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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue identificar el estado del arte del comportamiento termotropico de
los fosfolipidos al cambiar la temperatura. La metodologia se baso en una busqueda sistemética
del tema en cuatro bases de datos de editoriales globales de divulgacion cientifica de alto impacto:
SPRINGER, PUBMED, ELSEVIER y ACS PUBLICATIONS; luego se procedié a crear una
propia base de datos en Excel, en la cual se colocaron los temas seleccionados para su posterior
estudio y analisis, cuyos resultados fueron reflejados en tablas y graficos. En total se obtuvieron
un total 53 documentos cientificos, los cuales proporcionaron importante informacion para
comprender el comportamiento termotropico de los lipidos. Los resultados de esos estudios
sefialaron que los fosfolipidos, principales componentes de las bicapas lipidicas de células
procariotas y eucariotas, presentan cambios de transicion de fase al someterlos a cierta
temperatura conocida como temperatura de transicion, la cual es propia de cada fosfolipido;
ademas, al afiadir otros componentes a la bicapa como carbohidratos o proteinas afectan su
comportamiento termotrépico porque al ubicarse entre la cabeza y cola de los fosfolipidos
conllevan a una disminucion de las fuerzas de Van der Walls, alterando la temperatura de
transicion. En conclusion, este estudio de revision bibliografica ayuda a identificar el
comportamiento termotrdpico de los fosfolipidos. Se recomienda hacer estudios experimentales

para corroborar resultados.

Palabras clave: <BIOFISICA>, <MEMBRANA LIPIDICA>, <MEMBRANA MODELO>,
<COMPORTAMIENTO TERMOTROPICO>, <TEMPERATURA DE TRANSICION>,
<TEMPERATURA DE PRE TRANSICION> <CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE
BARRIDO (DSC)>.
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify the state of the art of the thermotropic behaviour
of phospholipids upon temperature change. The methodology was based on a systematic
search of the topic in four databases of high-impact global popular science publishers:
SPRINGER, PUBMED, ELSEVIER and ACS PUBLICATIONS; then it was proceeded
to create our own database in Excel, in which the selected topics were placed for further
study and analysis, the results of which were reflected in tables and graphs. A total of
53 scientific papers were obtained, which provided important information for
understanding the thermotropic behaviour of lipids. The results of these studies
indicated that phospholipids, the main components of the lipid bilayers of prokaryotic
and eukaryotic cells, present phase transition changes when subjected to a certain
temperature known as transition temperature, which is specific to each phospholipid;
besides, the addition of other components to the bilayer such as carbohydrates or
proteins affects their thermotropic behaviour because when they are located between the
head and tail of the phospholipids they lead to a decrease in the VVan der Walls forces,
altering the transition temperature. In conclusion, this literature review study helps to
identify the thermotropic behaviour of phospholipids. Experimental studies are
recommended to corroborate the results.

Keywords: <BIOPHYSICS>, <LIPIDIC MEMBRANE>, <MEMBRANE MODEL>,
<THERMOTROPIC BEHAVIOUR>, <TRANSITION TEMPERATURE>, <PRE-
TRANSITION TEMPERATURE>, < SCANNING DIFFERENTIAL CALORIMETRY
(DSC)>.
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INTRODUCCION

Los lipidos son componentes esenciales de todos los seres vivos, son compuestos organicos de
naturaleza anfifilica, dentro del basto grupo de lipidos se estudian los fosfolipidos que constan de
una cabeza polar y una cola hidrofdbica, forman parte de las membranas lipidicas de los eucariotas
y procariotas.

El estudio de lamembrana lipidicas ha sido un tema de interés puesto que mediante ella se realizan
procesos de vital importancia para la cédula como la transduccién de sefiales, alimentacion,
eliminacion de desechos, etc.

Por ello mediante membranas sintéticas conocidas como membranas modelo se han realizado un
sinnimero de estudios. Dentro de estos estudios se encuentra el comportamiento termotrépico,
gue permite estudiar el mecanismo molecular por el cual los fosfolipidos a cierta temperatura de
transicion de fase conocida como Tm, cambian de fase gel a fase liquida cristalina.

En numerosos estudios con membranas modelo se muestran la existencia de una temperatura de
pre transicion que da lugar a una fase ondulada, sin embargo, al afiadir otros componentes como
el colesterol en diferentes concentraciones, esta fase puede ser abolida. Las técnicas para
caracterizar el comportamiento termotrépico que se han empleado en numerosos estudios es el
DSC y el FTIR, proporcionando datos sobre la temperatura de transicion y pre transicion, asi
como valores de entalpia, se emplean también termogramas en el caso del DSC y el espectro
electromagnético en el caso del FTIR.

Este trabajo de titulacion estudia el comportamiento termotrépico de la bicapa mediante una
revisién bibliografica, y esta enmarcada en tres capitulos:

Capitulo 1, referente al marco tedrico referencial en el cual estan los antecedentes, justificacion y
objetivos de investigacién; también se encuentra el marco y las bases tedricos que sirven de
cimientos para el desarrollo de este trabajo de titulacién.

Capitulo 11, refiere al marco metodoldgico, en el cual se explica detalladamente la metodologia a
utilizarse en esta presente investigacion.

Capitulo 11, este capitulo estd enfocado en los resultados y discusion obtenidos sobre el

comportamiento termotrépico de los fosfolipidos.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

El estudio biofisico de la bicapa lipidica durante muchos afios ha sido fundamental para
comprender ciertas caracteristicas primordiales para su existencia como la capacidad de auto
ensamblarse, auto repararse, permeabilidad, fluidez y asimetria. La membrana lipidica consta de
una estructura muy compleja, asi que se han creado membranas modelo (Hall et al., 2020, p.273) O
también llamadas sintéticas que permiten estudiar y caracterizar diferentes fenémenos de interés
cientifico.

Las membranas modelo hechas a partir de fosfolipidos cobran un papel protagénico, pues son de
fundamental importancia al ser un componente estructural basico de todas las membranas
celulares tanto para eucariotas como procariotas (Balleza et al., 2020, p.402). Por ello, los resultados
de los estudios hechos en base a estas membranas sintéticas permiten extrapolar a las membranas
naturales (Navarro et al., 2018, p.5).

El estudio del comportamiento termotropico de la bicapa lipidica es de gran importancia porque
revela el mecanismo molecular por el cual los lipidos de la membrana al someterla a calor
presentan una transicién de fase, la cual se ve afectada por la adicién de otros componentes
lipidicos como el colesterol influyendo en el comportamiento termotrépico.

Estudios hechos en liposomas esféricos (Kowalska et al., 2021, p.2), un tipo de membrana modelo, de
DPPC sefialan que esta membrana a presion ambiental, presenta dos tipos de transicion: una pre
transicion (fase gel a fase ondulada) a 35°C temperatura y la transicion principal (fase ondulada
a fase liquido cristalino) a una temperatura de transicion de 41°C (Bornemann et al., 2020, p.9778; Reddy
etal., 2018, p.23). Sin embargo, estas transiciones se ven afectadas al afiadir colesterol u otro
componente que interactie con la membrana. El colesterol influye en la fase de pre transicion o
fase ondulada pues la elimina a una cierta concentracion en moles; también la fase principal se
suprime luego de incrementarle 50% de colesterol (Tamai et al., 2018, p.698).

Otros estudios sobre el comportamiento termotropico de los fosfolipidos de la membrana modelo,
sefialan que al igual que al afiadirle colesterol, otros componentes como copolimeros (Dominguez
etal., 2017, p.58) y surfactantes (Coronel et al., 2017, p.10001), también abolian la fase de pre transicion
y fase principal.

El empleo de técnicas como el DSC y el FTIR han sido indispensables para el estudio del

comportamiento termotrépico de las bicapas lipidicas, puesto que mediante los termogramas se



visualizan los picos de transicion de la membrana, asi como su comportamiento a medida que se
incremente el nimero de moles de otro componente que interact(ia con la membrana.

Los resultados obtenidos a partir de estos estudios empleando las técnicas de DSC y FTIR son
sustanciales para describir la mecanica molecular de la bicapa (Coronel et al., 2017, p.9998; Tamai et al.,
2018, p.698; Saitta et al., 2020, p.13536), asi poder entender por qué se ven afectadas las transiciones de

fase, en si, el comportamiento termotrépico.

1.2. Planteamiento del problema

1.2.1. Enunciado del problema

Los fosfolipidos presentes en las membranas son componentes con caracter anfifilico que puede
formar agregados dependiendo de su conformacion, los lipidos son sustancias organizadas que
junto con las proteinas y otras sustancias forman la membrana.

Los fosfolipidos forman bicapas que al someterse a cambios de temperatura cambian de fase por
lo tanto la membrana fosfolipidica tiene un comportamiento termotropico el cual se pretende
estudiar y caracterizar, no existe estudio de este comportamiento realizado por parte de la carrera
de Biofisica de la ESPOCH.

