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Resumen

Este trabajo de investigacién consistié en caracterizar cada paso de la preparacion de liposomas
utilizando la técnica de relaxometria con ciclado rdpido de campo magnético. Para ello, se midieron petfiles
de dispersién de la tasa de relajacion espin-red Rq en cada una de las instancias relevantes de la preparacion,
verificando la efectividad de las mismas. Adicionalmente, se realizaron experimentos complementarios con
la técnica de dispersion dindmica de luz o DLS por sus siglas en inglés.

Abstract

This work consisted in characterizing each step of the liposome preparation using the fast field-cycling
NMR relaxometry technique. The dispersion profiles of the spin-lattice relaxation rate Ry were measured
for every relevant instance of the preparation in order to check their effectiveness. Additionally, experiments
using dynamic light scattering (DLS) technique were carried out.

1. Introduccion

siculas lipidicas, comunmente llamadas

liposomas, resultan de particular interés
en una creciente cantidad de problemas bio-
tecnolégicos. La importancia de esudiar este
tipo de sistemas es su utilidad para el transpor-
te controlado por diferentes vias, de fairmacos
hidrofilicos e hidrofébicos en su nticleo acuo-
so y bicapa lipidica respectivamente, asi como
también para contrastes, transfeccion, etc.

Las propiedades de la membrana de ve-

En trabajos previos [1], [2], [3], [4], [5] se
presenté un modelo para interpretar la dis-
persién de la tasa de relajacion espin-red de
protones, obtenida con la técnica de relaxo-
metria magnética nuclear con ciclado rapido
de campo magnético (o FFC por sus siglas en

inglés) [6], para liposomas unilamelares. Ade-
mas de proporcionar informacién general so-
bre la dindmica de los lipidos que conforman
la membrana de los liposomas, este modelo
nos permite inferir sobre las propiedades elds-
ticas de la misma. La técnica utilizada ofrece
dos potenciales ventajas escasamente explora-
das a la fecha: es factible extender los estudios
a sistemas de escalas de pocas decenas de na-
németros en forma no invasiva, y es posible
pensar en instrumentacién de costo razonable,
volumen y peso limitado, facilidad de insta-
lacién, asi como mantenimiento y uso. Por lo
que se ha demostrado que es de gran utilidad
estudiar estos sistemas con la técnica de FFC.

Especificamente el objetivo de este trabajo
fue la verificacién de la sensibilidad de la técni-
ca con ciclado rapido de campo a las distintas
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instancias de la preparacién de liposomas con
el fin de asegurar la efectividad de los diversos
procesos a los que el sistema es sometido.

2. Sistema dBstudio- Liposomas

Un lipido es una molécula orgdnica com-
puesta principalmente por carbono e hidré-
geno y en menor medida oxigeno. También
pueden contener fésforo, azufre y nitrégeno.

Como en aplicaciones biolégicas el solvente
utilizado es agua, se puede decir que los lipidos
anfifilicos son un tipo de lipidos que consisten
de una parte hidrofébica y una parte hidrofi-
lica. En general, la parte hidrofébica consiste
de cadenas hidrocarbonadas, mientras que la
parte hidrofilica esta compuesta por un gru-
po polar. Dentro de esta clase de lipidos se
encuentran los fosfolipidos, los cuales estin com-
puestos por una molécula de glicerol, a la que
se unen dos acidos grasos y un grupo fosfato.
Este tdltimo esta unido a otro grupo de atomos,
entre los que generalmente estd incluido un
nitrégeno, como es el caso del grupo colina, a
base del cual se forman las fosfatidilcolinas.

Los fosfolépidos poseen una funcién estruc-
tural ya que son un componente principal de
todas las membranas celulares debido a su ca-
pacidad de formar bicapas lipidicas F]. En este
trabajo se utiliz6 un fosfolipido particular lla-
mado fosfatidilcolina de soja (SPC) adquirido
de la empresa “Lipoid” con el nombre comer-
cial “PHOSPHOLIPON 90 G” y cuya especie
predominante es en un 94 %Cy, HsoNOgP con
cadenas doblemente insaturadas y, en un 4 %,
Lisofosfatidilcolina €25 Hs5NO7P). En la figu-
ra 1 se esquematiza la estructura de la especie
predominante:
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Figura 1: Estructura molecular de la fosfatidilcolina de
soja (SPC). En el extremo derecho se observan los grupos
polares, y en el extremo izquierdo se muestran las cadenas
apolares.

