
Centro de Investigación y de Estudios Avanzados

del Instituto Politécnico Nacional
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ANESTÉSICOS, NEUROTRANSMISORES Y
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Índice de Tablas xiii

Lista de acrónimos xv

Resumen xvii

Abstract xix

1 Introducción 1
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5.9 Difusión de tetracáına a través de MLV de DPPC regulado por la acción de
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DPPC:DPPA, DPPC:DPPG y DPPC:DMPS bajo la influencia de Ca2+. . . 62

6.9 Efecto de TC y PB en los cambios de entalṕıa calorimétrica de membranas
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AC Ácido(s) carbox́ılico(s)

ACh Acetilcolina

AMP 2-Amino-2-metil-1-propanol

AMPD 2-Amino-2-metil-1,3-propanodiol

AT Anestésico(s)

Cp Capacidad caloŕıfica
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Resumen
En el presente trabajo se ha explorado en modelos de biomembranas cómo las interacciones

de tipo no espećıficas cambian las propiedades termodinámicas de bicapas liṕıdicas. Estas

interacciones también están presentes en la dinámica de la membrana plasmática, por

lo que se sugiere que tambien contribuyen en la dinámica de la fisioloǵıa celular. Para

explorar el comportamiento electrostático y las implicaciones en las propiedades mecánicas

y termodinámicas de sistemas que mimetizan a los sistemas biológicos, se construyeron

modelos de membranas que contienen ĺıpidos zwitteriónicos, ĺıpidos aniónicos y protéınas.

A partir de estos modelos de membranas artificiales se exploró su interacción con iones,

anestésicos y neurotransmisores bajo diferentes condiciones fisicoqúımicas. Durante el

desarrollo de este trabajo se hizo uso de técnicas como la calorimetŕıa diferencial de barrido, la

dispersión dinámica de luz, espectroscoṕıa uv-visible, microscoṕıa óptica, análisis de imágenes

y análisis qúımico. Encontramos que los cambios en las propiedades de las membranas

están ı́ntimamente relacionados con las interacciones electrostáticas intermoleculares, la

transferencia de protones y la transposición de cargas en moléculas polarmente inducidas.

Además, tales interacciones son conservadas y reflejadas en procesos complejos como en la

evaporación de gotas, lo que hace factible el uso de pequeñas gotas para explorar interacciones

intermoleculares y obtener información que permitan describir la dinámica del sistema. Los

resultados de esta tesis sugieren que es necesario replantear los mecanismos de acción de la

anestesia y la sinapsis qúımica tomando en cuenta las propiedades electrostáticas, mecánicas

y termodinámicas de sistemas biológicos.

xvii





Abstract

In this work, it has been explored how non-specific interactions, which are involved in all living

systems, could be playing an important role in the physiology of cell membranes, especially

in the dynamics of the plasma membrane. To explore the electrostatic implications of

membranes with ions, anesthetics, and neurotransmitters, and their impact on the mechanic

and thermodynamic properties, we made lipid and lipid-proteins models and characterized

their interactions with the above agents under several physical and chemical conditions. To

make this analysis, we used differential scanning calorimetry, dynamic light scattering, UV-

visible spectroscopy, optical microscopy, image analysis, and chemical analytic assays. We

found that the changes in the membrane properties are intrinsically related to intermolecular

electrostatic interactions, proton and ions transfer, and the charge transposition of polarizable

molecules. Also, these interactions are conserved macroscopically in other complex systems,

for example, in the evaporation process of droplets. This fact is interesting because if droplets

are sensible enough to reveal intermolecular interactions, a drop evaporation process could

be useful as a method to characterize several systems. Based on our results we propose

that a revision of the well-known mechanisms related to anesthesia and neurotransmission

is necessary taking into account how the non-specific interactions change the mechanic and

thermodynamic properties of membranes.

xix
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2 1. INTRODUCCIÓN

El estudio de los sistemas biológicos con herramientas de la f́ısica marcó sus inicios con

L. Galvani en 1780, cuando produjo contracciones con descargas eléctricas en miembros

posteriores de ranas a las cuales les hab́ıan retirado el cerebro [1]. Posteriormente, la bioloǵıa

ha ido adoptando poco a poco herramientas provenientes de diversas áreas como la f́ısica,

qúımica y medicina. Esta adopción ha estado influenciada en gran medida en la teoŕıa

cinética de los gases y las leyes de la termodinámica. Ya en el controversial libro -¿Qué es la

vida?- de Erwin Schrödinger, se puso especial interés en postular que los procesos biológicos

no son clásicos sistemas en equilibrio y adiabáticos, sino sistemas complejos que funcionan

fuera del equilibrio intercambiando materia y enerǵıa con el medio externo [2]. Con el auge

de la bioqúımica, la electrofisioloǵıa y la bioloǵıa molecular, muchos enigmas y procesos

celulares se han logrado descifrar. Enigmas como lo era el código genético, rutas metabólicas

energéticas, ciclo celular y v́ıas de señalización por mencionar algunas, han sido, de alguna

forma, ampliamente comprendidas. Sin embargo, el estudio de los eventos f́ısico-qúımicos

que se llevan a cabo en los sistemas vivos es tema abierto de investigación.

Si bien es cierto que las aportaciones de la f́ısica y la qúımica a la bioloǵıa ha sido de

gran importancia, el aspecto descriptivo de muchos procesos biológicos ha sido imprescindible

para entender la especificidad de las interacciones conductoras en la fisioloǵıa de la célula.

La explicación de muchos mecanismos biológicos descansan en modelos como el de “llave-

cerradura”, en donde la parte descriptiva enriquece cómo pueden ser interpretadas las leyes

de la f́ısica y la qúımica.

Para explicar eventos como las v́ıas de señalización que se proponen en bioloǵıa molecular

se hace uso de hipotéticos estados conformacionales de las protéınas. Esta inclinación hacia

lo descriptivo, se ha ido consolidando poco a poco desde los trabajos realizados por Hodking

y Huxley en la década de los 1950, acerca de la propagación del impulso nervioso y trabajos

como los de Singer y Nicholson en los 1970 sobre la membrana plasmática [3, 4]. Fue a

partir de estas obras cuando las protéınas fueron las entidades moleculares que ganaron

interés para ser mayormente estudiadas, debido a la diversidad de las funciones que cumplen

en múltiples procesos celulares. Hoy en d́ıa, las protéınas son las estructuras asociadas a

una gran diversidad de eventos biológicos. Sin embargo, la aplicación de herramientas de la
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f́ısica, qúımica, matemáticas y medicina puede ayudar a entender más a detalle estos procesos,

facilitando la posibilidad de predicción de diversos estados fisiológicos de los organismos vivos,

tomando en cuenta tanto a las interacciones espećıficas, como a las no espećıficas.

Para avanzar en la comprensión del funcionamiento de los organismos vivos, no sólo

es imprescindible saber los detalles moleculares de sus componentes (ĺıpidos, protéınas y

carbohidratos en un medio acuoso-iónico), sino también como éstos interaccionan. Se

sabe que las moléculas poseen diversas propiedades como la polaridad, que le confiere

caracteŕısticas hidrófobas-hidrófilas cuando se encuentran disueltas o formando parte de un

medio o sistema. Además, éstas poseen simetŕıas y asimetŕıas que dan lugar a determinada

forma de interaccionar con otros dominios con las mismas caracteŕısticas. Es importante

mencionar que, las biomoléculas poseen grupos funcionales que son capaces de formar estados

transitorios entre enlaces covalentes y no covalentes. Gracias a técnicas como la cristalograf́ıa

de rayos X, se conocen cientos de estructuras protéıcas. Pero, pese a toda esa información, no

es posible reconstruir la información energética de las mismas y viceversa. Es decir, a partir

de la información energética no es posible reconstruir la información estructural. Éstas son

las dos caras de la moneda que necesitan ser estudiadas para comprender con mayor detalle

las propiedades de los sistemas biológicos y por concerniente su expresión macroscópica, es

decir, la fisioloǵıa de los organismos.

La aplicación de herramientas con un enfoque fisicoqúımico en los procesos celulares y

la interacción de los organismos vivos con el medio externo es un área que recientemente

se ha retomado principalmente en el campo de la biof́ısica. Temas como el de la anestesia,

el impulso nervioso y la sinapsis han resurgido controversialmente. Más aún, se desconoce

todav́ıa la información de las variables termodinámicas asociadas a mecanismos como las v́ıas

de señalización, la actividad de los canales iónicos y las bombas iónicas.

En el contexto de las funciones celulares, las membranas juegan un papel muy importante,

en especial, la membrana plasmática. El conocimiento de cómo funciona la membrana

plasmática ha progresado en gran medida. En un inicio se pensó como un sistema falto

de estructuración y de distribución homogénea de sus componentes, mientras que a la fecha

se considera como un sistema complejamente organizado que contiene microdominios que
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están intŕınsecamente relacionados con diversos procesos de comunicación celular.

El conocimiento de los componentes qúımicos que dan lugar a la complejidad de

la membrana plasmática es uno de los aportes cient́ıficos muy valiosos, ya que ha

permitido explorar el comportamiento de sus componentes en modelos más simples para

estudiar interacciones entre ĺıpidos, protéınas, carbohidratos y otros compuestos de interés

farmacológico en un medio iónico. Las caracteŕısticas qúımicas de estos compuestos son

la base de las propiedades que las membranas biológicas poseen. Los ĺıpidos tienen una

propiedad indispensable para formar las membranas: su carácter anfipático o anfif́ılico. Esto

quiere decir que poseen un extremo formado por grupos funcionales hidrófobos que repelen

el agua y otra zona formada por grupos hidrófilos que son afines a ésta. Entre los ĺıpidos más

comunes que forman a la membrana plasmática se encuentran los fosfoĺıpidos, esfingoĺıpidos

y esteroles, los cuales se ejemplifican en la Fig. 1.1. En los fosfoĺıpidos, el glicerol es el centro

principal al cual se esterifican dos ácidos grasos (zona hidrófoba) y el grupo fosfato al cual

se enlaza un grupo hidrófilo como el grupo colina (zona hidrófila). Por otro lado, la columna

vertebral en los esfingoĺıpidos es la esfingosina al cual se enlazan un ácido graso y un grupo

fosfato, a éste último se une un grupo hidrófilo. En cambio, los esteroles como el colesterol

poseen un centro de anillos condensados (ciclopentadoperhidrofenantreno) al cual se puenen

unir grupos alcoholes, metilos y cadenas alifáticas.

Los ácidos grasos que conforman la región hidrófoba de los fosfoĺıpidos y esfingoĺıpidos

vaŕıan entre el ácido palmı́tico, laúrico, miŕıstico, miristioleico, palmitoleico, esteárico, oleico,

linoleico, araqúıdico, y araquidónico. La longitud de la cadena aćıdica vaŕıa entre los 12 y

20 carbonos. En algunos de estos casos poseen enlaces π dando lugar a insaturaciones como

el caso de ácido oleico. Esta caracteŕıstica es determinante de las propiedades macroscópicas

de las membranas. Por ejemplo, las membranas liṕıdicas tienen transiciones de fases

termotrópicas y a la temperatura que ocurre se le conoce como temperatura de transición de

fase (Tm), estas transiciones de fases dependen de la longitud de la cadena de los ĺıpidos que

componen a las membranas, de las insaturaciones presentes en los mismos y de la carga del

dominio hidrófilo. A mayor número de carbonos en la cadena, mayor es la temperatura a la

que ocurre la transición de fase, pero si existen dobles enlaces en la cadena hidrocarbonada,
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Figure 1.1: Ĺıpidos de membranas biológicas. (a) Estructura qúımica de un fosfoĺıpido, el cual está

formado por cuatro grupos caracteŕısticos: glicerol (rojo), ácidos grasos (en negro), grupo fosfato (azul)

y grupo colina (verde). (b) Estructura qúımica de un esfingoĺıpido formado por: esfingosina (rojo),

ácido graso (negro), fosfato (azul) y colina (verde). (c) Estructura qúımica de un esterol formado por:

ciclopentanoperhidrofenantreno (negro), un grupo alcohol (rojo), dos grupos metilo (verde) y una cadena

alifática (azul).

la Tm se desplaza drásticamente a temperaturas bajas. Los siguientes ĺıpidos ejemplifican

dos casos: el efecto de la longitud de la cadena aćılica y el efecto de los dobles enlaces. En el

primer caso, el 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC), que tiene una cadena de

14 carbonos (del ácido miŕıstico), presenta una Tm a 24.5◦C; mientras que el 1,2-dipalmitoil-

sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC), con una cadena de 16 carbonos, tiene una Tm a 42◦C.

En el segundo caso, el 1,2-diestearil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DSPC) es un fosfoĺıpido

de 18 carbonos sin dobles enlaces que tiene una Tm a 53◦C; mientras que el fosfoĺıpido

semejante al DSPC, también de 18 carbonos, derivado del ácido oleico: el 1,2-dioleil-sn-

glicero-3-fosfatidilcolina (DOPC) ; tiene un doble enlace entre el carbono 9 y 10 de la cadena

aćıdica oleica y es el responsable de que su Tm se encuentre a −20◦C [5].

Similarmente, los grupos funcionales que forman parte de la región hidrófila de los ĺıpidos

de membranas influyen en las propiedades microscópicas y macroscópicas de las membranas
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influenciado principalmente la electrostática y la Tm de estos sistemas. Entre estos grupos se

encuentran: colina, serina, etanoamina, otra unidad de glicerol, algunos polialcoholes ćıclicos

como el inositol, grupos fosfatos, en algunos casos d́ımeros de fosfosĺıpidos y carbohidratos.

Por otro lado, las protéınas son otros de los componentes más importantes de la membrana

plasmática, ellas se han especializado para dar lugar a diversos procesos. Las protéınas son

el resultado del ensamblaje de aminoácidos a diferentes niveles. La Figura 1.2 muestra estos

niveles de organización. Un aminoácido está compuesto por un carbono asimétrico, un grupo

carbox́ılico (-COOH), un grupo amino (−NH2) y un grupo alquilo alifático o aromático (R).

Las cargas y la simetŕıa de los grupos que componen a los aminoácidos son los responsables

de la dinámica de los ensamblajes protéıcos. Para formar una protéına, los aminoácidos se

enlazan mediante un enlace pept́ıdico y se concatenan, según el código genético, pudiendo

alcanzar la estructura cuaternaria (ver Fig. 1.2).

Ĺıpidos y protéınas son las moléculas encargadas de ensamblar la estructura básica que

limita el exterior con el interior de la células: la membrana plasmática. La Figura 1.3 muestra

que estas funciones pueden llevarse a cabo considerando dos tipos de interacciones, espećıficas

(Fig. 1.3 a) y no espećıficas (Fig. 1.3 b). Sin embargo, las funciones que se muestran en la

Fig. 1.3 c, están basadas principalmente en las interacciones espećıficas. Aśı, las funciones

de la membrana plasmática son:

• 1. Regulación del transporte de componentes. La membrana plasmática es una barrera

selectiva entre el interior de la célula y el medio extracelular, permitiendo la entrada a

moléculas esenciales como iones, glucosa, aminoácidos y algunos ĺıpidos; y bloquea el

paso de moléculas que pueden dañarla.

• 2. Desencadena v́ıas de señalización. Protéınas periféricas que se encuentran hacia

la matriz extracelular son las responsables de identificar moléculas espećıficas para

desencadenar v́ıas de señalización. Estas protéınas actúan como receptores que

identifican su ligando en la superficie de la membrana plasmática que al unirse dan lugar

a cambios conformacionales en dominios ubicados hacia el citosol que son responsables

de inducir respuestas espećıficas en la célula.
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Figure 1.2: Niveles de estructuración de aminoácidos. (a) Estructura qúımica de un aminoácido formado por:

un carbono quiral (negro), un grupo carbox́ılico (verde), un grupo amino (azul) y un grupo alquilo (negro).

Los aminóacidos se ensamblan a través de enlaces pept́ıdicos y pueden alcanzar 4 niveles de organización:

estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. Adaptada de www.rcsb.org/pdb-101.

• 3. Lleva a cabo procesos de comunicación intercelular. Las células adyacentes

frecuentemente se comunican mediante un mecanismo que involucra contacto entre



8 1. INTRODUCCIÓN

ellas, intercambiando moléculas pequeñas para coordinar procesos metabólicos.

• 4. Desarrolla procesos de catalisis enzimática. El transporte de moléculas a través de la

membrana plasmática que requieren de una transformación de la molécula en cuestión,

regularmente es llevada a cabo por v́ıas enzimáticas.

• 5. Está relacionada con el movimiento de macromoléculas que permiten la motilidad de

la célula. Para llevar a cabo tareas que involucren movimiento, la célula ha desarrollado

complejos arreglos que involucran el acoplamiento de redes de protéınas en ciertos

dominios liṕıdicos. Estos complejos son conocidos como motores moleculares y las

protéınas involucradas son llamadas protéınas motoras.

• 6. Brinda soporte y estructura a la célula. Las protéınas periféricas y transmembranales

de la membrana plasmática pueden unirse a una red de filamentos ubicados hacia el

citosol proporcionándole soporte y estructura [6].

Por algunas razones, quizá influenciados por la bioqúımica, dichos procesos fueron

estudiados bajo una perspectiva de las interacciones espećıficas, dejando un poco rezagado

el estudio de la contribución de las interacciones no espećıficas. Aśı se logró acuñar que

los procesos que la membrana plasmática desarrolla están ligados a interacciones espećıficas.

Sin embargo, una pregunta importante que debeŕıamos hacernos es de qué depende esta

especificidad, ¿Cuáles son las interacciones fundamentales que la rigen? Por un lado,

la especificidad básicamente depende del arreglo molecular, esto es, de la composición,

conectividad, configuración (recordemos que la vida es homoquiral) y la conformación.

Similarmente, la no especificidad también depende de la conformación.

En la configuración, la formación de los enlaces covalentes cobra más sentido; pero en la

conformación son las interacciones de tipo no covalente las que recobran importancia. Las

interacciones de tipo no covalente las podemos agrupar en tres: interacciones electrostáticas

iónicas, puente de hidrógeno y van der Waals. Éstas están presentes en una gran diversidad

de moléculas, por ejemplo en ĺıpidos, protéınas, anestésicos, neurotrasmisores, hormonas,

entre muchas otras.
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Figure 1.3: a) Interacciones espećıficas a nivel de la membrana plasmática. b) Estructuración de la membrana

debido a interacciones no espećıficas. c) Funciones de la membrana plasmática.

Una pregunta relevante a considerar es ¿qué tan espećıfica es una molécula? En

fisioloǵıa, esta caracteŕıstica se monitorea con base en la concentración, aśı que entre menos

concentración se requiera de una molécula para una acción fisiológica o farmacológica, se dice

que es más espećıfica. Por ejemplo la hidroxi-4-pregnen-3-ona es una hormona esteroidea que

produce la hembra del pez dorado para madurar los huevos, y posteriormente la excreta al

medio y lo utiliza como feromona para atraer al macho, el cual es capaz de identificarla en

el orden de femtogramos/ml.

Sin embargo algunos procesos relacionados con la especifidad en procesos celulares,

también están ligadas a cambios producidos por interacciones no espećıficas, por ejemplo

el fenómeno de la anestesia.

La anestesia es un fenómeno por el cual se puede inhibir de cierto modo la comunicación

celular. El término anestesia fue introducido por Oliver Wendell Holmes para definir la
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eliminación del dolor quirúrgico. La anestesia involucra la presencia gradual de efectos

como la inmovilidad, eliminación del dolor, amnesia, inconsciencia y muerte de un paciente.

Estos efectos son provocados por agentes anestésicos que afectan diferentes zonas del sistema

nervioso central de forma reversible, con excepción de la muerte. Cuando el efecto en el

organismo alcanza el estado de inconsciencia, se da una anestesia general; cuando el efecto

es localizado y no se llega al estado de inconsciencia es una anestesia local. Los agentes

anestésicos son estructuras moleculares que difieren en gran medida que parecieran no tener

patrón molecular. Aśı, se tienen anestésicos de tipo alcanos, alcoholes, benzodiacepinas,

ésteres, amidas, fenoles, éteres y hasta gases nobles, que dependiendo de sus propiedades

anestésicas, como su potencia y duración, al ser aplicadas pueden ser clasificados como

generales o locales.

