Larmor desde 30kH z hasta
100M H z. Como las fluctuaciones de orden dominan en un rango de 200kHz a 2M Hz
(el cual esta contenido en el otro intervalo), entonces se considerd el valor de App
obtenido en ese analisis.

Finalmente, para simular la funciéon (7.1) se tienen como parametros a definir Ap,
Tp, Ary v k. De la literatura se define el rango de validez para los parametros Ap,
Tp ¥ k. Apy es la contribucion constante de los movimientos rapidos la cual puede
estimarse desde el grafico considerando que es valor de 1/T; cuando v se hace grande.
El valor Aor se fija a 7,5E8[m 2.

El proceso para obtener la curva 6ptima es el siguiente: se simula una primera
curva RJ con parametros (Ai), le), x7) elegidos al azar dentro del intervalo de validez
de cada parametro (el supraindice j enumera la cantidad de curvas simuladas hasta
llegar a la 6ptima). Se calcula un parametro estadistico que refleje cuan aproximada
es la curva a los datos experimentales. Se denomina a tal parametro A7, el cual se
define como

A L (Blw”) = R (7))
6
Se continua dando diferentes valores a los parametros libres con el fin de encon-
trar aquellos pardmetros que minimicen A ((A%*, 797, k), a los cuales llamaremos
6ptimos. A fines de ordenar el trabajo para encontrar el A™", los valores de los
parametros para las siguientes curvas no son elegidos al azar. Teniendo en cuenta
que los tres procesos dinamicos intervinientes son estadisticamente independientes, se
trata de optimizar los procesos en forma independiente y de manera tal que el primer
proceso a optimizar sea el que menos parametros libres tenga. En nuestro caso lo
que se hizo fue optimizar primero la constante de los movimientos rapidos. Luego se
continu6 con la constante elastica de las fluctuaciones de orden y finalmente con los
dos parametros de la difusion.

(7.5)

Una vez encontrada la curva que mejor simula los datos experimentales, se calcu-
lan los errores de los pardmetros. A modo de ejemplificar el criterio adoptado, veamos



CAPITULO 7. MEDICION DE LA CONSTANTE ELASTICA DE FLEXION k.88

el caso del célculo del error de k (Para todos los errores se procede de la misma man-
era). Se dejan todos los parametros fijos (con excepcion de k) en sus valores 6ptimos
(AR 7 A% ) v el unico que se varfa es . Se adopto el criterio de considerar
que una curva cae fuera del error, cuando ésta se aleja un 20 % de la curva optima.
Luego el valor maximo (o minimo) que x puede adoptar (k”) es tal que A(k”) sea
aproximadamente igual a [A™"™ + 0,2A™"].

En la siguiente tabla se presentan los paradmetros éptimos 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
n[Ns/m?]1073 1,1 1,1 0,82 0,82 0,82 0,82

Aor[s72]10® | 75+1,1| 75+£10 | 65+£07 |65+0,9]67+1,1][80%1,5
K[J]10~%0 29+04] 30£04 | 21+02 [80+0,8|40+06]35+0,5
Apl[s7?]10° | 21+£05 | 24406 | 1,0£05 |[0,1+0,1|204+0,4 55410
Tp[s]107° 40+0,7] 45+08 | 39+1,3 [45+25|38+06]40+0,5
D[m?/s]1071? | 74422 ] 62+20 |[634+535| 5+12 |6,6+21[61+15
Apn[s] 18+1 [138+1,2] 754+0,8 |48+05][75+09| 11+1
Figura 7.3 7.4 7.5 7.6 7.7 7.8

Tabla 7.1: Parametros correspondientes a las simulaciéon de la dispersion de la relajacion
para liposomas de DMPC de Ry = 50nm a diferentes temperaturas y con diferentes con-
tenidos de colesterol.

En las siguientes figuras se muestran los datos experimentales son su correspon-
diente curva R, 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. Andlisis de los resultados.