En solucidén acuosa, los lipidos anfifilicos al
principio se disuelven como monémeros pero,
al superar cierta concentracién, se unen espon-
tineamente para minimizar las interacciénes
hidrofébicas desfavorables y formar una va-
riada gama de estructuras, que dependen en
general de la concentracién y la temperatura.

Para determinadas concentraciones en un
medio acuoso, los fosfolipidos forman bicapas
que se curvan y se cierran espontineamente
en estructuras cuasi-esféricas llamadas liposo-
mas, los cuales encierran en su interior parte
del solvente que los rodea. Tales sistemas no
estan en equilibrio termodindmico pero pue-
den ser estables durante varios dias. El tamafio
de un liposoma puede ir desde unos 20nm has-
ta varios micrémetros de radio, y puede estar
compuesto de una (unilamelar) o varias mem-
branas concéntricas (multilamelar),cada una
de las cuales tiene aproximadamente 61m de
espesor. En la figura 2 se esquematiza un lipo-
soma.

Figura 2: Respresentacion esquemdtica de un liposoma.
Los circulos representan los grupos polares mientras que
las lineas onduladas hacen referencia a las cadenas hidro-
carbonadas.

3. Experimental

I. Preparacion de la muestra

Se prepararon liposomas de SPC (Fosfatidil-
colina de Soja) suspendidos en agua deuterada
(D70). Se procur6 que el diametro de los mis-
mos no supere los 100nm por la aplicabilidad
deseada.

Las suspensiones de liposomas fueron pre-
paradas en el Centro de Investigaciones en Qui-
mica Biolégica de Cérdoba (CIQUIBIC), de la
facultad de ciencias quimicas, UNC, en la ciu-
dad de Cérdoba.
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El motivo por el que el medio de suspen-
sion es agua deuterada (D,0O) y no agua (H,0)
es que se desea detectar la sefial de RMN prove-
niente unicamente de los nticleos de hidrégeno
de los lipidos. Por el contrario, si el medio de
suspension fuera agua, la sefial que se detecta-
ria seria en mayor medida proveniente de los
ntcleos de hidrégeno del H,O. Debido a la fal-
ta de resolucién espectroscépica de la técnica
de RMN a utilizar, no se podria discriminar la
sefial proveniente de cada tipo de hidrégeno.

Como la frecuencia de la perturbacién apli-
cada en los experimentos a realizar es propor-
cional a la constante giromagnética del hidré-
geno, no se generan transiciones entre los ni-
veles de energia pro_v_e)nientes de la interaccién

del campo externo By con los restantes elemen-
tos que componen la muestra ya sean deute-
rios, oxigenos, fésforos, carbonos, etc. Es decir
que lo que ocurre es que se “invisibilizan” los
ntucleos de todos los elementos que no sean
hidrégenos.

Pasos de la preparacion

1. PESAJE

Se utiliz6 una balanza digital “HR-120"
(A&D Weighing) con una apreciacién de
0,0001g. El pesaje se realiz6 colocando el
material dentro de un tubo cénico de vi-
drio de peso conocido. La masa total que
se utiliz6 en todos los eperimentos fue:
Mj;, = (61,19 £0,05)mg

2. DISOLUCION

Los lipidos se disolvieron en 2n!/ de clo-
roformo aproximadamente.

3. FORMACION DEL “FILM”

Se sec6 el solvente con una corriente de
nitrégeno gaseoso, mientras se maniobra-
ba el recipiente de tal forma de facilitar
la adhesién de los lipidos a las paredes

del mismo durante el secado del solvente,
formandose un film.

Film de lipidos

Figura 3: Respresentacion esquemdtica de la formacién
del film dentro del recipiente.