El mecanismo de la anestesia, a más de un siglo de estudio, aún no se ha logrado

elucidar plenamente. En el intento por elucidar los mecanismos detrás de la anestesia se

han postulado dos teoŕıas. Por un lado, la teoŕıa de la membrana liṕıdica como blanco de

los anestésicos propuesta en el siglo pasado por Meyer y Overton, descansa en la tan citada

regla de Meyer-Overton, la cual es una interpretación macroscópica de la solubilidad de las

moléculas en medios hidrófobos [7, 8]. Por tal razón, no es aplicable para muchas entidades

moleculares que pudiéndose disolver en medios hidrófobos no presentan actividad anestésica.

Recientemente, basado en la regla de Meyer-Overton, T. Heimburg ha propuesto una teoŕıa

sobre la termodinámica de la anestesia general y local, la cual asume que el fenómeno de la

anestesia está relacionado con los cambios en la enerǵıa libre de la membrana [9, 10]. Por

otro lado, la teoŕıa de los receptores protéıcos, asume que la anestesia está ı́ntimamente

relacionada con una interacción espećıfica entre el fármaco y receptores protéıcos de la

membrana, lo cual da como resultado la modificación de la señal excitatoria e inhibitoria del

impulso nervioso. Entre los receptores asociados con la actividad anestésica se encuentran

los receptores GABAr, glicina, dopamina, nicot́ınicos, glutamato, NMDAr y AMPAr [11,12].

De igual manera que el controvertido tema de la anestesia, lo es el impulso nervioso y

la sinapsis, pues ambos procesos están ı́ntimamente relacionados. La anestesia pareciera

que inhibe la comunicación nerviosa, mientras que la sinapsis y el impulso nervioso
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son los procesos que llevan a cabo la comunicación neuronal. R. Cantor sugiere que

los neurotransmisores podŕıan ser los anestésicos endógenos de los organismos vivos de

orden superior [13, 14] y comenta que la funcionabilidad de los neurotransmisores y

receptores protéıcos debe estar relacionada con los cambios en las propiedades f́ısicas de

la membrana. En este sentido, trabajos recientes han demostrado interacción de ĺıpidos con

neurotransmisores sin la presencia de protéınas, sugiriendo que las interacción espećıficas

ligando-protéına no son las únicas involucradas en el proceso de la comunicación nerviosa

[15–17].

Previamente, usando técnicas de dispersión láser, calorimetŕıa, microscoṕıa de fuerza

atómica y simulaciones de dinámica molecular, se ha estudiado cómo cambian las propiedades

de modelos de membranas y sistemas biológicos; tales como la motilidad de espermatozoides

ante moléculas anestésicas, modelos liṕıdicos para el estudio de moléculas apolares y polares,

incluyendo anestésicos, metilxantinas y neurotransmisores, en su interacción con membranas

liṕıdicas. [18–20].

Esta tesis se encuentra enmarcada en el área de la biof́ısica, en dónde el interés principal

es el estudio de las propiedades fisicoqúımicas de materiales complejos con interés biológico.

Esto incluye, el estudio de las interacciones de tipo no espećıficas entre los componentes de

las membranas y otros agentes como los iones, los anestésicos (AT), los neurotransmisores

(NT) y las protéınas. Puesto que, en esta área aún hay muchas preguntas por responder,

como por ejemplo:

• ¿Cómo influyen las interacciones no espećıficas en los procesos que incluyen membranas

liṕıdicas?

• ¿Qué dominios qúımicos de la membrana intervienen en las interacciones con otras

moléculas, iones y átomos?

• ¿De qué manera tales interacciones modifican las propiedades termodinámicas y

mecánicas de sistemas liṕıdicos?

• ¿Cómo influyen las propiedades hidrófilos-hidrófobos de las moléculas en tales

interacciones?
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• ¿Qué efectos producen las protéınas en las propiedades f́ısicas de las membranas?

• ¿Cómo cambian dichas propiedades en función de la fuerza iónica?

• ¿Qué cambios fisicoqúımicos ocurren en la membrana ante un cuadro patológico, por

ejemplo ante las enfermedades neurodegenerativas o cáncer?

Basados en este contexto, en el trayecto de este trabajo se abordarán algunas de

estas interrogantes y se discutirán cómo las interacciones intermoleculares determinan el

comportamiento macroscópico de modelos que reflejan propiedades de los sistemas biológicos.
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Hipótesis

Las propiedades mecánicas y termodinámicas de membranas liṕıdicas modelo cambian de-

bido a las interacciones electrostáticas no espećıficas con iones, anestésicos, neurotransmisores

y protéınas. Estos cambios nos permiten caracterizar desde un enfoque bio-fisicoqúımico las

propiedades de las membranas artificiales y esbozar el papel de las interacciones no espećıficas

en el funcionamiento de membranas biológicas en procesos como la anestesia y la sinapsis

qúımica. Además, aśı como, diseñar nuevos protocolos de caracterización de estos sistemas

basados en los cambios de sus propiedades fisicoqúımicas.
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Objetivos

3.1 General

Estudiar los cambios en las propiedades termodinámicas de veśıculas liṕıdicas debido a

interacciones electrostáticas con iones, anestésicos, neurotransmisores y protéınas para

esbozar el rol de las interacciones no espećıficas en procesos como la anestesia y la sinapsis

qúımica; además, de permitir la implementación de nuevos protocolos de caracterización

basados en dichas propiedades.

3.2 Particulares

• Caracterizar cómo influye la variabilidad de protones en el efecto mecánico y

termodinámicoque anestésicos locales y generales producen en membranas liṕıdicas.

• Explorar las interacciones electrostáticas de liposomas (constrúıdos a partir de ĺıpidos

zwitteriónicos y aniónicos) con iones, anestésicos y neurotransmisores.

• Explorar la respuesta termotrópica de proteoliposomas en interacción con anestésicos

y neurotransmisores.

• Analizar cómo cambian las propiedades termotrópicas y reológicas de liposomas debido

a interacciones con iones.
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Métodos generales

4.1 Calorimetŕıa diferencial de barrido

Las membranas liṕıdicas pueden adoptar diversas configuraciones polimórficas que pueden

interconvertirse en función de la temperatura, a esto se le conoce como transiciones de fase

termotrópicas. La calorimetŕıa diferencial de barrido (DSC) es una técnica simple, poderosa

y superprecisa usada ampliamente para la caracterización termodinámica de las transiciones

termotrópicas en modelos de membranas liṕıdicas y membranas biológicas [5,21,22]. Debido

a esto, en este trabajo el uso de la DSC es esencial para responder las preguntas previamente

planteadas.

La información termodinámica de un sistema como las membranas puede ser fácilmente

obtenida a partir de la capacidad caloŕıfica (Cp) medida en un caloŕımetro DSC. El cual se

basa en medir la cantidad de calor de una muestra con respecto a una referencia en función

de la temperatura. Un caloŕımetro DSC consta de dos celdas (muestra y referencia) y de un

sistema de calentamiento (ver Fig. 4.1a).

En un experimento calorimétrico, la celda de muestra y de referencia son calentadas a una

tasa constante. En el proceso de calentamiento o enfriamiento (escaneo o barrido), tanto la

muestra como la referencia se mantienen a la misma temperatura. Si la muestra experimenta

un cambio de fase, el sistema de calentamiento del caloŕımetro ajusta la temperatura de

las celdas de muestra con respecto a la celda de referencia para mantener una diferencia de

17
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Figure 4.1: a) Diagrama de un caloŕımetro. b)Caloŕımetro nanoDSC TA instruments.

temperatura muy cercano a cero entre ambas celdas. Cabe mencionar que no siempre se

cuantifica calor absorbido, también puede ser calor liberado, esto depende de la naturaleza

del experimento, si es endotérmico o exotérmico.

La DSC que se ha utilizado en este trabajo haciendo uso de un caloŕımetro Nano-DSC

de TA Instruments (ver Fig. 4.1b), permite utilizar cantidades pequeñas de muestra del

orden de 2 µg en un volumen de 300 µL. Además, posee un sistema de detección de calor

en el orden de los microjoules, la generación de ruido que produce dada su funcionalidad es

del orden de ±15 nanowatts y la reproducibilidad de las lineas bases es de ±28 nanowatts.

Caracteŕısticas que le confieren al Nano-DSC de TA Instruments su amplio uso en el estudio

de biomoléculas.

En un análisis calorimétrico la capacidad caloŕıfica está dada por

Cp =

(
∂Q

∂T

)
P

, (4.1)

en donde Q es la cantidad de calor absorbido por el sistema y T es la variación de la



4.2. LIPOSOMAS: UN MODELO VERSÁTIL DE MEMBRANA CELULAR 19

temperatura.

A partir de la capacidad caloŕıfica se pueden calcular los cambios en la entalṕıa, ∆H; y

los cambios de entroṕıa, ∆S, lo cual está relacionado con la enerǵıa involucrada cuando el

sistema evoluciona de un estado a otro. Para la entalṕıa tenemos que:

dH = dQ+ V dP. (4.2)

Si se mantiene la presión constante, podemos expresar la capacidad caloŕıfica en términos de

la entalṕıa:

Cp =

(
∂H

∂T

)
P

. (4.3)

Entonces, la entalṕıa calorimétrica (∆H) puede ser obtenida por la integración de la

capacidad caloŕıfica de una temperatura T0 a T1:

∆H =

∫ T1

T0

Cp dT. (4.4)

La segunda ley de la termodinámica nos permite expresar el factor asociado al calor en

términos de la temperatura y la entroṕıa:

dQ = TdS, (4.5)

Entonces, para el cambio en la entroṕıa se tiene que:

Cp = T

(
∂S

∂T

)
P

, (4.6)

y al integrar desde T0 a T1:

∆S =

∫ T1

T0

Cp
T
dT. (4.7)

Si se conocen los cambios de ∆H y ∆S, tendŕıamos la información termodinámica

asociada a la transición de fase del sistema.

4.2 Liposomas: Un modelo versátil de membrana

celular

El estudio de las biomembranas a través de modelos es una de las opciones dada la

complejidad que las membranas reales engloban. Las membranas liṕıdicas, como por ejemplo
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los liposomas, han sido usadas como modelos de membrana plasmática para caracterizar

su comportamiento ante la presencia de fármacos como los AT [23]. Estos modelos son

usados principalmente para explorar el rol que los ĺıpidos podŕıan ejercer en tan complicados

procesos. Una de las herramientas de la f́ısica aplicable al estudio de estos sistemas, y en

general aplicable a diversos fenómenos de cualquier escala, es la termodinámica. Ésta tiene

su fortaleza en fenómenos colectivos, y nos permite conocer desde una visión macroscópica

los acontecimientos energéticos a nivel microscópicos implicados en los sistemas.

La versatilidad de los liposomas radica en que se les puede extraer información

termodinámica con técnicas termoanaĺıticas como la calorimetŕıa diferencial de barrido (DSC)

y la simplicidad que se tiene para formarlos. Básicamente, al depositar ĺıpidos en un

medio acuoso, éstos se reestructurarán minimizando su enerǵıa formando dominios como

los liposomas y las micelas. En la Figura 4.2 se muestran unas caricaturas de estos arreglos.

Figure 4.2: Representación de dos tipos de modelos liṕıdicos. a) Micela y b) Liposoma.

En el desarrollo de este trabajo, los liposomas han sido el principal modelo utilizado. Por

ello se explicará de manera genérica la preparación de estas veśıculas, dejando los detalles

para ser abordados en cada sección experimental correspondiente al caṕıtulo de resultados.
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4.3 Metodoloǵıa para la obtención de veśıculas liṕıdicas

Los modelos de membranas utilizados en el desarrollo de la presente tesis incluye tres tipos de

veśıculas liṕıdicas principalmente: liposomas multilamelares (MLV por sus siglas en inglés,

Multilamellar Vesicles), liposomas unilamelares (LUV, Large Unilamellar Vesicles) y veśıculas

pequeñas o sonicadas (SUV, Small Unilamellar Vesicles).

El siguiente protocolo describe genéricamente la metodoloǵıa de manufactura de los

liposomas:

Mezcla de ĺıpidos utilizando solvente. Si el experimento involucra a una mezcla

liṕıdica, cada ĺıpido deberá disolverse por separado en el solvente o mezcla de solventes

apropiados y luego deberán mezclarse para formar una sola solución orgánica que contenga

disuelto homogéneamente a los ĺıpidos de interés. Posteriormente, el solvente de la mezcla

orgánica puede ser evaporado, ya sea por corrientes de nitrógeno o separado haciendo uso

de un rotavapor o liofilizadora. Si el solvente que contiene a los ĺıpidos es mayor a 2 ml,

se recomienda hacer uso del rotavapor. Sin importar cual técnica se use para separar el

solvente de la mezcla liṕıdica, que regularmente forma una peĺıcula adherida a las paredes

del contenedor, se someten a vaćıo por lo menos 3 hrs para eliminar posibles trazas de

solvente.

Hidratación y formación de MLV. A una muestra de ĺıpido en polvo (cuando se

elaboran liposomas de un solo ĺıpido) o una muestra en peĺıcula de mezcla de ĺıpidos secos

se añade la cantidad requerida de solución búffer o agua por arriba de la temperaura de

transición de fase. Se agita la solución acuosa entre a 600 y 1000 rpm durante por lo menos

30 minutos. Al finalizar este proceso se obtienen liposomas tipo MLV.

Sonicación y formación de SUV. Después de la hidratación la muestra de liposomas

multilamelares se termaliza y sonica a la temperatura de transición de fase por al menos

30 minutos. Este paso tiene la finalidad de homogenizar y disminuir el tamaño de los MLV

formados en el paso anterior, transformándose ahora en SUV.
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Extrusión y formación de LUV. Para formar LUV, se toma suspensión de MLV y se

moldean mecánicamente por medio de un proceso de extrusión. Regularmente, este proceso se

realiza en un Mini-Extruder, Avanti Polar Lipids, Inc. usando membranas de policarbonato

(Nucleopore Track-Etched Membranes, Whatman), con un tamaño de poro de 0.1 µm ó 0.2

µm. Para obtener LUVs con una distribución de tamaño homogénea se requiere de por lo

menos 15 pases a través de la membrana. Se recomienda que los pases sean alrededor de 1

ml/min, aunque esto puede variar dependiendo de la concentración.

4.4 Preparación de muestra y referencia

De los liposomas preparados ya sea MLV, SUV o LUV se toma alredor de 1 ml y se les

añade la cantidad necesaria de fármaco y se agita hasta homogenizar completamente. Las

referencias que se requiere para el caso de los análisis de calorimetŕıa se prepararan de la

misma manera sólo que en lugar de liposomas se utiliza la solución búffer. Tanto la muestra

como la referencia deben de ser degasificadas para evitar que las posibles burbujas de aire

interfieran con la medición.



Resultados

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis están desglozados en los caṕıtulos

5-9. En cada uno de estos caṕıtulos se presentan los resultados tomando en cuenta

información relevante del estado del arte en el área. Cada caṕıtulo cuenta con una breve

introducción, una discusión y una conclusión. Adicionalmente, en cada uno de ellos, se

desglozan los detalles experimentales asociados con los resultados.
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Diversos estudios afirman que tanto moléculas alifáticas como aromáticas, incluso gases nobles

poseen propiedades anestésicas [24–31]. Sin embargo, una teoŕıa que incluya a todos los

aspectos de la anestesia continúa en formación. Un primer enfoque dicta un mecanismo de

la anestesia basado en protéınas como un proceso ligando-receptor. Un segundo, postula un

blanco de acción basado en ĺıpidos [9, 23, 32–34]. Las moléculas con propiedades anestésicas

han sido usadas tanto en anestesia local como en general dependiendo del balance entre

su farmacocinética y su toxicidad, pero debido a esta misma razón muchas de ellas han

sido discontinuadas [35]. La difusión de los anestésicos a través de los tejidos es uno de los

procesos farmacocinéticos más relevante y está intŕınsecamente relacionado con su solubilidad

orgánica y acuosa, lo que conlleva a que un anestésico pueda ser local o general. Por esta

razón, la correlación entre la disminución de la temperatura de transición de fase gel-flúıdo

de membranas liṕıdicas causadas por los anestésicos, el coeficiente de partición y el pH

determinan la acción de un anestésico [36–40]. Aśı se tiene que, los anestésicos locales

poseen una estructura qúımica con tres dominios importantes para llevar a cabo el efecto

anestésico: i) un anillo aromático lipof́ılico, ii) una cadena intermediaria formada por un

grupo éster o amida, y iii) un grupo amino terminal. Los dos primeros determinan el grado

de lipofilicidad de dichas moléculas. Sin embargo, el carácter lipof́ılico puede ser modificado

por la actividad del grupo amino dependiendo de las condiciones de pH en que se encuentre.

Esta caracteŕıstica molecular determina la farmacocinética y la acción de los anestésicos

locales. Una base débil en su forma protonada está asociada con el reconocimiento de su

receptor protéıco, mientras que en su forma no protonada aumenta su lipofilicidad y por

ende difunde más rápido a través de los tejidos. La dinámica molecular que presentan los

anestésicos locales conllevan a un fin: bloquear la transmisión del impulso nervioso.

En esta sección se presentan resultados experimentales sobre la dinámica molecular de los

anestésicos locales y generales, para sustentar que un componente importante en el proceso

de protonación y desprotonación de las moléculas anestésicas juega un papel preponderante

en el proceso de difusión de los fármacos a través de las membranas: la tasa de protonación.
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5.1 Difusión de anestésicos locales en liposomas mul-

tilamelares. Capas “anestesiadas” vs capas no

“anestesiadas”: dos transciciones de fases

La difusión de los anestésicos en los tejidos es una propiedad importante a considerar para

determinar su uso cĺınico. Técnicas como DSC han sido previamente usadas para estudiar

la permeabilidad de fármacos a través de membranas liṕıdicas [41, 42]. Con el objetivo de

evaluar termodinámicamente cómo los anestésicos locales difunden a través de multicapas

de ĺıpidos, se realizó un análisis focalizado en la medición de la entalṕıa calorimétrica de un

sistema de MLV y fue comparado con un sistema de monocapa (LUV). Ambos sistemas fueron

ensamblados de DPPC y expuesto a diferentes dosis de tres anestésicos locales: procáına,

lidocáına y tetracáına. Los experimentos fueron llevados a cabo en un medio de 100 mM

de NaCl, pH 4-6 y con el objetivo de mimetizar las condiciones de aplicación cĺınica en

donde el uso de la anestesia va acompañada de dosis mı́nimas de fenilefrina, la cual es

usada para contrarestar el efecto hipotensivo de los anestésicos locales en sistemas vivos, se

estudió un modelo conteniendo 0.97 µM de fenilefrina [43]. Los perfiles calorimétricos se

muestran en la figura 5.1. Como se puede observar, tanto el sistema MLV como el LUV

presentan una disminución de la temperatura de transición de fase. Sin embargo, en el

sistema MLV se observan dos transiciones de fases (Fig. 5.1 a-c); mientras que en el sistema

LUV únicamente se aprecia una transición (Fig. 5.1 d-f). La existencia de dos temperaturas

de transición refleja dos cambios de fase y consecuentemente se puede deducir que en este

sistema existen dos estados termodinámicamente favorecidos. El primer estado corresponde

a las capas más externas de los liposomas que han sido afectadas por el efecto del fármaco:

las capas “anestesiadas”. El segundo corresponde a capas más internas que aún no han sido

“anestesiadas”. El corrimiento de la Tm a bajas temperaturas causado por los anestésicos

es dependiente de la concentración. Sin embargo, no se observan múltiples señales, ésto

sugiere que la concentración del anestésico tiene que alcanzar los niveles de saturación en

las capas externas antes de difundir a los niveles más internos. Cuando llega el punto de

saturación, el anestésico difunde a las otras capas e inmediatamente es compensado por
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anestésico proveniente del medio acuoso. Por lo tanto, si sólo dos estados son posibles, el

“anestesiado” y el no “anestesiado”, dos temperaturas de transición son observadas. La

primera debeŕıa ser a temperaturas similares a la que membranas se saturan de anestésico y

la segunda a temperaturas cercanas a membranas sin fármaco, tal como sucede. Este efecto

difusivo fue caracteŕıstico de los tres anestésicos locales aqúı usados. La disminución de la

temperatura de transición correlaciona con su hidrofobicidad y potencia anestésica, en donde

la tetracáına tiene un mayor efecto, seguido de lidocáına y procáına (ver Fig. 5.1 a-c) [38,44].