1.2.2. Formulacion (Incégnita)

¢Por qué es importante estudiar el comportamiento termotropico de los fosfolipidos?

1.3. Justificacion

Este proyecto de investigacion que se desarrollara como una revision bibliografica de los
fosfolipidos y su comportamiento termotrdpico, es de interés conocer y estudiar para comprender
las diferentes fases que sostiene al someterse bajo accion de cambios de temperatura, su estudio
se basa en la importancia del funcionamiento de los fosfolipidos a nivel molecular ya sea en la
participacion de estructura de membranas celulares o en funciones especificas dentro de la
bioquimica.

La presente investigacion es viable mediante la seleccion de fuentes bibliograficas especificas y
especializadas.

Por otro lado, este trabajo de titulacion se sustenta en articulos publicados por la LOES y la
Constitucion de la Republica del Ecuador, asi la LOES resuelve en el Art 12 : El Sistema de
Educacion Superior se regira principios como: autonomia de forma responsable, cogobierno, las

3



mismas oportunidades, etc. para fomentar un pensamiento y conocimiento en el ambito del
dialogo de saberes, y produccion cientifica tecnoldgica global que contribuya con el crecimiento
del pais (LOES, 2020, p.11). Ademas, el Art.350 de la Constitucion de la Republica del Ecuador
refiere que el Sistema de Educacion Superior tiene el proposito de formacion con vision cientifica
y humanista; la investigacion cientifica y tecnologica; la innovacion, promocién, desarrollo y
difusién de los saberes; la capacidad de plantear soluciones para los problemas del pais con fines

de desarrollo (Asamblea Constituyente del Ecuador, 2020, p.223).

1.4. Objetivos

1.4.1. Obijetivo General

o Identificar el estado del arte del comportamiento termotropico de los fosfolipidos, para

entender el cambio que se genera al variar la temperatura.

1.4.2. Obijetivos Especificos

e Estudiar los fosfolipidos para comprender sus caracteristicas, funciones y propiedades a
través de la revisién bibliografica de publicaciones.

e Seleccionar fuente bibliogréafica especializada del comportamiento termotrépico de los
fosfolipidos.

e Comprender los cambios de fase de la bicapa lipidica mediante la revision de publicaciones.

e Describir las técnicas de caracterizacion DSC y FTIR para reconocer el comportamiento

termotropico de los fosfolipidos.



1.5.

1.5.

La

Marco Tebrico

1. Arquitectura de la membrana plasmética celular

membraba plasmatica tiene una estructura general, formada por agrupaciones de moléculas

lipidicas y proteicas, unidas por interacciones no covalentes (Arrazola, 1994, p.420) COMO se observa

en la Figura 1-1:
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Figura 1-1. Estructura general de la membrana plasmatica
Fuente: (Arrazola, 1994, p.420).

.1.1. Propiedades de la bicapa lipidica

Las bicapas lipidicas son estructuras laminares con una serie de propiedades:

Autoensamble, son estructuras no covalentes que se auto ensamblan espontaneamente y
pueden crecer sin limitacién. Al tener estructuras cilindricas, los fosfolipidos forman
naturalmente bicapas en un medio acuoso. En esta disposicion energéticamente mas
favorable, el hidréfilo, las cabezas miran hacia el agua en cada superficie de la bicapa, y las
colas hidrofobas estan protegidas del agua en el interior (Arrazola, 1994, p.419).

Autoreparacion, la bicapa tiende a cerrarse sobre si mismo luego de haber sido rota,
formando compartimientos cerrados y eliminado asi los bordes libres en que las colas
hidrofébicas podrian estar en contacto con el agua (Arrazola, 1994, p.420). Las mismas fuerzas
gue impulsan a los fosfolipidos a formar bicapas también proporcionan una propiedad de
autocuracién o reparacion. Un pequefio desgarro en la bicapa crea un borde libre con
agua; debido a que esto es energéticamente desfavorable, los lipidos se reordenan
espontaneamente para eliminar el borde libre. (En las membranas plasmaticas eucariéticas,

los desgarros mas grandes se reparan mediante la fusion de vesiculas intracelulares.) La
5



prohibicién de los bordes libres tiene una consecuencia profunda: la Gnica manera que evite
tener aberturas, es sellandose sobre si misma y formando un compartimento cerrado (Figura
2-1). Este comportamiento notable, fundamental para la creacion de una célula viva, se
deriva directamente de la forma y naturaleza anfipéatica de la molécula de fosfolipido (Alberts
et al., 2002, p.1002).

ENERGETICALLY UNFAVORAEBLE

S
planar phospholipid bilayer
with edges exposad to water

scealecd comparirment
formed by phospholipia
Dilayer

ENERGETICALLY FAVORABLE

Figura 2-1. Cierre espontaneo de una bicapa de fosfolipidos para

formar un compartimento sellado
Fuente: (Alberts et al., 2002, p.1003).

Fluidez, la bicapa presenta estructura estable, pero al mismo tiempo fluidas. Las uniones que
puedan establecerse entre moléculas contiguas impiden que éstas se muevan con relativa
libertad en el plano de la bicapa, la cual se comporta como un liquido ordenado (cristal
liquido) en lugar de un “solido” (Arrazola, 1994, p.428). Fue solo alrededor de 1970 cuando los
investigadores reconocieron por primera vez que las moléculas de lipidos individuales
pueden difundirse libremente dentro de las bicapas. La demostracién inicial provino de
estudios de bicapas lipidicas sintéticas.

Dos tipos de preparaciones han sido muy Utiles en tales estudios: (1) bicapas hechas en forma
de wvesiculas esféricas, llamadas liposomas, que pueden variar en tamafio desde
aproximadamente 25 nmhasta 1 um de diametro dependiendo de cémo se produzcan

(Figura3-1 A, B); y (2) bicapas planas, llamadas membranas negras , formadas a través de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mboc4/A4754/def-item/A5009/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26871/figure/A1869/?report=objectonly
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26871/figure/A1869/?report=objectonly
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mboc4/A4754/def-item/A4813/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mboc4/A4754/def-item/A5486/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mboc4/A4754/#A5403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mboc4/A4754/def-item/A5540/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26871/figure/A1872/?report=objectonly
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mboc4/A4754/#A4886

un agujero en un tabique entre dos compartimentos acuosos ( Figura 3-1 C) (Alberts et al., 2002,

p.1005).
La Figura 3-1 muestra (A) Una micrografia electronica de vesiculas de fosfolipidos no fijadas ni
tefiidas (liposomas) en agua congelada rapidamente a la temperatura de nitrégeno liquido; la
estructura bicapa de los liposomas es facilmente evidente. (B) Un dibujo de un pequefio liposoma
esférico. (C) Una vista en seccién transversal de una membrana negra, una bicapa lipidica
sintética; esta bicapa plana aparece negra cuando se forma a través de un pequefio orificio en un
tabique que separa dos compartimentos acuosos. Las membranas negras se utilizan para medir las
propiedades de permeabilidad.

water
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S 2%
e 22
‘e [ & o
i water i E
L
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"!'nm\* 3 T
"‘ .'....‘\\ lipid bilayer (black membrane)

©

25 nm

100 nm 8}

Figura 3-1. (A) y (B) liposoma esfeérico, (C) bicapas planas
Fuente: (Alberts et al., 2002, p.1006).

e Permeabilidad, las bicapas lipidicas funcionan como eficaces barreras de permeabilidad para
los solutos polares, siendo capaces de mantener diferencias de concentracion de estos solutos
entre distintos compartimientos  (Arrazola, 1994, p.429). Las membranas plasmaticas
eucaridticas contienen cantidades especialmente grandes de colesterol (Figura 4-1), hasta
una molécula por cada molécula de fosfolipido. Las moléculas de colesterol mejoran las
propiedades de barrera de permeabilidad de la bicapa lipidica. Se orientan en la bicapa con
sus grupos hidroxilo cerca de los grupos de cabeza polar de las moléculas de fosfolipidos.
En esta posicion, sus anillos de esteroides rigidos, parecidos a placas, interacttan con las
regiones de las cadenas de hidrocarburos mas cercanas a los grupos de cabezas polares, y las
inmovilizan en parte (Figura 5-1). Al disminuir la movilidad de los primeros grupos CH2 de
las cadenas de hidrocarburos de las moléculas de fosfolipidos, el colesterol hace que la bicapa
lipidica sea menos deformable en esta region y por lo tanto, disminuye la permeabilidad de

la bicapa a moléculas pequefias solubles en agua (Alberts et al., 2002, p.1003).
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Figura 4-1. Estructura del colesterol (A) por una férmula, (B) por un dibujo esquematico y (C)

como un modelo de llenado de espacio
Fuente: (Alberts et al., 2002, p.1005).