Una vez formado el film, se dejé el reci-
piente en vacio durante tres horas apro-
ximadamente para terminar de evaporar
el solvente.

Todo el procedimiento descripto hasta
ahora se realizé con el objetivo de favore-
cer la hidratacién cuando se agrega la so-
lucién acuosa ya que el lipido es bastante
insoluble en agua. Por lo que, si se agre-
gara directamente el bufer acuoso, el lipi-
do tenderia a excluirse del agua forman-
do grandes agregados dificiles de desar-
mar. Entonces, con este procedimiento se
logran formar capas monomoleculares en
las paredes del tubo cénico.

. HIDRATACION

La muestra se hidraté con (1,3 = 0,1)m!
de agua deuterada. Primero se agrega-
ron 0,8m! y se agité la solucién con un
“agitador vortex” para ayudar a la hidra-
taciéon. Luego se agregaron los 0,5m! de
D, O restantes y se volvié a agitar. Si al
finalizar este procedimiento se observaba
que todavia quedaban restos de film sin
disolver, se introducia la muestra en un
bafio térmico a 40 °C aproximadamente
por unos minutos y se volvia a agitar.

+D,0
R S
Agitacién
Suspensién
Film de lipidos. de liposomas

Figura 4: Respresentacion esquemdtica del proceso de
hidratacién.

5. TRATAMIENTO TERMICO

Una vez realizada la hidratacién se trans-
pas6 la muestra a un “eppendorf” y se
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lo sometié a cinco ciclos térmicos de frio-
calor que consisten en introducir la mues-
tra 5min en un bafio térmicoa 313 K e
inmediatamente después ponerla en un
recipiente con Nitrégeno liquido (77 K)
otros 5min. Este tratamiento favorece a
que el agua pesada interacttie mejor con
los grupos polares de los fosfolipidos. Lo
que se obtiene en esta instancia es una

suspension de liposomas multilamelares.

Como la distribucién de tamafios de estas
vesiculas no es uniforme se realiz6 el si-
guiente y dltimo paso de la preparacién.

6. EXTRUSION

Este proceso consiste en pasar las vesi-
culas por membranas de policarbonato
con poros de 1007 en este caso. De esta
forma se obliga a las vesiculas a adoptar
una forma esférica con didmetro prome-
dio definido por los poros de la mem-
brana, implicando esto también que las
vesiculas dejen de ser multilamelares. El
instrumento utilizado para realizar esta
tarea se denomina extrusor y consta basi-
camente de una estructura cilindrica de
tefléon dentro de un recinto metdlico que
sostiene firmemente las mebranas poro-
sas y, de cada lado de la estructura se
adosa una jeringa. Asi se hizo pasar diez
veces la muestra de una jeringa a la otra
atravesando la membrana porosa.

)~C

Figura 5: Respresentacion esquemdtica del proceso de
extrusion.

II. Determinacién del tamafio de los
liposomas

Para determinar los tamafios promedios de
las vesiculas que se formaron una vez termina-
da la preparacién, se utilizé un equipo de dis-
persién dinamica de luz laser (Zetasizer Nano-
Zs, Malvern Instruments, UK), utilizando un

dngulo de deteccion de 173’ y provisto de un
laser de He-Ne operando a una longitud de
onda de 633nm.

ITII. Medicién de un perfil de disper-
sion

Se define “tiempo de relajacién espin-red”
6 T7 al tiempo caracteristico asociado con la re-
cuperacion hacia la condicién de equilibrio de
la componente longitudinal (direccién paralela
al eje de cuantzacién impuesto por el campo
externo By) de la magnetizacién y esta deter-
minado por los mecanismos que involucran
una transferencia energética desde el sistema
de espines a la red.

La relaxometria con ciclado rapido de cam-
po 6 FFC NMR (por sus siglas en inglés) es
una técnica de Resonancia Magnética Nuclear
que permite obtener tiempos de relajacién de
un sistema de nticleos en funcién del campo
magnético externo aplicado [6]. Debido a que
la frecuencia de Larmorwy es proporcional a la
magnitud del campo magnético aplicado como
se indica en la siguiente ecuacién 1:

Wo = YBo, (1)

donde Y es la constante giromagnética de
cada elemento, suele expresarse el campo mag-
nético externo (By) en funcién de la frecuencia
de Larmor (de nticleos de Hidrégeno en este
caso) Wy.

