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RESUMEN

En este proyecto, se crearon diferentes tipos de suspensiones coloidales con
moléculas de relevancia bioldgica y se evaluaron las propiedades tanto de las sus-
pensiones per se, como la interaccion de éstas con membranas lipidicas mediante
calorimetria. Nanoemulsiones de propofol y CBD presentaron una buena estabili-
dad cinética, los tamafios se conservaron por al menos 4 meses. Las suspensiones
fueron probadas en liposomas y examinadas a través de calorimetria, con el obje-
tivo de conocer si la afinidad por la membrana es proporcional al efecto generado.
Se determiné que tanto la hidrofobicidad como la estructura de las moléculas in-
fluyen en el grado de interaccién con la membrana. En cuanto a las nanoespumas
de Kr y Xe, si bien se encontraron resultados de particulas con caracteristicas si-
milares a las de nanoburbujas de bulto reportadas, se concluyé que carecian de
un nucleo gaseoso. También se encontré evidencia de que tales entes pudieran ser
precursores de hidratos clatratos del Kr y Xe, lo cual estaria en concordancia con
la teoria desarrollada sobre burbujas. Por tltimo, la importancia del colesterol en
las membranas se evalu6 por medio de un modelo de liposoma con y sin coleste-
rol. Se estudiaron los cambios termodindmicos producidos por dos moléculas con
diferentes propiedades. Los resultados mostraron que las membranas con coleste-
rol tuvieron mayores cambios con menor soluto, lo cual fue interpretado como un
aumento en la sensibilidad de la membrana que incluso fue independiente de la

estructura de molécula anadida.
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ABSTRACT

In this project, colloidal suspensions were prepared with biologically-relevant
molecules, then the properties of the nanoemulsions and their interactions with li-
pid membranes were evaluated. Propofol and CBD nanoemulsions exhibited good
kinetic stability. The size was maintained for at least four months. These suspen-
sions were tested on liposomes and their affinity to lipid membranes was studied
by means of calorimetry. It was determined that hydrophobicity and structure of
the molecules influence the level of interaction with a lipid membrane. Regarding
Kr and Xe nanofoams, the results show that nanoentities are formed whose charac-
teristics are similar to those of bulk nanobubbles; however, it was experimentally
determined that such entities lack a gaseous nucleus. In addition, evince was found
that these entities could be precursors of Kr and Xe hydrate clathrates. This would
be in concordance with current (avaulable) theory of bubble formation. Finally,
the importance of cholesterol in the membranes was estimated through a liposome
model with and without cholesterol. We studied the thermodynamic changes gene-
rated by molecules with different properties. The results showed membranes with
cholesterol had major changes with less solute. This was interpreted as an increase
in the membrane sensitivity which, in addition, was independent of the molecule

structure added.
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1. INTRODUCCION

1.1. Membranas lipidicas

Las membranas lipidicas son estructuras moleculares que separan dos medios
acuosos. La propiedad que permite el ensamblaje espontaneo de lipidos en formas
de bicapas es el cardcter anfipatico de estas moléculas, donde los grupos polares
interactian con el agua mientras que las cadenas hidrocarbonadas se asocian entre

ellas evitando el medio acuoso.

La membrana lipidica mas importante y conocida es la membrana celular, la
cual estd formada por glucidos, lipidos y proteinas, estos ultimos en proporciones

similares en masa [1, 2].

La membrana celular o membrana plasmdtica, ademds de delimitar la célula,
estd encargada de regular procesos que van desde el transporte celular, hasta la

transduccion de sefiales complejas [2].

Una de las funciones mas importantes es mantener las concentraciones intra-
celulares adecuadas de iones como Ca, K, Na y Cl involucrados en la transduccién
de sefiales electroquimicas [2]. Se sabe que las proteinas integrales son las respon-
sables de tal tarea, mediante la formacion de canales que pueden ser activados de

forma eléctrica (voltaje), quimica (ligandos) o mecénica.

Actualmente, se cree que en la membrana celular se generan dominios forma-
dos por lipidos que tienen una fluidez menor a su entorno, llamados balsas lipidi-

cas. Se piensa que a estos dominios se ensamblan proteinas encargadas de procesos
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de sefializacion. Se ha reportado que estas regiones son dindmicas y ricas en coles-

terol, esfingolipidos y proteinas. Ademds, presentan tamafios nanométricos [3, 4].

Gracias a modelos de balsas lipidicas se ha logrado establecer que el colesterol
es indispensable en su creacion [4]. Se han formado modelos principalmente de
fosfolipidos insaturados, saturados y colesterol; el fosfolipido insaturado tiene una
temperatura de transicion mucho menor que los demaés lipidos de la balsa, por lo
que se encuentra en fase fluida (liquido desordenado) mientras que los demds se

agrupan formando una nueva fase llamada liquido ordenado.

Como consecuencia, se cree que modificaciones en las balsas lipidicas puede
desencadenar en alteraciones de las funciones realizadas por las proteinas ancladas
a éstas [5]. Debido a que el niicleo de las membranas es hidroéfobo, solo puede ser
alterado por moléculas afines a éste. Las modificaciones en las balsas lipidicas y las
membranas en general, pueden ser causadas por moléculas exdgenas cuya afinidad

por los lipidos causa que las propiedades de la membrana cambien.

1.1.1. Hidrofobicidad

La hidrofobicidad es la incapacidad de ciertas moléculas apolares a no formar
puentes de hidrégeno, lo cual lleva eventualmente a aislarlas y adoptar una forma

tal que minimice la energia libre [6].

Una manera de medir la hidrofobicidad de una molécula es mediante el coefi-
ciente de particion, Log P, que mide la preferencia de una molécula por una fase

acuosa y una fase orgdnica. Dos fases muy usadas son agua-Octanol.

14



(1.1)

lutoloctano
LOg Poctanol—agua = Log (M)

[soluto] sgua

La lectura del coeficiente de particion puede entenderse mejor si tomamos co-
mo ejemplo una molécula cuyo LogP es 3, lo que significa que 10? moléculas
prefieren disolverse (particionarse) en octanol por una en el agua. El signo po-
sitivo de este indicador hidréfobo indica su preferencia por el octanol, mientras
que valores negativos por el agua. Asi, si una molécula tiene un LogP de -4, 10*

moléculas se encuentran en agua y una en octanol.

El coeficiente de particion es un indicativo de la tendencia de una molécula o
atomo a interactuar con el agua y grupos polares de los lipidos o proteinas; o sitios

hidrofébos como las cadenas hidrocarbonadas.

1.1.2. Modelos de membranas

Por otra parte, una herramienta muy util en la comprension del funcionamiento
de las membrana celular son los modelos de membranas, los cuales son aproxi-
maciones que permiten evidenciar el efecto sobre componentes especificos de un

sistema de estudio.

Los liposomas son un tipo de modelo que forma, de manera espontdnea, vesicu-
las de bicapas lipidicas. Estos han sido usados en sistemas con moléculas de interés
como iones y farmacos para evaluar el posible rol que desempeian los lipidos en

procesos que involucran la membrana plasmatica.
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1.1.3. Propiedades termodindmicas de las membranas

Los liposomas y en general, las membranas lipidicas, presentan cambios de
fases ante variaciones en la temperatura. Esta propiedad se ha usado para estudiar
sus comportamientos mediante técnicas analiticas como la calorimetria, con la
que es posible obtener la caracterizacion de sus estados de equilibrio mediante
parametros termodindmicos como la capacidad calorifica, el cambio en la entalpia

y entropia de las transiciones de fase.

La capacidad calorifica (Cp), se define como el calor (()) necesario para in-
crementar la temperatura (77) de los liposomas en una unidad a presion constante.
Esta variable puede ser medida directamente mediante calorimetria diferencial de

barrido (descrita en la seccién 5.1.3).

_ (4@
C, = (d—T)p. (1.2)

Asi mismo, es posible estimar a partir de la ecuacion 1.2 el cambio en la en-
talpia (A H), la cual esta definida como la cantidad de energia que los liposomas
pueden intercambiar con el medio en el que estdn suspendidos dH = d(Q + Vdp,

a presion constante dH = d(), por lo que en términos de la capacidad calorifica:

T
AH= [ C,dT. (1.3)

To

Como ya se dijo, también es posible conocer el valor del cambio en la entropia
(AS), conociendo de antemano la capacidad calorifica, de la segunda ley de la

termodinamica:
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== 1.4
dS = =, (1.4)
o lo que es lo mismo:
dq as
a7 = Td—T. (1.5)

Finalmente, combinando la ecuacion 1.2y 1.5

T
AS = / & dT’. (1.6)
n T

1.2. Nanoemulsiones y nanoespumas

Las nanoemulsiones y nanoespumas son dispersiones coloidales nanométri-
cas compuestas por dos fases inmiscibles, una fase dispersa embebida en una fase

continua (ver figura 1.1).

Debido a sus pequefios tamaios, estos sistemas tienen una mayor cantidad de
moléculas por area superficial comparada con coloides de tamafios mas grandes,
lo que les permite una mejor absorcién en una superficie y una mayor estabilidad
cinética (a menor tamafio menor bouyancia y mds movimiento browniano). Estas
propiedades son las razones por las cuales se han propuesto para resolver o mejorar

problematicas en diferentes areas de investigacion.

Las nanoemulsiones y nanoespumas son sistemas termodindmicamente inesta-

bles debido a las interacciones moleculares desfavorables que ocurren en la inter-
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Figura 1.1: Esquema general de las fases que componen una suspension coloidal.
« es la fase continua y 3 la fase dispersa. Esta tltima puede estar en estado liquido
y formar emulsiones o en estado gaseoso y generar espumas. Ambos son casos

particulares de suspensiones coloidales [7].

fase a causa del efecto hidrofébico, el cual busca reducir el drea de contacto entre
las fases inmiscibles adoptando formas esféricas (en ausencia de fuerzas externas),

ya que es la geometria con menor relacion superficie-volumen.

1.2.1. Presion de Laplace

La geometria esférica que adopta la fase dispersa genera un efecto de curvatura
conocido como presion de Laplace (A P), que es resultado del balance de fuer-
zas de compresion y expansion que actian en la gota/burbuja bajo condiciones de
equilibrio. La presion externa y la tension superficial constituyen las fuerzas de
compresion, mientras que la fuerza de expansion se debe a la presion interna. La
fuerza debido a la tension superficial actiia sobre la superficie, y es quién compensa

la fuerza ejercida por el interior de la gota/burbuja. Matematicamente:

18



Pn,A =P,y A+ L, (1.7)

A,L,~, P,y P, sonel area, el perimetro, la tension superficial, la presion interna
y externa de la gota/burbuja representada en la figura 1.2. Reorganizando términos

y reemplazando los valores de drea y longitud se tiene lo siguiente:

9
AP=P, — P, =L (1.8)
T
Pin
v_ pe
Pout
N
e
. '~

Figura 1.2: Diagrama de cuerpo libre de una gota/burbuja. Para visualizar las fuer-
zas que actian en el objeto en equilibrio se divide en dos partes. La fuerza que
ejerce el lado izquierdo sobre el derecho es representado por las flechas amarillas
y se debe a la tension superficial. Las flechas grises representan la presion inter-
na, que es ejercida de manera perpendicular a la superficie de la semiesfera. Por
simetria, se cancelan las contribuciones de F;, en el eje Y, quedando las contribu-
ciones en el eje X que actian sobre el 4rea transversal de la semiesfera. Realizacion

propia.