La Figura 5-1 muestra dibujo esquematico de una molécula de colesterol que interact(ia con dos

moléculas de fosfolipidos en una monocapa de una bicapa lipidica.
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Figura 5-1. Colesterol en una bicapa lipidica
Fuente: (Alberts et al., 2002, p.1007).

Aungue el colesterol tiende a hacer que las bicapas lipidicas sean menos fluidas, en las altas
concentraciones que se encuentran en la mayoria de las membranas plasmaticas eucaridticas,
también evita que las cadenas de hidrocarburos se junten y cristalicen. De esta forma, inhibe
posibles transiciones de fase (Alberts et al., 2002, p.1008).

A temperaturas fisioldgicas, las bicapas lipidicas de las membranas celulares tienen caracter
fluido que proporciona la flexibilidad que requiere la membrana para diversos procesos (cambios

de forma, endocitosis, exocitosis), puede ser critica para la funcion de muchas proteinas ya sea



por la dependencia de su difusion en el plano de la membrana o bien debido a que su
funcionamiento implica cambios de conformacion dentro de la bicapa (Arrazola, 1994, p.425).
Los factores responsables de la fluidez de las membranas bioldgicas son la longitud y el grado de
insaturacion de las cadenas de los acidos grasos que constituyen la bicapa lipidica. Pues una
menor longitud en las cadenas hidrocarbonadas reduce la tendencia a interaccionar entre ellas,
incrementando la fluidez en la bicapa. También, los dobles enlaces cis producen inclinaciones en
las cadenas hidrocarbonadas haciendo dificil el empaquetamiento, obteniendo el mismo resultado.
Es asi que se mantiene en las células una composicion de lipidos para que se preserve el estado
fluido a temperaturas a que generalmente son exhibidas (Arrazola, 1994, p.426).
Existe otro factor que determina la fluidez de la membrana y es el colesterol, el cual, insertando
su anillo esteroidal rigido entre las cadenas de &cidos grasos, se presenta una funcion
amortiguadora evitando transformaciones en la fluidez de la membrana. Ademas, el colesterol
tiene la propiedad de estabilizar la membrana, incrementando su resistencia a la destruccion
mecanica u osmotica (Arrazola, 1994, p.427).
e Asimetria, Las composiciones lipidicas de las dos monocapas lipidicas son
sorprendentemente diferentes. La asimetria de lipidos es funcionalmente importante. Muchas
proteinas citosdlicas se unen a grupos especificos de lipidos que se encuentran en la

monocapa citosélica (Alberts et al., 2002, p.1004).

1.5.2. Lipidos de la membrana

Existen principalmente tres tipos de lipidos: fosfolipidos (los méas abundantes), colesterol y
glucolipidos; los cuales son anfipaticos, presentan una cabeza hidrofilica (polar o que se siente
atraido por el agua) y una cola hidrofébica (no polar o que no tiene afinidad con el agua) (Arrazola,
1994, p.423).

En gran parte, los fosfolipidos junto con los glucolipidos forman naturalmente bicapas en un
medio acuoso; no asi con el colesterol, ya que no puede formarlas por si solo, pero se une

facilmente a bicapas ya formadas (Arrazola, 1994, p.425).

1.5.2.1. Fosfolipidos

Estos se componen de acido graso, glicerol u otro alcohol, acido fosférico y una amina. En si,
estan divididos en cabeza de grupo fosfato (polar) y dos colas de hidrocarburos hidr6fobos (Figura
6-1). Las colas suelen ser acidos grasos y pueden diferir en longitud (normalmente contienen entre
14 y 24 atomos de carbono). Una cola generalmente tiene uno o mas enlaces dobles cis (es decir,

esta insaturada), mientras que la otra cola no (es decir, estd saturada). Estas dos partes de los
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fosfolipidos estan unidos mediante una tercera molécula: el glicerol.
Las diferencias en la longitud y la saturacién de las colas de acidos grasos son importantes porque
influyen en la capacidad de las moléculas de fosfolipidos se compactan entre si, lo que afecta la

fluidez de la membrana.
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Figura 6-1. Estructura de la molécula de fosfolipido (A) esquematicamente, (B) por

férmula (C) modelo espacial y (D) como simbolo
Fuente: (Alberts et al., 2002, p.1005).

1.5.2.2. Glucolipidos

Un glicolipido es un carbohidrato que est& unido covalentemente a un lipido. Los glicolipidos son
estructuras biomoleculares en la bicapa de fosfolipidos de la membrana celular cuyo componente
carbohidrato se extiende al exterior de la célula (Ishak et al., 2019, p.22).

Los glicolipidos son esenciales para proporcionar estabilidad a la membrana plasmatica. Ademas,
también estan asociados con interacciones de célula a célula, adhesién celular para formar un
tejido. También facilitan el reconocimiento celular, que es importante en las funciones

inmunolégicas (Biology, 2021, parr.5).

CIrucoIrpEda
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Figura 7-1. Glucolipido de la bicapa plasmatica
Fuente: (Merino, 2005, p.30).
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1.5.2.3. Colesterol

El colesterol tiene una estructura Unica de cuatro anillos de hidrocarburos fusionados con un grupo
hidroxilo polar en un extremo y una cola alifatica ramificada de ocho carbonos en el otro extremo.
La estructura del anillo es rigida mientras que la cola es flexible. El pequefio grupo hidroxilo es
el Unico grupo polar de la molécula; el resto es muy apolar y, por lo tanto, estd profundamente
sumergido en la bicapa lipidica (Yang et al., 2016, pp.136-143).

El grupo hidroxilo polar se alinea aproximadamente con los grupos éster carbonilo de los
fosfolipidos en los que esta incrustado perpendicularmente. La estructura rigida del anillo reduce
su dindmica y fluidez. Por lo tanto, esta fase mixta de fosfolipidos / colesterol se ha denominado
fase liquida ordenada (Lo0), en contraste con la fase liquida desordenada (Ld) de las bicapas de
fosfolipidos en la ausencia de colesterol. El efecto de ordenamiento del colesterol sobre las
bicapas lipidicas fluidas no solo reduce la dindmica de los lipidos individuales, sino que también
altera las propiedades continuas de la bicapa lipidica, como los mddulos de flexion y
compresibilidad (Yang et al., 2016, pp.136-143).

El aumento de la viscosidad de las membranas que contienen colesterol ralentiza la difusion
lateral y rotacional de lipidos y proteinas de membrana incrustadas. En la Figura 8-1 se muestra
un resumen de los efectos multiple que el colesterol puede ejercer sobre las membranas y las
proteinas de membrana. El colesterol (a) cambia la fluidez (b), el ancho (c), la compresibilidad
(d), la penetracion de agua (e) y la curvatura intrinseca (f) de las bicapas lipidicas. El colesterol
también induce separaciones de fases en mezclas de lipidos multicomponente (g), se reparte
selectivamente entre diferentes fases lipidicas coexistentes (h) y hace que las proteinas integrales
de la membrana respondan cambiando la distribucidn (i) o la redistribucion (j) en la membrana

(Yang et al., 2016, pp.136-143).
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Figura 8-1. Efectos del colesterol sobre la bicapa lipidica
Fuente: (Yang et al., 2016, pp.136-143).
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1.5.2.4. DPPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina)

La dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) o dopalmitoil-lecitina es un fosfolipido utilizado
frecuentemente para el estudio de liposomas, bicapas lipidicas y membranas bioldgicas. Consta
de una cabeza polar e hidrofilica, la cual tiene un grupo nitrogenado con carga positiva, y un

cuerpo apolar hidrofébico compuesto de 2 cadenas alifaticas de 16 carbonos (Moraga, 2020,p.8).

o o CH3
CH3(CH2)13CH3 O oO-— FI’ O EH
CH3<CH2)130H2Y© o ?
(@]

Figura 9-1. Estructura molecular del DPPC
Fuente: (Moraga, 2020, p.9).

Debido a que el DPPC vy los fosfolipidos en general poseen en su estructura molecular esta cabeza
hidrofilica y este cuerpo hidrofobico; en presencia de medios acuosos las moléculas de DPPC

pueden generar tres tipos de estructuras: las micelas, los liposomas y las bicapas lipidicas (Moraga,
2020, p.9).
La dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) es uno de esos lipidos que experimenta una transicion de
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fase gel a liquido a 41 ° C (Yatvin et al., 1978, p.1292).

1.5.3. Dominios

Las bicapas lipidicas son sistemas heterogenias que muestran una enorme variedad de moléculas
en su estructura. La forma en que estas moléculas se encuentran asociadas determina la presencia

de regiones mas ordenadas y estables que otras.