Antes de analizar estos resultados, recordemos las tendencias de los parametros
que arrojaron los estudios hechos en el capitulo 5 en cuanto a la variacion de colesterol
y de temperatura. Con respecto a la difusion se tiene que, el tiempo de correlacion 7p
aumenta con el colesterol y disminuye con la temperatura, la constante de difusion D
aumenta con la temperatura y disminuye con el colesterol, y la intensidad Ap aumenta
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Figura 7.3: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con Ry = 50nm, a T = 303K sin colesterol agregado. La curva de dispersién
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacion:
fluctuaciones de orden (verde), difusiéon (celeste) y movimientos rapidos (azul). Todos los
parametros usados estan dados en la tabla 7.1.
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Figura 7.4: Dispersion de la relajacién experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con Ry = 50nm, a T = 303K con 3% de colesterol agregado. La curva de dispersion
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacién:
fluctuaciones de orden (verde), difusion (celeste) y movimientos rapidos (azul). Todos los
parametros usados estan dados en la tabla 7.1.
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Figura 7.5: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con Ry = 50nm, a T = 328 K con 3% de colesterol agregado. La curva de dispersion
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacién:
fluctuaciones de orden (verde), difusion (celeste) y movimientos rapidos (azul). Todos los
parametros usados estan dados en la tabla 7.1.

con el colesterol. En cuanto a las fluctuaciones de orden se tiene que la constante
elastica de flexién x aumenta con el colesterol y disminuye con la temperatura y la
intensidad Apr no presenta variaciones significativas.

De los resultados obtenidos en este capitulo se puede observar que: con respecto a
la difusion la tnica tendencia reproducible es la de Ap aumentando con el colesterol.
Ni 7p ni D muestran ser sensibles ni a cambios en la temperatura ni en el contenido de
colesterol. En lo que respecta a las fluctuaciones de orden, se observa que k disminuye
cuando subimos la temperatura. También se vé que tiene una tendencia de aumentar
cuando se aumenta el contenido de colesterol en la muestra. Apr no presenta cambios.

Estos resultados reflejan que la técnica experimental ultilizada (en este pequeno
rango de frecuencias de Larmor) no solo es sensible a cambios de la elasticidad de la
muestra, sino que también, con un analisis teérico adecuado, permite la cuantificacion
de la constante elastica para liposomas. Entonces, se puede decir que, mediante re-
laxometria de ciclado rapido de campo se ha encontrado un método para medir la
constante de elasticidad de flexion en vesiculas 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: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con Ry = 50nm, a T = 318K con 10 % de colesterol agregado. La curva de dispersion
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacion:
fluctuaciones de orden (verde), difusion (celeste) y movimientos rapidos (azul). Todos los
parametros usados estdn dados en la tabla 7.1.
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Figura 7.7: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con Ry = 50nm, aT = 328K con 10 % de colesterol agregado. La curva de dispersion
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacion:
fluctuaciones de orden (verde), difusion (celeste) y movimientos rapidos (azul). Todos los
parametros usados estdn dados en la tabla 7.1.
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Figura 7.8: Dispersion de la relajacion experimental para suspensiones de liposomas de
DMPC, con Ry = 50nm, a T = 328K con 20 % de colesterol agregado. La curva de dispersion
simulada se muestra en rojo. Se incluyen los mecanismos que contribuyen a la relajacion:
fluctuaciones de orden (verde), difusion (celeste) y movimientos rapidos (azul). Todos los
parametros usados estan dados en la tabla 7.1.

] Parametro \ Capitulo 5 \ Este capitulo ‘
K aumenta con el colesterol | aumenta con el colesterol
K disminuye con 7T’ disminuye con T’
Aor no varia significativamente | no varia significativamente
Ap aumenta con el colesterol | aumenta con el colesterol
D aumenta con T’ no presenta cambios
D disminuye con el colesterol no presenta cambios
™ aumenta con el colesterol no presenta cambios
™D disminuye con T' no presenta cambios

Tabla 7.2: Comparacion de las tendencias de los parametros obtenidas de las simulaciones
del capitulo 5, donde el experimento se realizé en un amplio rango de frecuencias, y de este
capitulo, donde el experimento se realiz6 en un rango restringido de frecuencias.

resto de los procesos dinamicos.



Capitulo 8

Interaccion acustica-director en la
fase esméctica A.

Antes de comenzar con el estudio en liposomas, se planifico extender estudios pre-
vios de relazometria magnética nuclear bajo estimulacion acustica en cristales liquidos
nemdticos a sistemas lamelares, como son por ejemplo los cristales liquidos esmécti-
cos, las membranas biologicas, etc. La motivacion para estos estudios era comprender
los mecanismos de interaccion entre el campo acistico y la membranas. Se realizo
un estudio tedrico de como afecta el ultrasonido a la relajacion espin-red en cristales
liquidos esmécticos A. En este capitulo se presentan detalles de tal estudio. Se muestra
que la interaccion entre el campo acustico y el director esméctico puede optimizarse
st el campo acistico externo copia un automodo del sistema.