La expresion anterior se conoce como la ecuacion de Young-Laplace para una

interfase esférica. Como v > 0y r > 0, la presion interna de la gota/burbuja
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siempre serd mayor que la presion externa y aumentard con la disminucion de su
tamafo. Asi, una gota de 100 nm tendra una diferencia de presioén 10 veces mayor

que una de 1 um.

Dada la escala de tamaiio de las gotas/burbujas, éstas experimentan movimien-
tos aleatorios debido al movimiento Browniano. Por ello, si dos o mas de ellas
chocan, dependiendo de la fuerza y de las interacciones que se generen entre am-
bas, podrian desestabilizarse. De ahi la importancia de conocer las maneras de

desestabilizacion de las nanoemulsiones/espumas y cémo prevenirlas.

1.2.2. Procesos de desestabilizacion de las nanoemulsiones y nanoespumas

El esquema de la figura 1.3 muestra los procesos de desestabilizacion de las na-
noemulsiones y nanoespumas; tanto la coalescencia como la maduracién de Ost-
wald son procesos irreversibles que llevan, eventualmente, a una separacién de
fase; mientras que la separacion gravitacional y la floculacion son estados en los

cuales las gotas/burbujas pueden persistir en sus formas agregadas o coalescer.

Si bien la coalescencia y la maduracion de Ostwald llevan a la fusion del con-

tenido del coloide, los procesos mediante los cuales esto sucede son diferentes.

En la coalescencia, un nimero de ellos chocan y se fusionan formando domi-
nios mds grandes, que son mds estables por tener una presion de Laplace menor.
Sin embargo, para evitarlo, se suelen emplear estabilizadores como lipidos carga-

dos, proteinas o polimeros que generen repulsiones electrostéticas o estéricas.

En el caso de la maduracion de Ostwald, las moléculas o atomos se difunden

en el medio acuoso debido al aumento de su solubilidad provocado por la presion

20



Separacién Coalescenciao Separacion de fase
gravitacional maduracion de
Ostwald

Floculacién

Figura 1.3: Procesos de desestabilizacion de las nanoemulsiones y nanoespumas.
La fase dispersa de una nanoemulsién/espuma puede sufrir diferentes eventos que
conllevan a su desestabilizacion, como la formacién de agregados o floculos que
podrian incluso coalescer y en cualquiera de los casos, aumentar la velocidad de

separacion gravitacional, llevando eventualmente a una separacion de fases [8].

interna. Esto hace que las gotas/burbujas pequeiias se encojan, generando una mi-
gracion de d&tomos o moléculas en la fase continua que eventualmente llegan a los

dominios de las fases dispersas, incrementando el tamafio de estos ultimos.

Para las gotas la relacion entre presion y solubilidad estd dada por la ley de

Kelvin

APV,

S = Spe RT | (1.9)

siendo Sy, V,,,, Ry T la solubilidad inicial, el volumen molar, la constante de

los gases y la temperatura, respectivamente. Puede notarse que entre mayor es la
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presion de Laplace mayor serd la solubilidad de las moléculas que componen la

fase dispersa.

En el caso de las burbujas es la ley de Henry quien describe una relacion lineal
entre la presion del gas (P) y su concentracién (C') en la fase acuosa. Cabe anotar
que H es la constante de proporcionalidad, conocida como constante de Henry que

es especifica para cada gas y depende tanto del disolvente como de la temperatura.

C=HP. (1.10)

De la ecuacion anterior se infiere que entre mas pequeia sea la constante de
Henry, mayor presion serd necesaria para solubilizar el gas. Cabe resaltar que la
ley de Henry no solo es aplicable a burbujas, sino que se usa de manera general
para conocer la cantidad de un gas solubilizado independiente de la geometria del

compartimento del gas.

Es posible minimizar la maduracién de Ostwald escogiendo el material de
las gotas/burbujas con menor solubilidad o cambidndola mediante la adicién de
moléculas hidréfobas a la fase dispersa, haciendo que la penalizacion energética
de solvatar moléculas migrando de gotas pequeias a mds grandes, sea mayor que

la de las moléculas de agua al cubrir el tamafio de la gota original.

La floculacién, otra forma de desestabilizacion, es la aglomeracién de go-
tas/burbujas sin que esto involucre fusion entre ellas. Se genera por fuerzas de
atraccion (Van der Waals) que son superiores a las fuerzas de repulsion (estéricas
o electrostéticas). Aunque la floculacién puede no necesariamente desencadenar

en la coalescencia, la formacién de un clister aumenta la velocidad de buoyancia.
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Por ultimo, la separacion gravitacional se da por la densidad mayor o menor de
la fase dispersa con respecto a la fase continua, haciendo que las gotas/burbujas se

dirijan hacia la superficie (efecto de crema) o hacia el fondo (sedimentacion).

Para controlar la separacion gravitacional se escogen materiales para la fase
continua y dispersa tal que se minimice la diferencia de densidades, se reduzca el
tamafio de las gotas y burbujas, se aumente la viscosidad de la fase continua y/o
se evite la floculacién. Para que las emulsiones sean estables por mds tiempo se
suelen emplear moléculas adicionales que les brindan las propiedades adecuadas

a las nanogotas o nanoburbujas para evitar la desestabilizacion.

Nos permitimos ampliar a continuacion la ecuacién que gobierna la separacion

gravitacional dada la importancia de ésta dentro del presente trabajo.

1.2.3. Ley de Stokes

Una aproximacion de la velocidad de buoyancia o sedimentacion puede esti-
marse mediante la ley de Stokes [9]. Para ello se considera una gota/burbuja en
un medio, sin ninguna fuerza actuando sobre ella. En la figura 1.4 se muestra un
diagrama de cuerpo libre en que se observan tres fuerzas: la fuerza de empuje (£y)
que se opone a que la particula (gota/burbuja) esté completamente sumergida, la

friccion o rozamiento (F}.) que se opone a su movimiento, y el peso [9, 10].

La suma de fuerzas quedaria como sigue:

Fp+ F.—mg=m—. (1.11)

La fuerza de empuje es igual al peso del volumen de la fase dispersa que des-
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Figura 1.4: Diagrama de cuerpo libre para una particula sedimentdndose en un
medio. Sobre ella se ejercen tres tipos de fuerzas. La fuerza de empuje (£) y la
fuerza de friccion (F;.) que se openen al fuerza ejercida por la gravedad. Realiza-

cion propia.
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plaza la particula (principio de Arquimedes), por lo tanto, el volumen desplazado
es el mismo de la particula. La fuerza de friccion o resistencia para una particula

actua en direccion opuesta al peso y es proporcional a la velocidad de movimiento.

Una vez que se llega a la velocidad terminal (velocidad constante), el término

de la derecha se hace cero y la ecuacion quedaria de la siguiente forma:

pegV + 6mpvr —mg = 0, (1.12)

donde p., p, g, V', v, r son la densidad y viscosidad del fluido de la fase continua,

la gravedad, el volumen, la velocidad y el radio de la particula, respectivamente.

Cabe anotar que el término 67 pvr aplica para una particula esférica, sin rugo-
sidades y moviéndose en un fluido laminar con un nimero de Reynolds menor a

uno.

Despejando la velocidad de la ecuacion 1.12 y expresando la masa del coloide

en términos del volumen se tiene que:

o P9V = pegV 5 g(pa—pe)

67 pr 67 pur

: (1.13)

con py la densidad de la fase dispersa.

La ecuacion 1.13 representa la tasa a la cual se mueve una gota de determinado
tamafio respecto a su medio bajo la influencia de la gravedad, que puede simplifi-

carse a:
2912 Ap
v =

i

Ap representa la diferencia de densidades entre la fase dispersa y la fase continua.

: (1.14)
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Es importante resaltar el marco de referencia usado, donde una velocidad negativa
es generada cuando la densidad de la gota/burbuja es menor a la densidad de la fase
continua. Por lo tanto, su movimiento serd hacia la superficie y las gotas/burbujas
tenderan a formar crema. Cabe sefalar, que una burbuja por estar en fase gaseosa
tiene una densidad mucho mds baja que la de una sustancia liquida, por lo tanto,

la sedimentacion no se da.

Para tener una estimaciéon del movimiento de los coloides, se presenta en la
tabla 1.1 la velocidad de buoyancia de una gota de propofol y una burbuja de xenén
en un rango de 10 nm a 1000 nm de radio, inmersas en agua desionizada, donde
g = 9.8m/s?, pu = 0.000891 kg/ms, p. = 998.29 kgm? y las densidades del
propofol y xen6n de 955 kg/m? y 5.4 kg/m3.

=]
r[nm]
burbuja gota
10 0.24 0.01
100 24.27 1.06
1000 2426.82 105.81

Tabla 1.1: Velocidades de subida de gotas de propofol y burbujas de xenén para

diferentes radios.

Se puede observar que a medida que el radio crece, el ascenso tanto de la gota
como de la burbuja aumenta hasta en dos o6rdenes de magnitud. Por ende, una
burbuja de 100 nm recorre en 9.5 dias la misma distancia que una de 1 pm en 2.3

horas.

No obstante, la ecuacion 1.14 tiene en cuenta algunas consideraciones que di-

fieren un poco de larealidad. La emulsion o espuma tiene una poblacion polidisper-
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sa 'y ubicada a diferentes profundidades de la solucion, por lo que cada una tendra
diferentes velocidades de buoyancia, siendo mas rdpidas las de mayor tamafo. Sin
embargo, puede calcularse la velocidad promedio de ascenso con el promedio de

la distribucidn de tamaifios.

También la aglomeracion de varias gotas o floculos pueden aumentar el radio

efectivo de la gota o burbuja aumentando la velocidad de ascensién [10].
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2. ANTECEDENTES

Si bien las burbujas que componen las espumas han sido ampliamente estudia-
das y usadas en diferentes aplicaciones, las nanoburbujas son menos conocidas y
su existencia materia de debate entre la comunidad cientifica [11, 12, 13, 14, 15].
Esto se debe a que las nanoburbujas en una solucién podrian experimentar dos si-
tuaciones por causa de la presion de Laplace que, en cualquier caso, no favoreceria
su existencia. 1) Elevadas presiones de Laplace generan un aumento de la solubili-
dad del gas en el medio (Ley de Henry), lo que a su vez causa una disminucién en el
tamafo de las nanoburbujas; tamafios mds pequeios generan presiones mayores y
nuevamente se repite el ciclo hasta terminar con la disolucion de la nanoburbuja. 2)
Las altas presiones de Laplace a las que estdn sometidas las burbujas, promueven
el crecimiento de nanoburbujas a partir del gas disuelto en el medio o la coales-
cencia entre ellas, por lo que entre mayor tamafio alcancen, menor presion interna

tendran. Lo anterior es conocido como catéstrofe de Laplace [16].

Aunado a esto, el costo energético de incrementar la tension superficial esta
asociado a la energia libre (AG) mediante la ecuacion AG = vAA, con AA el
cambio en el drea superficial. Asi, dos gotas tienen una mayor area superficial y

por tanto una energia desfavorable mayor que si coalescieran [16].