1.5.3.1. Clasificacion de los dominios

¢  Microdominios.- Los microdominios lipidicos también conocidos como rafts o balsas
lipidicas, se forman mediante la agrupacion dinamica de esfingolipidos y colesterol, y

funcionan como plataformas para la transduccion de sefiales y la clasificacion de proteinas
(Motohiro et al., 2007, p.230).
Una propiedad biofisica importante de las membranas en forma de balsa se caracteriz6 en

estudios sobre membranas modelo que presentan dos fases fluidas coexistentes; la fase de
membrana liquida ordenada (L.) y liquida desordenada (L.). Esta observacién condujo al
modelo de balsas celulares como fases de membrana ordenadas que flotan en un entorno
desordenado de membranas que no son de balsas (Gaus et al., 2009, p.42).

La resistencia a la extraccion por detergentes (DRM), principalmente Triton X100 a 4 °C,
ha sido un criterio definitorio para las balsas y la asociacion de balsas de proteinas y lipidos
celulares. Si bien el analisis de asociacion con membranas resistentes a detergentes (DRM)
ha sido un punto de entrada valioso para el area de investigacion en balsa. A partir de estudios
en membranas modelo y membranas celulares aisladas ha quedado claro que el tratamiento
con detergente en si mismo puede inducir la formacion de dominios lipidicos que no existen
en las membranas antes de la extraccion con detergente (Gaus et al., 2009, p.45).

e Nanodominios. - Los nanodominios son mas pequefios, y a menudo mas efimeros o difusos,
que los tipos de dominios bien establecidos (>100nm con vida de segundos 0 mas). Los
nanodominios contribuyen a la funcién de la membrana de formas no menos importantes que
las de los dominios mas grandes. Sin embargo, en la actualidad, tanto por razones técnicas
como a veces conceptuales, caracterizar los origenes, la diversidad y las funciones bioldgicas
de los nanodominios de membranas sigue siendo una de las &reas de frontera de la biologia
de membranas (Silvius, 2013, p.20).

e  Macrodominios. - La compartimentacién de las funciones celulares se basa en la particion
de dominios de diversos tamafios dentro de la membrana plasméatica (MP). Los

macrodominios miden varios micrdmetros y contienen proteinas especificas concentradas en
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lados especificos (apical, basal y lateral) de la MP que confieren polaridad a la célula. La
polaridad celular es una de las fuerzas impulsoras de los patrones de crecimiento y
tejidos. Para mantener los macrodominios dentro de la MP, las células eucariotas ejercen

diversos mecanismos para contrarrestar la difusion lateral libre de proteinas (Boutté y Moreau,
2014, p.1).

1.5.4.  Comportamiento termotropico

La bicapa lipidica al tener la propiedad de fluidez, con la temperatura la movilidad relativa de las
moléculas individuales de lipidos cambia, dando lugar a transiciones de fase. Esto es conocido

como comportamiento termotrépico de fase (Moraga, 2020, p.37).
1.5.4.1. Transiciones de fase de membrana

A) Fase liquida desordenada (L)

La fase liquida desordenada, como su nombre lo indica, es un estado muy fluido en el que los
lipidos individuales pueden moverse lateralmente a través de la superficie de la membrana
relativamente sin obstaculos. Las bicapas de fase liquida desordenada a menudo se caracterizan
por un empaquetamiento irregular de moléculas de lipidos individuales, asi como por la presencia
de torceduras en los acidos grasos insaturados. Estos dobleces reducen eficazmente el area de
superficie accesible a otras cadenas de acidos grasos, lo que debilita las interacciones de Van der

Waals (Davis, 2021, parr.3).

N i %
| BMWH Ogéo

Figura 10-1. Fase liquida desordenada (L)
Fuente: (Davis, 2021, parr.4).

B) Fase de gel (Lg")

A temperaturas por debajo de Tm (temperatura de fusion), las bicapas lipidicas entran en una fase
de tipo sélido conocida como fase de gel (Davis, 2021, parr.5). Los acidos grasos con dobleces a
menudo se someten a isomerizacion trans, lo que permite que las cadenas se extiendan por
completo y fortalezcan las interacciones de Van der Waals. Las interacciones de Van der Waals

maés fuertes conducen a un empaquetamiento de lipidos més apretado y ordenado, lo que impide
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el movimiento lateral a través de la superficie de la membrana.
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Figura 11-1. Fase de gel (Lg")
Fuente: (Davis, 2021, parr.6).

La fase gel Lg' es una variacion de la fase cristalina debido al aumento de temperatura; las cadenas
de fosfolipidos siguen completamente extendidas pero esta vez presentando cierta inclinacion con
respecto a la normal de la bicapa que depende de la cabeza del grupo del acido graso. En la
fosfatidilcolina, se encuentra que la inclinacion de las bicapas es de 32° respecto a la normal de
la bicapa (Moraga, 2020, parr.7).

C) Fase liquida ordenada (Lo)

La fase liquida ordenada representa una especie de hibrido de las fases liquida desordenada y de
gel. Una concentracion de esteroles de membrana suficientemente alta combinada con su rigidez
conduce a un empaquetamiento mas apretado de las membranas en fase liquida desordenada,
mientras se separan los lipidos en fase de gel. El resultado es una “fase liquida ordenada” con
cualidades sélidas similares a la fase de gel sin sacrificar la alta tasa de difusion lateral que se

puede lograr en la fase liquida desordenada (Davis, 2021, pérr.8).
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Figura 12-1. Fase liquida ordenada (L)
Fuente: (Davis, 2021, parr.9).

D) Fase ondulatoria (Pg)
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Se observa una fase de ondulacion esméctica P g en las bicapas lipidicas en medio acuoso entre L
p Y Lo fase. Esta fase se caracteriza por ondulaciones de la superficie de la membrana con una
periodicidad bien definida con un eje paralelo al plano medio de la bicapa. El origen molecular
de la formacion de la fase de ondulacion se ha asociado tradicionalmente con la region del grupo
de cabeza de lipidos y, por lo tanto, los lipidos se pueden clasificar en lipidos formadores de
ondulaciones y no formadores de ondulaciones en funcion de sus grupos de cabezas. Una de las
familias de lipidos pertenecientes a la clase de formacion de ondas son las fosfatidilcolinas y se
ha estudiado con gran detalle (Davis, 2021, parr.10).

En general, al aumentar la temperatura la bicapa lipidica entra en la fase ondulatoria Ps’, que

recibe este nombre por presentar ondulaciones en la superficie de la membrana.
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Figura 13-1. Fase ondulatoria (Pg)
Fuente: (Davis, 2021, parr.12).

E) Fase pseudocristalina (Lc)

En la fase pseudocristalina Lc los fosfolipidos estan completamente extendidas y se ordenan de
forma paralela a la normal de la bicapa lipidica presentado un bajo grado de fluidez, similar a la
fase gel.

Esta fase se observa a bajas temperaturas, donde las cabezas de los lipidos interaccionan que
promueven el empaquetamiento de los lipidos de la membrana en una super rejilla muy ordenada
(Gauri, 2017, p.175).
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Figura 14-1. Fase pseudocristalina (Lc)
Fuente: (Davis, 2021, parr.19).
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1.5.4.2. Factores que afectan las transiciones de la fase lipidica

e  Temperatura: El factor principal que impulsa la mayoria de las transiciones de fase es la
temperatura del ambiente. Las temperaturas por encima de la Tm (temperatura de transicion)
de un lipido haran que los lipidos pasen a una fase liquida, mientras que las temperaturas
mas frias provocaran una transicion a una fase similar a la cristalina. Sin embargo, la Tm
puede variar entre los lipidos debido a las diferentes propiedades estructurales (Davis, 2021,
parr.30-33).

e Longitud de la cadena: Las cadenas de &cidos grasos mas largas tienen areas de superficie
mas altas que las mas pequefias, lo que resulta en interacciones de VVan der Waals mas fuertes
entre las cadenas de lipidos largas. Esto conduce a un aumento de Tm al aumentar la longitud
de la cadena como se observa en la Tabla 1-1. Ademas, el aumento de la longitud de una
cadena de hidrocarburos aumenta simultaneamente el nimero de grados de libertad, lo que
aumenta la capacidad calorifica del lipido, lo que también aumenta la entalpia de fusion

(Davis, 2021, parr.36-40).

Tabla 1-1: Datos termodindmicos para fases de transicion termotrépica de una serie de lipidos.

Tm, Tm, AH, AH AS,
Lipid (°C) (°C) (kealfmol) (kcal/mol) (cal/’K mal)
DMPC (C,,) 15.3 24.0 1.3 6.5 21.9
DPPC (C ) 355 41.5 1.6 3.7 27.7
DSPC (C ) 51.0 54.3 1.8 10.4 333
DAPC (C,)) 62.1 64.1 1.7 12.3 37.6

‘Fromref. 112, Abbreviations: DMPC, dimyristoyl phosphatidylcholine; DPPC, dipalmitoy! phosphati-
dylcholine; DSPC, distearoyl phosphatidylcholine; DAPC, diarachidoyl phosphatidylcholine. The
subscripts (1. 2) refer to the pretransition (1)} and main transition (2).