Para comparar con el sistema en donde el anestésico difunde a la siguiente capa hasta

que ha alcanzado su saturación, se realizaron experimentos con un sistema completamente

“anestesiado”, en los cuales el anestésico fue añadido a un sistema MLV durante el proceso

de hidratación, y garantizar que el fármaco está distribuido por igual en todas las capas.

El resultado fue comparado con un sistema LUV, al cual se le añadió anestésico posterior

a la hidratación. Los perfiles calorimétricos demuestran que, efectivamente, en el sistema

MLV únicamente existe una transición de fase, perteneciente al sistema “anestesiado”. Una

transición de fase muy similar puede ser observada para el sistema LUV (Fig. 5.2).

5.2 Difusión de anestésicos generales en liposomas

multilamelares

Con el objetivo de comparar la difusión que presentan anestésicos locales y generales en

un sistema de MLV, se realizaron experimentos calorimétricos con anestésicos generales

inhalatorios, óxido nitroso (N2O) y xenón (Xe); e intravenosos, pentobarbital (PB) y propofol

(PPF). Los resultados calorimétricos se muestran en la Figura 5.3, en donde se puede observar

el efecto que anestésicos generales producen tanto en el sistema MLV como el LUV. Los

perfiles calorimétricos reflejan que ambos sistemas únicamente poseen una temperatura de

transición de fase. Este hecho sugiere que los anestésicos generales presentan una difusión

más rápida que los locales. Además, los fármacos intravenosos producen un efecto mayor

que los inhalatorios, recorriendo la Tm a temperaturas más bajas. Cabe mencionar que la

incorporación de N2O y Xe al sistema de liposomas fue realizado usando altas presiones y de
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Figure 5.1: Perfiles calorimétricos de liposomas MLV y LUV de DPPC bajo la influencia de anestésicos locales.

La solución anestésica fue añadida a las muestras de suspensión liposomal a la concentración requerida.

Después de 10 min, se realizaron 10 barridos consecutivos. a) Procáına (73 mM), b) lidocáına (69 mM) y

c) tetracáına (25 mM). Los experimentos sin anestésico, usados como controles (ĺınea con ćırculos negros c),

muestran que la transición principal se encuentra alrededor de 42◦C. S-1, s-5 y s-10 representan los barridos

del número respectivo de una serie sucesiva de barridos. Para el sistema LUV únicamente se muestra el

barrido 1 debido a que los posteriores no mostraron diferencias. Las barras de error reprentan la desviación

estándar de dos muestras diferentes.
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Figure 5.2: Comparación entre LUV y MLV de DPPC bajo la influencia de TC. Para el caso de LUV, la

TC fue añadida posteriormente a la fabricación de los liposomas. Mientras que para el caso de MLV, la

tetracáına fue mezclada con los ĺıpidos en solución orgánica de cloroformo/metanol 2:1 v/v; y posteriormente

se realizó la hidratación de los liposomas. Con este proceso se espera que la TC se encuentre homogéneamente

distribúıda por todos los liposomas. Se usó la misma concentración de TC (25 mM) para ambos casos. Como

se puede observar, ambos sistemas sólo muestran una sola transición de fase. La barra de error es la desviación

estándar de dos experimentos con alta reproducibilidad.

acuerdo con la Ley de Henry 40 atm fue necesario para alcanzar el régimen de saturación [19].

Tal efecto correlaciona con las caracteŕısticas hidrófobas y la potencia anestésica que tales

compuestos poseen [45].

5.3 Caracterización de la difusión de tetracáına en

MLV

Como se observó anteriormente, la tetracáına produce la mayor disminución de la Tm; por ello

fue utilizada para caracterizar cinéticamente el proceso de difusión de los anestésicos locales

a través de membranas multilamelares. Para ello se midieron las entalṕıas calorimétricas de

las transiciones de fases de 65 barridos (en modo calentamiento) de los estados “anestesiados”

(H1) y no “anestesiados” (H2) (ver Fig. 5.4), tomando como referencia el punto medio entre

ambas transiciones. Tales entalṕıas fueron medidas en función del tiempo bajo condiciones

de interés cĺınico (NaCl-fenilefrina) y en agua pura. La Figura 5.4a muestra que en presencia
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Figure 5.3: Perfiles calorimétricos de MLV y LUV de DPPC bajo la influencia de anestésicos generales. Los

detalles de adición de los anestésicos al sistema liposomal se describen en el apartado de métodos. De los

gráficos se puede observar que los anestésicos generales únicamente dan lugar a una transición de fase; que a

diferencia de los locales que producen una doble transición.

de NaCl-fenilefrina la tetracáına recorre la Tm a más bajas temperaturas que en agua pura,

quizá debido a un efecto de sinergia entre los componentes o quizá a una influencia de la

fuerza iónica. Sin embargo, en ambas condiciones se presenta una cinética difusiva de la

tetracáına a través de las membranas. Esta cinética consiste en que a medida que la entalṕıa

del estado “anestesiado” aumenta, la entalṕıa del no “anestesiado” disminuye en la misma

proporción, conservando la entalṕıa total (∆Hmax = ∆H1 + ∆H2). En condiciones de NaCl-

fenilefrina la ∆Hmax alcanza un valor aproximado de 36.7 kJ/mol, mientras que en agua

pura es 34.2 kJ/mol (ver Fig. 5.4b). La cinética experimental para el estado “anestesiado”

(∆H1) fue ajustada al modelo 5.1 y la conservación de ∆Hmax conduce a la ecuación 5.2 que
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describe la cinética de ∆H2.

∆H1(t) = ∆Hmax

(
1− exp−(κt)1/4

)
, (5.1)

∆H2(t) = ∆Hmaxexp
−(κt)1/4 , (5.2)

En la expresión 5.1, κ es un parámetro que está relacionado con la velocidad en la que la

tetracáına se va internando a través de las capas de MLV, este parámetro puede interpretarse

como un coeficiente de difusión. En condiciones de NaCl-fenilefrina, el mejor ajuste de 5.1

resulta en un valor de κ igual a 2.35s−1, mientras que en agua pura κ es mucho menor

(0.45s−1). Esto sugiere que la tetracáına difunde más rápido a condiciones cĺınicas (ver Fig.

5.4b). Además, con el objetivo de evaluar cómo cambia tal cinética difusiva dependiendo del

estado en que se encuentre la membrana, se incubaron muestras (a condiciones de agua pura)

por debajo de la temperatura de transición, en la transición y por arriba de ésta (ver Fig.

5.4c). Encontrando que la tetracáına difunde más lento en la fase gel (κ = 0.28s−1) que en la

fase flúıda (κ = 1.7s−1). Pero ésta a su vez difunde más rápido en la transición (κ = 9.5s−1).

Este resultado es de esperarse si se considera que en el régimen de la transición la entalṕıa

es mayor, la contribución entrópica se maximiza impactando a la presión lateral, el volumen

y el área de la membrana [46,47].

5.4 El efecto de la tetracáına en membranas de DPPC

es regulada por el pH

Previamente se mencionó que la tetracáına es una base débil. Todas las bases débiles

en solución desarrollan una reacción de equilibrio fuertemente influenciadas por el pH,

obedeciendo la ecuación de Henderson-Hasselbalch. Debido a ello, la tetracáına puede estar

en diferentes estad́ıos de protonación determinados por su dos valores de pKa (pKa1=3.4

y pKa2= 8.4, valores tomados de ChemAxon). La Figura 5.5a muestra las tres especies de

tetracáına mayormente favorecidas: no protonada (1), monoprotonada (2) y diprotonada (3).

Para evaluar cómo estas diferentes especies afectan la temperatura de transición de fase de



5.4. EL pH REGULA EL EFECTO DE TC EN MEMBRANAS DE DPPC 33

Figure 5.4: Cinética de difusión de tetracáına a través de multicapas de MLV de DPPC. Dos condiciones

fueron exploradas: usando únicamente agua milliQ o solución de NaCl+fenilefrina. Para MLV + TC en

agua milliQ se obtuvo la respuesta calorimétrica resaltando la importancia del estado de las membranas: gel,

transición y flúıdo. La entalṕıa calorimétrica fue calculada para explorar la difusión de TC a través de la

membrana. Las curvas fueron ajustadas a los modelos 5.1 y 5.2.
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liposomas de DPPC, se realizaron ensayos calorimétricos en un amplio rango de pH (2-11)

utilizando diferentes soluciones amortiguadoras dependiendo del rango de pH a controlar (ver

Tabla 5.1).

La Figura 5.5b muestra los perfiles calorimétricos de MLV de DPPC con y sin tetracáına

en función del pH. Como se puede ver, entre pH 3 y 10 las soluciones búffer no afectan a la

temperatura de transición de fase del sistema. Pero a pH extremos (2 y 11) puede notarse

un cambio. A pH 2 (sin tetracáına) se observa una disminución de la cooperatividad del

sistema, observando en el perfil calorimétrico un pico más aplanado. Tal comportamiento,

posiblemente, es debido a un efecto electrostático causada por la disminución de carga

negativa de los grupos fosfatos que se van apantallando por el exceso de protones en el medio.

O bien, porque un proceso de hidrólisis ácida está justo a iniciar, aunque trabajos previos

han reportado que este evento cobra significancia hasta después de un d́ıa de incubación [48].

Por otro lado, a pH 11 la temperatura de transición disminuye, la morfoloǵıa de la señal

principal se conserva, pero la pretransición desaparece casi por completo. Este efecto podŕıa

estar relacionado con la alta concentración de iones OH en el sistema, produciendo una

desestabilización de la membrana. Sin embargo, cuando hay presencia de tetracáına en el

medio, la Tm principal se desplaza a temperaturas más bajas gradualmente de pH 2 a 10. La

Figura 5.5c inferior, muestra que la disminución de la temperatura de transición (∆Tm) del

sistema es más pronunciado a medida que la hidrofobicidad de la tetracáına se incrementa

desde su estructura más polar (3) a la más hidrófoba (1) (Fig. 5.5 c superior). Es importante

resaltar que las dos transiciones de fases observadas en el sistema MLV a consecuencia de la

tetracáına únicamente ocurre entre pH 4-6, lo cual coincide con la presencia de especies (2)

y (3) en el medio. La presencia de estas dos especies sugiere que existe una variabilidad de

los protones que se requieren en las reacciones de equilibrio que se llevan a cabo cada vez que

la tetracáına difunde a la siguiente capa de ĺıpidos.
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Figure 5.5: Influencia del pH en el efecto que la tetracáına produce en membranas de DPPC. (a) Muestra las

tres posibles especies de TC dependiendo del pH. El carácter hidrófobo se incrementa de la especie 3-1. Es

importante mencionar que las dos trancisiones de fases solamente se pueden observar entre un pH 4-6 (b);

que es precisamente el pH al que coexisten la especie 2 y 3 (c).
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5.5 La difusión de los anestésicos locales en liposo-

mas multilamelares es mediada por su tasa de pro-

tonación

La transferencia de protones juega un papel esencial en diversos proceso biológicos [49, 50].

Se ha reportado que la tasa de transferencia de protones alcanza el orden de femtosegundos-

microsegundos y depende fuertemente de dos aspectos: de la estructura qúımica de las

moléculas actuadoras y de las condiciones del medio [51, 52]; es decir, esta transferencia

de protones depende de la tasa de protonación inducida por la interacciones intermoleculares

de los componentes del sistema.

Para evaluar cómo estas interacciones intermoleculares modulan la difusión de los

anestésicos locales en liposomas multilamelares, se realizaron experimentos con un agente

en el medio capaz de determinar una tasa de protonación efectiva dada por la estructura

qúımica de dicho componente. Para ello se usaron separadamente cuatro ácidos carbox́ılicos

AC (fórmico, glicólico, ćıtrico y málico). El grupo carbox́ılico de cada uno de estos ácidos está

unido a un grupo radical con diferente ramificación responsable de polarizar inducidamente

a la región carbox́ılica, determinando aśı, una tasa de protonación efectiva dada por las

interacciones intermoleculares (IEPR, por sus siglas en inglés) en el sistema. La Figura 5.6a

muestra el primer barrido calorimétrico de cada uno de los sistemas mencionados. Como se

puede observar, el caso de H2O representa el estad́ıo más temprano del proceso de difusión

de tetracáına; ya que la entalṕıa que representa el estado no “anestesiado” es mayor que el

estado “anestesiado”. Este estad́ıo está gobernado por dos reacciones de equilibrio acopladas,

una dada por la autodisociación del agua y la otra dada por la reacción de equilibrio de la

tetracáına. Debido a que el pH del sistema en su estado inicial es 5, se esperaŕıa una mayor

contribución del intercambio entre las especies (2) (97.06%) y (3) (2.9%) de la tetracáına

que la especie (1) (0.04%) de acuerdo a la Fig.5.5c superior. Los estadios subsecuentes de

la Fig. 5.6a corresponden a los ácidos carbox́ılicos: málico (A), ćıtrico (B), fórmico (C) y

glicólico (D). El estad́ıo de difusión en que se encuentra la tetracáına, ahora es promovido

por el efecto de tres reacciones de equilibrio acopladas (H2O−TC−CA), en donde cada AC
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promueve una tasa particular de transferencia de protones. La Figura 5.7 muestra que los

AC no causan efecto sobre la membrana de DPPC.

Para explorar los subsecuentes estad́ıos de difusión de la tetracáına promovido por cada

uno de los ácidos carbox́ılicos, se graficaron los cabios de entalṕıas H1 y H2 como función del

tiempo (Fig. 5.6b). Los resultados demuestran que el mismo modelo de difusión gobierna la

dinámica temporal promovida por los CA. A mayor valor de κ la droga difunde más rápido y

menos tiempo es requerido para alcanzar el estado final del sistema (estado “anestesiado”).

En comparación con los anestésicos generales, en los cuales el estado “anestesiado” tiene lugar

antes de realizar la medición, puede inferirse que estos anestésicos (pentobarbital, propofol,

óxido nitroso y xenón) presentan una difusión más rápida a través de las membranas liṕıdicas

que los anestésicos locales como la tetracáına, procáına y lidocáına (ver Fig. 5.6c).

Los resultados previamente descritos demuestran que la naturaleza qúımica de los

anestésicos locales y generales son la base molecular detrás de su comportamiento difusivo

en membranas liṕıdicas. Siendo que las bases débiles como los anestésicos locales pueden

tener uno o dos grupos protonables, los cuales dependen de las condiciones del medio para

favorecer poblacionalmente una u otra especie. Por otro lado, los anestésicos generales son

principalmente hidrófobos [53, 54]. Los anestésicos generales inhalatorios son gases, por lo

que en este tipo de moléculas el pH no cobra relevancia. Aśı mismo, los intravenosos poseen

sitios protonables, pero a pH muy extremos dando lugar a hidrólisis de la molécula. Las

moléculas cargadas como las que se producen en las reacciones de equilibrio de los anestésicos

locales dan lugar a interacciones coulómbicas de largo alcance. Mientras que las moléculas o

átomos hidrófobos como los anestésicos generales y las regiones hidrófobas de los anestésicos

locales, están gobernadas por interacciones de corto alcance como las interacciones de van

der Waals [55]. La Figura 5.8a muestra una representación de los potenciales coulómbico y

de van der waals a través de una bicapa de DPPC.

Las especies protonadas comúnmente se alojan a nivel de los grupos hidrófilos que están

a nivel de la cabeza de las moléculas de fosfoĺıpidos, con una orientación normal al plano de

la bicapa, en donde el grupo de la amina terciaria, el agua y el grupo fosfato interaccionan

principalmente v́ıa fuerzas coulómbicas [57]. Esta atracción electrostática compite con el
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Figure 5.6: La cinética difusiva de TC a través de multicapas de DPPC es modulada por la influencia de

ácidos carbox́ılicos. (a) Muestra el efecto producido en los perfiles calorimétricos de MLV+TC dada la

influencia de agua, ácido málico (A), ácido ćıtrico (B), ácido fórmico (C) y ácido glicólico (D). (b) Muestra

la respuesta cinética dada la entalṕıa y su respectivo ajuste de acuerdo a los modelos 5.1 y 5.2. (c) Muestra

los valores de la constante κ obtenidos a partir de dicho modelo.

ruido térmico. Cálculos del potencial de fuerza promedio sugieren que la enerǵıa potencial

de interacción entre la forma cargada de la tetracáına y la cabeza polar de la membrana es

aproximadamente tres veces mayor que la enerǵıa térmica kBT . Y esta diferencia es menor

para la forma no cargada [57].

Contrariamente, la forma neutra de los anestésicos locales penetra más profundamente

dentro de la bicapa liṕıdica, estando libre para difundirse lateralmente dentro de la misma

o continuar su carrera hasta el otro extremo [57, 58]. Debido a que la enerǵıa potencial de

van der Waals es negativo en el núcleo de las cadenas aćılicas, los anestésicos locales en su
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Figure 5.7: Experimentos usados como controles para verificar el efecto que los ácidos carbox́ılicos producen

en membranas de DPPC sin la presencia de tetracáına.

forma no cargada están ubicados hacia abajo, perpendicular al plano de orientación de la

cola alifática. Pero cambian su orientación cuando difunden a través de la membrana [57,58].

Para que las moléculas hidrófobas interaccionen con la membrana y se internen dentro

de ésta, se requiere que las moléculas se ubiquen muy cerca de la superficie de la membrana.

Para llevar a cabo esta tarea y superar la barrera energética, el ruido térmico es el principal
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Figure 5.8: Mecanismo molecular propuesto para explicar cómo la tasa de protonación regula la difusión de

los anestésicos locales a través de multicapas liṕıdicas. (a) Muestra la barrera de potencial coulómbico y de

van der Waals de una bicapa liṕıdica sujetos a vencer en el proceso difusivo [56]. (b) Propone que existe una

tasa de protonación efectiva dada las condiciones del medio que influye directamente en las reacciones de

equilibrio de las bases débiles, produciendo variabilidad de las posibles especies. Los AC dada su naturaleza

qúımica son útiles para influenciar directamente dicha tasa de protonación.
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aliado en dicha tarea (ver Fig. 5.8). Permitiendo aśı que, moléculas hidrófobas, como la

especie (1) de tetracáına o un anestésico general, puedan penetrar a través de múltiples

capas de membrana lo suficientemente rápido para dar lugar a un nuevo sistema homogéneo,

cuya respuesta térmica sea una sola transición de fase. Si durante su trayectoria difusiva,

existen condiciones para que dicha molécula pueda intercambiarse entre las especies (2) y

(3), entonces la velocidad con que difunden éstas moléculas es atenuada, dando lugar a dos

estados caracteŕısticos, el estado “anestesiado” y el no “anestesiado”. La condición más

importante que se propone en este trabajo, es que la concentración de protones en el medio

que da lugar a que las reacciones de equilibrio de una base débil como la tetracáına se lleven

a cabo cambia con respecto a una tasa de protonación efectiva dada por las condiciones del

medio (ver Fig. 5.8b).