Si se mide la dependencia del; con el valor
de campo, se obtiene la denominada “curva de
dispersion de la tasa de relajacién espin-red”,
la cual consiste en expresar la tasa de relaja-
cién R; = T; 7! en funcién de la frecuencia de
Larmor.

Las dos secuencias de campo ciclado que se
usan comunmente para la medicién deT; son:
la secuencia Pre - Polarizada (PP) y la secuencia
No - Polarizada (NP). El principio de funcio-
namiento y sus caracteristicas se describen a
continuacién.
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Secuencia PP

Esta secuencia se utiliza para medir Ty
a campos muy bajos (en general menores a
10MHz). En la figura 6 se muestra un esquema
de la misma.

Bp Bd

T [] Pu

Acg

|~
| L—
Sw

dp Sw T

Figura 6: Esquema de la secuencia pre-polarizada. Se
muestra grifica y cualitativamente los distintos valores
que toma el campo By. Se puede ver que el campo By se
esquematiza con mds de una “linea” debido a que su valor
varia durante el experimento. El pulso de radiofrecuencia
se denota con las letras Py, T es el periodo temporal en
que la magnetizacién se encuentra bajo la accion del campo
By, y el lapso de tiempo en que el campo By cambia de un
valor a otro se denota con las letras sw [8].

La muestra es polarizada en un campo mag-
nético By, tan alto como técnicamente sea po-
sible donde se forma una magnetizacién de
equilibrio proporcional al campo My(B)). El
proceso de relajacién tiene lugar en un campo
B; el cual es el que cambia su valor para po-
der medir el perfil de dispersién y, el intervalo
de tiempo que el sistema se encuentra someti-
do a este campo, depende de las propiedades
relaxométricas de la muestra. La magnetiza-
cién inicial en este campoB, se asume igual a
la magnetizacién en el campo de polarizacién
ya que se ignora la relajacién ocurrida duran-
te el intervalo de cambio “sw”, por lo que se
tiene M;(0) = My(By). Luego, la misma em-
pieza a relajar hacia la nueva magnetizacién
de equilibrio proporcionalal campo de rela-
jacion My(B;), y relajara (disminuira en este
caso) mas, mientras mayor sea el tiempo T que
se deje expuesta a este campo. Este tiempo T
es el que va cambiando en cada secuencia a
campo B, fijo para determinar un valor deT;.
En este intervalo de tiempo, el valor al que re-
laja la magnetizacién esta dado por una de las
soluciones de las ecuaciones de Bloch:

M.(7) = Mo(B,) + Mo(B,) —My(B,) ™71
@)

La sefial remanente después de este inter-
valo de relajacién es detectada en un campo
B;, de nuevo, tan alto como sea posible. Para
la deteccién de la sefial remanente, se aplica en
este caso un pulso der/ 2 de duracién de 6,50is
(también se pueden utilizar ecos de espin) para
observar la sefial nuclear (sefial de induccién
libre o FID por su siglas en inglés). Se adquirié
la integral bajo un sector muy pequeiio de la
FID cercano al punto maximo de la misma, de
modo de aprovechar el mayor valor de sefial y,
al mismo tiempo, no lidiar con posibles imper-
fecciones de los primeros puntos de la misma.
Finalmente toma lugar el proceso de repolari-
zacién de la muestra, antes de que comience el
ciclo nuevamente.

Secuencia NP

Cuando el valor del campo de relajacién
es préximo al valor de polarizacién, la evolu-
cién de la magnetizacién toma lugar entre un
valor inicial y final de campo muy cercanos,
lo cual incrementa el error de la medicién. En
estos casos es preferible utilizar la secuencia
NP ya que aumentar el valor del campo B,
no es una posibilidad debido a impedimentos
electrénicos.