Fuente: (Davis, 2021, parr.45).
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e Insaturacion: La insaturacion de lipidos, la presencia de uno o més dobles enlaces en las
colas de los acidos grasos de los lipidos, también afecta a la Tm al alterar la fuerza de las
interacciones de Van der Waals entre las colas de los lipidos. Sin embargo, a diferencia de
la longitud de la cadena, el aumento de la insaturacién reduce la Tm del lipido al reducir el
area de superficie accesible de la cola de acido graso formando pliegues que evitan que las
colas cercanas se compacten con tanta fuerza. Esto debilita las interacciones inter lipidicas
de Van der Waals y reduce la Tm del lipido (Davis, 2021, parr.50-53). La posicion de los dobles
enlaces en la cadena de acidos grasos influye en el grado en que se reduce la Tm; los dobles
enlaces méas cercanos a la mitad de la cadena producen torceduras mas grandes, lo que reduce
la Tm maés que los dobles enlaces ubicados mas cerca de cada extremo de la cadena.

e  Esteroles: Los esteroles, como el colesterol, juegan un papel importante en la modulacion de
la fluidez de las membranas (Sivaramakrishna etal., 2019, p.505). Los esteroles son, en
comparacién con los fosfolipidos vecinos, moléculas pequefias y rigidas que son en gran
parte hidréfobas, con la excepcion de un solo grupo hidroxilo. La acumulacion de esteroles
en una bicapa lipidica provoca un empaquetamiento méas apretado de las colas de acidos
grasos en los lipidos en fase liquida y separa los lipidos en la fase de gel. El resultado es una
“fase liquida ordenada” con cualidades solidas similares a la fase de gel sin sacrificar la alta
tasa de difusion lateral que se puede lograr en la fase liquida desordenada (Davis, 2021, parr.60).

e  Concentracion de proteinas en las membranas: Las altas concentraciones locales de proteinas
asociadas a la membrana pueden disminuir la Tm de secciones de membrana a través de
interacciones estéricas entre proteinas apifiadas. Aunque las concentraciones elevadas de
proteinas locales pueden ser criticas para facilitar ciertos procesos celulares, las colisiones
entre proteinas apifiadas crean una presion lateral que hace que la separacién del dominio
lipidico sea mas termodindmicamente favorable, lo que posiblemente lleve a transiciones de

fase (Davis, 2021, parr.62-67).
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Figura 15-1. Concentracion proteica en la membrana

Fuente: (Davis, 2021, parr.70).

La Figura 15-1 ilustra cdmo las interacciones estéricas entre proteinas de membrana apifiadas
pueden resultar en la separacion de dominios ordenados de la membrana. Las proteinas estan

representadas por esferas verdes, los dominios ordenados de lipidos estan coloreados de negro y
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otros lipidos de la membrana en rojo.

1.5.4.3. Resultado de la transicion de fase lipidica

Las membranas a menudo contienen una mezcla de lipidos de diferentes longitudes y grados de
insaturacion, lo que da como resultado Tm diferentes. Si dicho sistema de membranas se enfria,
los lipidos mas saturados y mas largos experimentaran la transicion a la fase de gel antes que otros
lipidos mas cortos y menos saturados (Davis, 2021, parr.75). El enderezamiento resultante de las
cadenas de acidos grasos hace que parte de las cadenas de lipidos de la fase de gel se expongan
al agua, lo que da como resultado una agregacion impulsada por un efecto hidréfobo de los lipidos
largos. Esto da como resultado la formacion de parches de lipidos largos, saturados, en fase de

gel en la membrana.

1.5.4.4. Técnicas para detectar y medir transiciones de fases

e LaCalorimetria Diferencial de Barrido (DSC) es una técnica que se puede utilizar para medir
las transiciones de fase en muestras de lipidos e incluso en células simples como bacterias
intactas. DSC funciona midiendo la cantidad de energia térmica necesaria para elevar la
temperatura de la muestra. Al aumentar lentamente la temperatura de la muestra y medir con
precision el cambio de temperatura, DSC puede determinar las fases de transicion (Davis,
2021). Al realizar una exploracién DSC en ambas direcciones, se puede identificar la
histéresis. Los resultados son representados en termogramas que son representaciones
graficas de los datos calorimétricos a estudiarse como la entalpia y temperatura (Youssefian
etal., 2017, pp.1-3).

e Laespectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica poderosa que
puede proporcionar una gran cantidad de informacion sobre la estructura lipidica, la
organizacién de la membrana y el comportamiento de las fases. FTIR detecta la absorbancia
de la emision de luz de tipo IR, que a determinadas longitudes de onda es absorbida por
diferentes enlaces carbono-carbono. A partir de los espectros de absorbancia de FTIR, se
puede extrapolar informacion sobre la conformacion de lipidos. Por ejemplo, la transicion
de fase de gel a fase liquida representa un cambio de un estado méas ordenado a uno méas
desordenado; el estado desordenado proporciona una mayor libertad de rotacion y vibracién
de las moléculas de lipidos, lo que se acompafia de un ensanchamiento de la absorbancia de
IR de la molécula de mayor energia. Se ha utilizado para encontrar Tm de células intactas,

incluidas las plaquetas humanas (Davis, 2021, parr.90).
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1.5.45. Termodinamica de la membrana

e Energia interna de la membrana:
Las caracteristicas fisicogquimicas de los compuestos bioldgicos de las membranas son la base
para su entendimiento. Desde una perspectiva termodinamica, la energia interna de la membrana

esta dada por:
dU =dQ + dw (1)

En donde dU es la energia interna de la membrana, dQ es el cambio en la energia del sistema
debido al calor y dW es la energia producto del trabajo realizado por o sobre el sistema (Perez,
2018, pp.4-8).

Considerando que el trabajo en la membrana plasmatica es debido al trabajo como consecuencia
del cambio en el volumen (PdV), el trabajo dado por un potencial electrostatico (y»dq), un cambio
en la longitud (fdl), un cambio en el area (mdA) vy el trabajo debido al contenido de moléculas,

potencial quimico };; u;dn; , entonces la expresion para el trabajo queda definida:

dW = ~PdV — dq — ndd - fdl + ) udn, (2)
i

De la segunda ley de la termodinamica la entropia es la funcién de estado que relaciona los

cambios en el calor con la temperatura:
dQ = TdS (3)

Asi la energia interna de la membrana es:

dU = Tds — PdV — pdq — ndA — fdl + Z wdn; (4)
i

Otra variable termodindmica a medir es la capacidad calorifica, a presion constante:
. = (dH) c
P dT » ( )

Y también de la ecuacion 3:

C,=T (ds) 6
P \dT/, (6)

Integrando con respecto a T, se determina los cambios en la entalpia AH y entropia AS en términos

de la capacidad calorifica.

T1
AH = f CpdT (7)
To
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Tle
As:f 2dr (8)
To T

Durante la transicién de fase de las membranas, una gran cantidad de entalpia es absorbida durante
un intervalo de temperatura muy corto. Estas transiciones se describen por su Tmy los cambios
que ocurren durante este proceso son de gran interés al estar posiblemente vinculados con la

actividad biolégica de la membrana (Perez, 2018, p.67).

1.6. Bases conceptuales

1.6.1.  Bicapa lipidica

Es la estructura central de las membranas, conformada por fosfolipidos que tiene un carécter
anfifilico, los cuales poseen una cabeza polar hidrofilica y una cola hidrofébica formada por dos
cadenas de acidos grasos (Lenz y Schmid, 2007, p.1490); también la bicapa posee glucolipidos,
proteinas y colesterol.

1.6.2. Fosfolipidos

Son estructuras anfipaticas, presentan una cabeza polar y una cola hidrofébica formada por dos

cadenas de acidos grasos (Yanagi et al., 2019, p.397).
1.6.3. Colesterol

Es un tipo de esterol, componente de las bicapas lipidicas eucariotas y procariotas, consta de un
anillo rigido y una cola hidrofébica, altera las propiedades fisico-quimico de las membranas

proporcionando mayor rigidez y orden (Lopez et al., 2018, p.23).
1.6.4. DPPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina)

La dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) es un fosfolipido sintético utilizado en liposomas y bicapas
lipidicas para estudiar membranas bioldgicas. También es un componente importante de

tensioactivos pulmonares (Biblioteca Nacional de Medicina, 2021, pérr.1).

1.6.5. Liposomas

Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas por bicapa lipidica con nucleo acuoso, en las
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que es posible albergar moléculas hidréfobas, hidrofilas y anfifilicas (Uriay Perez, 2019, p.400).