Se ha reportado que la tasa de transferencia de protones en agua está en el orden de

femtosegundos [59], mientras que para el ácido fórmico, ésta se encuentra en el orden de

nanosegundos [60]. Para los otros ácidos carbox́ılicos usados en este trabajo no se encontraron

referencias al respecto de esta variable. La influencia sobre la tasa de protonación efectiva

que dicta cada uno de los ácidos carbox́ılicos esté en función de la fuerza inducida por

los radicales unidos al grupo carbox́ılico (efecto inductivo). A mayor fuerza inducida por los

grupos sustituyentes al grupo carbox́ılico, aumenta la facilidad con la que se puede desprender

el proton del mismo -COOH, es decir, el valor de su pKa tiende a disminuir. En este trabajo

se observó que a menor acidez del ácido carbox́ılico, mayor es la tasa de protonación y más

lenta es la difusión de los anestésicos locales a través de la membrana.

La Figura 5.8b esquematiza las reacciones de equilibrio, dadas por cada uno de los

componentes moleculares en el sistema (ácidos carbox́ılicos, agua y anestésicos locales), que

dan lugar a una tasa de protonación efectiva (IEPR) que regula la difusión de los anestésicos

locales a través de las multicapas de membranas de ĺıpidos. A condiciones de pH ≈ 5, las

especies (2) y (3) son las que predominan en el proceso difusivo.

Las interacciones intermoleculares entre los componentes del sistema que dan lugar a

la IEPR está determinado por los agentes capaz de cambiar la variabilidad de protones en

el medio. Por lo tanto, en un primer escenario, si en el sistema la concentración del AC
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aumenta, la velocidad de difusión del anestésico puede cambiar. La Figura 5.9 demuestra

que la difusión del anestésico aumenta en función de la concentración de ácido málico. En un

segundo escenario, si la concentración del anestésico aumenta en relación a la concentración

de ĺıpidos que forman la membrana, la difusión también seŕıa más rápida. La Figura 5.10

demuestra esta posibilidad.

Figure 5.9: Difusión de tetracáına a través de MLV de DPPC regulado por la acción de diferentes

concentraciones de ácido málico. (a) Muestra los perfiles calorimétricos, (b) La respuesta en entalṕıa

calorimétrica con sus respectivos ajustes y (c) las constantes de difusión obtenidas.

En resumen, estos experimentos demuestran que la tasa de protonación efectiva inducida
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Figure 5.10: Perfiles calorimétricos que ilustran la difusión de la TC a diferentes concentraciones: 4 mM,

cuadros; 25 mM, ćırculos; y 50 mM, triángulos.

por las interacciones intermoleculares entre los componentes del sistema (membrana liṕıdica,

anestésico, CA), juega un rol preponderante en la cinética difusiva de los anestésicos locales a

través de múlticapas liṕıdicas. El cual, en comparación con los anestésicos generales, podŕıa

evidenciar la naturaleza de ser un anestésico local o general. Este trabajo contribuye en el

proceso de elucidación del tan intricado mecanismo de la anestesia. Y podŕıa ser referencia

para la preparación de mezclas anestésicas más eficaces.
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Detalles experimentales

Reactivos. DPPC fue adquirido de Avanti Polar Lipids. NaCl, fenilefrina.HCl,

procáına.HCl, tetracáına.HCl, propofol, ácido ćıtrico, citrato de sodio, ácido málico, ácido

glicólico, ácido fórmico, ácido 2-(N-morfolin)etanosulfónico, tris(hidroximetil)aminoetano, 2-

amino-2-metil-1,3-propanodiol, 2-amino-2-metil-1- propanol y ácido 4-(cyclohexilamino)-1-

butanosulfónico fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Pentobarbital sódico fue comprado a

Cheminova. Todos los reactivos fueron usados sin purificación adicional.

Preparación de MLV y LUV. La preparación de los liposomas fue realizado usando el

procedimiento estándar descrito en la sección general de métodos. La hidratación fue llevada

a cabo a 55◦C usando ya sea agua MilliQ (MV.cm, pH 4–6) o búffer de interés, agitando a

600 rpm durante 40 min; en un Degassing Station (TA Instruments). Para obtener LUV, se

extrujeron MLV con una membrana de policarbonato de 100 nm (tamaño de poro), usando

un Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids).

Análisis calorimétrico. Los perfiles de capacidad caloŕıfica fueron obtenidos a una tasa

de 1◦C/min a una presión constante de 3 atm. Las muestras fueron degasificadas antes de ser

depositadas en la celda del caloŕımetro. Las muestras fueron equilibradas por 5 min a 25◦C. Y

para todos los casos la medición calorimétrica se realizó 10 min después de la preparación de

la muestra. Las mediciones fueron realizadas en modo calentamiento. La captura y análisis

de los datos fueron realizados usando los programas propios del instrumento. Debido a la

alta sensibilidad del equipo y a la alta reproducibilidad de los experimentos, estos últimos

únicamente se midieron por duplicados.

Experimentos con anestésicos locales. Las muestras de MLV y LUV de DPPC con

alguno de los anestésicos locales fueron preparadas a una concentración final de 73 mM de

procáına, 69 mM de lidocáına o 25 mM de tetracáına. Para las condiciones de relevancia

cĺınica se añadió 0.97 µM de fenilefrina y 100 mM de NaCl; la fenilefrina es usada como un

vasopresor para contrarestar el efecto hipotensivo de los anestésicos locales en sistemas vivos.
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El pH en todos los casos fue llevado a ≈ 5 con NaOH/HCl. Los experimentos controles no

contienen anestésicos.

Experimentos con anestésicos inhalatorios. Para disolver los gases de xenón y óxido

nitroso en suspensión liposomal, se expuso las muestras de liposomas a cada uno de los

gases a alta presión (40 atm) a temperatura controlada (70◦C) por 2 hrs. Los experimentos

calorimétricos fueron llevados a cabo justo después de dicha exposición. Con ayuda de la

Ley de Henry se puede conocer aproximadamente la concentración de gas incorporada en

la suspensión liposomal, la cual dicta que a temperatura constante la solubilidad de ciertos

gases en un medio acuoso es directamente proporcional a la presión que se somete el ĺıquido.

Experimentos con anestésicos intravenosos. La concentración final de propofol y

pentobarbital en las muestras de liposomas fue de 56 mM y 25 mM, respectivamente. De

igual manera el pH de todas las muestras fue llevada a ≈ 5. Los barridos calorimétricos

fueron realizados de 15-45◦C para propofol y de 25-50◦C para pentobarbital.

Cinética de difusión de tetracáına en MLV. A liposomas MLV de DPPC en medio

acuoso se le añadió una concentración final de 25 mM de tetracáına. El pH fue llevado a

≈ 5. Las muestras fueron incubadas a tres condiciones de temperatura dependiendo de la

fase de interés: 25◦C (fase gel), 41.8◦C (temperatura de transición) y 55◦C (fase flúıda). Se

analizaron cuatro tiempos representativos de la cinética de difusión: 0, 3, 24 y 60 hrs.

Experimentos a pH controlado. La hidratación de los ĺıpidos fue realizada con solución

búffer de pH deseado de acuerdo a la Tabla 5.1. Los experimentos controles fueron realizados

sin tetracáına.

Experimentos con ácidos carbox́ılicos. La hidratación de los ĺıpidos fue realizada con

solución de 10 mM de cada uno de los siguientes ácidos carbox́ılicos: málico, ćıtrico, glicólico

y fórmico. El pH fue ajustado a ≈ 5 para todos los casos.



Tabla 5.1: Soluciones búffer usadas para regulación del pH y favorecer la abundancia de alguna de las tres

especies qúımicas de tetracáına (ver Fig. 5.5a)

pH Búffer

2 HCl-glicina

3 Citrato-ćıtrico

4 Citrato-ćıtrico

5 Citrato-ćıtrico

6 MES (ácido 2-(N-morfolin) etanosulfónico)

7 Trizma (Tris(hidroximetil)aminometano)

8 AMPD (2-amino-2-metil-1,3-propanodiol)

9 AMPD (2-amino-2-metil-1,3-propanodiol)

10 AMP (2-amino-2-metil-1-propanol)

11 CABS (ácido 4-(ciclohexilamino)-1-butanosulfónico)
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En este caṕıtulo discutiremos cómo sistemas compuestos únicamente de membranas liṕıdicas

son aptas para responder a moléculas conocidas por su actividad en las transmisiones

nerviosas: los neurotransmisores. Y a su vez aprovecharemos para compararlos con el efecto

que los anestésico producen sobre el mismo tipo de sistemas bajo las mismas condiciones

experimentales.

Es bien conocido que la comunicación interneuronal a través de la sinapsis qúımica,

puede interrumpirse por la acción de algunos anestésicos. Esto es posible porque tanto

la sinapsis qúımica como la anestesia comparten algunos principios del mecanismo molecular

propuesto: Una señal nerviosa puede verse aumentada, atenuada o interrumpida debido a

un cambio conformacional de los receptores neuronales causada por un est́ımulo qúımico o

eléctrico [45,61,62].

Los neurotransmisores son las moléculas que se encargan de transmitir la información

de una neurona a otra para mantener la comunicación neuronal. Sin embargo, ésta

puede ser afectada por la acción de los anestésicos. Tanto neurotransmisores como

anestésicos son molecularmente diversos. Entre los neurotransmisores más importantes

se encuentran pequeñas moléculas como la acetilcolina y adenosina; ácidos grasos como

la anandamida; monoaminas como la dopamina, norepinefrina, epinefrina, serotonina y

melatonina; aminoácidos que incluyen al glutamato, aspartato, serina, ácido γ-aminobut́ırico;

y algunos péptidos de cadena corta como el neuropéptido Y (NPY) [63, 64]. De la misma

forma, una gran diversidad de estructuras moleculares tienen capacidad de producir efecto

anestésico. Aśı se tiene que, alcanos, alcoholes, éteres, ésteres, amidas, fenoles, diacepinas,

barbitúricos, hasta incluso gases nobles como el xenón son anestésicos [65].

El mecanismo aceptado de la transmisión sináptica dicta lo siguiente: las terminales

nerviosas de las neuronas presináptica y postsináptica se encuentran separadas por un

peque˜ño espacio conocido como hendidura sináptica. Este espacio interneuronal desarrolla

una gran actividad qúımica, la cual es mediadada por los neurotransmisores, que son las

moléculas encargadas de transmitir, bloquear o retardar la conexión eléctrica. Los NT se

encuentran encapsulados en veśıculas liṕıdicas en la terminal del axón de la célula presináptica

y son expulsados a la hendidura sináptica cuando se recibe una variación de potencial
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eléctrico. Ésta a su vez es mediada por un aumento en la concentración de calcio, promoviendo

la fusión de dichos contenedores liṕıdicos con la membrana del axón, para dar lugar a la

liberación de los NT. La célula postsináptica recibe a los NT por un sistema de reconocimiento

molecular llevado a cabo por protéınas receptoras, las cuales en muchas ocasiones están

asociadas con otras denominadas proteinas G. Los neurotransmisores que quedaron como

excedente son degradados por otras protéınas, como la enzima monoaminoxidasa (MAO), que

a través de un proceso redox, oxida al grupo amino de los neurotranmisores. Sin embargo,

aún persisten muchas interrogantes sin contestar, por ejemplo, ¿cuál es el rol de protones y

calcio en el medio? [66–72].

Se ha reportado que durante el proceso de sinapsis, el calcio juega diferentes tipos de

roles. La concentración de calcio extracelular se modifica cuando hay procesos de fusión por

exocitosis promoviendo la liberación de neurotransmisores. El calcio puede disparar cascadas

de señalización. Incluso, este ion puede actuar como un metabolito secundario y ser sensado

por protéınas [73–76]. Los estudios por descifrar cómo un simple catión divalente toma

partido y decide en la neurotransmisión son diversos. Es bien conocido que un importante

rol del calcio en dicho proceso es la liberación y recaptura de los neurotransmisores. Se ha

descrito que actua sincronizadamente con SNARES (soluble N-etilmaleimida unida a receptor

protéıco) y sinaptotagminas. Sin embargo, un mecanismo claro de este orquestado proceso de

sensado, unión espećıfica, liberación, recaptura y reciclado de moléculas, está aún en proceso

de ser entendido [69–71,76].

De la misma manera, el rol de los protones en el proceso de la sinapsis no es muy

claro. Recientemente se ha reportado que pueden actuar como neurotransmisores, pero la

variabilidad en su concentración durante la sinapsis conlleva a efectos electrostáticos no

completamente conocidos [72].

Por otro lado, la anestesia puede dar lugar a la interrupción de la comunicación entre

neuronas, induciendo un cambio progresivo en los niveles de consciencia de un individuo.

Este efecto puede progresar desde un estado de insensibilidad sensorial hasta la muerte.

El fenómeno de la anestesia ha sido tema de estudio por más de 100 años, sin embargo,

el mecanismo de cómo funciona no está elucidado. Para tratar de explicarlo se han
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propuesto dos teoŕıas. La primera es basada en las interacciones no especif́ıcas entre ĺıpidos

y anestésicos; y la segunda, está basada en las interacciones espećıficas de tipo ligando-

receptor entre receptores protéıcos y anestésicos [10, 11, 32, 33, 45]. La propuesta basada en

interacciones con protéınas ha acaparado la mayoŕıa de los estudios realizados, sin embargo,

otros estudios proponen que los anestésicos cambian entrópicamente las propiedades de las

balsas liṕıdicas, en donde se encuentran anclados los receptores protéıcos [77]. Por lo tanto,

bajo este contexto, es importante entender el rol que los ĺıpidos juegan en los procesos de

comunicación neuronal [78].

Heimburg et al. han propuesto una teoŕıa termodinámica sobre la anestesia local y

general. Ellos consideran que el impulso nervioso tiene su origen en los cambios de las

propiedades elásticas de la membrana [9, 10, 79, 80]. Adicionalmente, Cantor sugiere que los

cambios en la presión lateral de las membranas en donde se anclan los receptores proteicos

puede desencadenar desensibilización de tales receptores [13]. Cantor también ha discutido

que los neurotransmisores pueden ser los anestésico endógenos de los sistemas vivos, ya

que difunden hacia la membrana postsináptica y producen cambios conformacionales de los

receptores en membrana [14]. Esta hipótesis fue comprobada por Jerabek et al. a través del

uso de rayos X y dinámica molecular [81].

Las interacciones electrostáticas intermoleculares presentes en la membrana plasmática,

regulan diversos procesos fisiológicos y mantienen la homeostasis celular. Se ha observado

que estas interacciones involucran a ĺıpidos con grupos cargados negativamente [82,83,83–90],

entre los cuales el ácido fosfat́ıdico juega un importante papel en los procesos de señalización

[91].

El uso de las membranas liṕıdicas para simular y comprender diversos procesos de

comunicación celular, han demostrado que son modelos bastante robustos e ideales. Éstas

han sido utilizadas para estudiar propiedades mecánicas, termodinámicas y electrostáticas

relacionadas con las membranas biológicas [46, 92, 93]. Por ejemplo, la temperatura de

transición de fase del estado gel al flúıdo es una propiedad de las membranas liṕıdicas

ampliamente estudiada y relacionada con diversos procesos fiosiológicos [5].

Recientemente, se han reportado interesantes estudios relacionados con las interacciones
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entre ĺıpidos y neurotransmisores. Orlowski et al. realizaron un estudio con dinámica

molecular en donde observaron que la dopamina y la L-dopa se unen fuertemente a bicapas

aniónicas constrúıdas de fosfatidilserina, esfingomielina y colesterol. Ellos concluyeron que

las interacciones entre ĺıpidos y neurotransmisores dependen de enlaces de tipo puente de

hidrógeno y pares de electrones entre grupos polares de los ĺıpidos. Sus conclusiones tambien

fueron sustentadas por la medición de los cambios de presión en la supeficie de monocapas

de mezcla de ĺıpidos [63]. Otro estudio, fue realizado por Piorecka et al., quienes reportaron

la primera evidencia experimental de interacción de dopamina con membranas aniónicas

que contienen 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerol (DMPG). Ellos observaron que

membranas con dominios negativos son las responsables de tales interacciones y concluyeron

que en estos sistemas las fuerzas hidrófobas son 10 veces más débiles que las electrostáticas

[17]. Más estudios han demostrado el interés por elucidar el papel de los ĺıpidos en la

neurotransmisión. Drolle y colaboradores, usando técnicas de dispersión y difracción de

luz, y dinámica molecular, reportaron que el neurotransmisor melatonina, fluidiza bicapas de

DPPC y DOPC, produciendo una disminución del espesor de la membrana y un aumento en

el área de la cabeza de los ĺıpidos [94]. El grupo de Choi confirmó experimental y teóricamente

que, efectivamente, la melatonina causa desorden en la membrana. Ellos demostraron que

la melatonina puede interaccionar con colesterol y fosfoĺıpidos por medio de interacciones

hidrófobas [95]. Otro estudio realizado por dinámica molecular reportó interesantes hallazgos

sobre la interacción de los neurotransmisores con membranas liṕıdicas. En dicho trabajo se

demostró que los neurotrasmisores no permean a través de la membrana, más bien se adieren

reversiblemente a la superficie de ésta. También sugieren que si un receptor transmembranal

con su sitio activo en la bicapa liṕıdica, debe ser alcanzado por su ligando a través de un

proceso que esté mediado por una interacción primaria que posiblemente sea llevada a cabo

por los ĺıpidos. Ellos proponen que la acetilcolina sigue este mecanismo [96].

Por otro lado, el papel que desempeñan los iones en la interfaz de la comunicación

nerviosa ha sido abordada por diferentes autores. Cationes divalentes como Ca2+, Mg2+,

se unen fuertemente tanto a ĺıpidos zwitteriónicos como a aniónicos [97, 98]. Sin embargo,

la interacción entre ĺıpidos aniónicos resulta ser más remarcable, porque produce cambios
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estructurales en las membranas, formando arreglos membranosos conocidos como cocleatos,

que son el producto de procesos de deshidratación y quelación entre los grupos cargados de

los fosfoĺıpidos y los iones divalentes [97, 99]. Iones monovalentes como Na+, penetran al

interior de la membrana a la altura de los grupos fosfatos, sin embargo, producen poco efecto

en las propiedades f́ısicas de la membrana [100].

En este contexto y tomando como base esta diversidad de trabajos, intentamos

entender cómo los neurotransmisores y anestésicos interaccionan con membranas aniónicas

y zwitteriónicas influenciadas por iones divalentes como Ca2+ y a diferentes condiciones de

pH.

6.1 Ca2+, pH y neurotransmisores cambian las propiedades

calorimétricas de membranas aniónicas

Debido a que las fluctuaciones en la concentración de Ca2+ y H+ en la hendidura sináptica

son desconocidas, el rol que estos iones desempeñan en la neurotransmisión no está

completamente interpretado. Por ejemplo, poco se ha estudiado sobre el impacto de tales

fluctuaciones en las cantidades termodinámicas. Para explorar tales aspectos, se realizaron

experimentos con modelos liposomales bajo el efecto de tres importantes neurotransmisores

(NT): acetilcolina (ACh), ácido γ-aminobut́ırico (GABA) y ácido glutámico (LGlu). Además,

para considerar los aspectos electrostáticos de las membranas reales, se usaron combinaciones

de ĺıpidos zwitteriónicos (DPPC y N-octadecanoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina de cerebro

de cerdo (SM)) y ĺıpidos aniónicos ( 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfato sódico (DPPA),

1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-fosfo-(1’-rac-glicerol) sódico (DPPG), 1,2-ditetradecanoil-

sn-glicero-3-fosfo-L-serina sódico (DMPS)). Se exploraron las siguientes combinaciones

equimolares: DPPC:SM, DPPC:DPPA, DPPC:DPPG y DPPC:DMPS. Para todos los casos,

se usó una concentración de neurotransmisor de 25 mM. Es importante comentar que, aunque

tal concentración de NT pudiera ser considerado demasiado alta, el hecho es que no; porque

dentro de las veśıculas sinápticas se ha calculado que hay alrededor de 250 mM [14], lo que

garantiza una alta concentración de neurotransmisores en la hendidura sináptica cuando éstos
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son liberados [101].