Por lo tanto esta secuencia se utiliza para
medir T7 a valores de campo préximos al valor
de polarizacién, en este caso la magnetizaciéon
crece desde un valor inicial proximo a cero. La
misma se esquematiza en la figura 7.
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Figura 7: Esquema de la secuencia no-polarizada. Se
muestra grifica y cualitativamente los distintos valores
que toma el campo By. Se puede ver que el campo B, se
esquematiza con mds de una “linea” debido a que su valor
varia durante el experimento. El pulso de radiofrecuencia
se denota con las letras Py, T es el periodo temporal en
que la magnetizacién se encuentra bajo la accion del campo
By, y el lapso de tiempo en que el campo By cambia de un
valor a otro se denota con las letras sw.

En esta secuencia se inicia el ciclo sin nin-
gin campo de polarizacién By(0) = 0, por
lo tanto la curva de relajacién se construye a
partir de un valor de magnetizacién cercano
a cero M;(0) ~ 0. Luego se enciende el cam-
po de relajacién y la magnetizacién empieza
a crecer para llegar al valor de equilibrio con
este campo. La magnetizacién serd mas grande
mientras mayor sea el tiempo T que se deje
sometido el sistema a este campo. La evolucién
de la misma puede entonces describirse con la
siguiente ecuacién:

M(T) = Mp(B,)(1—e~"T1) 3)

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

Descripcién general y pardmetros utilizados

Los perfiles de dispersion de la tasa de
relajacién espin-red,fueron medidos usando
la técnica de relaxometria con ciclado rdpido
de campo, con un relaxémetro “Spinmaster
FC2000/C/D” (Stelar; Mede, Italia) y usando
un volumen de muestra de 1ru/. En todos los
casos se utiliz6 un campo magnético de polari-
zacién de 15MHz, y un campo de adquisicién
de 14,19MHz (expresados en frecuencia de Lar-
mor para nticleos de hidrégeno). Los petrfiles
se midieron dentro del rango de frecuencias
de 30KHz a 15MHz (valores del campo de re-
lajacién), rango en el cual se puede asegurar

que las mediciones no estin afectadas por la
presencia de campos locales [1]. La cantidad
de puntos que componen el perfil se fijé en 30
y, la medicién del mismo demoré entre Zis y
5hs segtin la temperatura de la medicién. Una
vez preparadas la suspensién de liposomas, el
periodo de tiempo en el que se la sometié a
todas las mediciones no fue nunca mayor a 10
dias. Luego de este lapso no se puede garanti-
zar el estado de estabilidad de la muestra. La
temperatura de la muestra fué controlada con
una variacién de 1K aproximadamente, usando
el control de temperatura del relaxémetro.

Medicién genérica de un punto del perfil

Como ya se mencioné, un perfil de disper-
sién de la tasa de relajacion es justamente un
grafico del valor de R; en funcién del campo
magnético B, en el cual tiene lugar la relajacién.
Por lo tanto, para la medicién de un punto de
esta curva lo que se hace es fijar un valor de
campo B, y se repite el ciclo ya descripto pero
variando el tiempo T en el que la muestra per-
manece en este campo. Este ciclo se realizé 16
veces por lo que se obtuvieron curvas con 16
puntos para la determinacién de un valor de
T.

Secuencia NP: Esta secuencia se utilizé pa-
ra la medicion de los valores deR; correspon-
dientes a campos magnéticosB, entre 10MHz
y 15MHz. En este caso mientras mayor sea el
tiempo T que la muestra se encuentra sometida
al campo de relajacién, mayor serd la magne-
tizacién adquirida y mas parecida al valor de
saturacién correspondiente a este valor de cam-
po B;. Por lo tanto se obtiene una curva de “re-
cuperacion de la magnetizacién”. Tipicamente
luce como en la figura 8.
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Figura 8: Esquema cualitativo de la forma funcional de
la magnetizacién en funcién del tiempo de residencia al
valor de campo B, utilizando una secuencia NP.