1.6.6.  Comportamiento termotropico

Comportamiento de las fases de los fosfolipidos al cambiar la temperatura (Perez, 2018, p.2). Cambio

de las fases de la bicapa lipidica al cambiar la temperatura.

1.6.7. Entalpia

La entalpia depende del estado inicial y final del sistema por tanto es una funcién del estado. En
otras palabras, el cambio de entalpia se da por la transferencia de calor en un proceso de cuasi
equilibrio a presién constante, que incluye tanto el cambio en la energia interna como el trabajo

del sistema o sobre el sistema (Trigo, 2018, p.12).

1.6.8.  Temperatura de transicion

La temperatura de transicion conocida como Tm es aquella en la cual sucede la transicion de fase

principal o liquida cristalina (Efimova y Ostroumova, 2020, p.90)

1.6.9.  Temperatura de pre transicion

Temperatura que caracteriza la transicién de fase gel a fase ondulada (Corvalan y Perillo, 2020, p.1084).

1.6.10. Calorimetria

La calorimetria es la medida de la transferencia de calor dentro o fuera de un sistema durante una
reaccion quimica o un proceso fisico (Jiménez, 2000, p.22).

La calorimetria es una técnica primaria para medir las propiedades térmicas de los materiales para
establecer una conexion entre la temperatura y las propiedades fisicas especificas de las sustancias
y es el nico método para la determinacidn directa de la entalpia asociada con el proceso de interés

(Gill etal., 2010, p.167).

1.6.11. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Es un aparato de andlisis térmico que mide como cambian las propiedades fisicas de una muestra,

junto con la temperatura en funcion del tiempo (Gill et al., 2010, p.167).
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1.6.12.  Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Es una técnica basada en la determinacion de la interaccién entre una radiacién IR y una muestra
que puede ser sdlida, liquida o gaseosa. Mide las frecuencias a las que absorbe la muestra
(Simonescu, 2012, p.49) y arroja el espectro electromagnético para estudiar la entalpia y temperatura

de sistemas moleculares simples y complejos (Ricci et al., 2016, p.3026).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Tipo de Investigacion

El presente trabajo de titulacion es de caracter cualitativo, el cual consta de un objetivo tedrico
que permitira describir el comportamiento termotrdpico de la bicapa lipidica. Se efectuaran los
métodos exploratorio y descriptivo para el estudio y la comprension de este comportamiento.
Ademas, este estudio es tipo no experimental porque no interviene la manipulacion de variables
para su propdsito, sino esencialmente una revision bibliografica que permita llegar a los objetivos

planteados.
2.2. Disefio de la Investigacion
El trabajo de investigacion sera desarrollado en dos etapas:

Primera etapa: en esta etapa se examinara y seleccionard publicaciones académicas bajo los

siguientes pardmetros:

4 Publicaciones recientes, de los ultimos afios.

4 Publicaciones en base de datos de editoriales de revistas de alto impacto como
SPRINGER, ELSEVIER, PUBMED y ACS PUBLICATIONS.

v Publicaciones que estén acorde al tema a analizar, es decir todas las publicaciones que

hablen del comportamiento termotrépico en la bicapa lipidica celular.
Segunda etapa: se analizard las publicaciones seleccionadas, mediante tablas y gréaficos se

organizara la informacion recopilada acerca del comportamiento termotropico.
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2.3. Operacionalizacién de los objetivos

Tabla 1-2: Operacionalizacion de los objetivos.

OBJETIVO OBJETIVOS CONCEPTO INDICADOR INSTRUMENTO
GENERAL ESPECIFICOS
Identificar el Estudiar los Refiere al estudio Propiedades Articulos cientificos.

estado del arte
del
comportamiento
termotropico de
los fosfolipidos,
para entender el
cambio que se
genera al variar
la temperatura.

fosfolipidos para
comprender  sus
caracteristicas,
funciones y
propiedades

travées de la

de las
caracteristicas,
propiedades
fisico-quimicas,
y las diversas

funciones  que

fisicas de los
fosfolipidos.
Propiedades
quimicas de los
fosfolipidos.
Funciones de los

revision desempefian los fosfolipidos.
bibliografica de fosfolipidos.

publicaciones.

Seleccionar Corresponde a la Documentos
fuentes investigacion académicos que
bibliogréaficas bibliografica del incluyan

especializada del
comportamiento
termotrdpico  de

los fosfolipidos.

comportamiento
termotrdépico de

los fosfolipidos.

informacion  (til,
ademas de ser
actual y publicada
en revistas de alto

impacto.

Comprender los

Demanda la

Cambios de fase

cambios de fase de investigacion en de la bicapa
la bicapa lipidica los textos lipidica.
mediante la seleccionados
revision de sobre los cambios
publicaciones. de fase que sufre
la bicapa lipidica.
Describir las Refiere al estudio Cambios fisico-
técnicas de del quimicos en los

caracterizacion
DSC y FTIR para
reconocer el
comportamiento
termotrépico  de
los fosfolipidos.

comportamiento
termotrépico de

los fosfolipidos

de la Dbicapa
lipidica al
aumentar 0
disminuir la
temperatura.

fosfolipidos.

Cambios de fase
en la bicapa al
variar la

temperatura.

Libros

Realizado por: Bonilla, Damian. 2022.

25




2.4. Localizacion del estudio

El trabajo de titulacion se realizara en la ciudad de Ambato, ciudad de residencia del autor del

presente trabajo de titulacion.

2.5. Técnicas de recolecciéon de datos

Los datos se los recogerd mediante el uso de la base de datos de revistas electronicas de alto

impacto se los almacenard y organizara en una hoja de célculo de Excel.
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CAPITULO 11l

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 53 documentos cientificos de las bases datos: 19 de ELSEVIER, 16 de
SPRINGER, 11 de PUBMED y 7 de ACS PUBLICATIONS, como se observa en el Grafico 1-3.
Estos documentos fueron el resultado de un anélisis sistematico en los que se valorizd los

pardmetros como: publicaciones de los ultimos afios y publicaciones acordes al tema a investigar.

ESPRINGER ®ELSELVIER ®ACSPUBLICATIONS ®=PUBMED

Gréafico 1-3: Base de Datos

Realizado por: Bonilla, Damian. 2022.

3.1. Membranas lipidicas modelo

A lo largo de la historia se han hecho investigaciones sobre la membrana lipidica, la compresion
cuantitativa de los procesos bioldgicos representa uno de los objetivos principales dentro del
campo investigativo de la biofisica. Para lograr esta premisa, a menudo resulta eficiente reducir
el nivel de complejidad biol6gica que presenta las membranas lipidicas naturales (Ballezaet al., 2020,
p.401). Por ello se han creado membranas lipidicas modelo también conocidas como membranas
sintéticas que facilitan el estudio de su estructura y comportamiento (Navarro et al., 2018, p.8).

Los fosfolipidos tienen a auto ensamblarse, las cabezas polares de los fosfolipidos en un entorno
acuoso se orientan hacia su entorno polar, por otro lado, las colas tienden a disminuir el contacto
con el agua por su caracter hidrofébico. Es asi que se auto ensamblan micelas, vesiculas o

cualquier otra membrana modelo (Uriay Perez, 2019, p.406).
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Las biomembranas presentan una distribucion asimétrica de lipidos y proteinas (Gonzalez etal.,
2021, p.90).

Aproximadamente 50 afios de modelado de bicapas lipidicas han dado lugar a un conjunto de
herramientas que permiten al investigador actual estudiar tanto su estructura hasta nivel
nanomeétrico asi como sus mecanismos (Rappolt, 2019, p.2). La complejidad de estos sistemas
modelo sigue aumentado constantemente, abarcando desde mezclas de lipidos formadores de
dominios hasta bicapas lipidicas asimétricas (Stahlberg et al., 2017, p.9211); los dominios lipidicos
enriquecidos con esfingolipidos y colesterol fueron denominados balsas lipidicas que en 1997
comprobaron su resistencia a solubilizarse frente a compuestos idnicos como Triton X-100
(Heberle y Pabst, 2017, p.355).

Lo cierto es que, mediante estos estudios, coloca a las membranas bioldgicas en el centro de
investigacion de farmacos y terapias para interferir con su mal funcionamiento fisioldgico o

protegerlas de toxinas, asi como de ataques patdgenos (Dominguez et al., 2017, p.60; Sivaramakrishna
et al., 2019, p.508; Reddy et al., 2018, p.20).
La extrapolacién directa de los resultados de estudios de las membranas modelo a las membranas

biolégicas pareciera ser un camino dificil de seguir. Sin embargo, mediante estos sistemas
modelo, las propiedades fundamentales de las membranas se pueden estudiar en condiciones
quimicas y experimentalmente bien definidas utilizando un vasto namero de técnicas con el fin
explorar su estructura y dindmica.