En 1950 Epstein y Plesset desarrollaron una teoria de disolucion de burbujas
(Teoria EP) que tiene en cuenta la presion de Laplace y la solubilidad predicha por
la ley de Henry [17]. Especificamente, el tiempo de disolucion ¢, de una burbuja

en un medio saturado de gas es [18]:
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r2 rp 1
t; = — 2.1
¢~ 3DH <2Mw7 + RT) ’ 21

con r,D, H, M,, p, Ry T el radio de la burbuja, el coeficiente de difusién y
la solubilidad del gas en el medio, el peso molecular y la densidad del gas, la
constante de los gases ideales y la temperatura, respectivamente. Por lo tanto, se
ha estimado que burbujas menores a una micra deberian disolverse en menos de

0.02s[17, 19].

Se ha encontrado que esta teoria predice bien los resultados experimentales
de los tiempos de disolucion de burbujas con tamafios mayores a 1um [18]. Sin
embargo, estd en desacuerdo con las observaciones de burbujas menores que, en
contraste, presentaron en algunos casos tiempos de residencia hasta de meses, por

lo que se ha llegado a pensar que no funciona para escala nanométricas.

Hoy son abundantes los articulos de nanoburbujas como el presentado por
Ushikubo et al., quienes reportaron la existencia de nanoburbujas de oxigeno y
aire en agua mediante su distribucion de tamafio y potencial Z, tal como se mues-
tra en la figura 2.1 [20]. Estas caracteristicas, en términos generales son similares
a lo encontrado en los demds manuscritos. Por tal motivo, cierta parte de la comu-
nidad cientifica trata de buscar factores que pudieran explicar la duracion de estas

entidades.

Es asi como se han propuesto desde teorias que apuntan a una reduccion de la
tension superficial a causa de una capa de contaminantes intrinseca a los experi-
mentos [21], hasta términos que no fueron tomados en cuenta en la ecuacién de
Young-Laplace y que disminuirian su magnitud, como el debido a la presion ge-

nerada por la carga superficial de la burbuja [22]. Recientemente, se ha propuesto
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Figura 2.1: a) Distribucion de tamafio de nanoburbujas de O, y b) Potencial Z de

nanoburbujas de O, y aire reportadas por F.Y. Ushikubo et al. [20]

que la tension superficial es un término dependiente de la curvatura [23]. En con-
traste con lo publicado por Matsumoto et al., quienes verificaron la validez de la
relacion de Young-Laplace en una cavidad de hasta 2 nm, al igual que mediciones
constantes en la tension superficial correspondientes a las medidas en interfaces
planas [24]. Sin embargo, ninguna de las correcciones mencionadas logra justificar
completamente los tiempos de duracion observados en los resultados experimen-

tales.

Pese a que ain no hay concordancia entre la teoria y los resultados experimen-
tales, se ha estudiado el uso de nanoburbujas en diferentes aplicaciones. En ese
sentido, se ha encontrado evidencia que sugiere que el uso de nanoburbujas de
oxigeno actia como un potenciador del crecimiento de plantas y animales (pes-
cados y ratones) [25], asi como mejoras en la tasa de crecimiento de semillas de
hortalizas y cultivos hidropénicos [26, 27]. Por lo tanto, las nanoburbujas podrian

convertirse en una potencial herramienta en el area de la agricultura y zoocria.
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Es preciso anotar que, si bien hay un debate sobre la existencia de las nano-
espumas, esto no ocurre con las nanoemulsiones, siendo las investigaciones sobre
sus aplicaciones un tema en crecimiento, como es el caso de su uso como agentes

antimicrobiales.

Recientemente se ha estudiado el efecto de nanoemulsiones de aceites esencia-
les sobre bacterias E.Coli y se ha encontrado efectos antibacteriales en algunos de
ellos [28, 29, 30]. Donsi et al. propusieron diferentes mecanismos de accion que en
su mayoria apuntan a interacciones con la membrana, estos métodos son: el paso
de nanogotas a través de porinas; la solubilizacion del contenido de las nanogotas
en la fase acuosa que migra hacia las membranas; y, finalmente, repulsiones elec-
trostaticas que, debido a la carga superficial de las nanogotas, podrian promover o

no su interaccién con las membranas [31].

Ante la evidencia de que probablemente las nanogotas actian sobre la mem-
brana debido a su naturaleza hidrof6bica, una caracteristica que comparten con las
nanburbujas, podria esperarse que las nanoburbujas también tengan efectos sobre

las membranas.

Reyes et al. estudiaron, mediante simulaciones de dindmica molecular, la in-
teraccion entre el Xe, el cual es un reconocido anéstesico, y un modelo de balsa
lipidica compuesta por DPPC, DLPC y colesterol. Después de agregar dtomos de
Xe sobre la fase acuosa, observaron la formacién de clisteres de Xe e internaliza-
cién de éstos en la parte central de la membrana, cambiando sus propiedades cohe-
sivas [32]. Al cuantificar la distribucion de las moléculas de colesterol mediante
funciones de distribucion radial, como se observa en la figura 2.2, se encontr6 que

el colesterol estaba siendo secuestrado por los dtomos de Xe.
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Figura 2.2: Interaccion entre nanoburbujas de Xe y un modelo de balsa lipidica.
Con el Xe, DPPC, DLPC y colesterol representados en amarillo, azul, rojo y verde
respectivamente. Las graficas de distribucion radial cuantifican los cambios obser-
vados en la simulacion mostrada en la figura central. La gréfica izquierda muestra
la ubicacion preferente de los 4tomos de Xe en centro de la membrana invariable
ante dos concentraciones de Xe (1 y 2 Xe/lipido). Al lado derecho la redistribucién
de las moléculas de colesterol en la region interna de la bicapa, siendo mas notable

a 323K [32].

Asi mismo, descubrieron que al aumentar la concentracion a 3 Xe/lipido, se
observaba mayor presencia de los atomos de Xe en los dominios de la membrana

ricos en colesterol.

Ademéds, se ha demostrado que los cambios estructurales en estos dominios
generan de manera indirecta la apertura de canales de potasio, causando una hi-
perpolarizacién en la célula e impidiendo la propagacion del impulso nervioso
[33]. Adicionalmente, se encontrd que tanto los anestésicos generales como el se-

cuestro de colesterol causan la translocacion de una enzima cuyo producto activa
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los canales.
Por consiguiente, con lo anteriormente mencionado se pueden inferir que:

Ya que los dtomos de Xe prefieren las regiones de las cadenas hidrocarbonadas
de los lipidos, entonces las interacciones lipido-lipido deberian verse afectadas,
y por ende las propiedades de la membrana que dependan de estas interacciones,

como las propiedades termodindmicas.

Ademas, dado que los dtomos de Xe preferian las regiones con mayor densi-
dad de colesterol, y teniendo en cuenta su alta hidrofobicidad (Log P de 9.85),
cambios en la membrana (como variaciones en el grosor de 1a membrana, redistri-
bucion lipidica o modificaciones en las propiedades termodindmicas) podrian ser
dependientes tanto de la hidrofobicidad de las dispersiones coloidales como de la

presencia de colesterol.
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3. HIPOTESIS

Las nanoemulsiones y nanoespumas inducen cambios en las interacciones lipidi-
cas afectando las propiedades termodindmicas de las membranas, y estos cambios

pueden ser potenciados por el colesterol.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Estudiar los cambios en las propiedades termodindmicas producidos por nano-

emulsiones y nanoespumas en membranas lipidicas de diferente composicion.

4.2. Objetivos Especificos

1. Generar y caracterizar nanoemulsiones (con diferentes hidrofobicidades).
2. Disenar y construir un generador de burbujas.
3. Generar y caracterizar nanoespumas (con diferentes hidrofobicidades).

4. Medir mediante calorimetria las propiedades de las membranas lipidicas va-
riando la concentracion de colesterol en presencia de nanoemulsiones y na-

noespumas.
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5. METODOLOGIA

Para estudiar el efecto de las nanoemulsiones y nanoespumas en las membranas
lipidicas, se usaron moléculas y d&tomos que tuvieran diferentes hidrofobicidades
con: similar y diferente estructura. En la figura 5.1, se muestran 4 elementos con
las caracteristicas ya mencionadas. Ademds de ello, son biolégicamente relevantes,
tanto el Xe como el propofol son anestésicos [34, 35, 36, 37], mientras que el CDB
es usado en tratamientos de epilepsia y esquizofrenia [38, 39]. En contraste, el Kr
no es usado en la medicina, pero sus efectos también estdn asociados a la actividad
neuronal [40]. Es importante mencionar que en todos los casos, el mecanismo de
accion involucrado en los efectos de cada una de las moléculas y dtomos sigue

siendo un misterio.

Rr Xe Propofol CBD
0.89 1.28 4.16 7.03

Figura 5.1: Hidrofobicidad y estructura de los elementos usados para la generacion

de nanoemulsiones y nanoespumas. Realizacion propia.
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5.1. Técnicas

5.1.1. Mediciones de tamaiio

Las mediciones de tamafo se realizaron mediante esparcimiento dindmico de
luz (DLS), en un Zsizer nano ZSP (Malvern Instrument). En esta técnica se hace
incidir un haz de 633 nm de longitud de onda sobre una muestra con particulas,
que dependiendo de su tamafo se ven més o menos influenciadas por el movimien-
to browniano, esto genera fluctuaciones de intensidad en el haz de luz esparcido
y posteriormente detectado por medio de un sensor. El andlisis temporal de estas
fluctuaciones produce un correlograma, cuyo decaimiento da informacion del ta-
mafio de las particulas; el correlograma que genera las particulas mds pequenas de-
cae mas rapido que el de las mds grandes (ver figura 5.2). Del anélisis de los corre-
logramas se puede estimar el coeficiente de difusion y asi, el tamafio hidrodindmico
de la particula mediante la ecuacion de Stokes-Einstein R = KT /67D, con R,
Kp, T,nyD,elradio hidrodindmico, la constante de Boltzmann, la temperatura, la
viscosidad dindmica y el coeficiente de difusion, respectivamente. Las mediciones
fueron hechas a una temperatura de 25°C y cada medicion fue repetida al menos

3 veces.

5.1.2. Mediciones de potencial Z

Las mediciones de potencial Z ({) fueron realizadas en el mismo equipo que
las mediciones de tamafio y fueron calculadas a partir de la movilidad electro-

forética mediante la ecuacién de Smoluchowski p = e(/n, donde € es la constante
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Figura 5.2: Correlogramas caracteristicos de particulas. Las particulas méas gran-

des decaen mads lento que las de tamanos menores. Modificado de [41].

dieléctrica y n la viscocidad del medio. Las mediciones fueron hechas a una tem-

peratura de 25°C y cada medicion fue repetida al menos 3 veces.