Figure 6.1: Perfiles calorimétricos de liposomas (SUV) de DPPC:SM (1:1) y liposomas de DPPC:DPPA

(1:1), en su interacción con ACh (25 mM), GABA (25 mM) y LGlu (25 mM), bajo dos condiciones: con y sin

Ca2+ (10 mM). Los experimentos realizados con DPPC:DPPA fueron evaluados bajo dos condiciones de pH:

controlado a 7.4 (10 mM HEPES) y a pH no controlado, 4-6 (H2O milliQ). Los resultados de estos sistemas

fueron comparados con liposomas sin neurotransmisores usados como control. La ĺınea vertical entrecortada

representa la transición principal del control.

Las Figuras 6.1 y 6.2 muestran los perfiles calorimétricos y los cambios de entalṕıa de

transición, respectivamente, de liposomas multilamelares de DPPC:SM y DPPC:DPPA bajo

el efecto de ACh, LGlu y GABA. Los dos primeros NT están descritos como excitatorios,

mientras que GABA es un NT inhibitorio.

El sistema de DPPC:SM (zwitteriónico) fue evaluado con y sin Ca2+, manteniendo un pH

de 7.4. Mientras que los liposomas de DPPC:DPPA (aniónico) fueron explorados con y sin

Ca2+ bajo dos condiciones: a pH 7.4 y bajo fluctuaciones de H+ (pH 4-6, H2OmilliQ), que

mimetiza las fluctuaciones de protones durante la sinapsis [72].

Los perfiles calorimétricos demuestran que ACh, LGlu y GABA no afectan a las

membranas zwitteriónicas. En todos los casos, incluyendo al control, la Tm de estos sistemas

está en 38.3◦C (ver Fig. 6.1) y el cambio en la entalṕıa de transición es 40 kJ/mol (ver
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Figure 6.2: Cambios en la entalṕıa calorimétrica de liposomas (SUV) de DPPC:SM (1:1) y liposomas de

DPPC:DPPA (1:1), en su interacción con ACh (25 mM), GABA (25 mM) y LGlu (25 mM), con y sin

Ca2+ (10 mM). Solución de HEPES (10 Mm) fue usado para controlar el pH a 7.4. Los resultados fueron

comparados con un sistema al cual no se le controló el pH (4-6 H2O milliQ). Como controles se usaron

liposomas sin neurotransmisor.

Fig. 6.2). Además, se puede observar que el Ca2+ tampoco afecta a estas membranas.

Es importante remarcar que resultados de espectroscoṕıa infraroja han revelado que el

calcio se une a membranas zwitteriónicas de fosfoĺıpidos a través de los grupos carbonilos

y fosfodiéster [98]. Sin embargo, cuando se usan dos o más ĺıpidos con baja cooperatividad

dicha unión se minimiza o anula [102].

Contrariamente al sistema zwitteriónico, las membranas aniónicas a pH 7.4 fueron

sustancialmente afectadas por ACh y LGlu. Membranas controles tienen una Tm alrededor

de 58.1◦C, y un cambio en entalṕıa calorimétrica cercano a 30.4 kJ/mol. Con la adición de

ACh, la Tm se reduce a 54.9◦ y el cambio de entalṕıa a 29.4 kJ/mol. Similarmente, con

LGlu la temperatura de transición también se reduce a 54.5◦C y el cambio de entalṕıa a

23.7kJ/mol (ver Figs. 6.1 y 6.2). Por otro lado, la presencia de GABA no altera la Tm de

las membranas aniónicas, pero si reduce el ∆H a 23.1 kJ/mol.

El efecto que el Ca2+ produce en las membranas negativas es sorprendente, puesto
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que reduce la cohesion de las membranas, reduciendo la Tm. También impacta en la

cooperatividad de los ĺıpidos, permitiendo observar 3 máximos de Cp, lo que sugiere la

coexistencia de tres dominios de membranas producidos por la separación y agregación de

veśıculas. Este efecto que el Ca2+ produce en membranas aniónicas ha sido reportado con

anterioridad [97]. De acuerdo a los perfiles calorimétricos obtenidos, un primer dominio

estaŕıa formado, en su mayoŕıa, por membranas de DPPC (Tm = 43◦C); el segundo formado

por mezcla de DPPC y DPPA con tendencia equimolar (Tm = 46◦C); y el tercero constrúıdo

mayormente por membranas de DPPA (Tm = 52◦C). En todos los casos el ∆H se encuentra

alrededor de 20 kJ/mol. Es importante hacer notar que la presencia de GABA y LGLu

debilitan tales dominios (ver Fig. 6.1e). Este efecto que el Ca2+ produce en las membranas

aniónicas es debido al apantallamiento electrostático de las cabezas polares de los fosfoĺıpidos.

El cual es modificado cuando el pH no está controlado y se permite la variabilidad de

protones (ver Fig. 6.1f). Más interesante aún es el hecho de que bajo estas condiciones

cada NT interacciona de manera particular con dichas membranas, evidenciando que tanto

el Ca2+ como el H+ juegan un papel importante en la interacción de los neurotransmisores

con membranas aniónicas. Resultando que ACh promueva membranas más ŕıgidas, mientras

que LGlu y GABA disminuyen la cooperatividad de los fosfoĺıpidos haciendo membranas

más flúıdas. Este hecho hace que el Ca2+ y el H+ modifiquen la presión superficial, la

curvatura y el espesor de las membranas. Estos resultados sugieren que los NT interaccionan

con membranas aniónicas a través de un mecanismo electrostático mediado por calcio y

protones [103, 104]. ACh libre de calcio disminuye la cohesión de las membranas, pero este

efecto se ve disminúıdo cuando el Ca2+ y el H+ están en el medio. Probablemente, sea debido

a un mecanismo competitivo entre el Ca2+ y el catión trimetilamonio de la ACh o debido

a repulsión electrostática entre complejos de DPPA-Ca y ACh. Contrariamente, GABA en

presencia de calcio disminuye la cohesión de la membrana debido a interacciones entre iones

y contraiones como en un modelo electrostático de doble capa, donde el Ca2+ actúa como un

centro de coordinación entre la superficie negativa de la membrana y el grupo carboxilato de

GABA (el cual es una molécula zwitteriónica) [105]. Este mismo mecanismo podŕıa aplicar

con LGlu, pero debido a que este NT posee dos grupos carboxilatos, su efecto puede ser



56 6. INTERACCIONES DE AT Y NT CON MEMBRANAS ANIÓNICAS

mucho mayor que GABA. Estos resultados tienen una importante relevancia porque podŕıan

estar relacionados con los efectos excitatorio de ACh e inhibitorio de GABA en el sistema

nervioso central.

Figure 6.3: Estructura molecular de DPPC, SM, DPPA, DPPG y DMPS. Note que DPPC y SM son

zwitteriónicos debido al grupo colina y fosfato, en cambio, el carácter aniónico de DPPA, DPPG y DMPS

son debido a diferentes grupos negativos unidos al glicerol principal.

Para evaluar la influencia de Ca2+ y H+ a concentraciones fisiológicas y tomando en

cuenta la naturaleza qúımica de las cargas que caracterizan a las membranas biológicas,

se realizaron experimentos calorimétricos de tres sistemas aniónicos en su interacción con

ACh, GABA y LGlu; mediados por la acción de Ca2+ y H+. No obstante, siendo que

estos ĺıpidos son anfif́ılicos, los grupos polares que forman la cabeza liṕıdica tienen diferente

composición que les confieren caracteŕısticas particulares a las membranas. Por citar los casos
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Figure 6.4: Perfiles calorimétricos de liposomas sonicados (SUV) de DPPC:DPPA (1:1), DPPC:DPPG (1:1)

y DPPC:DMPS (1:1), bajo el efecto de ACh (25 mM), GABA (25 mM) y LGlu (25 mM) influenciados por

Ca2+ (10 mM). Los experimentos fueron realizados a pH 7.4 (10 mM HEPES) y a pH no controlado, 4-6

(H2O milliQ). Liposomas sin neurotransmisores fueron usados como controles. La ĺınea vertical entrecortada

representa la transición principal del control.

aqúı explorados, el DPPC y SM tiene un grupo colina unido a un fosfato que le confieren

el caráter zwitteriónico; el DPPA tiene un grupo fosfat́ıdico que hace negativa a la cabeza;

en el DPPG, un segundo grupo glicerol se concatena al fosfato cargado negativamente; y

por último, el DMPS posee un grupo serina enlazado al fosfato que juntos proporcionan

propiedades aniónicas a la cabeza del ĺıpido (ver Fig. 6.3).

La Figura 6.4 compara los resultados del análisis DSC de los sistemas aniónicos ya

mencionados. Las curvas de DPPC:DPPA con 2 mM de calcio a pH 7.4, indican la tendencia

hacia la formación de los dominios, similarmente a los resultados obtenidos a concentraciones

más altas de calcio (10 mM). Sin embargo, a 2 mM el efecto de ACh, GABA y LGlu son menos

apreciables. A estas condiciones, el control muestra tres máximos de Cp. GABA presenta un

perfil muy parecido al control, pero ACh y LGlu únicamente muestran dos máximos de Cp.

Las transiciones del sistema DPPC:DPPA con LGlu se encuentran más desplazadas a bajas

temperaturas, alcanzando un ∆H calorimétrico menor comparado con los otros sistemas (ver
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Figure 6.5: Cambios en la entalṕıa calorimétrica de liposomas sonicados (SUV) de DPPC:DPPA (1:1),

DPPC:DPPG (1:1) y DPPC:DMPS (1:1), en su interacción con ACh (25 mM), GABA (25 mM) y LGlu (25

mM) y mediados por Ca2+ (10 mM). Los experimentos fueron realizados a pH 7.4 (10 mM HEPES) y a pH

no controlado, 4-6 (H2O milliQ). Liposomas sin neurotransmisores fueron usados como controles.

Figs. 6.4a y 6.5a). En constraste, cuando hay fluctuaciones de protones las Tm de los sistemas

DPPC:DPPA/Ca/NT se desplazan a temperaturas más altas y aumentan el ∆H. Se puede

observar que bajo estas condiciones GABAy LGlu también muestran dos transiciones (ver

Figs. 6.4d y 6.5d).

Los sistemas DPPC:DPPG/Ca/NT muestran una cooperatividad mayor que el sistema

DPPC:DPPA/Ca/NT tanto a pH 7.4 como a pH 4-6 (agua milliQ). Sin embargo, dichas

transiciones se desplazan a temperaturas más altas cuando hay fluctuaciones de pH en el

medio (ver Figs. 6.4b, e y 6.5b, e).

El comportamiento calorimétrico que presenta el tercer sistema aniónico (DPPC:DMPS/-

Ca/NT) es muy similar en todas las combinaciones exploradas, presentando dos transiciones,

una de estas más pronunciada a menor temperatura. Sin embargo, el cambio de entalṕıa

vaŕıa un poco a pH 7.4 (ver Figs. 6.4c, f y 6.5c, f).

El mecanismo clásico que explica la sinapsis qúımica afirma que los NT alcanzan sus
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sitios de unión en los receptores por medio de una difusión aleatoria cuando son liberados

en el medio acuoso sin unirse a membranas liṕıdicas. Sin embargo, bajo estas condiciones

todos los componentes están sujetos a interacciones de tipo no espećıficas. En este sentido,

Wang et al. analizaron la afinidad que neurotransmisores tienen por modelos de membranas

compuestas únicamente por ĺıpidos [15]. Ellos, usando diálisis en equilibrio, encontraron

que los NT interaccionan con membranas aniónicas electrostáticamente. También en este

aspecto, Peters et al. haciendo uso de simulaciones por dinámica molecular, reportaron

que la serotonina se une a los grupos fosfatos de membranas liṕıdicas [16]. Adicionalmente,

Postila et al. reportaron que los NT pueden agregarse en la superficie de las membranas

antes de llegar a su respectivo sitio activo protéıco [96]. En estos trabajos el papel de los

ĺıpidos aniónicos es preponderante, puesto que son los promotores de que los NT se unan a

la membrana. Bajo este panorama, los resultados experimentales aqúı mostrados están en

corcondancia con resultados previos en su mayoŕıa teóricos, sustentando que las membranas

aniónicas juegan un papel importante en la interacción con NT, pero además desvela que la

presencia de calcio y protones es crucial.

6.2 Ca2+ y pH modifican el efecto que la tetracáına y

el pentobarbital producen en membranas liṕıdicas

La Figura 6.6 muestra los barridos calorimétricos de SUVs de DPPC:SM y DPPC:DPPA

en interación con tetracáına (anestésico local) y pentobarbital (anestésico general) bajo

la influencia de Ca2+ y H+. El sistema DPPC:SM únicamente fue explorado a pH 7.4,

mientras que el sistema DPPC:DPPA fue medido a pH 7.4 y bajo cambios de concentración

de H+ (pH 4-6, agua milliQ). Claramente se puede observar que la presencia de calcio y

protones en el medio influencia mayormente a las interacciones de anestésicos-membranas

aniónicas que a las interacciones de anestésicos-membranas zwitteriónicas, modificando su

respuesta termotrópica (ver Figs. 6.6 y 6.7). Previamente, se comentó que los NT han

sido propuestos como los anestésicos endógenos en los sistemas vivos [14]. Además, es

ampliamente conocido que los anestésicos desplazan a temperaturas menores la transición de
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Figure 6.6: Termogramas de liposomas de DPPC:SM (1:1) y DPPC:DPPA (1:1) en interacción con un

anestésico local, TC (25 mM) y uno general, PB (25 mM); bajo dos condiciones: con y sin Ca2+ (10 mM).

Los experimentos realizados con DPPC:DPPA fueron evaluados bajo dos condiciones de pH: controlado a 7.4

(10 mM HEPES) y a pH no controlado, 4-6 (H2O milliQ). Liposomas sin neurotransmisores fueron usados

como controles. La ĺınea vertical entrecortada representa la transición principal del control.

las membranas liṕıdicas [36,37,106–109]. Por lo tanto, los resultados previamente mostrados

sustentan dicha similitud entre neurotransmisores y anestésicos, puesto que si en el medio hay

calcio y protones los NT producen el mismo efecto que los AT en las membranas liṕıdicas.

De manera similar a los experimentos realizados con NT y membranas aniónicas de

DPPC:DPPA, DPPC:DPPG y DPPC:DMPS (ver Figs. 6.4 y 6.5), se presenta el efecto

que Ca2+ (2 mM) y fluctuaciones de H+ promueven en tales sistemas (ver Figs. 6.8 y 6.9).

En primer instancia, se puede observar una clara tendencia: TC y PB desplazan la Tm a

menores temperaturas. A diferencia de PB, la TC produce un mayor efecto en membranas

de DPPC:DPPG tanto a pH 7.4 como a pH no controlado . Esto es debido a que siendo

la TC una base débil puede interactuar con la superficie de la membrana y debido a su

hidrofobicidad se puede internar en la zona aćılica interaccionando con las colas alifáticas,

esto da como resultado un mayor efecto en la disminución de la temperatura de transición

comparado con moléculas con un mayor carácter hidrófobo como el PB.
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Figure 6.7: Cambios en la entalṕıa calorimétrica de liposomas de DPPC:SM (1:1) y DPPC:DPPA (1:1) en

interacción con TC (25 mM) y PB (25 mM); bajo dos condiciones: con y sin Ca2+ (10 mM). Los experimentos

realizados con DPPC:DPPA fueron evaluados a pH 7.4 (10 mM HEPES) y a pH no controlado, 4-6 (H2O

milliQ). Liposomas sin neurotransmisores fueron usados como controles.

6.3 La electrostática detrás de la interacción de fos-

foĺıpidos, NT, AT, Ca2+ y H+

Los resultados anteriormente presentados demuestran que el calcio y los protones moderan

las interacciones de membranas aniónicas con neurotransmisores y anestésicos. Lo anterior

parte del hecho de que todas las moléculas anfotéricas tienen uno o más valores de pKa,

determinando el rango del pH en el que se encuentra en equilibrio (en donde especies

desprotonadas y protonadas existen en igual medida). Dicho equilibrio juega un papel crucial

en los eventos que ocurren en los sistemas que se han explorado. Con el objetivo de dar mayor

soporte a estos hallazgos, se realizaron experimentos calorimétricos a pH mayor y menor a

7.4. La Figura 6.10 demuestra que a condiciones amortiguadoras los perfiles calorimétricos

muestran diferencias. A pH 5 las membranas son más ŕıgidas debido al efecto de calcio, y no

sufren cambio cuando se añade ACh. A pH 9, el calcio disminuye la cooperatividad de los
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Figure 6.8: Efecto de TC y PB en la respuesta termotrópica de membranas aniónicas de DPPC:DPPA

(1:1), DPPC:DPPG (1:1) y DPPC:DMPS (1:1) bajo la influencia de Ca2+ (2 mM). Los experimentos fueron

realizados a pH 7.4 (10 mM HEPES) y a pH no controlado 4-6 (H2O milliQ). SUVs sin AT fueron usados

como controles (Tm principal se muestra con ĺınea vertical entrecortada).

ĺıpidos presentando un perfil calorimétrico ancho y aplanado. Bajo estas condiciones de pH,

si se adiciona ACh o TC la cooperatividad de la membrana se recupera. ACh promueve

un aumento en la cooperatividad, posiblemente, debido a un mecanismo de interacción

competitiva entre cargas positivas de ACh y Ca2+ y su afinidad por los dominios negativos

de la superficie de la membrana. En cambio TC, lo hace a través de interacciones hidrófobas

que aumentan la cohesión de la zona alifática, ya que a este pH la TC es completamente

hidrófoba (ver reacciones de equilibrio en Fig. 6.10).

La Figura 6.11 muestra un resúmen de las interacciones entre DPPC:DPPA y

neurotransmisores. En la parte inferior se muestran los perfiles calorimétricos de esta

membrana en presencia de ACh, GABA y LGlu a diferentes condiciones de pH y calcio.

En la parte superior se muestra el posible mecanismo molecular involucrado: interacciones

electrostáticas entre el ácido fosfat́ıdico, calcio, protones y neurotransmisores. Cabe

mencionar que de acuerdo a resultados reportados previamente, cuando la concentración de
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Figure 6.9: Efecto de TC y PB en los cambios de entalṕıa calorimétrica de membranas aniónicas de

DPPC:DPPA (1:1), DPPC:DPPG (1:1) y DPPC:DMPS (1:1) bajo la influencia de Ca2+ (2 mM), a pH

7.4 (10 mM HEPES) y a pH no controlado 4-6 (H2O milliQ). SUVs sin AT fueron usados como controles

(Tm principal se muestra con ĺınea vertical entrecortada).

calcio está en desequilibrio entre el lado interno y el externo de los liposomas puede inducir

agregación de membranas aniónicas hasta el grado de cambiar las estructuras esféricas de

las veśıculas a una especie de rollos en forma de bastones [97]. Sin embargo, cuando ambos

lados contienen la misma concentración de calcio dicho efecto no ocurre. Entonces, los

residuos aniónicos en la superficie de la membrana llevan a cabo otro tipo de interacciones

que son los responsables de modificar los perfiles calorimétricos. Por ello, se propone que los

protones interaccionan con el ácido fosfat́ıdico competitivamente con las interacciones entre

DPPA-Ca, lo cual hace posible que los neurotransmisores interaccionen con el sistema de

manera particular. Cuando no hay un búffer que controle el pH, un ox́ıgeno del DPPA es

protonado, entonces el calcio se coordina con el grupo hidroxil desprotonado, con GABA

y LGlu. Esto produce un desplazamiento de la Tm a bajas temperaturas. Para el caso de

la ACh (positivamente cargada), la interacción de calcio con ácido fosfat́ıdico apantalla la

interacción del NT con el grupo hidroxil y hace que ACh interaccione repulsivamente con
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Figure 6.10: Cambios en los perfiles calorimétricos de membranas de DPPC:DPPA con ACh y TC debido a

la influencia de Ca2+ y H+. Reacciones de equilibrio de DPPC, DPPA y TC. ACh no es afectada por el pH.

el calcio; produciendo un desplazamiento de la Tm a altas temperaturas. Estos mecanismos

han sido discutidos previamente para interpretar las interacciones entre fosfoĺıpidos aniónicos,

calcio y protones [17,103,104,110].