El gran repertorio de fosfolipidos de membrana es desconcertante, pero solo unas pocas moléculas
de lipidos saturados como el DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina), DMPC (1,2-dimiristoil-sn-
glicero-3-fosfocolina), DLPE (dilauroilfosfatidiletanolamina) y una molécula lipidica de cadena
mixta insaturada, POPC (1- palmitoil-2-oleoilfosfaditilcolina) han servido para conformar
membranas modelo a lo largo de estos afios (Jovanovié et al., 2018, p.2; Khakbaz y Klauda, 2018, p.1491;
Yanagi et al., 2019, p.400).

Un ejemplo de esto son las vesiculas de DPPC, que sometidas a cambios de temperatura, se
evidencia el movimiento de las moléculas lipidicas de una monocapa a otra, también conocido
como flip-flop, este evento ocurre en la fase fluida a temperatura mayor o igual a 50 ° C, mientras
que en la fase gel con temperaturas menor o igual a 37 ° C (Marquardt et al., 2017, p.3732).

La formacidn de vesiculas lipidicas preparadas en suspension de fosfolipidos como el DPPC y
DMPC, aseguradas en estado liquido cristalino a temperatura de 45 y 30 °C, respectivamente,
muestra que las vesiculas tenian didmetros de (160 + 10) nmy (0.10 + 0.02) nm para DPPC, (150
+10) nmy (0.08 £ 0.02) nm para DMPC (Oluwole et al., 2017, p.60). La formacion de estas vesiculas
lipidicas son el resultado de las propiedades de los fosfolipidos como la auto asociacion (Corvalan

y Perillo, 2020, p.1084), ser anfifilico y las fuerzas moleculares.
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Las membranas modelo representan una importante herramienta en el estudio de los cambios que
sufren al someterlas a diferentes temperaturas (Efimova y Ostroumova, 2020a, p.1). ES asi que
valiéndose de técnicas como la calorimetria diferencial de barrido (DSC) y la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se obtienen resultados sobre las transiciones de fase

gue experimentan muestras de membranas modelo, asi como membranas biol6gicas.

3.2. Mecanismo de transicibn de fase de la bicapa lipidica-Comportamiento

termotropico

Para las bicapas lipidicas de un solo componente lipidico, hay una transicién de fase fluida a una
fase gel a medida que disminuye la temperatura. EI comportamiento dinamico de los lipidos en la
fase de gel es interesante: algunos modelos lipidicos muestran heterogeneidad dinamica con una
gran disparidad en las escalas de tiempo entre moléculas rapidas y lentas, una segregacion espacial
de las moléculas lentas (Oh et al., 2016, p.2).

Las simulaciones de dindmica molecular de membranas lipidicas modelo también aportan con el
estudio del comportamiento termotrépico de las mismas. La temperatura de transicion (Tm) de
fase fluida a fase gel depende en gran medida del modelo empleado (Oliveira et al., 2019, p.3848). A
medida que la dinamica se vuelve lenta, es decir, cuando baja la temperatura, la distribucion de
desplazamientos de las moléculas lipidicas se vuelven mas lentas (fase gel) como se aprecia en el
Grafico 2-3 b. La transicién de fase fluida a gel se produce a una temperatura de transicion, en el
caso del DPPC el valor experimental es alrededor de 41 °C a 1 atm (presion ambiental), junto con
una alta disminucion en el &rea por lipido (A)) de 0,6 a 0,45 nm? (Oh et al., 2016, p.7) COMO Se observa

en la Grafico 2-3 a.
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Gréfico 2-3. (a) Resultados de la simulacién para A, en funcién de T para cuatro modelos

diferentes. (b) Desplazamientos de los lipidos en fase liquida y gel
Fuente: (Oh et al., 2016, p.5).
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De la misma manera, la transicion de fase gel a liquida, representa un mayor grado de entropia y
entalpia, los fosfolipidos de la bicapa experimentan estas transiciones dependiendo de la
temperatura de fusién o transicion, esta va a depender del tipo de fosfolipido que se esté
analizando (Saari et al., 2018, p.3850; Séenz, 2020, pp.9211-9221).

La transicion de fase gel a fase liquida es conocida como transicién de fase principal, sin embargo,
existe, una pretransicion llamada fase ondulatoria pudiendo ser eliminada por la presencia de
ciertas moléculas lipidicas como el colesterol (Chol) a cierta concentracién (Grafico 3-3 a,b). El
Chol es un componente importante de las membranas bioldgicas y es conocido por su fuerte
influencia en las caracteristicas fisicas de las bicapas lipidicas (Kovacik etal., 2017, p.2892).
Generalmente, la incorporacion de cantidades crecientes de Chol en bicapas puras de fosfolipidos
produce la formacion de una fase liquida ordenada, pero, si el contenido de Chol es
suficientemente alto, mas del 50% en moles, la transicion de fase esta completamente abolida
(Gréfico 3-3d). La Tm en presencia de Chol se ve disminuida en la transicion de fase gel a liquida
(Efimova et al., 2020, p.90). Estos efectos son dominantes para los lipidos que contienen cadenas de
acido graso completamente saturadas y disminuyen progresivamente con el grado de insaturacion,
desapareciendo asi en fosfolipidos que contienen acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
(Genova et al., 2019, pp.1229-1233).

El Gréafico 3-3 muestra la existencia de una fase intermedia, representada por la asimetria de picos,
Pg. El estado gel en la temperatura mas baja, los fosfolipidos estan empaquetados estrechamente
por las fuertes fuerzas de Van der Waals. Dentro del proceso de transicion de fase, a una
temperatura Tm, el fosfolipido tiende a perder asociacion, como resultado de la relajacién de las
fuerzas de Van der Waals, que relaciona tanto la interaccion entre las cadenas de acilo como la

reduccién de las interacciones polares de las cabezas de los fosfolipidos.
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Gréfico 3-3. (a) SOPC+10% Chol. (b) SOPC +30% Chol. (c) SOPC puro. (d) SOPC +50%

Chol.
Fuente: (Genova et al., 2019, p.232).

De la misma manera, otros componentes secundarios a los fosfolipidos que conforman la
membrana modelo afectan el comportamiento termotrdpico, en general, cuando se afiaden estos
componentes secundarios la Tm suele cambiar y la entalpia disminuye (Oseliero Filho et al., 2020,
p.14515; Saitta et al., 2020, p.13557). Con cierto bajo grado de concentracion de estos componentes
secundarios la fase de pre transicién es abolida, si el grado de concentracion es mayor la fase
principal también puede ser abolida, esto debido a que los componentes interactian con la
membrana modelo, produciendo dominios heterogéneos u homogéneos (Pruchnik, et al., 2018, p.695;
Reddy et al., 2018, p.25), dependiendo de la temperatura a la que se realice el analisis.

En el siguiente punto, se dan los resultados de algunos estudios en los cuales se analizaron otros
componentes a parte del colesterol, como estos influyen en el comportamiento termotrépico de

las membranas lipidicas.
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3.3. DSCy FTIR en el estudio del comportamiento termotrépico

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica que determina los efectos térmicos en
procesos fisicos, quimicos y biolégicos, mediante el escaneo de la temperatura y a una presion
atmosférica mide los flujos de calor que entran o son liberados por la muestra, es muy utilizada
para el estudio del comportamiento termotrépico de las bicapas de fosfolipidos, ayuda a establecer
los cambios de entalpia durante el proceso de transicion de fase (Leonis etal., 2019, p.31). EStos
cambios de entalpia corresponden a cambios de la capacidad calorifica (Cpmax) de fosfolipidos
durante el proceso de transicion del gel a la fase liquida cristalina (Demetzos, 2008, pp.160-161).

El pico de temperatura mas alto en un termograma de DSC que es a menudo la transicion de fase.
La fase de transicién es un pico endotérmico que requiere cierta cantidad de calor. Para moléculas
pequefias, el pico es muy agudo, mientras que, para moléculas méas grandes, como polimeros o
bicapas lipidicas, la transicién de fusion es amplia. El &rea bajo una curva de transicion de fase es
la cantidad total de calor absorbido durante el proceso de transicion. Otros picos se pueden atribuir
a la pérdida de moléculas de disolvente (evaporacion, en su mayoria endotérmica) y a reacciones
guimicas (endo - 0 exotérmicas) (Demetzos, 2008, pp.160-161).

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica muy utilizada
para llegar a un analisis cualitativo o cuantitativo y es importante para adquirir informacion de las
estructuras lipidicas, la organizacion de la membrana y el comportamiento de las fases. FTIR
detecta la absorbancia de la emision de luz de tipo IR, que a determinadas longitudes de onda es
absorbida por diferentes enlaces carbono-carbono. A partir de los espectros de absorbancia de
FTIR, se puede extrapolar informacidn sobre la conformacién de lipidos (Leonis et al., 2019, p.131).
Los resultados de los ultimos afios del estudio del comportamiento termotrépico usando estas

técnicas se detallan en la siguiente Tabla 1-3.