5.1.3. Mediciones de Calorimetria

La calorimetria es una técnica empleada para medir las propiedades termo-
dindmicas de las membranas. Particularmente la calorimetria diferencial de barri-
do estima el calor adicional que es absorbido o liberado de una celda que contiene
la muestra respecto a otra celda referencia, la cual contiene el medio en el que
estd suspendida la muestra. El sistema estd aislado térmicamente y se encuentra a
presion constante. El equipo controla el flujo de calor (AQ)/t) a una misma tasa
de temperatura (AT'/t). Por lo tanto, de la relacion entre estas dos cantidades es

posible conocer la capacidad calorifica del sistema de estudio:
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En la figura 5.3, se observa un perfil calorimétrico tipico de liposomas. Un

primer pico es conocido como pre-transicion y es exclusivo de determinado tipo

de fosfolipidos. A temperaturas por debajo de la pre-transicion, los fosfolipidos se

encuentran en una fase conocida como sélido-ordenado. A temperaturas mayores a

la pre-transicion, algunos fosfolipidos pasan a la transicion de liquido desordenado

mientras que otros permanecen en estado sélido ordenado, formando una nueva

fase llamada fase ondulada (no todos los fosfolipidos tiene esta fase). Finalmente,

después de la temperatura de transicion principal, todos los lipidos pasan a liquido

desordenado.
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5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Reactivos

2,6-Diisopropilfenol (Propofol, PFL) >97 %, Aceite de oliva grado andlitico,
1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina (DPPC) >99 %, fueron obtenidos de
Sigma-Aldrich México. Esfingomielina (SM) >99 % y Colesterol (CHOL) >98 %
de Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA). Cannabidiol (CBD) >98 % fue suminis-
trado por CrescentCanna (New Orleans, USA). Finalmente, xenén (Xe) >99.99 %,

criptén (Kr) >99 % y helio (He) >99 % fueron comprados a Grupolnfra México.

Se us6 agua desionizada en todas las preparaciones, obtenida de un sistema

Milli-Q IQ 7000, con una resistividad de 18.6 M().

5.2.2. Preparacion de las nanoemulsiones

Las nanoemulsiones son sistemas termodindmicamente inestables, lo que sig-
nifica que no son procesos producidos espontdneamente. En el proceso de forma-
cion de emulsiones generalmente se parte de una pre-emulsion formada por gotas
gruesas. Para disminuir su tamafio, es necesario aplicar una energia suficiente para
romper la interface. Estas energias deben ser proporcionadas por fuerzas de corte
mayores a la presion de Laplace. Por lo tanto, gotas mas pequefias necesitaran ma-
yor energia. Un dispositivo muy usado para este propdsito es el microfluidizador
(MP-110 Microfluidics), el cual, eleva la presion del liquido a través de una bomba
mecdnica, posteriormente entra a una cdmara de interaccion tipo “Y”” donde pasa

por un canal de 75pm, aumentando la velocidad de la emulsién y dirigiendo el flui-
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do hacia un area de impacto que genera fuerzas de corte, cavitacion y turbulencia

[43, 44].

Para la preparacion de las emulsiones se hicieron stocks de CBD y propofol
(PFL) en aceite de oliva (AO): 380 mg por cada mL de AO. Se prepararon tres
emulsiones en agua purificada: AO y CBD-AO al 3 % v/v y PFL-AO al 1 % v/v.
La emulsion de AO se usé para experimentos control. Antes de pasarlas por el
microfluidizador, se agité manualmente durante algunos minutos para generar la
pre-emulsion. Posteriormente, se hizo pasar el fluido 3 veces por la cdmara de in-
teraccion a 100MPay 150 MPa. La temperatura fue controlada mediante la adicion
de hielo en el intercambiador de temperatura del equipo. A partir de las emulsio-
nes preparadas se hizo una dilucién adicional al 1% v/v para el AO y CBD-AO.

Finalmente se almacenaron a 4°C.

5.2.3. Preparacion de las nanoespumas

Basado en la ley de Henry, se disefié y construy6 un equipo que sobresaturara

una solucién acuosa mediante presion.

Diseno

Para los parametros de disefio se partio de la formacion de clisteres de Xe a una
relacion de 40 moléculas de agua por cada Xe, observados en [32]. Ya que en 1 ml
de agua hay 0.0555 mol, se necesitaria solubilizar 1.387 mmol de Xe, equivalente
a 1.387 M. Dada la baja solubilidad del Xe en agua, se hizo uso de la ley de Henry

X = H x P, donde se establece que la solubilidad de un gas X, en un fluido a
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temperatura constante es proporcional a la presion P, siendo [ la constante de
Henry especifica para cada gas. Teniendo en cuenta que H = 0.0043M /atm para

el Xe a 25°C, entonces la presion adecuada para solubilizar el Xe es 323atm.

Se consider6 una presion inicial F; de 15 atm en un tubo que a través de un
sistema émbolo-piston aumentaba la presion. Como la densidad del Xe a 15 atm
es 0.0805 g/ml, entonces 1.387 M también puede ser expresado como 2.3 ml de
Xe por cada ml de agua, esto permiti6 estimar la altura minima que debia tener el
tubo. Asi, para 14 ml de agua, se necesitarian 32 ml de Xe. Asumiendo un didmetro
del tubo de 1.27 cm, la altura de la columna de gas seria de 25 cm y la del agua 11
cm. Por lo tanto, la altura total del tubo debe ser mayor o igual a 36 cm, como se

esquematiza en la figura 5.4.

Construccion

Una vez establecidas las dimensiones minimas que debe tener el tubo se proce-
di6 a la construccion del equipo, que consistié en una estructura metélica, con un
gato hidraulico acondicionado para soportar una plataforma que sostenia un tubo
de acero inoxidable con un didmetro externo e interno de 1 y 1/2 pulgada respec-
tivamente, ver figura 5.5. En la parte inferior del tubo se fijaron un mandémetro
(Primium flicerina instrutek 1000 bar) y una valvula de aguja (ALCO UN2NS).
Un émbolo del mismo material del tubo fue fijado a la estructura metdlica. Para
evitar el escape del gas, se acondicionaron dos tapones de caucho de jeringas de
plastico desechables de 10 ml BD Plastipak y un tapon cilindrico de teflon de al-
tura y didmetro 1.5 y 1.27 cm. Una ldmina metdlica de 40X25X0.5 cm se adiciond

sobre la parte delantera de la estructura para brindar mayor proteccion.
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Figura 5.4: Parametros de disefio tomados en cuenta para la construccion del ge-

nerador de nanoburbujas. Realizacion propia.

Para la formacion de nanoburbujas, un vial de vidrio lleno con 2.3 ml de agua
desionizada es puesto al interior del tubo de acero inoxidable. Se afiadieron 9 ml
de agua desionizada para generar una columna de agua de 5 cm aproximadamente
y una columna de gas de 28.8 cm. Se colocaron los tapones de caucho y teflén para
generar el sello. A través de la valvula de aguja se adicion6 el gas Kr o Xe a una
presion inicial de 20 bar. Mediante el gato hidrdulico se levant6 la plataforma que
sostenia el tubo, reduciendo el volumen del gas. Los cambios de presién fueron
monitoreados mediante el mandémetro. Luego de 60 minutos de equilibrio a la pre-
sion final (620 bar para el Kr y 360 bar para el Xe), se realiz6 la despresurizacion
en un tiempo de alrededor de 45 minutos. La temperatura de formacién se mantuvo

entre 23°C y 25°C.
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Figura 5.5: Disefio del generador de nanoburbujas. Realizacion propia.

5.2.4. Preparacion de liposomas

Para evaluar el efecto de las nanoemulsiones en membranas se emplearon dos
tipos de liposomas, DPPC-SM (90:10 mol %) y DPPC-SM-CHOL (80:10:10 mol %).
Para medir el efecto de las nanoespumas se usaron liposomas de DPPC y DPPC-

CHOL (85:15) mol %.

Para la preparacion de los liposomas se pes6 cada lipido en su proporcién ade-
cuada, se disolvié en cloroformo y se evaporé el solvente con una corriente de
nitrégeno por 30 min a 55°C con agitacion magnética a 130rpm. La pelicula de
lipidos resultante fue resuspendida en agua desionizada, el tiempo de hidratacién
fue de 1.5 horas. Posteriormente se extruyeron los lipidos con un poro de mem-
brana de 100nm, se termalizo la suspension a 25°C por 15 min y se degasifico 25

minutos.

44



Finalmente, a las suspensiones de DPPC-SM y DPPC-SM-CHOL se les adicio-
naron las emulsiones de AO, CBD-AO y PFL-AO (o agua desionizada en el caso
control) a una relacion 50 %v/v. Las concentraciones finales de las emulsiones de
CBD-AO y PFL-AO al 1 % fueron de 1.9mg/ml y CBD-AO al 3 % 5.7mg/ml, tal

como se indica en la figura 5.6. La concentracion de lipidos totales fue de SmM.

Los liposomas formados con DPPC y DPPC-CHOL tuvieron una concentra-

cion final de 1.5M. Las muestras analizadas son mostradas en la figura 5.7.

Liposomas con nanoemulsiones

o
:

AO-CBD 1%
(19 mg/ml) AO-CBD 1%
(1.9 mg/ml)
AO-CBD 3% | DPPC-SM-CHOL
(5.7 mg/ml) AO-CBD 3%
(5.7 mg/ml)
AO-PFL 1%
(1.9 mg/ml) AO-PFL 1%
(1.9 mg/ml)

Figura 5.6: Combinaciones de las muestras de liposomas con nanoemulsiones. En-
tre paréntesis se indica la concentracion final de propofol y CBD en cada muestra.
La presencia y ausencia de colesterol en composicion de las membranas permiten

evaluar el efecto del colesterol en la interaccidon con las nanoemulsiones.
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Liposomas con nanoespumas

Kr Kr

DPPC DPPC-CHOL

Xe Xe

Figura 5.7: Combinaciones de las muestras de liposomas con nanoespumas. Con el
objetivo de estudiar el efecto del colesterol en la interaccion con las nanoespumas,

se usaron liposomas con y sin mencionado lipido.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacion de las nanoemulsiones

Las nanoemulsiones de CBD-AO y PFL-AO fueron realizadas mediante un
microfluidizador, aplicando el procedimiento descrito en la seccién 5.2.1. Poste-

riormente, fueron caracterizadas mediante DLS.

En el panel a) de la figura 6.1, se muestran las distribuciones de tamafos para
AO y CBD-AO al 1 y 3% en agua, y PFL-AO al 1 % en agua. Los radios de los
picos maximos son mostrados en la tabla 6.1. La similaridad entre las distribucio-
nes de tamano del AO y CBD-AO al 1 y 3 % era un resultado esperado ya que son
diluciones. Sin embargo, que se parezcan las emulsiones de AO, CBD-AO y PFL-
AO es gracias al protocolo de generacion aplicado y al mismo tiempo la presencia
de aceite de oliva, compuesto que es comun en todas las emulsiones y que, debido
a su contenido de 4cidos grasos, permite reducir la tension interfacial del CBD y

propofol haciendo mas reproducibles las distribuciones de tamafio.

Adicionalmente, se midi6 el potencial Z (¢) y los resultados son mostrados en
el panel b). En todos los casos, las suspensiones presentaron potenciales Z nega-
tivos <-25 mV, por lo que estarian en el limite de una suspension estable, lo cual
impediria la coalescencia de las gotas por repulsiones electrostaticas cuando estas

se acercan [45, 46, 47].