A manera de conclusión de la interacción entre membranas aniónicas, neurotransmisores

y anestésicos; este estudio revela que los NT interaccionan fuertemente con los ĺıpidos

aniónicos. Este escenario puede ser comparado con las caracteŕısticas electrostáticas de

la membrana neuronal, que a pesar de que el mecanismo clásico de la transmisión a

nivel de la sinapsis qúımica afirma que los NT interaccionan con receptores espećıficos

que se encuentran en la membrana plasmática, interacciones electrostáticas entre NT y

ĺıpidos aniónicos pueden llevarse a cabo tal como sucede en membranas modelos. Tales

interacciones inducen cambios mecánicos y termodinámicos muy parecidos a los producidos
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Figure 6.11: Termogramas de DPPC:DPPA en interacción con ACh, GABA y LGlu bajo diferentes

condiciones de pH y calcio (panel inferior). La naturaleza de estos perfiles son atraccciones y repulsiones

electrostáticas entre el ácido fosfat́ıdico, Ca2+, H+ y neurotransmisores (panel superior).

por los anestésicos. Este efecto puede estar modulado por la presencia de Ca2+ y H+ en el

medio. Los protones pueden dar lugar a especies protonadas o desprotonadas de acuerdo a sus

reacciones de equilibrio y dependiendo de ésto el calcio puede coordinarse con dichas especies

interactuando con los NT. Los resultados calorimétricos entre los diferentes NT (excitatorios

e inhibitorios) demuestran que, dependiendo de las condiciones, algunos NT (como ACh)

puede inducir que la Tm se desplaze a mayor temperatura y otros (como GABA y LGlu) lo

desplacen a menores temperaturas. Estos cambios termodinámicos y mecánicos producidos

en membranas modelos son aspectos importantes para ser considerados en ciertos procesos

biológicos, como en el mecanismo de transmisión neuronal, por lo que abre la posibilidad de

explorar sistemas biológicos considerando esta particularidad.
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Detalles experimentales

Reactivos. 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfato sódico,

1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-fosfo-(1’-rac-glicerol) sódico, 1,2-ditetradecanoil-sn-glicero-3-

fosfo-L-serina sódico y N-octadecanoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina (de cerebro de cerdo)

fueron adquiridos de Avanti Polar Lipids, Birmingham, AL. Cloruro de calcio, ácido 4-(2-

hidroxietil)piperazin-1-etanosulfonico, 2-amino-2-metil-1, 3-propanodiol, ácido ćıtrico, cit-

rato trisódico dihidratado, acetilcolina.HCl, ácido γ-aminobut́ırico, L-ácido glutámico (sal

sódica monohidratada) y tetracáına.HCl fueron comprados a Sigma-Aldrich. Pentobarbi-

tal sódico fue adquirido de Cheminova. Todos los reactivos fueron usados sin purificación

adicional.

Fabricación de liposomas y preparación de la muestra. Las veśıculas MLVs fueron

generadas usando las siguientes mezclas liṕıdicas (1:1, 5 mM): DPPC:SM, DPPC:DPPA,

DPPC:DPPG o DPPC:DMPS. La primera mezcla se disolvió en cloroformo y todas las demás

en cloroformo:metanol (1:1 v/v). La hidratación de la peĺıcula liṕıdica fue usando los búffer

de hidratación de la Tabla 6.1, agitando a 1000 rpm por 60 min por arriba de la Tm. Para

los experimentos con calcio, la solución búffer fue preparada con 2 y 10 mM de CaCl2.

Para preparar los SUVs, 0.820 ml de MLVs fueron sonicados for 30 min a 50◦C en un

baño con ultrasonido (60 W). Posteriormente, se añadió solución de neurotransmisores o

anestésicos hasta una concentración final de 25 mM; y se homogenizó completamente.

Tabla 6.1: Búfferes de hidratación usados para la formación de MLVs de mezclas liṕıdicas.

pH Búffer

5 Citrato-ćıtrico, 10 mM

7.4 HEPES (ácido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-etanosulfónico), 10 mM

9 AMPD (2-amino-2-metil-1,3-propanodiol), 10 mM

4-6 Agua MilliQ
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Análisis calorimétrico. Las mediciones calorimétricas fueron obtenidas en modo calen-

tamiento a 1◦C/min a 3 atm de presión. Todas las muestras fueron equilibradas 5 min. Tres

barridos calorimétricos de cada muestra fueron obtenidas; cada una de ellas fue repetida por

dos ocasiones a partir de preparaciones diferentes.
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En los caṕıtulos anteriores se ha comentado cómo membranas compuestas únicamente

por ĺıpidos interaccionan con moléculas de interés biológico; por ejemplo, anestésicos y

neurotransmisores. Pero es bien conocido que las membranas celulares y en particular la

membrana plasmática se encuentran compuestas por dos grandes grupos de biomoléculas:

ĺıpidos y protéınas [111, 112]. En este caṕıtulo se abordará un nuevo modelo de

membrana compuesto por ĺıpidos y protéınas. Con enfoque en las interacciones no

espećıficas, se analizará si protéınas globulares que no se encuentran habitualmente en la

membrana plasmática interaccionan con liposomas. En primer lugar, se caracterizarán

termométricamente los sistemas liṕıdicos y protéıcos por separados. Posteriormente, se

explorará cómo las interacciones no espećıficas inducen que ĺıpidos y protéınas entretejan un

nuevo sistema lipidoproteico con nuevas propiedades fisicoqúımicas. Finalmente, se explorará

la respuesta de este sistema ante el efecto que anestésicos y neurotransmisores producen.

Los ĺıpidos y las protéınas son la base estructural de todas las membranas biológicas.

Ambos grupos de moléculas juegan importantes roles en la orquestada danza de la

comunicación celular. Ĺıpidos y protéınas ensamblan unidades que pueden responder a

diferentes est́ımulos externos e internos. Aunque al inicio se pensó que los ĺıpidos únicamente

cumpĺıan el papel de disolvente en donde las protéınas habitan, más recientemente, con el

auge de la biof́ısica, se ha encontrado que los ĺıpidos también cumplen diversas funciones más

allá de un simple medio [112–114]. Aśı, los ĺıpidos y las protéınas son el par molecular

que entretejen a los organismos vivos. Por ello, las interacciones entre tales moléculas

son importantes temas de estudio. El conocimiento de la información fisicoqúımica de

las interacciones entre ĺıpidos y protéınas es esencial para entender cómo ocurren diversos

procesos celulares.

7.1 Respuesta termotrópica de DMPC, OVA y AGP

Con el objetivo de caracterizar la respuesta térmica de ĺıpidos y protéınas, se realizó una serie

de experimentos calorimétricos de tres sistemas por separado: Un sistema liṕıdico, MLV

de 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC); y dos sistemas proteicos, ovoalbúmina
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Figure 7.1: Estructura cristalográfica de OVA (a) y AGP (b). Fuente PDB Protein Data Bank, claves 1OVA

y 3KQ0 para OVA y AGP, respectivamente.

(OVA) y α-glicoprotéına ácida (AGP).

Las glicoprotéınas como OVA y AGP son protéınas solubles asociadas a múltiples

funciones, tales como, acarreadoras de metabolitos, hormonas, vitaminas y relacionadas a

respuesta inmune. Estas protéınas comparten la estructura de barril β altamente conservada

que puede unirse con diferentes entidades hidrófobas (ver Fig. 7.1) [115–117]. Dada su

caracteŕıstica estructural, incluyendo centros hidrófobos y dominios hidrófilos, son factibles

para el enfoque de estudio que aqúı se aborda. Basados en interacciones intermoleculares no

espećıficas, el modelo de estudio a considerar debe cumplir la siguiente caracteŕıstica: que

pueda interaccionar con moléculas o dominios hidrófobos e hidrófilos.

La Figura 7.2 muestra el comportamiento térmico de DMPC (a), OVA (b) y AGP (c)

durante un serie de 10 barridos calorimétricos. Como se puede observar, el sistema liṕıdico

presenta una temperatura de transición alrededor de 24◦C que se mantiene durante la serie

de barridos y una entalṕıa calorimétrica alredor de 33 kJ/mol que se estabiliza a partir

del tercer scan. Este comportamiento coincide con lo esperado de un sistema liṕıdico.

Contrariamente, la ovoalbúmina se desnaturaliza en el primer barrido (ver Fig. 7.2b), el

cual es un comportamiento esperado para una protéına. Sin embargo, la α-glicoprotéına

ácida no se desnaturaliza por completo en un primer barrido de calentamiento, mostrando

una resistencia a la desnaturalización por calor en los barridos posteriores, tal como se puede
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Figure 7.2: Caracterización termotrópica de MLV de DMPC (a), ovoalbúmina (b) y α glicoprotéına ácida (c)

durante un proceso de 10 barridos calorimétricos consecutivos. El inset muestra la evolución de la temperatura

de transición de fase y el cambio de la entalṕıa de transición. Debido a que OVA se desnaturaliza en el primer

barrido, no se muestra la evolución de la Tm.

apreciar en la Fig. 7.2c. Este comportamiento de la AGP es interesante, ya que podŕıa estar

relacionado con su resistencia a la degradación y con procesos de fibrilación [118].
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7.2 Respuesta termotrópica de sistemas lipidoproteicos

Figure 7.3: Caracterización termotrópica-temporal de MLV de DMPC, bajo el efecto de α glicoprotéına ácida.

El inset muestra la evolución temporal de la temperatura de transición de fase y la entalṕıa calorimétrica.

La Figura 7.3 muestra que cuando liposomas de DMPC son incubados por tiempos largos

(d́ıas) en presencia de AGP se aprecia una variación en la entalṕıa calorimétrica sin que se

altere la temperatura de transición de fase. Por lo que se puede decir que esta protéına

interacciona a nivel de la superficie de la membrana y no se internaliza en ella. Pero en

cambio, cuando liposomas de DMPC son incubados con OVA, el perfil calorimétrico asociado

al DMPC se ve modificado en función del tiempo, tal como se aprecia en la Fig. 7.4a. La

temperatura de transición de fase se recorre a temperaturas más altas y la entalṕıa en un

primer momento disminuye y posteriormente aumenta (ver Fig.7.4b-c). Si estas dos variables

cambian, se sospecha que el ĺıpido y la protéına forman un nuevo sistema lipidoprotéıco con

nuevas propiedades fisicoqúımicas. Para verificar si este efecto es debido a la inserción de

protéına en la membrana liṕıdica se procedió a cuantificarla. Para ello, se basó en una

reacción de reducción de cobre II por la acción del enlace pept́ıdico. En presencia de ácido

bicincońınico, el cobre reducido forma un compuesto de coordinación que absorbe a 562 nm, el

cual es directamente proporcional a la concentración de protéınas (ver Fig. 7.5). Para obtener
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Figure 7.4: Caracterización termotrópica-temporal de MLV de DMPC, bajo el efecto de ovoalbúmina. Perfiles

calorimétricos (a), temperatura de transición de fase (b), entalṕıa (c) y protéına absorbida en la membrana

cuantificada en pellet liposomales resuspendidos (d).

muestras libres de protéınas disuelta en la solución de incubación, se separaron liposomas

de dicha solución por medio de centrifugación. El pellet de liposomas fue lavado con búffer

hasta encontrar negativo la reacción de protéına en la solución de lavado. Posteriormente

el pellet de liposomas fue resuspendido y se llevó a cabo la reacción descrita anteriormente

(ver detalles del protocolo en la sección de detalles experimentales correspondiente a este

caṕıtulo). Se tomó lectura de la absorbacia de las muestras. De este análisis se encontró

que, efectivamente los cambios en las cantidades calorimétricas de la membrana están en

función de la concentración de ovoalbúmina presente en muestras de pellet de liposomas (ver

Fig.7.4d).
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Figure 7.5: Reacción de ácido bicincońınico con cobre reducido por la acción del enlace pept́ıdico presente

en las protéınas.

7.3 El efecto de la inserción de OVA en membranas de

DMPC no involucra desnaturalización de protéına

Con el objetivo de explorar si las interacciones entre ĺıpidos y protéınas que dan lugar

al sistema ĺıpido-proteico están relacionadas con la posible desnaturalización de protéınas;

primeramente se analizó si protéına previamente desnaturalizada induce cambios similares a

la no desnaturalizada durante el mismo tiempo de incubación. La Figura 7.6 muestra que,

tanto el DMPC como la OVA no sufren efectos durante 11 d́ıas de incubación (ćırculos azules

y rombos naranjas, respectivamente), preservando sus propiedades termotrópicas. Además,

liposomas de DMPC incubados con protéına desnaturalizada (cuadros en verde) no mostraron

cambios en la temperatura de transición de fase, solamente la entalṕıa calorimétrica se vio

ligeramente modificada, indicando que las posibles cadenas pept́ıdicas llevan a cabo una

especie de apantallamiento sobre la superficie de la membrana. Sin embargo, como ya

se describió, las membranas de DMPC incubadas con OVA modifican sustancialmente su

respuesta calorimétrica (triángulos rojos).
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Figure 7.6: Perfiles calorimétricos de DMPC-OVA bajo el efecto de ova desnaturalizada previamente e

incubada por 11 d́ıas. OVA y DMPC (incubadas por 11 d́ıas) fueron usadas para verificar si ambos

componentes son afectados en este periodo de incubación. DMPC-OVA sin desnaturalizar fue usado para

comparar el efecto.

Además, para verificar la posible desnaturalización de la protéına que se encuentra disuelta

y no contenida en las membranas, se realizó un análisis espectrofotométrico y un análisis de

distribución de tamaños (llevado a cabo mediante dispersión dinámica de luz, DLS) del

remanente de protéına disuelta de las muestras incubadas.

Del análisis espectrofotométrico que se muestra en la Fig. 7.7a se comprobó que la

absorbancia relacionada al enlace pept́ıdico (señal alrededor de 225 nm) se mantiene durante

el tiempo de incubación y la señal asociada con la posible externación de los aminoácidos

aromáticos del núcleo hidrófobo (señal alrededor de 280 nm) refleja que estos aminoácidos

no se despreden de su sitio hidrófobo, puesto que la intensidad de la señal casi es la

misma durante el mismo periodo de incubación. Complementariamente, el ánálisis por DLS

demuestra que el tamaño de la ovoalbúmina (± 9 nm) en solución no cambia en dicho periodo

(ver Fig. 7.7b). De esta manera se concluye que la inserción de ovoalbúmina en membranas

de DMPC no involucra procesos de desnaturalización proteica y además para que el proceso

se lleve a cabo se requiere de protéına no desnaturalizada.
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Figure 7.7: (a) Absorbancia de ovoalbúmina remanente soluble (solución madre) de la suspensión de DMPC-

OVA en función del tiempo de incubación. La región de 225 nm y 280 nm corresponden a la absorbancia

debido al enlace pept́ıdico y a los aminoácidos aromáticos respectivamente. (b) Distribución de tamaños de

ovoalbúmina remanente en la suspensión de DMPC-OVA en función del tiempo.

7.4 Las membranas lipido-proteicas son más sensibles

a NT y AT que membranas puramente liṕıdicas

Para verificar la influencia que ejercen las protéınas sobre el efecto que neurotransmisores

y anestésicos producen en las membranas liṕıdicas, se llevaron a cabo experimentos

calorimétricos usando el modelo DMPC-OVA en presencia de acetilcolina (un NT excitatorio),

GABA (un NT inhibitorio), tetracáına (un AT local) y pentobarbital (un AT general). La

Figura 7.8 muestra que membranas constrúıdas únicamente por DMPC, no son afectadas por

los neurotransmisores, pero membranas que contienen protéınas śı son sensibles a acetilcolina
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Figure 7.8: Perfiles calorimétricos de DMPC (a-b) y DMPC-OVA (c-d)bajo el efecto de neurotransmisores

(acetilcolina y gaba) y anestésicos (tetracáına y pentobarbital).

(ver Fig. 7.8 a y c). Para el caso de anestésicos, observamos que membranas de DMPC puro

son más sensibles a tetracáına que a pentobarbital; pero membranas con protéınas son más

sensibles a pentobarbital que a tetracáına (ver Fig. 7.8 b y d). Este comportamiento ocurre

en un modelo de membrana que ahora contiene ĺıpidos y protéınas. Aunque es un modelo

muy simple comparado con los sistemas biológicos, refleja que las interacciones entre ĺıpidos

y protéınas cambian la respuesta ante los efectos de moléculas hidrofóbicas.
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Detalles experimentales

Reactivos. 1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina, fue adquirido en Avanti Polar Lipids,

Birmingham. Acetilcolina.HCl, ácido γ-aminobut́ırico, tetracáına.HCl, ovoalbúmina y α

glicoprotéına ácida fueron comprados a Sigma-Aldrich. Pentobarbital sódico fue adquirido

de Cheminova. Todos los reactivos fueron usados sin purificación adicional.

Caracterización calorimétrica de DMPC, OVA y AGP. Para DMPC y OVA se

utilizó una concentración de 3.0 mg/ml y para AGP 1.0 mg/ml. Tanto protéınas como

ĺıpido fueron suspendidas en búffer de KCl/HEPES (150 mM/10 mM). Los MLV de DMPC

fueron preparados siguiendo el protocolo estándar. Todas las muestras fueron degasificadas

por 10 min, equilibradas por 5 min en el DSC y escaneadas 10 veces consecutivas en modo

calentamiento a 1◦C/min a 3.0 atm. Dos repeticiones por cada muestra fueron realizadas.

Inserción de protéına en membranas de DMPC. Veśıculas MLV de DMPC (3.0

mg/ml) fueron preparadas siguiendo el protocolo estándar (ver apartado métodos generales)

usando solución de KCl 150 mM y agitando a 1000 rpm, por 60 min a 37◦C.

Protéına en polvo fue hidratada con suspensión liposomal hasta alcanzar una relación

en concentración de protéına:ĺıpidos 1:1 (w/w); agregando solución liposomal poco a poco

en agitación (300 rpm), a 25◦C. Con este procedimiento se asegura que la protéına queda

en el exterior de los liposomas y no encapsulado en éstos. Posteriormente, la suspensión de

liposomas con protéına se incuban de 1-11 d́ıas a 25◦C, agitando a 300 rpm en atmósfera

inerte de nitrógeno.

Cada 24 hrs de incubación, las muestras de DMPC-protéına (1 ml) fueron centrifugadas

a 10000 rpm, 60 min, a 4◦C. Posteriormente se separó el pellet y éste fue lavado con

KCl/HEPES pH 7.4 por 5 veces. El pellet de liposomas fue resuspendido en 1000 KCl/HEPES

pH 7.4, homogenizado suavemente y se le realizó los siguientes análisis: caracterización

calorimétrica, medición de tamaños por DLS y cuantificación de protéınas. En la solución

madre se caracterizó la evolución de tamaño de la protéına remanente no insertada en las
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membranas y se caracterizó la respuesta en absorbancia en el UV asociada a la absorción de

aminoácidos aromáticos (280 nm) y al enlace pept́ıdico (225 nm).

Cuantificación de protéına. Muestras de 100 µl de pellet reconstitúıdo fueron

sonicados por 15 min a 25◦C. Posteriormente, se hicieron reaccionar con 800 µl de ácido

bicincońınico/Cu II (50/1 v/v) por 15 min a 60◦C. En esta reacción se reduce Cu II a

Cu por la acción del enlace pept́ıdico, el Cu reducido forma un complejo de coordinación

con el ácido bicincońınico de color púrpura con un máximo de absorbancia a 562 nm. Las

muestras coloridas fueron enfriadas a temperatura ambiente y medidas a 562 nm con un

espectrofótometro Thermo Scientific Multiskan FC.

Análisis de tamaño y absorbancia de OVA en solución madre. A partir de la

solución madre (solución de incubación DMPC-OVA), se examinó el cambio en el tamaño

de ovoalbúmina usando un Zetasizer Nano ZSP (Malvern Instruments). Adicionalmente,

se midieron los perfiles de absorbancia en la región de UV (200-350 nm) de la protéına

por medio de un espectrofótometro Thermo Scientific Multiskan FC. Ambos análisis fueron

desarrollados cada 24 hrs durante los 11 d́ıas de incubación.