El estudio de la relajacion magnética nuclear, simultdneamente con estimulacion
aclstica, provee una nueva herramienta para la investigacion de la dindmica colectiva
en sistemas mesomorficos, particularmente en estructuras de organizacion molecu-
lar como las que ocurren en fases esmécticas [165]. El sonido puede modificar la
orientacién de las moléculas en un cristal liquido [166]. El estudio de esta interac-
cion combinada a la técnica de relajacion por RMN permite estudiar caracteristicas
dindmicas que toman lugar a nivel microscopico, como asi 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 relajacion normal. Uno de los aspectos fundamentales a comprender
es como interactia el campo actustico con la orientacion de las moléculas en la fase
esméctica. Con respecto a la energia de interaccion, ya se ha propuesto un modelo
para la fase nematica. La consistencia de este modelo fue verificada a través de ex-
perimentos de RMN y de experimentos opticos [167, 168]. Una extension de estos
resultados a la fase esméctica A mostro ser consistente, sin embargo esta extension
no incluy6 las caracteristicas esenciales de un esméctico [169, 170]. En el transcurso
de esta tesis se logrd describir la interaccion entre el sonido y el director teniendo en
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cuenta las caracteristicas de la naturaleza esméctica [171].

Las variables relevantes en una fase esméctica A son el director 77 y el desplaza-
miento de las capas u. Estas dos variables interactiian con el campo externo aplicado
y una con otra. Haciendo un analisis similar al ya hecho para nematicos [168], la teoria
elastica del continuo establece que 7 y u aparecen como una expansiéon polinomial
que contiene los términos de orden menor, debido a las condiciones de simetria. La
energia de interacciéon para la fase esméctica puede escribirse como:

fs = Cninj (0,05u) + Emin; (O;u) (O;u) (8.1)

donde fy es la energia de interaccion entre los campos actusticos y el director en la
fase esméctica A, y &, (s son las susceptibilidades actisticas esmécticas correspondi-
entes.

Cuando el sistema esta sujeto a un campo actstico caracterizado por un vector
de onda £ y una frecuencia w, se produce un efecto oscilante sobre el desplazamiento
de las capas:

w(7 t) = ugsin(k - 7 — wt). (8.2)

Introduciendo esta cantidad en la energia de interacciéon y promediando sobre
oscilaciones rapidas, se tiene que

(F) = %fsug(ﬁ Ry = %cﬂ(ﬁ R, (8.3)

Se encuentra que a? estd proporcionalmente relacionado con el cuadrado de la
amplitud del movimiento de las capas. Entonces, ahora lo interesante es ver si esta
cantidad depende de algin parametro que se pueda manipular externamente, a fines
de poder variar a?. Es de interés poder variar externamente a2, ya que en trabajos
previos [169, 170] se observaron cambios en T al variar a?. Para esmécticos A, se
tiene que una onda de ultrasonido afecta la relajacion espin-red de la siguiente forma
[170]:

-1
T, = mKPY + j(wm] (8.4)

1
/8 {
v D
donde K7; es la constante elastica de deformacion (splay), D es la constante de
difusion, n; una viscosidad, 3 una constante y

D/ — do (8.5)

/ a? a? w
(00— + ) o2 - 4 flar - B 2
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1 1
KnK3f®\/]D = ) \/ 14 (2)2 - 17

Ws2

j(wr) (8.6)

Ky v K33 son constantes eldsticas de torsion y flexion, B es el moédulo de com-
presion y wg v wse son funciones de D, de a y de las viscosidades.

La densidad de energia libre elastica 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 fluido dentro de las capas, es

1 ou Pu  O*u
fo= 3 B(&)Q-FK(@‘Fa—yQ)Q (8.7)
= %[B(Vzu)z + K(Ou)?, (8.8)

donde B y K son, respectivamente, las constantes de compresion de las capas y
elastica de ondulacion. La fuerza actuante sobre cada capa consiste de una fuerza
elastica, —df./du ,y de una viscosa, n3%Viu, siendo 73 la viscosidad de corte [172].
Este andlisis se planted con la idea de hacer una vista gruesa del problema, y no
intentar una descripcion tedrica detallada la cual, desafortunadamente, conduce a
complicaciones no deseadas. En aproximacion lineal, la ecuaciéon de movimiento tiene
la forma:

62u(r,t ~ 5 .
5(752 : = (BVZ — KA )u(7,t) + 773EV2LU<7’,?5). (8.9)