Como se dijo con anterioridad, la fase dispersa de todas las nanoemulsiones

contenia aceite de oliva, compuesto principalmente de dcidos grasos como oleico,
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Figura 6.1: Caracterizacion de las nanoemulsiones mediante a) distribuciones de
tamafo y b) potencial Z. Bajo el protocolo descrito, las nanoemulsiones presentan
distribuciones de tamafio similares independientemente del tipo de emulsion sien-
do las poblaciones con radios predominantes de alrededor de 50 nm. Las barras de

error o region sombreada representan la desviacion estdndar de 3 muestras.

palmitico, linoleico, linolénico y estérico. Estos a su vez, tienen en su estructura
grupos carboxilos que tienen un pKa de alrededor 3.5, lo que significa que a un
pH de aproximadamente 6 (pH del agua desionizada) se encuentren en su forma
desprotonada (-1), siendo probablemente los responsables de los potenciales Z

negativos [48].

Para completar la etapa de caracterizacion, se midieron durante varios dias
las distribuciones de tamano de las emulsiones tal como se observa en la figura
6.2, se pudo notar que no presentaron cambios relevantes al cabo de 4 meses de
preparados pues los radios predominantes siguen estando alrededor de 50 nm. El
aumento en la desviacidén estandar se debe al efecto de maduracién de Ostwald,

donde las gotas mds pequefias tienen una mayor presion de Laplace y, por ende,
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Nanoemulsion r[nm) + SD
AO 1% 48 7.9
AO 3 % o1 4.2
CBD-AO 1 % 48 4.2
CBD-AO 3 % ol 4.2
PFL-AO 1 % 53 0

Tabla 6.1: Radio promedio y desviacion estandar de los picos de las distribuciones

de tamafio de las nanoemulsiones mostradas en la figura 6.1 a). (n=3)

100

~
o
T

CBD-AO 3%
et PFL-AO 1%

Radius (nm)
(@]
o

N
(&)

Time (day)

Figura 6.2: Estabilidad de las nanoemulsiones mediante el monitoreo del tamafio
durante diferentes dias. Puede notarse que de manera general su radio permanece
alrededor de los 50nm hasta cuatro meses después de hechas las emulsiones.LLas

barras de error son la desviacion estandar de 3 muestras.

una mayor solubilidad de los componentes de la gota (ver ecuacion 1.9). Esto hace

que las gotas grandes crezcan a expensas de las pequefias; como los tamafos de
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las particulas mds grandes tiene una mayor velocidad de buoyancia ascenderédn a
la superficie y, en consecuencia, quedardn en la fase continua las gotas de tamafios

menores.

En resumen, en la etapa de caracterizacion de las nanoemulsiones de AO (con-
trol), CBD-AO y PFL-AO se puede concluir que presentan una buena estabilidad
y que es viable el uso de estas suspensiones en membranas lipidicas y en general,
cualquier sistema de estudio que pretenda evaluar las propiedades de estos com-

puestos, ahora solubilizados en agua en forma de dispersiones coloidales.

6.2. Caracterizacion de las nanoespumas

Como se indic6 en la seccion de la metodologia, para la formacién de nano
espumas se disefid y construyd un equipo que mediante presion saturara de un gas
un medio liquido. El comportamiento del dispositivo se observa en la figura 6.3.
En primer lugar se pueden descartar fugas, pues si éste fuese el caso, a volimenes

cada vez menores no se apreciarian incrementos de presion.

Si bien no son iguales, la curva correspondiente a la ecuacién de los gases
ideales presenta una tendencia hiperbdlica similar a la curva experimental. Las
diferencias se deben a que esta tltima es de una columna con agua, por lo que el
gas se solubiliza, aumenta ligeramente el volumen de ésta y la presion sobre el

Sensor aumenta.

Una vez construido el equipo se prepararon muestras con diferentes gases y se
caracterizaron las suspensiones obtenidas a través de DLS, para las cuales fueron

indispensables el uso de viales redondos que inicialmente estaban llenos de agua
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Figura 6.3: Curvas de presion-volumen experimental (en lineas rojas discontinuas)

comparado con los gases ideales (linea negra s6lida). En los esquemas se muestran

las condiciones correspondientes a cada curva; la experimental tiene un volumen

total compuesto por una columna de agua y gas, mientras que en el tedrico sélo

hay gas. Las barras de error representan el error estandar, con n=3.

y gas disuelto después de la presurizacion. Dado que las celdas del equipo son por
defecto cuadradas, se corrobor6 que las mediciones no son afectadas por el cambio
de geometria de los contenedores. En la figura 6.4 se observan las mediciones de
particulas estdndar de SiO-, puede notarse que aunque hay una ligera diferencia
entre los correlogramas obtenidos en el vial redondo y cuadrado, esto no incidié
en sus distribuciones de tamafo de intensidad y numérica, por lo tanto, es factible
el uso de viales redondos que ademds tienen la ventaja de aislar la muestra de

posibles contaminantes durante el experimento.

Después de esto, se hicieron tres muestras independientes de Kr y Xe, se midi6
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Figura 6.4: Mediciones de a) correlogramas de particulas estandar (SiO5) y b) dris-
tribuciones de tamafio de celdas cuadradas y redondas. Note que las distribuciones
de tamaio son las mismas independientemente de la geometria del vial usado. Las

barras de error representan el error estdndar, con n=3.

su potencial Z y se monitorearon las distribuciones de tamafio durante varios dias,
tal como se muestra en la figura 6.5 a). Puede notarse que el tamaio de ambas
muestras permanecieron constantes por al menos uno y dos meses, probablemente
debido al hecho de que las burbujas presentaron potenciales Z negativos <-25mV
(inset de la figura), por lo tanto, a distancias muy cercanas tenderian a repelerse.
Esto coincide con varios reportes de nanoburbujas, tanto en estabilidad como en
potencial Z. Para explicar esta carga negativa se han considerado dos posibles ra-
zones, 1) la preferencia de iones hidrégeno presentes en el agua, los cuales tienen

una energia de hidratacion menor a los iones hidroxilos; o 2) una orientacion de-
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finida de los dipolos del agua con los hidrégenos apuntando, en su mayor parte, al

bulto [49, 50, 51, 52].

Los tamafios de las nanourbujas de Kr y Xe concuerdan con varios reportes de
burbujas con dimensiones que rondan los 100 nm [53, 54], incluso con reportes
recientes que muestran que ademads son termorresistentes [55], ver figura 6.5 b), lo

cual sorprende debido a que la solubilidad de un gas disminuye con la temperatura.

a) b)
150 : : : — . r f—— 300 T
e Xe 2200—m— L —
125 —=— Kr 5225 . 2501 -y Xe ]
£-25.0 | I [
100} 2275 | 1 2001 ]

r(nm)

N_30.0
75} wooxe T 150} \I/T T T/I\T

[ S $ £
501H T, - = 100} /I

251 ] 50[ & ]
0% ‘ ‘ ‘ : ; — 0 . \ \ . A
0 10 20 30 40 50 170 20 30 40 50 60 70
Time (day) T(°C)

Figura 6.5: a) Tamafios de nanodominios de Kr y Xe durante varios dias. En el
inset se observa el potencial Z. b) Tamafio como funcién de la temperatura. Las

barras de error representan el error estandar, con n=3.

Antes de estudiar la interaccion de las burbujas en las membranas lipidicas, se
quiso estimar la concentracion de gas disuelto mediante la diferencia de masa de
las muestras con y sin burbujas. Para retirarlas se usé una centrifuga (eppendorf
5804R) a 4 200 G por 2 horas, tiempo suficiente para que salieran del vial (ver
6.2).

A continuacion, se muestran en la figura 6.6 las mediciones de DLS antes y des-

pués de centrifugar. En el panel a) se observan los correlogramas para las muestras
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con Kry Xe, puede notarse que la cantidad de burbujas disminuyd, tal como lo indi-
calareduccion de los valores méximos de las curvas. Cabe resaltar que la ausencia
de burbujas hubiese estado corroborada si la sefial de correlacion hubiera caido a
cero. En el panel b) se muestran las distribuciones de tamafo correspondientes a
cada correlograma, donde se ven ligeros corrimientos hacia valores menores, lo
cual es un resultado consistente dado que las poblaciones de mayor tamafio son

mas susceptibles a la centrifugacion.

Sin embargo, debido a que la centrifugacién aumenta la presion hidrostatica,
es decir, la presion que siente una burbuja sumergida en una columna de agua,
las burbujas pudieran contraerse y asi escapar a los efectos de centrifugacion, es
por esto que se calculd la nueva presion interna y el nuevo tamaifio de la burbuja
contraida. Para ello se parti6 de la ecuacion de Laplace (ecuacién 1.8) redefiniendo
el término P,,; = Py + pN gh, siendo F, la presion atmosférica y N el nimero de
gravedades. Cabe aclarar que la altura de la columna de agua en los viales usados
es de 3.4 cm, por lo que la expresion p/N gh es despreciable y s6lo cobra sentido

cuando N aumenta.

Durante la centrifugacion una burbuja podria contraerse Ar y la presion interna

podria ser definida como:

2
Pz‘imt:PO“f‘pNgh"i_T_—,y

A (6.1)

Por otro lado, usando la ley de Boyle que establece que P;Vy = P;V; (a tem-
peratura constante y sin pérdidas de masa), siendo V el volumen y los subindices

refiriéndose a la condicion inicial y final, que en el caso de las burbujas seria antes

54



a) 10"10° 10" 10% 10° 10* 10° 10°
1.0{—— Kr

«««« Krcentrifugado
0.8 =
0.6
0.4
0.2
0.0 N

Xe
« Xe centrifugado

------

o8l
0.6

Correlation coetticient

0.4

0.2

0.0
10"10°10" 10 10° 10* 10° 10°
Time (us)

Figura 6.6: a) Correlogramas de nanoburbujas antes y después de centrifugados
a 4 200 G por 2 horas. b) Distribuciones de tamafio correspondientes a cada co-
rrelograma. Las disminuciones en las curvas de correlacion indican que hubo una
reduccién en la concentracion de burbujas, mientras que los corrimientos en las
distribuciones de tamafio hacia la izquierda confirman que la poblacién de burbu-
jas estd constituida por entidades de menor tamafio en promedio. Nota: la distribu-
cion de intensidad registra las distribuciones de tamafio en funcién de la cantidad
de luz dispersada por cada particula, siendo proporcional a 7% por lo que en este
caso es mas adecuada que la distribucion numérica donde cada particula tiene el

mismo peso independiente de su tamano. Las barras de error representan el error

estandar, con n=3.
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y durante la centrifugacion, se tendria lo siguiente:

Pyyr® = PE(r — Ar)3. (6.2)

wnt

Sustituyendo la ecuacion 6.1 en 6.2 y reorganizando los términos tendriamos

una ecuacion de la forma

_ —b, 6.3)

o lo que es lo mismo:

5 37’bb—|— 2 37’2b: 27’cx L ez 7"3[()) —ric _0, 6.4)

siendo a = (Py + 2v/r)r3, b = Py + pNgh, ¢ = 2y y z = Ar. Dada las

T

condiciones del experimento Py = 0.1 M Pa, h = 0.034 m, p = 998 kg/m3,
v = T2X107% N/m, g = 9.8 m/s*> y N = 4200. Se encontraron las raices del
polinomio de la ecuacién 6.4 con solo una solucién real (las otras dos eran ima-
ginarias). Posteriormente, se graficaron las soluciones para diferentes tamafios de
burbujas, los cuales son mostrados en la figura 6.7. En el eje vertical izquierdo se
muestran distintos radios y en el eje horizontal su respectiva compresioén cuando
es centrifugada, asi como su correspondiente presion interna en el eje vertical de-
recho. Es claro que, bajo las mismas condiciones las burbujas mds pequefias se
comprimen menos que las de tamafios mayores, debido al hecho de que su presién
interna aumenta draméticamente. Asi, una burbuja de 100 nm y 50 nm se compri-
men de tal modo que alcanzan un tamano de aproximadamente 80 nm y 40 nm,

correspondientemente, mientras que la presion interna aumenta de 1.5 MPa y 3
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MPa a 4 MPa y 5 MPa, respectivamente.
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Figura 6.7: Contraccion de las burbujas bajo un campo gravitacional de 4200 G. El

radio de las burbujas r (eje vertical izquierdo), se contrae durante la centrifugacion

hasta un nuevo tamafio — Ar (eje horizontal), esta disminucion genera un aumento

de la presion interna P, (eje vertical derecho). En el inset se observa un zoom con

los radios de las burbujas entre 0-100nm.