Secuencia PP: Esta secuencia se utilizé para
la medicién de los valores de R; correspon-
dientes a campos magnéticos entre 30KHz y
10MHz. A diferencia de la secuencia NP, mien-
tras mas larga sea la permanencia del sistema
en el campo de relajacién, mas va a decrecer la
magnetizacién respecto a su valor alcanzado
en el campo de polarizacién, pareciendose al
valor en equilibrio con el campo B,. En este
caso se obtienen graficos como el de la figura
9, que ilustran la pérdida de magnetizacién.

900

700

500

400

300
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Figura 9: Esquema cualitativo de la forma funcional de
la magnetizacién en funcién del tiempo de residencia al
valor de campo B, utilizando una secuencia PP.

El valor de cada T7 se obtuvo ajustando por
cuadrados minimos cada curva de crecimien-
to/disminucién de la magnetizacién segtin sea
el caso. Los procesos de relajacion resultaron
ser todos monoexponenciales y, las funciones
de ajustes utilizadas segtin la secuencia aplica-
da, fueron las dadas por las ecuaciones 2y 3
en el marco tedrico.

4. Resultados xnalisis de datos

Se realiz6 este estudio para verificar si cada
instancia de la preparacién de la muestra de

liposomas tenia el efecto deseado y si la técnica
utilizada podia detectarlo a través de mostrar
cambios en la dispersién de K.

En términos generales, lo que se midié6 fue
un perfil de dispersion de la tasa de relajacién
espin-red luego de cada proceso relevante en
la preparacién de liposomas, especificamen-
te luego de la hidratacién, luego de los ciclos
térmicos, y por tdltimo, una vez terminada la
extrusién (muestra final).

Todos los perfiles que se muestran en esta
seccién se comparan con un perfil de disper-
sién obtenido previamente correspondiente a
una muestra que posee la misma composicion
pero con el proceso de preparacién finalizado.
Los perfiles estudiados poseen 15 puntos en
vez de 30 (como la muestra de referencia) para
ahorrar tiempo de medicién, pero esto no es
relevante ya que las curvas obtenidas no van
a ser ajustadas sino que sélo se desea analizar
su comportamiento.

Post-Hidratacién

Una vez formado el film, se procedié a la hi-
dratacién de la muestra, siguiendo el protocolo
descripto en la seccién 1.1. Luego, se separé
una pequeiia parte de la muestra para realizar
un experimento de DLS y, lo restante se utilizé
para la medicién del perfil de dispersién.

El perfil de dispersién obtenido, se ilustra
en la figura 10.

e SPC a 305K preparacion
A SPC a 305K luego de la

ompleta
idratacién

ty

100 | E 4

EEEE

t
W ST
- 1 47T iﬂi;ifﬁ
10 F R EEEI E 4
AT

R[]

Figura 10: Dispersion experimental de la tasa de relaja-
cién espin-red para una suspension de liposomas de SPC

(*) y para una suspension de SPC luego de la hidratacién

(N).
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Se puede observar una gran diferencia en-
tre los dos perfiles ya que para vy, = 15MHz
los valores de R; de ambas muestras ilustra-
das son indistinguibles y es aproximadamente
Ry ~ 7571, pero para Vy = 30KHz la muestra
con la preparacién completa posee un valor de
R; mayor a 1005, mientras que el valor de
R; de la muestra que sélo esta hidratada, es
inferior a 36s~1. Por lo tanto se puede ver que
comparativamente, este dltimo perfil es mucho
menos dispersivo, es decir, la diferencia entre
R1 a15MHz y a 30kHz es menor en este tiltimo
caso.

Post-Ciclos térmicos

Una vez terminada la medicién anterior se
procedié a realizarle a la muestra el tratamiento
térmico. El perfil de dispersién obtenido luego
de este proceso, se ilustra en la figura 11.
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Figura 11: Dispersion experimental de la tasa de relaja-
cién espin-red para una suspension de liposomas de SPC
(*) y para una suspension de SPC luego de el tratamiento
térmico ( ).

Si se comparan las figuras 10 y 11 se puede
observar que el perfil no cambié considerable-
mente respecto al paso de preparacién anterior,
es decir, presenta caracteristicas mucho menos
dispersivas que el correspondiente perfil de la
muestra con preparacién completa.