Representando la solucion de (8.9) como una onda plana, se obtienen las autofre-

cuencias del sistema:
Weig = —iDy F (/a2 — D2 = —iD, F wj (8.10)

2 B¢z +Kqt
donde D, = B y o2 = 22240

2 q p

Ahora se considera la soluciéon cuando un dispositivo externo deposita energia
actistica en el sistema. Se incluye un término adicional en la energia libre f, que
considera la presion dependiente del espacio y el tiempo p, (7, t) aplicada a las capas
esmécticas como una consecuencia del contacto con la fuente actustica externa:

fo== [ dru(r ). (8.11)
La ecuacion de movimiento tiene la forma:
&2u(r,t . 5 . .
—5(752 ) (BV? - KAt 0 + ns= VAU ) +pa(Ft). (8.12)
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La solucion de la ecuaciéon de movimiento incluird una contribucion del estado
transitorio que depende de las condiciones iniciales. Este término decae con el tiempo
y no es de interés aqui. Nosotros solamente estamos interesados en la solucion del
estado estacionario, independiente de las condiciones iniciales:

u(7,t) = Refug expi(k - 7 — wt)] (8.13)

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

_ P !
P \/(wg + D2 — w?)? + (2Dyw)?

u(7,t) expi(wt — k- 7+ 8) (8.14)

Entonces, se encontr6 aqui la amplitud de movimiento del plano como funcién
de pardmetros propios de los esmécticos y como funciéon de la frecuencia del sonido.
Entonces,

2
s 1
a2 §sD5

. 8.15
P B+ DI— P+ (2D (815)

El analisis de los resultados puede explicarse a partir de las figuras 8.1 y 8.2.
La primera muestra una simulaciéon de a? en funciéon de la frecuencia del sonido. Se
observa que la intensidad de la interaccién entre el sonido y el director puede ser
controlada variando la frecuencia actstica. Claramente se ve la presencia de una res-
onancia, donde la interacciéon entre el sonido y el director esméctico toma su maximo
valor. De ese grafico se han tomado tres puntos, a fin de visualizar el efecto de la
aplicacion del sonido sobre T; (figura 8.2). La funciones simuladas representan 7} sin
sonido aplicado, y 77 con tres valores diferentes de frecuencias actisticas aplicadas
(son las respectivas a la figura 8.1). T} se grafico como funcion 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 dispersion de T; en funcion de la frecuencia de Larmor.

La extension de este resultado a una membrana unilamelar es un tema pendiente,
pero su aplicaciéon a sistemas multilamelares es casi directa. Una razén para el estu-
dio de como interactia el campo acustico con un sistema unilamelar, se relaciona a
la posibilidad de modular la permeabilidad de la membrana o comprender posibles
mecanismos de sonoporacion reversible o ruptura. Sin embrago, un paso previo fun-
damental para lograr dicho entendimiento es el conocimiento cabal de la dindmica y
propiedades de orden molecular subyacentes. Como ya se dijo, al comenzar estos estu-
dios se verifico que dicha informacién no existia en forma consistente en la literatura.
Asi es que finalmente, esta tesis se centr6 principalmente en este aspecto.
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6 1 T T T

5 i
A 5000 Hz

4 4 e 5025 Hz

5033 Hz

a’x10°[N/m?

T v T v T T T T
5000 5020 5040 5060 5080

Acoustic Frequency [Hz]

Figura 8.1: Simulacién de a? como funcién de la frecuencia del campo actstico externo en
resonancia. Tres frecuencias diferentes se indican: lejos de resonancia, a la mitad del maximo
y en el méximo.

g
14 ¢
R
O, *
= > OFF
] A 5000 Hz
. v= | ¢+ 5025Hz
1 * 5033 Hz
0-1 T v v AL LB AL | v v LELEEL L LI | v v LENEL L L
10° 10* 10° 10°

Larmor Frequency [Hz]