Considerando que la compresion causada por la centrifugacion eleva la densi-
dad del gas, entonces pueden calcularse las nuevas densidades a través de la rela-
cién P;/p; = Py/py, las cuales son mostradas en la tabla 6.2, junto con el tiempo

que les tomaria ascender la altura del vial (3.4 cm).

Puede notarse que en todos los casos el tiempo de centrifugacion de dos ho-
ras es mds que suficiente para garantizar que las burbujas salieran del vial. Como

esto no sucedid, entonces probablemente las nanoentidades medidas a través de
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Gas | r[nm] | p; [%} r—Arnm| | pr_ar [57%] tr—ar[min]
100 o7 80 148 10
Kr
20 111 40 185 42
100 84 80 216 11
Xe
20 162 40 270 47

Tabla 6.2: Tiempos de ascension de burbujas de Kr y Xe teniendo en cuenta que

la densidad del gas aumenta debido a la presion interna.

DLS no tenian la densidad de un gas y por lo tanto seria inconveniente llamarlas

nanoburbujas.

Por otro lado, una estimacion de las densidades de los especimenes encontrados
puede ser calculada asumiendo que la densidad de una particula esta entre la del Kr
o Xe en estado gaseoso y liquido. Nuevamente recurriendo a la ecuacion de Stokes
se cuantificé el tiempo de centrifugacion en funcién de la diferencia de densidades

entre la particula y agua (Ap = p, — p,,). Matemdaticamente:

~— Yhp
- 29r2Ap’
con h = 0.034 m, p = 0.000891 kg/m s, g = 41160 m/s%. Los radios fueron 82

(6.5)

nm y 110 nm para el Kr y Xe, respectivamente, ya que fueron los tamafios de las

poblaciones que se movieron debido a la centrifugacion (ver figura 6.6 b).

Las curvas hiperbdlicas obtenidas de la ecuacién 6.5 son mostradas en la figura
6.8. Puesto que con las mediciones de DLS no fue posible establecer si las nano-
entidades ascendian o descendian en el vial, Ap puede ser positivo o negativo. La

discontinuidad en cero indica que la densidad de la particula es igual a la del agua.
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Figura 6.8: Tiempos de residencia de las nanoentidades sometidas a un campo gra-
vitacional de 4 200 G. La region blanca representa las densidades de las particulas
menores a las del agua, mientras que lo opuesto es representado en la region azul.
El tiempo de centrifugacion de 2 horas estd representado en linea negra sdlida.
La interseccion del tiempo de centrifugacion con los tiempos de residencia de las
particulas definen el intervalo de densidades que tuvieron las entidades para per-

manecer en el vial después de 2 horas de centrifugacion (ver inset).

Las intersecciones de las curvas con el tiempo de centrifugacién a 7200 s de-
finen el intervalo Jp alrededor de p,, de los nanodominios observados mejor en el
inset, expresado como p.s = p, +dp, con p, = 998 Kg/m?y dp = 54.3 kg/m?
para el Kry 38 kg/m? para el Xe, por consiguiente las entidades encontradas son

cuasi-isodensas.

Puesto que ya se descart6 que los nanodominios pudieran ser gas condensado
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tal que su densidad coincidiera con la del agua, queda explorar si se trata de enti-
dades formadas por una combinacién de moléculas de agua y dtomos del gas. Por
ende, con las estimaciones anteriores de las densidades efectivas se calcularon las
fracciones volumétricas (¢) de cada gas en las particulas medidas a partir de la

ecuacion de medios efectivos [56]:

perf = (1= @) pw + dpp, (6.6)

o lo que es lo mismo:

Pefs = (Pp = Pw)® + pu- (6.7)

La grafica de la ecuacién 6.7 es mostrada en la figura 6.9 a). Las lineas hori-
zontales corresponden a las densidades efectivas encontradas anteriormente para
cada gas. Las intersecciones de las rectas definen el intervalo de las posibles frac-
ciones volumétricas de las nanoentidades, las cuales fueron menores a 0.05 para
el Kr y 0.04 para el Xe. Por consiguiente, la proporcién de Kr y Xe es alrededor
de 1 atomo por cada 20 y 25 moléculas de agua. Por tanto, cada dominio puede
imaginarse como un aglomerado de dtomos de gas noble con moléculas de agua

que juntos se logran diferenciar del bulto (ver esquema de la figura 6.9 b) ).

Si bien genera escepticismo pensar en entidades nanométricas compuestas de
moléculas de un gas hidr6fobo enlazados a moléculas de agua (medio en el que
estan inmersas), es posible encontrar en la naturaleza sistemas con caracteristicas

semejantes. Tal es el caso de los hidratos clatratos de gases hidr6fobos.

Los clatratos hidratos son estructuras que forman algunos gases hidr6fobos o
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Figura 6.9: a) Densidades efectivas de nanodominios en funcién de las fracciones
volumétricas de Kr y Xe. Las intersecciones con las lineas horizontales son las
estimaciones de las fracciones volumétricas entre las que se encuentran los nano-

dominios esquematizados en b). Realizacion propia.

poco polares con las moléculas de agua. Esto se debe que el gas, carente de un
dipolo permanente, entra al agua y los dipolos de estas ultimas prefieren formar
puentes de hidrégeno entre ellas mismas que con el huésped, formando cavidades
en las cuales, de manera general, puede habitar todo a&tomo o molécula con el ta-
mafio apropiado. Cabe anotar que las moléculas de agua interactian con el huésped
en menor medida generando dipolos inducidos sobre éstos, lo que repercute en la

estabilidad de la estructura formada.

Existen tres tipos de estructuras (SI, SII y SH) que forman combinaciones de
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cajas poliédricas en cuyas aristas se ubican las moléculas de agua. El Xe y Kr
forman la estructura SI y SII. La figura 6.10 o tabla resume sus caracteristicas

principales [57, 58].

Tipos de estructuras:
SI 2 (5%)« 6 (5262

SIT 16 (5'2)« 8 (5'269)

XX

5'26° 51264

Xe:20H,0 Xe:24H,0 Xe:28 H,O
Dio <5.1A Dy <588 Dy, <6.7A

Figura 6.10: Caracteristicas principales de los hidratos de clatratos SI y SII. Rea-

lizacién propia.

Los hielos hidratos de clatratos se forman mayormente a bajas temperaturas y
altas presiones. Su mecanismo de formacion se ha estudiado a través de simulacio-
nes de dindmica molecular. Jacobson et al. reportaron una secuencia de etapas que
podrian dar lugar a la formacién del cristal de clatrato; en resumen, el proceso ini-
cia con la disolucion del gas en el agua y la posterior formacion de aglomeraciones
dindmicas de gas-agua, entre mayor tamafio mas estables. Estos agregados son los

precursores de cristales inicialmente amorfos que, posteriormente, se convierten
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en estructuras conocidas de cristales de clatrato [59].

En la cavidad minima regular que forman los hidratos de clatrato el huésped
esta rodeado de 20 moléculas de agua, una relacion similar a la proporcién encon-
trada de los célculo de las fracciones volumétricas mostradas en la figura 6.9, por lo
tanto, no es descabellado pensar en dominios de gas y agua con mayor proporcion

de estos ultimos.

Adicionalmente, durante la realizacion de los experimentos, en especifico des-
pués de despresurizar algunas muestras de Xe, se encontraron hielos sobre el fondo
del vial que al agitarlos se sedimentaban rapidamente (ver figura 6.11). Posterior-
mente, desde alli se nucleaban burbujas que crecian hasta alcanzar determinado
tamafio y por buoyancia ascendian a la superficie, lo cual fue registrado en la figu-

ra6.11.

Figura 6.11: a) Hielos de Xe observados después de despresurizar en un micros-
copio invertido (Axio Observer.Z1, Zeiss), b) después de unos minutos los hielos

se empiezan a derretir, nucleando burbujas en el fondo del vial.
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Indagando en la naturaleza de lo encontrado, se descarto que se tratara de hielo
denso (1300 kg/m?), pues éste se forma a presiones por encima de 2000 atm a
25°C [60]. En cambio, se confirmé que se trataban de hielos de clatratos de Xe,
cuya densidad puede variar segun la ocupacion de las cajas. Se ha reportado que la
estructura vacfa tiene una densidad de 825 kg/cm?®, mientras que con una ocupacién

del 87 % de las cavidades dodecaédricas (5'2) es de 1837 kg/cm? [61].

Finalmente, para asegurar que los nanodominios encontrados no fueran conta-
minantes, se realizaron controles tanto de agua como de He, este dltimo sometido a
una presion de 620 atm, y se compararon los correlogramas del Kr y Xe mostrados
en la figura 6.12. Se puede observar que el He present6 el mismo correlograma del
agua, lo que indica que el experimento es lo suficientemente limpio para descartar
que lo visto sean contaminantes. Ademas, el He es conocido en la literatura por no
formar hidratos de clatratos [62], lo que auna a la idea que los entes observados

con el Kr y Xe podrian ser blobs.

Teniendo en cuenta que el Xe y el Kr forman hidratos de clatratos, en este traba-
jo se propone que los nanodominios que inicialmente se creia eran nanoburbujas,
no son tal cosa sino blobs, agregados amorfos que no cumplen con las condiciones
necesarias para formar cristales y en cambio, permanecen estables por una siner-
gia con huéspedes atrapados entre moléculas de agua estabilizadas por ellos. Estos
resultados fueron publicados recientemente en la revista Physical Review Letters

[63].
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Figura 6.12: Correlogramas de agua y muestras con Kr, Xe y He. Los correlogra-
mas del agua y He son mostrados en el inset, no se aprecia ninguna diferencia entre

ambos. Las barras de error representan el error estandar, con n=3.

6.3. Efectos termodindmicos de las suspensiones coloidales en

las membranas lipidicas

Luego de generar y caracterizar las suspensiones coloidales, se estudio el efecto

de cada una sobre diferentes modelos de membranas.