Interacción de neurotransmisores y anestésicos con proteoliposomas. Proteoli-

posomas formados por la incubación de MLV de DMPC con OVA durante 11 d́ıas fueron

centrifugados y separados de la solución madre. El pellet fue lavado y resuspendido en

solución de KCl/HEPES pH 7.4. Posteriormente se añadió una concentración final de 25

mM de acetilcolina, GABA, tetracáına o pentobarbital. Finalmente se realizó un análisis

calorimétrico para cada caso.
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Diversos fenómenos a nivel macroscópico tienen su origen en las interacciones intermolecu-

lares. En este sentido, en el presente caṕıtulo y en el siguiente veremos cómo tales inter-

acciones son las responsables del autoensamblaje y la formación de estructuras durante un

proceso de evaporación de pequeñas gotas de suspensión de liposomas. La comprensión de

cómo las gotas que contienen part́ıculas coloidales interaccionan en un proceso de evaporación

es un tema de importancia en áreas relacionadas con la medicina y la bioloǵıa [119–123].

La evaporación de gotas formadas por flúıdos complejos es un fenómeno que involucra

procesos fuera de equilibrio conducidos por la competencia entre flujos de capilaridad y flujos

de Marangoni y por la competencia entre las interacciones part́ıcula-part́ıcula y part́ıcula

substrato [124–128].

En este caṕıtulo se etudia la formación de patrones a partir de gotas de suspensión

de liposomas formados por DPPC y mezcla de DPPC/DPPG a diferentes temperaturas.

También se estudia la influencia que la tetracáına ejerce en los patrones de gotas liposomales

en función de la concentración. Los reminiscentes finales de las gotas evaporadas demuestran

una transición de fase en cuanto a la morfoloǵıa se refiere, el cual coincide con la transición

de fase gel-flúıdo de liposomas analizados por calorimetŕıa diferencial de barrido. Por debajo

de la transición de fase los patrones son casi rellenos y de menor tamaño, en comparación

con los patrones de gotas evaporadas a temperaturas por arriba de la transición de fase, las

cuales son de mayor tamaño y contienen espacios vaćıos.

8.1 Morfoloǵıa de gotas evaporadas en función de la

temperatura

La Figura 8.1a muestra los reminiscentes finales después de un proceso de evaporación de

gotas que contienen liposomas MLV de DPPC. Como se puede observar, la morfoloǵıa y

el tamaño de los reminiscentes presentan una transición (Tm) a una temperatura entre 42

y 43◦C. Los patrones de las gotas evaporadas por debajo de Tm son muy similares. Del

mismo modo, los patrones de gotas evaporadas por arriba de la Tm son muy parecidas. Pero

éstas a su vez son distintas dependiendo si las gotas han sido evaporadas por debajo o por
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Figure 8.1: Efecto de la temperatura en un proceso de evaporación de gotas de liposomas de DPPC. (a)

Reminiscentes de gotas de MLV de DPPC (4 mM) en función de la temperatura del substrato. (b) Radio

relativo (R = r/rm) de los patrones en función de la temperatura, rm es el radio de los reminiscentes

evaporados a la Tm. Los datos fueron ajustados a una función sigmoide, R(T ) = Rmin−Rmax

1+exp(T1−T0)dT
+Rmax. (c)

Derivada de la función sigmoide del radio relativo en función de la temperatura (en rojo) y perfil calorimétrico

de MLV de DPPC normalizado con respecto al valor máximo de capacidad caloŕıfica (en negro).

arriba de Tm. Por lo tanto el parámetro de orden que puede asociarse a esta transición

es el radio r de los patrones. Aśı, la Fig. 8.1b muestra el radio relativo R = r/rm en

función de la temperatura; donde rm es el radio a la Tm. Como se puede apreciar, los datos

siguen una curva sigmoidea y su derivada proporciona información más precisa sobre dicha

transición de fase. Interesantemente, esta transición de fase morfológica se encuentra a la

misma temperatura de la transición de fase calorimétrica (transición gel-flúıdo) que resulta

de un análisis calorimétrico de suspensión liposomal 8.1c. Esto implica que las propiedades

termotrópicas de las veśıculas suspendidas en una gota se conservan durante el proceso de
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evaporación y determinan la morfoloǵıa de los reminiscentes finales.

Figure 8.2: Efecto de la temperatura en un proceso de evaporación de gotas de liposomas de DPPC/DPPG.

(a) Reminiscentes de gotas de MLV de DPPC/DPPG (4 mM, 2:1) en función de la temperatura del substrato.

(b) Radio relativo de los patrones en función de la temperatura con ajuste sigmoideo. (c) Derivada de la

función sigmoide del radio relativo en función de la temperatura (en rojo) y perfil calorimétrico de MLV de

DPPC/DPPG normalizado con respecto al valor máximo de capacidad caloŕıfica (en negro).

Para corroborar que lo anteriormente observado es válido para otros sistemas aún más

complejos, se hizo un análisis similar para gotas constrúıdas por una mezcla binaria de ĺıpidos:

DPPC y DPPG (2:1). La Figura 8.2 muestra los resultado obtenidos de dicha combinación

liṕıdica. De nuevo, el radio relativo incrementa en función de la temperatura de transición

de fase siguiendo un perfil sigmoideo cuya derivada corresponde con el perfil calorimétrico

obtenido por DSC. Cabe mencionar que ambas curvas están ensanchadas, reflejando que

cuando se combinan ĺıpidos para formar liposomas, dependiendo de las caracteŕısticas de los

ĺıpidos en juego, la cooperatividad disminuye. De acuerdo a la relación entre la entalṕıa
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calorimétrica y la entalṕıa de van’t Hoff, el ancho de la traza calorimétrica puede ser

interpretada como el grado de cooperatividad intermolecular entre las moléculas de ĺıpidos

que dan lugar al cambio de fase termotrópico. [21].

8.2 Clasificación de patrones

Figure 8.3: Clasificación de patrones de gotas liposomales evaporadas por arriba y por debajo de la

temperatura de transición de liposomas de DPPC. Los valores del r están normalizados en función del

radio de gotas liposomales evaporadas en la temperatura de transición (rm) con el objetivo de apreciar las

diferencias dadas las propiedades termodinámicas de la suspensión liposomal. (a) Patron uniforme formado

por la evaporación de gota de MLV de DPPC a 41◦C. (b) Perfil de densidad radial de gota evaporada a

41◦C. (c) Patrones con espacios vaćıos y de mayor tamaño que a) proveniente de una gota de MLV de DPPC

evaporada a 43◦C. (d) Perfil de densidad radial de gota evaporada a 43◦C.

Los patrones previamente descritos, pueden ser clasificados morfológicamente en dos grupos:

patrones rellenos uniformemente y patrones con espacios vaćıos; dependiendo si provienen de

gotas evaporadas por debajo o por arriba de la transición de fase, respectivamente (ver Fig.
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8.3a y c). Los perfiles de densidad radial confirman dichas morfoloǵıas de las deposiciones

finales (ver Fig. 8.3b y d), en donde los cambios en I(r) corresponden a espacios vaćıos

distribúıdos aleatoriamente. Como puede observarse los patrones de gotas evaporadas por

arriba de la Tm son de mayor tamaño que los evaporados por debajo de ésta.

8.3 Cambios en la morfoloǵıa de los patrones debido a

un agente hidrófobo

Figure 8.4: Efecto de un agente hidrófobo. (a) Perfiles calorimétricos de liposomas de DPPC con diferentes

dosis de tetracáına: 0.004, 0.04, 0.4 y 4.0 mM. (b) Patrones de gotas de DPPC con tetracáına a las

concentraciones mencionadas y evaporadas a 37◦C. Nótese que la formación de patrones es muy sensible

a dosis pequeñas de tetracáına.

Un agente hidrófobo puede cambiar las propiedades calorimétricas de las membranas liṕıdicas,
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desplazando la pre-transición y la transición de fase a temperaturas más bajas. Comparando

los perfiles calorimétricos con los patrones generados a partir de gotas de DPPC a diferentes

concentraciones de tetracáına se observó que el incremento en el radio de los patrones

correlacionan con los cambios observados en la pre-transición de los perfiles calorimétricos

obtenidos por DSC. La Figura 8.4 muestra que a partir de 0.4 mM de tetracáına el radio

aumenta y la pre-transición se ensancha (ćırculos verdes).

A manera de resumen, se encontró que las propiedades calorimétricas de las veśıculas

liṕıdicas juegan un papel muy importante en la formación de patrones durante un proceso de

evaporación de gotas, ya sea que sean evaporadas por arriba o por debajo de la transición de

fase gel-flúıda de las membranas liposomales, las propiedades termotrópicas de estos sistemas

determinan la morfoloǵıa de los reminiscentes finales de las gotas evaporadas, obteniendo aśı,

patrones casi rellenos con un diámetro menor si son evaporadas en fase gel; y patrones con

espacios vaćıos y de mayor diámetro si las gotas son evaporadas en fase flúıda. Entonces,

si un análisis que involucra evaporación de gotas puede ser sensible a las propiedades

termotrópicas de un sistema, tanto como a las interacciones a nivel intermolecular entre

ĺıpidos y otros agentes hidrófobos como los anestésicos locales, hace factible el uso de este

método para explorar y caracterizar interacciones intermoleculares en diversos sistemas de

interés biológico.

Detalles experimentales

Preparación de liposomas. La preparación de los liposomas fue llevado a cabo siguiendo

el protocolo estándar de preparación de MLV. DPPC y DPPG (Avanti Polar Lipids) fueron

usados sin purificación adicional. La mezcla de DPPC:DPPG (4 mM, 2:1) fue realizada

en cloroformo:metanol (1:1 v/v). La hidratación de los ĺıpidos fue realizada usando agua

deionizada MilliQ.

Evaporación de gota. Gotas de 2.5 µl de suspensión de liposomas fueron depositadas

sobre una superficie de PDMS y evaporadas a condiciones controladas de temperatura y
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humedad (40%). Imágenes de los reminiscentes finales fueron capturadas con una cámara

digital acoplada a un microscopio óptico. Lás imágenes fueron guardadas para su posterior

análisis.

Análisis de imágenes. Para caracterizar estructuralmente los patrones de las gotas

evaporadas se midieron los perfiles de densidad radial I(r). Esta cantidad describe óomo la

integral de intensidad de pixeles de ćırculos concéntricos de una imagen cambian en función

de la distancia radial. En 2D, I(r) está dada por

I(r) =
1

2π

∫ 2π

0

i(r, θ)dθ, (8.1)

donde i(r, θ) es la intensidad local contenida en un ćırculo de radio r.

Calorimetŕıa. Todas las muestras fueron degasificadas por 10 min a 25◦C, equilibradas por

5 min en el DSC y escaneadas 3 veces consecutivas en modo calentamiento a 1◦C/min a 3.0

atm. Dos repeticiones por cada muestra fueron realizadas. La hidratación de las muestras

con tetracáına fue realizada con solución de tetracáına con las siguientes concentraciones:

0.004, 0.04, 0.4 y 4.0 mM.
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Las interacciones no espećıficas son el resultado de las interacciones electrostáticas

intermoleculares de los componentes de un sistema. Aunque estas fuerzas son de carácter

débil y las enerǵıas de unión son muy inferiores a las enerǵıas generadas en los enlaces

covalentes, a escalas macroscópicas son superiores en número llegando a desempeñar un

papel vital en las propiedades del sistema. Por ejemplo, el rol que juegan las interacciones

de puente de hidrógeno en las propiedades anómalas del agua o las interacciones de Van

der Waals presentes en todos los sistemas vivos. Las interacciones no espećıficas están

cobrando una gran relevancia en áreas como la qúımica supramolecular, la bioloǵıa y las

nanociencias, dando lugar al diseño de nuevas nanotecnoloǵıas [129]. Reportes recientes han

puesto interés en la caracterización de la formación de patrones auto-ensamblados a partir

de biopoĺımeros, péptidos y metales coordinados con el objetivo principal de aplicarlos en

nanomedicina y otras áreas biológicas [130–133]. Wang et al., describieron fractales a partir

de Fmoc-fenilalanina-tirosina-fosfato usando modelos de DLA (diffusion limited aggregation).

Ellos reportaron que para obtener tales patrones fractales se requiere de nanotubos de dicho

complejo formados en solución [134]. Zhao et al., reportaron estructuras fractales a partir de

complejos de poĺımeros de cloruro de dimetilamonio y carboximetilcelulosa unidos por medio

de interacciones iónicas; concluyendo que para que dichos fractales se formen, se requiere que

el complejo polimérico cristalice, aún en solución [130]. Lee and Li construyeron estructuras

de polietilenimina inducidas por pH y las caracterizaron por medio de microscoṕıas electrónica

y de fuerza atómica; concluyendo que es posible controlar la formación de dichas estructuras

a partir de nanotubos de polietilenimina sensibles a pH, induciendo cambios en su densidad

de carga superficial y su solubilidad en agua [135]. Kurland et al., exploraron con la

polidispersidad de sericina (protéına de la seda) para lograr estructuras monofractales [136].

En este mismo sentido, Li y colaboradores, tomando en cuenta un mecanismo de DLA

y resultados de espectroscoṕıa infarroja, demostraron que el autoensamblaje de poĺımeros

carbox́ılicos coordinados con Fe3+ es mediado por enlaces de coordinación y la formación

de micelas [137]. Más autores se suman al interés por el estudio de los patrones, Zohrabi y

Habibi, recientemente, propusieron que la nucleación de nanotubos de difenilalanina extráıdos

de polipéptidos de β-amiloide de Alzheimer’s crecen dendŕıticamente [131]. Han et al.,
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demostraron que es posible moldear estructuras autoensambladas de poĺımeros anfotéricos

cambiando un est́ımulo externo, como el pH, la fuerza iónica y la solubilidad [132]. De

manera similar, Koley y colaboradores observaron transiciones morfológicas de 2D a 3D de

dipéptidos de fenilalanina-tirosina estimulados con corriente y temperatura [133].

La similitud qúımica y la biocompatibilidad son de vital importancia para la aplicación

de nuevas tecnoloǵıas en sistemas biológicos. Tal como ya se ha abordado en caṕıtulos

anteriores, los fosfoĺıpidos son moléculas con alta relevancia biológica y biocompatibles.

Modelos como los liposomas, no solo han sido ampliamente usados para estudiar cómo

la membrana interacciona con diversos fármacos y cómo cambian sus propiedades f́ısicas

y qúımicas; sino también, han alcanzado otras áreas como las nanociencias, por ejemplo

han sido propuestos como sistemas de liberación controlada de fármacos [138]. Además,

cabe destacar que la formación de estructuras y patrones a través de la evaporación de

gotas de diversos flúıdos, está emergiendo como un método interesante para análisis y

diagnóstico en diversas áreas. Este método ha sido usado en pruebas de interés biológico,

detección de patoloǵıas relacionadas con la sangre, para medir la calidad de muestras en

agricultura, para reconocimiento de DNA, para la construcción de nuevos diseños moleculares

en nanotecnoloǵıa, entre otras [139–143]. Muchos trabajos se han focalizado en el estudio

del control de las condiciones f́ısicas para ensamblar estructuras que puedan aplicarse en

nanobioloǵıa [131–133, 135, 136, 144]. Aśı, se sabe que cuando se evapora una gota, existe

un balance entre el flujo dinámico, los gradientes de tensión superficial y las fuerzas de

adhesión al substrato. Este balance determina la formación de los patrones finales, tal

como, el bien conocido “coffee ring” o el autoensamblaje de los componentes de la gota

[130,136,143,145–148]. Sin embargo, los eventos detrás de la evaporación de gotas involucra

tanto fenómenos f́ısicos como qúımicos. Por ejemplo, se ha reportado que las interacciones

π − π de anillos aromáticos pueden inducir la formación de arreglos supramoleculares [148].

En este sentido, el estudio de las interacciones fundamentales en sistemas estructurados es de

vital importancia. Motivados por el hecho de que detrás del ensamblaje de macroestructuras

complejas se encuentran en gran medida las interacciones no espećıficas en este apartado se

abordará y discutirá cómo las interacciones electrostáticas entre ĺıpidos (DMPC) y cloruros



92 9. FRACTALES INDUCIDOS POR LAS INTERACCIONES DE CATIONES Y DMPC

de metales alcalinos inducen la formación de patrones muy particulares después de un proceso

de evaporación. A través de un análisis exhaustivo por medio de la combinación sistemática

de técnicas que incluyen, microscoṕıa óptica, dispersión dinámica de luz (DLS), calorimetŕıa

diferencial de barrido y dinámica molecular (MD) se estudia la naturaleza de dichos patrones.

9.1 Cristales y estructuras fractales

Figure 9.1: Patrones formados después de un proceso de evaporación de gota sobre una superficie de

PDMS. (a-b) LUV de DMPC a 1.0 mM. (c-f) cristales de cloruros de litio, sodio, potasio y cesio (5.0

mM), respectivamente. La imagen (a) fue obtenida con un microscopio óptico a 4x. Todas las demás fueron

tomadas a 40x.

La Figura 9.1 muestra patrones generados en una superficie de PDMS por medio de la

evaporación de gotas. Sobre dicha superficie se depositaron microgotas (0.5 µl) de liposomas

de DMPC puros (a y b) y gotas de solución salina de LiCl, NaCl, KCl y CsCl (c-f). En el

reminiscente de ĺıpidos se puede observar una distribución casi homogénea en el interior con

una mayor acumulación en las orillas, con tendencia a formar un “coffee ring” (ver Fig. 9.1a

y 9.1b). Los reminiscentes finales procedentes de soluciones alcalinas son microcristales con

caracteŕısticas particulares dependiendo del catión alcalino. El LiCl deja un pequeño cristal
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rodeado por una zona acuosa debido a su alta higroscopicidad, que lo hace dif́ıcil de evaporar

(ver Fig. 9.1c). NaCl produce un microcristal muy bien definido (Fig. 9.1d. En cambio,

gotas de KCl dejan un cristal irregular (Fig. 9.1e). Por último, la Fig. 9.1f muestra un cristal

extendido de CsCl.

Figure 9.2: Patrones de microgotas de suspensión de liposomas (LUV de DMPC 1.0 mM) en combinación con

cloruros de metales alcalinos (LiCl, NaCl, KCl y CsCl; 5.0 mM) evaporadas sobre una superficie de vidrio.

El panel izquierdo muestra el reminiscente de gotas completas, las cuales fueron tomadas a 4x. Los otros dos

paneles muestran dos secciones: i) interior y ii) “coffee ring”; las cuales fueron amplificadas a 40x.
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Figure 9.3: Patrones de microgotas de suspensión de liposomas (DMPC 1.0 mM) en combinación con cloruros

de metales alcalinos (LiCl, NaCl, KCl y CsCl; 5.0 mM)evaporadas sobre una superficie de PDMS. El panel

izquierdo muestra el reminiscente de gotas completas, las cuales fueron tomadas a 4x. Los otros dos paneles

muestran dos secciones: i) interior y ii) “coffee ring”; las cuales fueron amplificadas a 40x.

La Figura 9.1 muestra que los patrones generados por liposomas o soluciones salinas

por separado son estructuras simples. Sin embargo, si a los liposomas de DMPC se le

añade cloruro de metales alcalinos, y son evaporados conjuntamente, se obtienen interesantes

patrones (ver Fig. 9.2 y Fig. 9.3). Para explorar y caracterizar tales patrones se evaporaron
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gotas sobre dos superficies: vidrio (Fig. 9.2) y PDMS (Fig. 9.3). Se tomaron imágenes de los

patrones con microscopio óptico. Las gotas completas fueron tomadas a 4x y dos secciones

(interior, i y “coffee ring”, ii) fueron amplificadas a 40x. Las secciones amplificadas fueron

procesadas con un filtro de color implementada en el software Fiji con el objetivo de resaltar

las diferencias entre los patrones. Como se puede observar, en las dos superficies resultan

patrones con ciertas diferencias. Por ejemplo, el “coffee ring” está más definido en PDMS y

el interior tiene estructuras morfológicas que dependen de la superficie.