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

Como se menciond anteriormente, originalmente se planifico extender estudios
previos de relazometria magnética nuclear bajo estimulacion acistica en cristales
liquidos nemdticos a sistemas lamelares, como son por ejemplo los cristales liqui-
dos esmécticos, las membranas biologicas, etc. En el capitulo 8 se describio el estudio
teorico del papel que juega el ultrasonido en la relajacion espin-red en cristales liqui-
dos esmécticos A. Luego, a los fines de evitar interaccion entre planos esmécticos, se
desvio la antencidon a liposomas de membranas bioldgicas. Para poder comprender la
naturaleza de las interacciones entre el campo acustico y las propiedades mesoscopi-
cas de un sistema, es imperativo conocer previamente los detalles de la dindmica
molecular subyacente. Se observd que la dindmica de los lipidos no estaba para na-
da caracterizada en forma consistente en la literatura. La mayoria de las técnicas
experimentales utilizadas solo permitian observar un determinado proceso y en una
escala de tiempos restringida. A partir de alli, el problema pasé a ser el estudio de
dicha dindmica, utilizando técnicas de relazometria que permiten barrer facilmente J
ordenes de magnitud en escalas de tiempo. Luego, estos estudios revelaron la poten-
cialidad de la técnica erperimental usada para la determinacion de las propiedades
elasticas de la membrana. En este capitulo se resume lo obtenido a partir del estudio
de la dindmica molecular en membranas lipidicas de liposomas.

Se ha desarrollado un método sistematico basado en evidencia para la inter-
pretacion de los movimientos en sistemas simples de membranas. Se encontr6é que
los datos de relajacion de 'H para liposomas pueden ser interpretados en términos
de fluctuaciones de orden (inducidas por las fluctuaciones de forma de la liposfera),
difusion traslacional sobre una superficie curva, difusion rotacional y dindmica molec-
ular rapida, los cuales son todos fisicamente consistentes con experimentos indepen-
dientes. Se encontrdé también que la inclusion de una correlacion cruzada entre los
diferentes modos dindmicos no se requiere para reproducir los datos experimentales,
los cuales soportan fuertemente la suposicion que éstas son contribuciones menores
a la densidad espectral total. El método propuesto minimiza el nimero de compo-
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nentes incluidos en la interpretaciéon permitiendo un analisis sencillo y contrastable
con resultados obtenidos mediante otras técnicas experimentales.

La consistencia del método fue demostrada en liposomas de diferente composicion,
con diferentes contenidos de colesterol, de diferentes tamanos y a diferentes temper-
aturas. El éxito de nuestra propuesta en reproducir las dispersiones de la relajacion
experimentales demostré que nuestro método es sensible principalmente a diferencias
en k' y D. La literatura sugiere que disolviendo otros lipidos o soluciones lipofilicas en
bicapas lipidicas alteran significantemente ambas propiedades [60, 129]. Por lo tanto,
la aplicacion de nuestra propuesta a sistemas de liposomas de composicién més com-
pleja, puede dar nuevas ideas en la influencia del tipo de lipido sobre las propiedades
y las funciones de la membrana.

Una consecuencia importante de este trabajo fue que nos permitié descubrir que
colectando datos en un rango muy restringido de frecuencias, se puede obtener (con
cierta precision) informacion importante de las propiedades elasticas de los liposomas
(tema de alto impacto para la industria farmacéutica). Esta observacion nos llevo
a realizar nuevos experimentos, ahora en un rango de frecuencias de 200 kHz a 2
MHz. Estos datos experimentales fueron analizados con una version simplificada del
modelo propuesto. Se obtuvo que hay ciertos parametros que no son muy sensibles
en esta escala de tiempos restringida, pero nuestro parametro de interés (la constante
elastica de flexion) si resulto sensible. Esto daria lugar a la idea de construir un equipo
simplificado, que trabaje en un rango de frecuencias restringido, y que junto con un
analisis simple permitiria medir la constante elastica de flexién en liposomas de radios
incluso menores a los 200 nm.

En resumen:

= Se analiz6 tedricamente el comportamiento de una fase esméctica termotropi-
ca en presencia de campo actstico, observiandose la posible existencia de una
resonancia hidrodinamica. La extension de este resultado a una vesicula mul-
tilamelar, y con ciertos cambios no explorados atin a sistemas unilamelares,
podria derivar en un mecanismo de control de permeabilidad o ruptura de la
membrana.

= Se caracteriz6 la dindmica molecular de lipidos simples en vesiculas unilame-
lares. Puede decirse que por primera vez se discutieron los procesos dinamicos
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 interpretacion de los resultados demostré ser ro-
busto y consistente para liposomas con diferentes formulaciones, tamanos, tem-
peratura y contenido de colesterol. El trabajo sienta las bases para el uso de
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la técnica de relaxometria magnética nuclear con ciclado rapido de campo en
liposomas.

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

= Este ultimo resultado sugiere la posibilidad de desarrollar un instrumento espe-
cial simplificado que opere solamente en dicho rango de frecuencias.
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