Es importante aclarar que ya que no fue posible conocer las concentraciones
del gas disuelto en las suspensiones formadas por el Kr y Xe, los resultados de
su efecto en membranas no son comparables y por tanto son tratados de manera

separada, por esta misma razon era indistinto el modelo de membrana usado.
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6.3.1. Efectos de las nanoemulsiones en los liposomas

Como se mencion6 anteriormente, los liposomas son modelos que nos ayudan
a comprender las interacciones entre componentes especificos gracias a la reduc-
cién de variables de un sistema que posee una mayor complejidad, como lo es la

membrana plasmaética.

Actualmente se ha asociado la presencia de proteinas involucradas en procesos
de sefializacion a los dominios formados en la membrana celular conocidos como
balsas lipidicas, y se cree que cambios en sus propiedades pueden modificar la
actividad de las proteinas presentes en ellas. Partiendo de este hecho se considerd
un modelo de membrana compuesto por DPPC-SM-CHOL (ver figura 6.13), ya
que éstos en presencia de lipidos insaturados pueden formar también dominios
semejantes a las balsas lipidicas; es decir, que el modelo usado seria andlogo a
estudiar los componentes del modelo de balsa completo. Ademas, se evalu6 el
papel del colesterol en la interaccién con moléculas externas como las usadas en

las suspensiones coloidales.

Inicialmente se estudi6 la interaccion entre las nanoemulsiones y los liposomas
compuestos por DPPC-SM. El efecto generado fue registrado mediante los perfiles
calorimétricos mostrados en el panel superior de la figura 6.14. Se puede observar
que la temperatura de transicion principal (Tm) de la mezcla fue de 40.4°C, lo
cual fue previamente reportado en [65]. Este resultado era de esperarse dado que
la membrana estd compuesta en su mayoria por DPPC cuya Tm es 41°C y apenas

un 10 mol % de SM con una Tm de 37.5°C [66].

Los termogramas de los liposomas con las nanoemulsiones de AO al 1y 3 %
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Figura 6.13: Estructura molecular de los lipidos que componen el modelo de mem-
brana usados. Los grupos funcionales resaltados son importantes en las interaccio-

nes con las moléculas hidr6fobas. Tomado de [64].

no modificaron la temperatura de transicion principal, aunque si disminuyeron le-
vemente la capacidad calorifica maxima, por lo tanto, es adecuado como un aca-

rreador de las moléculas de CDB y propofol.

Entre tanto, el CBD-AO al 1 Y% afect6 seriamente el comportamiento termotropi-
co de los liposomas: ensanchando el pico, disminuyendo la cooperatividad de los
lipidos (bajando la capacidad calorifica) y decreciendo la temperatura de transicion.
Este efecto es ain mds grande a concentraciones mayores de CBD-AQO, incluso
puede evidenciarse mejor un hombro en el pico principal que puede interpretar-

se como una separacion de fase. Esto ademds coincide con observaciones antes
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Figura 6.14: Perfiles calorimétricos del efecto de las emulsiones en liposomas con
(panel superior) y sin (panel inferior) colesterol. Las regiones sombreadas repre-

sentan la desviacion estandar, con n=3.

hechas en membranas de DPPC [67].

Sorprendentemente, el PFL-AQ incluso a una concentracion menor que el CBD-
AO (3 %), corre atin mas la Tm a valores menores, causando también una separa-
cion de fase que de forma general pudieron ser provocados por inhomogeneidades

en las bicapas lipidicas, es decir, regiones con mayor 0 menor concentracion de

CBD-AO o PFL-AO [68].

Con lo anteriormente mencionado, podria pensarse que la hidrofobicidad no es
el unico factor determinante de una molécula para afectar la membrana, sino que

entran en juego otros factores como la estructura del huésped.

Dada la importancia del colesterol en las membranas, y teniendo en cuenta que
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esta molécula tiene una alta hidrofobicidad (Log P 9.85), se midieron las respues-
tas calorimétricas de los liposomas de DPPC-SM-CHOL, para determinar si hay
diferencias con las mediciones previamente realizadas. Los resultados son mostra-
dos en el panel inferior de la figura 6.14. La primera discrepancia que se puede
notar es un ligero corrimiento en la Tm del control, asi como un ensanchamiento
y disminucién del pico principal asociado a una pérdida de cooperatividad de los
lipidos, lo que resulta en un cambio en la entalpia menor que en las membranas
de DPPC-SM (calculada a partir de la integracion de los perfiles calorimétricos),
ver figura 6.15. Esto sugiere que las interacciones hidrofébicas y de Van der Waals
que existen entre los lipidos se vieron disminuidas por la inclusion de colesterol,

un efecto que ha sido ampliamente discutido [69, 70, 71, 72].

Ademas se evidencio que las emulsiones tuvieron un efecto ain mayor cuando
los liposomas contenian colesterol. Por lo tanto, se podria pensar en el colesterol

como en un atractor de moléculas hidréfobas.

La figura 6.15 muestra el cambio en la entalpia de los liposomas con y sin coles-
terol para cada nanoemulsion. Puede notarse la tendencia que tienen las emulsiones
a decrecer AH en los liposomas de DPPC-SM. Esto significa que las moléculas
hidréfobas reducen la cohesion de las colas lipidicas y como consecuencia la bi-
capa lipidica se desordenan. También, las membranas con colesterol presentarén
menores AH. Sin embargo, la adicién de este lipido parece haberle dado la pro-
piedad de amortiguar los cambios que se habian visto generaban las emulsiones,
ya que se mantuvo casi constante la energia de cohesion de los liposomas con co-

lesterol.

Para finalizar, se quiso cuantificar la cantidad de CBD captado por la mem-
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Figura 6.15: cambios la entalpia de liposomas con (barras naranjas) y sin (barras
rojas) colesterol producidos por las nanoemulsiones. Las lineas verticales permiten
evidenciar mejor el desplazamiento de los termogramas para cada nanoemulsion.
Puede notarse que el cabio en la entalpia se mantuvo casi constante en los liposo-
mas con colesterol a diferencia de los que carecian de éste. Las barras de error son

el error estandar, con n=3.

brana mediante una curva de calibracion de la temperatura de transicion principal
en funcion de la concentracién de CBD. A diferencia de las nanoemulsiones que
llegan a la bicapa por difusion, el CBD fue afiadido antes de formar la pelicula de
lipidos, posteriormente se hidraté con agua desionizada y se continué con el pro-
tocolo mencionado en la metodologia. Los resultados son mostrados en la figura

6.16.

Luego de ajustar los datos a una linea recta se pudo calcular la concentracién
aproximada de moléculas de CBD que interactuaron con la membrana de DPPC-

SM en forma de emulsiones, la cual fue de 0.11 y 0.2 mg/ml para 1 y 3 % respec-
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tivamente, y para DPPC-SM-CHO fue de 0.09 y 0.11 mg/ml. Interesantemente,
las membranas con colesterol recibieron menos moléculas de CBD que las que ca-
recian de éste, aun cuando eran quienes mayores desplazamientos presentaban en

los termogramas. Por lo tanto, creemos que ocurre una sinergia entre el colesterol

y el CBD.

a) b)
42 5F ' ' = 42 ' ' '
DPPC-SM DPPC-SM-CHOL
40.01 _ © CBD-AO 1% 39+ O CBD-AO 1%
“--0 CBD-AO 3% N o CBD-AO 3%
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< S~ @ O LR
E 350¢ . T a3l . ]
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325 r 7 =~ ~
Tm=-271C+412 30r Tm=-602C+40.7 SO
300L R°=0.9938 1 R®=0.9935 a
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Figura 6.16: Curva de calibracion de la Tm en funcion de la concentracion de CBD.

Las barras de error representan el error estindar, con n=3.

También puede razonarse que la membrana de colesterol con menor cantidad
de moléculas pareciera saturarse mds rapido, pues un aumento del triple en la con-
centracion de CBD en emulsiones apenas genera un incremento de moléculas en la
membrana del 22 %, mientras que para el DPPC-SM la presencia de CBD aument6

el 82 %.

Cabria preguntarse si el hecho de que las emulsiones empleadas estan siendo
comparadas en términos de mg/ml, es la razén por la cual el propofol teniendo una
concentracion tres veces menor, tiene mas efecto que el CBD, pues este ultimo al

tener un peso molecular mayor, tendria una menor cantidad de moléculas que en el
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caso del propofol. Sin embargo, las equivalencias de las emulsiones de CBD-AO
al 1y 3 % en la suspension de liposomas son 6 y 18 mM, mientras que PFL-AQO al

1 % es 10 mM, en consecuencia, lo anteriormente discutido sigue siendo vélido.

Cabe mencionar que al igual que con el CBD, también se hicieron experimen-
tos para conocer la cantidad de propofol en la membrana por medio de las emul-
siones. Sin embargo, como la concentracion probada fue cercana a la Tm de las
emulsiones, se decidié tomar esta medicion como un valor aproximado. La emul-
sion al 1 % tuvo una Tm de 29.7 + 0.11 °C para liposomas de DPPC-SM. Una
concentracion de 1 mg/ml, afiadido a los lipidos antes de la hidratacion, obtuvo

una Tm de 31.4 = 0.6 °C.

En membranas de DPPC-SM-CHOL la Tm fue de 27.7 & 0.4 °C cuando el
propofol en emulsion era adicionado; y 1 mg/ml aplicado directamente a los lipidos
produjo una Tm de 25.7 £ 2.5°C. El incremento en la desviacion estandar de los
liposomas con colesterol dificulté el calcul6 de la concentracién de propofol en la
bicapa. No obstante, con y sin colesterol es un orden de magnitud mayor que el

encontrado para el CBD.

Por lo tanto, se puede concluir que la razén por la cual la emulsiéon de PFL-AO
obtuvo una menor Tm comparado con el CBD-AO al 1 y 3 %, fue porque tenia
una mayor cantidad de moléculas en la membrana. Ahora bien, como el CBD es
741 veces mds hidréfobo que el propofol (107-%/10%16), se hubiese esperado el
resultado contrario. Sin embargo, una manera en que el propofol y CBD pueden
llegar a la membrana es mediante la solubilizacién de los componentes de la gota
en el agua y su posterior migracion a la bicapa (efecto conocido como maduracion

de Ostwald); y dado que el CBD es menos soluble que el propofol es de esperarse
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que hayan mas moléculas de este ultimo disueltas en el medio acuoso.

Cabe aclarar que los tamafos nanométricos de las gotas también aumentan la
solubilidad per se de las moléculas contenidas en ellas un factor de e#T donde AP,
Ry T son la presion de Laplace, la constante de los gases ideales y la temperatura,
pero como las emulsiones tiene casi las mismas distribuciones de tamano, el factor

en que aumentan es el mismo.

6.3.2. Efectos de las suspensiones coloidales de Kr y Xe en los liposomas

Ya que no fue posible estimar experimentalmente la concentraciéon de gas di-
suelto en el agua de las muestras de Kr y Xe (las estimaciones de fracciones vo-
lumétricas de cada gas calculadas en la seccién 6.2 corresponden a las particulas
medidas, pero se desconoce el nimero de particulas en las muestras), se decidié
evaluar el papel de los gases hidr6fobos en las membranas lipidicas, asi como el

rol que desempeiia el colesterol en las mismas bajo condiciones de presion.

Para ello se usaron liposomas de DPPC a una concentracién de 1.5 mM, sufi-
ciente para ser detectada por el calorimetro y al mismo tiempo conveniente, ya que
el volumen de cada muestra empleado era de alrededor de 3ml. Cada experimento

se repitid al menos 3 veces.