Post-Extrusion

Por tdltimo, luego de los ciclos térmicos se
sometié la muestra al proceso de extrusion.

Este paso se realizé para verificar si se podia
reproducir un perfil tipico de liposomas de
SPC (muestra con preparacién completa). Am-
bos perfiles (suspensién de SPC luego de la
extrusién y liposomas de SPC) se ilustran en la
figura 12.
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Figura 12: Dispersion experimental de la tasa de relaja-
cién espin-red para una suspension de liposomas de SPC
(*) y para una suspension de SPC luego de la extrusion
().

Las curvas no son 100 % indistinguibles, pe-
ro como lo que se desea observar son las pro-
piedades dispersivas de la misma, se podria
decir que ambas curvas poseen las mismas
caracteristicas a tal fin. La discrepancia obser-
vada se puede deber tal vez a diferencias en la
temperatura del experimento no reportadas.

La medicién de este tltimo perfil demues-
tra la importancia de realizar todos y cada uno
de los pasos de preparacion descriptos en la
seccién I.1 en orden de obtener un perfil con
las caracteristicas del graficado en la figura 12
y similares a las obtenidas para liposomas en
trabajos previos [1] [2].

DLS

Para completar este analisis de la prepa-
racién, se someti6 a las muestras correspon-
dientes a las instancias previa y posterior a la
extrusién, a un estudio de dispersién dindmica
de luz para observar la influencia que posee
este proceso en la distribucién de tamaifos de
las vesiculas. Los resultados se muestran en
las figuras 13 y 14 donde se pueden observar
las distribuciones de didametros de las vesiculas
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segun la cantidad (“ntimero”) que poseen un
determinado didmetro, correspondientes a an-
tes y después de la extrusidn, respectivamente.

i L L
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Figura 13: Distribucion de didmetros de las vesiculas
segtin la cantidad que posee un determinado didmetro,
antes de la extrusién
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Figura 14: Distribucion de didmetros de las vesiculas
segtin la cantidad que posee un determinado didmetro,
luego de la extrusion, usando una membrana de tamafio
de poro de 100nm de didmetro.

En la figura 13 se puede observar que an-
tes de realizar la extrusion se tienen vesiculas
de tamafios de 8001, 9007m y 1000nm apro-
ximadamente, mientras que una vez realiza-
do este proceso (didmetro de poro del filtro
=10071m), lo que se obtiene son vesiculas de
didmetros mucho mas pequefios (~ 30 — 40nm
y ~ 80 — 90nm).

Este ultimo andlisis destaca la importancia
del proceso de extrusion para eliminar grandes
agregados.

5. Conclusiones

En cuanto a las propiedades intrinsecas de
la muestra, se logré caracterizar cada instancia
de la preparacién de liposomas. Esta carac-
terizacion serd de gran utilidad para futuros
experimentos que se realicen con este tipo de
sistemas utilizando la técnica de relaxometria
con ciclado rapido de campo magnético. Se
verific6 que cada instancia de la preparacion
de liposomas tiene el efecto deseado y que la
técnica utilizada puede detectar tales efectos a
través de mostrar cambios en la dispersion de
Rs.

Las diferencias observadas a bajas frecuen-
cias en el perfil de dispersién de la instancia
final de la muestra (post-extrusion) respecto a
los perfiles de dispersion de los pasos previos,
se deben a que en este rango de frecuencias los
procesos dindmicos que contribuyen mayorita-
riamente a la relajacién espin-red en membra-
nas de liposomas (fluctuaciones de orden y la
difusion translacional de los lipidos]l] [2]) no
son eficientes para el caso de vesiculas gigan-
tes multilamelares. La baja dispersividad en los
perfiles previos a la extrusion podria explicarse
con el hecho de que los procesos que intervie-
nen en la relajacién de este tipo de sistemas
(vesiculas gigantes multilamelares) son dema-
siado rapidos como para poder ser observados
dentro del rango de freciencias estudiado.
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