9.2 Análisis de la morfoloǵıa de los patrones

9.2.1 Distribución radial de densidad

Para cuantificar cómo se distribuye radialmente la masa de las gotas evaporadas sobre la

superficie, se calcularon los perfiles de densidad radial. La Figura 9.4 muestra los resultados

obtenidos para ambas superficies: vidrio, la cual es una superficie hidrófila (ver Fig. 9.4a) y

PDMS, catalogada como una superficie hidrófoba ( ver Fig. 9.4b). Como se puede observar,

la distribución de masa sobre ambas superficies es completamente diferente. La superficie

hidrófoba induce patrones con radios más pequeños y con un “coffee ring” mucho más definido

que la superficie hidrófila.

9.2.2 Análisis fractal

La Figura 9.5 muestra un análisis de la fractalidad para los patrones de liposomas/cloruros

alcalinos en las superficies previamente descritas. El exponente de masa τ(Q) evalúa la

intensidad de pixeles por cuadros en una imagen dada y es usada para calcular la dimesión

fractal generalizada (D(Q)). Esta última es una medida que describe cómo la masa cambia

en función de la resolución en una imagen. A partir de D(Q) se pueden obtener tres medidas

de la fractalidad para caracterizar estructuralmente una imagen tipo fractal: La dimensión

fractal de capacidad o de conteo de cajas D(0), la dimensión fractal de la información D(1) y

la dimensión fractal de correlación D(2). Si el análisis fractal de una estructura resulta en un

valor igual para las tres medidas, entonces se trata de un monofractal. Aśı, un monofractal
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Figure 9.4: Perfiles de densidad radial de patrones obtenidos después de la evaporación de microgotas de

suspensión de liposomas con cloruros de Li, Na, K y Cs. Vidrio (panel a) y PDMS (panel b). Cinco muestras

(d1-d5) fueron usados para verificar la reproducibilidad.

ideal bien conocido con un valor igual a 1.71, es el obtenido a través de un proceso de DLA

(diffusion limited aggregation) (ver Fig. 9.5c).

En nuestro caso, aunque los valores de fractalidad obtenidos para los patrones en superficie

de PDMS son muy cercanos al valor del DLA, es claro que el proceso de cristalización conserva
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diferencias. Si bien es útil decir que el proceso por el cual cristalizan las sales alcalinas en

combinación con liposomas podŕıa seguir únicamente un mecanismo difusivo Browniano; el

hecho es que un sólo número fractal no proporciona información acerca de cómo la masa

se distribuye en la superficie. Aśı que se requiere de los otros dos números fractales para

caracterizar los patrones y esbozar su naturaleza fisicoqúımica, la cual incluye interacciones

electrostáticas entre las veśıculas, el agua y los iones alcalinos en competencia con las fuerzas

de adhesión y mediada por la continuidad de flujos que se generan durante el proceso de

evaporación [146,147]. Entonces la combinación de estos mecanismos resulta en los patrones

multifractales observados, cuyos valores de fractalidad dice que D1 y D2 son menor que D0.

El hecho de que D1 y D2 se alejen de D0 indica mayor carácter multifractal (ver Fig. 9.5).

Figure 9.5: Análisis multifractal de la sección ii de los patrones obtenidos de gotas evaporadas de

LUV/cloruros alcalinos en vidrio (a) y PDMS (b). Un patrón de DLA (c) fue usado como un medio para

comparar con un monofractal ideal.

9.3 El rol de las interacciones iónicas

9.3.1 Potencial ζ

El proceso de evaporación de una gota es dinámico y complejo, en donde las interacciones

iónicas juegan un papel importante. Como se puede observar en la Fig. 9.6 el potencial ζ
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Figure 9.6: a) Potencial zeta de liposomas de DMPC en función de la fuerza iónica dada por Li+, Na+, K+

y Cs+. Todas las muestras fueron equilibradas a 24.4 ◦C por 120 s. Por lo menos 30 mediciones se realizaron

a la misma muestra. Cada experimento fue repetido dos veces. b) Valores de potencial zeta como función

del tamaño del catión. Note que en ambos casos la serie de Hofmeister se conserva.

de liposomas de DMPC es fuertemente modificado por los iones. El potencial ζ de DMPC

en agua pura tiene un valor negativo de −11.9 ± 1.1 mV . Sin embargo, dicho valor cambia

siguiendo la serie de Hofmeister: Li+ > Na+ > K+ > Cs+ a pesar de que la fuerza iónica sea
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la misma (ver Fig. 9.6a). La Figura 9.6b muestra que el valor del potencial ζ está en función

del radio iónico. Previos reportes afirman que la afinidad de dichos iones por membranas

similares sigue la misma serie [149].

9.4 Implicaciones mecánicas y termodinámicas

9.4.1 Reoloǵıa

El conocimiento acerca de cómo cambian las propiedades reológicas de un flúıdo durante

un proceso de evaporación es de vital importancia para entender cómo las caracteŕısticas de

un flúıdo complejo terminan en estructuras complejas como las observadas en la Fig. 9.2 y

Fig. 9.3. En efecto, a medida que la evaporación progresa la concentración de los solutos se

incrementa y las propiedades reológicas del flúıdo cambian.

La Figura 9.7 presenta la caracterización reológica de suspensión de liposomas en presencia

de cloruros de metales alcalinos. Dos concentraciones fueron exploradas. DMPC: 1

mM/catión: 5 mM (Fig. 9.7a); y DMPC: 10 mM/catión: 50 mM (9.7b). Los cambios

en la concentración intentan simular un incremento en la concentración de solutos a medida

que la evaporación de la gota progresa. Interesantemente, el desplazamiento cuadrático

medio de las part́ıculas trazas presenta un comportamiento sub-difusivo a tiempos largos que

cambia con respecto al tipo de catión y es más intenso a altas concentraciones de soluto.

El módulo viscoelástico presenta un cruce que soporta el hecho de que el flúıdo presenta un

comportamiento elástico por debajo de 103rad/s (ver Fig. 9.7c y d).

9.4.2 Calorimetŕıa

Finalmente, para explorar la influencia de las interacciones entre membrana liṕıdica y iones

alcalinos se midieron las propiedades termotrópicas de veśıculas de DMPC (LUV). La Figura

9.8 muestra que la temperatura de transición de fase de liposomas en agua ultrapura

se encuentra en 24.4◦C. Pero cuando están en medio salino dicha transición se desplaza

ligeramente a temperaturas mayores. De la misma manera, la entalṕıa calorimétrica se

incrementa. Este comportamiento claramente implica que las interacciones entre cationes y
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Figure 9.7: Caracterización microreológica de suspensión de LUV de DMPC a dos relaciones de concentración

entre ĺıpidos y sales. a) DMPC: 1 mM/catión: 5 mM; y b) DMPC: 10 mM/catión: 50 mM. Todas las

mediciones fueron realizadas a 24.4◦C. A partir del desplazamiento cuadrático medio (MDS) de part́ıculas de

poliestireno usadas como trazas en suspensión de liposomas alcalinizadas, se calculó el módulo viscoelástico

los cuales se muestran en c) (DMPC:catión, 1 mM:5 mM) y d) (DMPC:catión, 10 mM:50 mM). Las curvas

representan el promedio de dos muestras diferentes léıdas por lo menos 15 veces. Mediciones de agua ultrapura

fue usada como referencia.

los ĺıpidos ocurre a nivel de la superficie membrana liṕıdica, confirmando aśı lo previamente

discutido. Nuestros resultados calorimétricos están acorde a trabajos previos [150,151].

A manera de resumen, motivados por los recientes reportes en áreas de las nanociencias

en donde se discute que las interacciones electrostáticas dan lugar a diversos sistemas

autoestructurados con alto potencial en áreas relacionadas con la bioloǵıa; se ha desarrollado
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Figure 9.8: Perfiles calorimétricos de liposomas de DMPC bajo la influencia de Li+, Na+, K+ y Cs+.

Se evaluaron cuatro concentraciones salinas: 0.05 mM (a), 0.5 mM (b), 5.0 mM (c) y 50.0 mM (d). La

temperatura de transición de fase y la entalṕıa calorimétrica se muestran en (e) y (f). Los resultados son el

promedio de dos muestras diferentes con 5 barridos cada una.

un trabajo sistemático para entender cómo gotas de liposomas y sales alcalinas producen

patrones peculiares después de un proceso de evaporación. Se realizó un análisis de la

complejidad de dichos patrones a partir de imágenes de microscopio óptico tomadas a los
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patrones obtenidos sobre vidrio y PDMS. Del análisis fractal se concluyó que dichos patrones

son multifractales, en donde el carácter multifractal depende del catión. Considerando que

la dinámica del proceso de evaporación involucra aspectos relacionados con la naturaleza

qúımica de los componentes (ĺıpidos y cationes), se realizó una caracterización de las

propiedades reológicas del flúıdo liposomal. Además, se profundizó en el mecanismo molecular

involucrado, llevando a cabo experimento de calorimetŕıa y mediciones de potencial zeta. De

lo cual se concluye que la interacción entre ĺıpidos y cationes se lleva a cabo con los dominios

ubicados en la cabeza de los fosfoĺıpidos, que la afinidad de la membrana liṕıdica por los

cationes alcalinos sigue la serie de Hofmeister, y el ensamble de los patrones observados se

debe, precisamente, a las interacciones electrostáticas entre membrana liṕıdica y cationes,

en donde a mayor afinidad de la membrana por el catión, existe una menor cantidad de

cloruros alcalinos disponibles para cristalizar. Este fenómeno es un evento intŕınsecamente

relacionado con las interacciones no espećıficas de biomoléculas en un medio salino que, en un

futuro, podŕıa ser aplicado en un contexto biológico, por ejemplo, para caracterizar células

en un estado patológico.

Detalles experimentales

Preparación de liposomas y muestras. LiCl, NaCl, KCl y CsCl (≥ 99.0%) fueron

comprados a Sigma-Aldrich; y 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) fue obtenido

de Avanti Polar Lipids. Agua deionizada MilliQ (18.2 MΩ or 0.1 mS/cm) fue destilada

en rotavapor para disminuir su resistividad a <0.009 mS/cm y fue usada inmediatamente

para preparar las soluciones de sales y los liposomas. MLV y LUV fueron preparados

mediante el protocolo estándar previamente descrito. Para los LUV se usó una membrana

de policarbonato de 200 nm de tamaño de poro. Las muestras con sales fueron preparadas

añadiendo solución alcalina a los LUV. Para todos los experimento se usó 1.0 mM de DMPC

y 0.05, 0.5, 5.0 y 50.0 mM de sales de LiCl, NaCl, KCl y CsCl.
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Evaporación de gotas. Gotas de (0.5 µl) fueron depositadas en dos diferentes superficies:

vidrio (hidrófilo) y PDMS (hidrófobo). Las gotas fueron evaporadas a condiciones controladas

de temperatura (25 ◦C) y humedad (33%). La evaporación se llevó a cabo en un Degassing

Station (TA Instruments). Despúes del proceso de secado, los reminiscentes finales fueron

sometidos a vaćıo por 2 hrs en el mismo equipo. Posteriormente los patrones formados fueron

mantenidos a 25 ◦C por 24 hrs. Finalmente, se tomaron imágenes (a 4x y 40x) de los patrones

de las gotas evaporadas usando una cámara digital acoplada a un microscopio óptico a través

de la interfaz µManager software. Las imágenes fueron guardadas para su posterior análisis.

Análisis de imágenes. Se realizó un análisis topográfico de los patrones usando la

distribución radial de densidad I(r) y un análisis de la fractalidad (FracLac) implementados

en Fiji. La I(r) puede describir sistemas con una simetŕıa polar y el análisis fractal puede

revelar los detalles morfológicos de los patrones generados por la evaporación de gotas. En

un análisis fractal el exponente de masa τ(Q) relaciona la intensidad de pixeles por cuadros

en una imagen y es usada para calcular la dimensión fractal generalizada D(Q), en donde Q

es un exponente arbitrario usado para amplificar el promedio de los pixeles que representan

la distribución másica [152,153]. La dimensión fractal generalizada está dada por

τ(Q) = (Q− 1)D(Q), (9.1)

donde

D(Q) =
1

Q− 1
lim
ε→0

log10[Z(Q)(ε)]

log10(ε)
. (9.2)

D(Q) es una medida que describe cómo la masa cambia con respecto a la resolución (ε o

tamaño de caja) en una imagen. Z representa el número de cajas necesarias para cubrir una

región dada dependiendo del valor de Q. Usando D(Q) se pueden obtener tres medidas de

la fractalidad de una imagen: la dimensión fractal de capacidad D(0) (conteo de cajas), la

dimesión de información D(1) (entroṕıa de Shannon) y la dimensión de correlación D(2).

Potencial zeta (ζ). Los valores de ζ fueron obtenidos midiendo la mobilidad electroforética

(µ) y usando el modelo de Smoluchovski (µ = εζ/η, donde ε y η son la constante dieléctrica



104 9. FRACTALES INDUCIDOS POR LAS INTERACCIONES DE CATIONES Y DMPC

y la viscosidad del medio, respectivamente) en un Zetasizer Nano ZSP. Todas las muestras

fueron degasificadas for 30 min a 25 ◦C. Cada muestra fue equilibrada a 24.4 ◦C por 120 s.

Se realizaron 30 mediciones 24.4 ◦C en modo automático. Cada experimento fue repetido

dos veces.

Microreoloǵıa. El análisis reológico fue realizado en un Zetasizer Nano ZSP (Malvern

Instruments) usando dispersión dinámica de luz. Para asegurar que las mediciones son

realizadas en el mismo régimen de dispersión el equipo cuenta con un arreglo de movimiento

de lentes y un ángulo de dispersión de 173◦. El desplazamiento cuadrático medio (MSD,

〈∆r2(τ)〉 ) de part́ıculas trazas de poliestireno (900 nm de diámetro) disueltas en la suspensión

liposomal, fue obtenido a partir de la función de autocorrelación, g1(τ):

g1(τ) = g1(0)exp

(
−1

6
q2〈∆r2(τ)〉

)
, (9.3)

en donde g1(0) is el valor de correlación en el tiempo cero, q es la magnitud del vector de

dispersión y está dado por q = 4πn sin( θ
2
)/λ; n, λ y θ son el ı́ndice de refraccción del solvente,

la longitud de onda y el ángulo de dispersión, respectivamente.

A partir del MSD se puede extraer la información reológica: G′, módulo elástico, G′′

módulo viscoso y η∗, viscosidad compleja [154,155].

Todas las muestras fueron degasificadas a baja presión (635 mmHg) por 30 min a 25◦C

en un Degassing Station (TA Instruments). Cada muestra fue medida a 24.4◦C por 15 veces

con dos repeticiones usando preparaciones independientes.

Microcalorimetŕıa. Todas las muestras fueron preparadas siguiendo el protocolo

estándar, degasificadas y equilibradas por 10 min. Cada muestra fue escaneada 5 veces en

modo calentamiento. Las mediciones fueron repetidas dos veces usando muestras preparadas

independientemente.
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Conclusiones generales

En este trabajo se ha explorado el comportamiento fisicoqúımico de sistemas complejos

que tienen relevancia en el área de la bioloǵıa. Esto incluye a sistemas que intentan mimetizar

algunas de las propiedades que posee la membrana plasmática en una célula. Basados en

las interacciones electrostáticas de tipo no espećıficas realizamos una serie de experimentos

en modelos de membranas liṕıdicas, para explorar cómo estas interacciones cambian las

propiedades mecánicas y termodinámicas de dichas membranas cuando éstas interaccionan

con iones, anestésicos, neurotransmisores y protéınas. Haciendo uso de técnicas como

la calorimetŕıa diferencial de barrido, la dispersión dinámica de luz, microscoṕıa óptica,

espectroscoṕıa uv-visible, análisis de imágenes y del análisis qúımico, se logró interpretar

fisicoqúımicamente que los cambios en las propiedades de las membranas liṕıdicas en su

interacción con iones, anestésicos, neurotransmisores y protéınas están intŕınsecamente

relacionados con mecanismos de atracción y repulsión electrostáticas en combinación con la

transferencia de protones y con la transposición de cargas en moléculas polarmente inducidas.

Además, dichas interacciones también gobiernan la morfoloǵıa de patrones de gotas después

de un proceso de evaporación. De los resultados obtenidos en este trabajo, se tienen las

siguientes conclusiones generales:

• La difusión de anestésicos locales a través de multicapas liṕıdicas es regulada por la tasa

de protonación en el sistema, influyendo directamente en las reacciones de equilibrio de

los anestésicos locales.
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• El calcio y los protones modifican las interacciones de membranas ensambladas a partir

de ĺıpidos aniónicos en interacción con neurotransmisores y anestésicos.

• La presencia de protéınas en membranas liṕıdicas modifican las propiedades

calorimétricas de dichas membranas y promueven su interacción con neurotransmisores.

• Las propiedades calorimétricas de liposomas determinan la morfoloǵıa de los reminis-

centes de gotas de suspensión liposomal evaporadas.

• Las interacciones iónicas entre liposomas y cationes alcalinos determinan la morfoloǵıa

de patrones fractales de gotas liposomales evaporadas en presencia de dichos cationes.

Las conclusiones anteriores tienen implicaciones directas en la concepción de algunos

procesos y mecanismos biológicos que se encuentran sustentados bajo el enfoque de

interacciones espećıficas ligando-receptor. Considerando que la membrana plasmática de la

célula comparte caracteŕısticas similares al de los modelos aqúı implementados, sugerimos que

también ocurren cambios en sus propiedades mecánicas y termodinámicas, como resultado

de la dinámica de sus componentes. Estos cambios podŕıan influir en diversos procesos

relacionados con la comunicación celular, por ejemplo, en el fenómeno de la anestesia, la

neurotransmisión y el reconocimiento de moléculas a nivel de la membrana. Además, el

conocimiento de cómo estos modelos responden ante diferentes condiciones nos permitirá

proponer el diseño de nuevos protocolos de caracterización de estos sistemas basados en los

cambios de sus propiedades fisicoqúımicas dadas las interacciones intermoleculares de las

moléculas, iones y átomos que la conforman.
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Perspectivas

Los resultados de esta tesis han revelado que el uso de modelos de membranas liṕıdicas

son una herramienta valiosa porque se pueden caracterizar sus propiedades termodinámicas.

Dichos modelos comparten algunos de los principios básicos y propiedades fisicoqúımicas

de la membrana plasmática de una célula. Con el estudio de estos modelos se puede

avanzar en el conocimiento de las funciones de la membrana plasmática. Y con ello se

puede tener una mayor interpretación del funcionamiento de los organismos vivos, y además

se podŕıa esbozar los cambios en las propiedades fisicoqúımicas de la célula ante diferentes

cuadros patológicos. Como primer punto, basados en los resultados relacionados con la

difusión de anestésicos a través de las membranas liṕıdicas, podŕıan desarrollarse soluciones

anestésicas más eficaces en su uso cĺınico; además, considerando dicho mecanismo de difusión

se podŕıan desarrollar nuevos fármacos más efectivos; aśı como avanzar en el desarrollo de

acarreadores de fármacos. En segundo lugar, considerando que las membranas aniónicas

responden a los neurotransmisores, y este hecho puede ser modificado por la influencia de

calcio y protones en el medio, nuestros resultados pueden contribuir en la comprensión del

funcionamiento del balance excitatorio-inhibitorio del sistema nervioso más allá de un enfoque

bioqúımico, lo cual puede dar pista para el planteamiento de nuevos enfoques experimentales

para entender y contrarestar enfermedades neurodegenerativas. Finalmente, basados en la

sensibilidad anaĺıtica que se puede obtener en un proceso de evaporación de gotas, que

contienen componentes de interés biológico, podŕıan desarrollarse nuevas técnicas anaĺıticas

con el objetivo de detectar estad́ıos tempranos de algunas enfermedades como cáncer, en

donde las células cambian las propiedades electrostáticas de su membrana.
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