Cada muestra permanecio bajo presion 60 minutos a 360 y 600 atm para el Xe
y Kr respectivamente. Las presiones se calcularon a partir de la ley de Henry para

una concentracion de gas disuelto en agua de 1.5 mol/L.

Los perfiles calorimétricos son mostrados en la figura 6.17. Aqui puede desta-

carse la correlacion evidente entre el corrimiento en la temperatura de transicion
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principal y la hidrofobicidad del gas que es 1.4 veces mayor para el Xe que para el
K, lo cual concuerda con reportes previos [73]. También se observa que los ter-
mogramas conservaron su forma inicial, lo que indica una distribucién uniforme

de los 4tomos del gas sobre las bicapas.
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Figura 6.17: a) Perfiles calorimétricos del efecto del Kr y Xe en liposomas con
(panel inferior) y sin (panel superior) colesterol. b) Corrimientos en la temperatura

de transicion. n=3 y las barras de error representan la desviacion estandar.

En la figura 6.17 b) puede apreciarse cuantitativamente las diferencias en la
Tm cuando los liposomas contienen colesterol comparado con la ausencia de éste.
Los resultados muestran una tendencia semejante al estudio con nanoemulsiones

en cuanto a un mayor efecto cuando hay colesterol.

Finalmente, ya que tanto el Kr como el Xe son atomos con hidrofobicidades
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diferentes pero solubilizados a la misma concentracion, es posible relacionar la
hidrofobicidad con el efecto causado en la membrana, en consecuencia, a mayor

hidrofobicidad mayor efecto.
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7. DISCUSION

De los resultados obtenidos pueden destacarse dos puntos en los que ademads
de lo antedicho, es preciso profundizar: 1) la naturaleza de las entidades encontra-
das en las suspensiones con Kr y Xe y 2) el efecto de las nanoemulsiones en los

modelos de membrana.

Uno de los resultados mds relevantes de este proyecto fue la determinacion de
los nanodominios cuasi-isodensos de las muestras que contenian Xe y Kr. Aqui es
importante mencionar que esto coincide con otros reportes, aunque con técnicas y
gases diferentes a los usados en el presente trabajo. En ellos se concluye que las
particulas medidas son ligeramente menos densas que el agua, y dado que la densi-
dad era similar a la de componentes organicos concluyeron que eran contaminantes
del método de fabricacion empleado, los cuales variaban entre sonicacién, mezcla
de etanol-agua y saturacion del gas en el medio usando un dispositivo mecénico
[11, 74,75, 14]. Sin embargo, nosotros pudimos verificar que el método de ge-
neracién utilizado aqui no producia contaminantes, pues el control hecho con He

registrd la misma sefial del agua.

Es importante mencionar que la observacion de los hielos en las muestras de
Xe, fue determinante para la asociacion de los especimenes encontrados con las
estructuras amorfas o blobs que preceden la formacion de cristales de clatratos.
Lo cual es consistente con la ausencia de nanodominios en los experimentos del
He, teniendo en cuenta que éstos no forman hidratos de clatrato, entre otras co-
sas porque su tamafio, y por ende su polarizabilidad, es demasiada pequena para

estabilizar las estructuras del agua [58].
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No solo el Kr y Xe pueden formar hidratos clatrato, también lo pueden hacer
el aire, CO,, Ny, O2, CH, y en general, todo &tomo o molécula con un didmetro
apropiado para que quepa en las cavidades que forman los puentes de agua [58].
Curiosamente los reportes de nanoburbujas revisados hasta el momento son de
estos elementos, asi que podria ser probable que la discusion del presente trabajo

también aplicara a otro tipo de burbujas.

Por otro lado, dado que estos clisteres amorfos son estructuras compuestas en
su mayoria de agua, y el medio en el que se encuentran inmersas también es agua,
no se producirian entre ellos desbalances de las interacciones intermoleculares que
generaran el efecto de tension interfacial, por consiguiente, no habria presion de

Laplace ni violacion a la ley de Henry.

En cuanto a los estudios de calorimetria con nanoemulsiones, es importante
precisar que existen ya reportes del efecto de cada uno de estos solutos en dife-
rentes tipos de membranas, tal es el caso del propofol, de cuya capacidad para
alterar la membrana y fluidizarla ya se conocia [76]. Estudios de dindmica mole-
cular revelaron que la orientacion preferente del propofol es sobre el inicio de las
cadenas hidrocarbonadas. Allf, el grupo hidroxilo puede interactuar con el oxigeno
del grupo éster de los fosfolipidos (ver figura 6.13), y generar perturbaciones de
tal manera que causan que con menor energia los lipidos cambien de fase sélido-
ordenado a liquido-desordenado [77]. Esto mismo sucede con el CBD [68], quien
posee dos grupos hidroxilos que al igual que con el propofol, podrian interactuar
con el oxigeno del grupo éster y el resto de la molécula orientarse hacia las colas
hidrofébas. Debido a que el CBD es més grande que el propofol, es de esperarse

que interactie en mayor medida con la regién hidrofébica. Sin embargo, no fue
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suficiente para que generara corrimientos mayores al propofol, aunque eso pudo

deberse a que la membrana tenia més contenido de propofol que de CBD.

Al evaluar el rol del colesterol en las membranas, inicialmente se pensé que
actuaba como un “atractor de moléculas hidrofébicas”, sin embargo, estudios pos-
teriores demostraron que concentraciones de soluto menores producian mayores
cambios en las membranas que contenian colesterol. Por tanto, sobre su papel,
podria decirse que es potenciar el efecto de los solutos afines a la membrana, inde-

pendiente de la forma que éstas tengan (es decir, las estructuras de las moléculas).

Ademés, se sabe que los lipidos en fase liquido-desordenado tienen una mayor
area y un menor espesor de la bicapa [78]. En consecuencia, si una molécula tiene
la capacidad de generar un cambio de fase en los lipidos, podria también afectar de
manera indirecta a las proteinas a través del emparejamiento hidrofébico, conocido
también como mismatch, y causar un cambio conformacional en ellas afectando
las posibles funciones que estas desempeinen [79, 80]. Ahora bien, como las balsas
lipidicas son dominios ricos en colesterol, podrian ser més susceptibles a cambios
externos al cambiar el espesor de la bicapa y por ende, la funcién de las proteinas
ancladas a ellas. Sin embargo, estd afirmacion es solo una posible implicacién de
los resultados encontrados en este trabajo, para su verificacion estudios adicionales

deben ser realizados.
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8. CONCLUSIONES

Luego de sobresaturar un medio acuoso con Kr y Xe, se encontraron nano-
dominios con caracteristicas similares a las reportadas en los articulos sobre na-
noburbujas. Sin embargo, después de someterlos a centrifugacion, resultaron ser
cuasi-isodensos y por lo tanto carentes de niicleo gaseoso. En cambio, se observo
una probable conexion entre los especimenes encontrados y lo que serian los po-
sibles precursores de los hidratos de clatratos, “blobs”, que no violarian ninguna
de las teorias que se han establecido. Ademads, estos resultados podrian ser extra-

polables a otros tipos de nanoburbujas.

Al estudiar el efecto que generan nanoemulsiones de CBD y propofol, en un
modelo de membrana, se pudo establecer que la hidrofobicidad no es el princi-
pal pardmetro que determina el grado de interaccién con la membrana, sino que

también debe ser tomada en cuenta la estructura de las moléculas hospederas.

La funcién del colesterol en las membranas fue evaluada mediante dos tipos de
modelos de cuya composicion lipidica se cree estan formadas las balsas lipidicas.
Se estudiaron los cambios termodindmicos producidos por dos moléculas con pro-
piedades diferentes (hidrofobicidad y estructura). Los resultados mostraron que las
membranas con colesterol tuvieron cambios mayores en los perfiles calorimétri-
cos con menor soluto, lo cual fue interpretado como un aumento en la sensibilidad
de la membrana, que incluso fue independiente de la estructura de la molécula
afiadida. Lo anterior podria aplicarse a balsas lipidicas en cuyos dominios se cree

habitan proteinas involucradas en respuestas celulares.
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9. PERSPECTIVAS

En la evaluacion de las propiedades termodindmicas de las membranas con y
sin colesterol con nanoemulsiones de CBD y propofol, se pudo identificar la posi-
ble funcion del colesterol actuando como un amplificador de sefiales produciendo
un aumento de la sensibilidad de las membranas que lo contienen. Sin embargo,
cabria preguntarse si la sensibilidad crece con el aumento del contenido de coles-

terol.

Ademéds de ello realizar estudios adicionales para determinar si moléculas po-
lares o iones que pudieran afectar las regiones polares de las membranas también

son potenciadas por el colesterol.

También es importante verificar que, en efecto, un modelo de balsa lipidica

completo presente el mismo comportamiento predicho en este estudio.
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10. APENDICE

‘“La fuerza debido a una presion en una semiesfera es igual a la

presion por el area de la semiesfera proyectada”

Una de las asunciones que se hicieron en la figura 1.2 fue que la fuerza debi-
do a la presion actuaba sobre el drea transversal proyectada de la semiesfera. Sin

embargo, la demostracion de ello se hard a continuacion:

Partimos del esquema representado en la figura 10.1 ampliado a coordenadas
esféricas, donde se puede observar que la fuerza interna de la burbuja tiene una
direccidn radial que actda desde el centro hacia el exterior de la burbuja. Por lo

tanto, la fuerza en z es igual a:

Fp = P, dAcosh. (10.1)

El elemento diferencial de area esta definido como dm * dn, siendo cada uno

de ellos un segmento de arco, el cudl es igual al 4ngulo por el radio. Asi:

dA = 1?df send de. (10.2)

Al reemplazar la ecuacion 10.2 en 10.1 se tiene lo siguiente:

w/2 27w
Fp, = Py, r? / / send cost dp db. (10.3)
0 0
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Figura 10.1: Esquema de la fuerza debido a la presién sobre una semiesfera. Al
descomponer la fuerza debido a la presion interna, se anulan las componentes en
el eje x que por simetria tienen direcciones opuestas y sobreviven las de eje z.
La imagen de la izquierda es la descripcion geométrica de un elemento dA de la

superficie de la semiesfera. Realizacion propia.

Lo anterior puede ser expresado como

Fp, =2m* P, C, (10.4)
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con

/2
C= / sent cost db. (10.5)
0

La integral C puede ser resuelta aplicando el método de integracion por partes
donde u = senf y dv = cos6 df, por lo tanto, escribiendo la integral en la forma

uv — [ vdu, se tiene que:

w/2
C = sen’d — / senbfcosfdb. (10.6)
0
Como la integral que aparece fue la misma que definimos como C, entonces:

2
sen?d ~/

==

(10.7)

1
5"

0

Para terminar, reemplazando en la ecuacion 10.8 obtenemos la expresion que
demuestra que la fuerza debido a la presion interna que es ejercida de manera
perpendicular sobre la superficie de una semiesfera es igual al area transversal de

ésta por la presion interna.

Fp =nr*P, = AP,, (10.8)

Finalmente, un tratamiento similar debe hacerse con la fuerza debido a la pre-
sion externa, donde la unica diferencia es el signo de la presion externa que es

contrario al de la presion interna.
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