Tabla 1-3: Resultados bibliograficos actuales del comportamiento termotropico

Temperaturade | Temperatura de o
. Otros L L Técnica
Fosfolipido pre transicion transicion, Tm Fuente
componentes . . empleada
C) °C)
DPPC - 35 415 DSC (Pennington
etal., 2016,
Sacarosa - 41,6 pp.2611-
(17%) 2617)
Sacarosa - 41,7
(87%)
Sucralosa - 39.6
(50%)
Sucralosa - 411

32



(87%)

DPPC GTHCC 35 41 DSC (Swain
(0%) etal., 2016,
GTHCC - 39 pp.124-127)
(10%)
DMPC - 12,5 24,3 DSC/FTIR (Coronel
Liquenisina (1%) - 21 etal., 2017,
Liquenisina - - pp.9997-
(20%) 10005)
DMPC / DSPC - - 31,2
Liquenisina - 20,3
(30%)
HTMA/DS - 29 53 DSC (Chang
(IPA) Chol (20%) 29 53 etal.,, 2017,
Chol (43%) - 53 pp.295-302)
a-TA 28 52
(5%)
a-TA 28 52
(20%)
a-TA 28 52
(5%)
a-TA 28 52
(20%)
di-16: 0 PC MLVs - 41 DSC (Dominguez
SMA 2:1 - 37 etal.,, 2017,
SMA 3:1 - 29 pp.58-64)
12: 0-PE - - 31 DsSC (Matsuki
14: 0-PE - - 50 etal.,, 2017,
16: 0-PE - - 64 pp.1222-
18: 0-PE - - 74 1232)
DeTMA-TS - - 24,67 DSC (Wen etal.,,
Chol (1 mM) - 24,50 2017,
Chol (6 mM) - - pp.295-302)
Chol (10 mM) - -
DTMA-DS - - 35,50
Chol (1 mM) - 34,08
Chol (6 mM) - 33,92
Chol (10 mM) - 33,67
DPPC TBTA 35,8 414 DSC (Pruchnik
(0%) etal., 2018,
TBTA 34,8 41,2 pp.691-700)
(1,1%)
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TBTA 35,2 41,2

(1,4%)

TBTA 34,9 41,2

(2,0%)

TBTA 34,4 41,2

(3,3%)

TPhTA 35,8 414
(0%)

TPhTA 34,8 41,2

(1,1%)

TPhTA - 41,2

(1,4%)

TPhTA - 414

(2,0%)

TPhTA - 41,4

(3,3%)

DHPC Chol 34 44 DSC/FTIR (Tamai
(0%) etal., 2018,
Chol - 42 pp.697-711)
(5%)

Chol - 42
(20%)
Chol - -
(50%)
DPPC PEtOH 35,5 41,3 DSC (Reddy
(0 %) etal., 2018,
PEtOH - 36,8 pp.22-27)
(0,25 %)
PEtOH - 33,8
(0,75 %)
PEtOH - 26,0
(2 %)
DMPC PINO - 23,3 DSC (Uria y
(Omg/mL) Perez, 2019,
PINO - 22,3 pp.399-409)
(0,133 mg/mL)
PINO - 21,0
(0, 224mg/mL)
PINO - 19,9
(0,276 mg/mL)
PINO - 15,9

(0,436 mg/mL)
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PINO - 19,1

(0,504 mg/mL)
PINO - 17,5

(860 mg/mL)
DMPC/DPPC Nisina - 34 FTIR/DSC (Saittaet al.,
(30 um) 2020,

FFA - 30 pp.13535-
(20%) 13544)

Nisina (30 uM) - 28

FFA (20%)

DPPC - 35 41 DSC/ FTIR (Bornemann
etal., 2020,
pp.9775-
9788)

Realizado por: Bonilla, Damian. 2022.

La supervivencia de algunos organismos que estan expuestos a condiciones extremas como la
congelacion, la deshidratacién y la privacion de oxigeno esta directamente asociada con la sintesis
y acumulacién de cantidades excesivas de azlcar que previenen el dafio de las membranas
bioldgicas en condiciones extremas, lo que lleva a estudios similares que indican que los
carbohidratos (mono y disacaridos) tienen un efecto estabilizador sobre las propiedades fisicas de
las membranas de fosfolipidos. La adicion de sacarosa en la bicapa de fosfolipido sintético, el
estudio de DSC descrita en la Tabla 1-3 indica que la transicidén de fase principal para DPPC
cambia muy poco tanto para el primer calentamiento (Grafico 4-3 a) y ciclos de enfriamiento
(Gréfico 4-3 b), esto revela que la sacarosa no ejerce un efecto desestabilizador o estabilizador
sustancial sobre el gel o la fase cristalina liquida de los liposomas DPPC (Pennington et al., 2016,
pp.2611-2617).

El ancho de pico a la mitad de la altura puede usarse para determinar la cooperatividad del proceso
de fusién y un aumento en esto induce a creer que se ha perturbado el entorno alrededor de las
cadenas de é&cidos grasos de las moléculas de lipidos hasta tal punto que ahora estan
sustancialmente méas desordenados, lo que da como resultado que la transicion de fase principal
se produzca en un rango de temperatura mas amplio. La perturbacion inducida puede deberse a la
reorganizacion de las moléculas de lipidos dentro de la bicapa como resultado de la presencia del
azlcar cerca del grupo de lipidos. La probabilidad de que una molécula hidréfila de este tipo tenga

un efecto mas localizado en las cadenas de &cidos grasos es muy pequefia.
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Grafico 4-3. Termograma de membranas modelo DPPC con sacarosa. (a) calentamiento

(b) enfriamiento

Fuente: (Pennington et al., 2016, p.2614).

Los sistemas lipidicos que contienen mas de un elemento presentan cambios en su

comportamiento termotropico. Un estudio sobre vesiculas multilaminares (MLV) de DPPC,

sefialan que al afadirle un conjugado de glucosa-triazol-cardanol hidrogenado (GTHCC), este

provoca cambios en el comportamiento termotrépico del mismo (Swain et al., 2016, pp.124-127). El

GTHCC es un azucar no tdxico y biodegradable, el cual se sintetiza facilmente a partir de recursos

econdmicos. Los resultados de este estudio sefialan que por debajo del 30% en moles de

concentracion de este azlcar, disminuye la Tm de la membrana, la entalpia de transicion asociada

con la transicion de fase principal de DPPC disminuye significativamente en presencia de
GTHCC (Grafico 5-3).
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Heat Flow
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Grafico 5-3. Termograma de membranas modelo
DPPC con GTHCC.

Fuente: (Swain et al., 2016, p.125).
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Otro estudio sobre la bicapa de DPPC muestran que los resultados del estudio del comportamiento
termotrépico de la bicapa DPPC al incorporarla un tipo de anestésico local (Figura 1-3)
denominado fenietanol ( PEtOH) que a nivel de membranas biolégicas modula el orden de la
membrana cambiando el empaquetamiento de lipidos (Reddy et al., 2018, pp.22-27), indican que a
medida que el PEtOH incrementa, disminuye la temperatura de transicion de fase (Tabla 1-3). La
fase de pretransicién se elimina desde 0,25% de concentracion e PEtOH (Grafico 6-3 a). La
disminucidn en la intensidad del pico indica mayor desestabilizacion debido a un mayor desorden
en laregion de la cadena de acilo, indicativo de menor grado de cooperatividad. También presenta
un grado maximo de histéresis (comportamiento bifasico en la temperatura Tm) al 1% de PEtOH
forméandose una fase inter digitada, sin embargo, desde el 1-2% de concentracion, la fase inter

digitada se estabiliza (Grafico 6-3 c).
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Figura 1-3. Interdigitacion de PEtOH en membrana modelo de DPPC

Fuente: (Reddy et al., 2018, p.26).
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Los estudios hechos por Coronel (2017, pp.9997-10005), ver Tabla 1-3, sobre la Liquenisina (un
surfactante que aumenta la permeabilidad de las moléculas hidrdéfilas) en varios fosfolipidos
develan como afecta la temperatura de pre transicion (Ls = Pg) y la temperatura de transicion
principal Tm (Ps = Lo) de estos. Se observa que 1% en moles de Liquenisina en
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) abolia por completo la fase de pretransicion, y con una
concentracion del 20% en moles la fase de transicion principal también queda abolida (Gréafico
7-3), dejando en claro que la presencia de Liquenisina afecta el comportamiento termotrépico, a
medida que aumenta la concentracién del mismo debido que la Liguenisina al interactuar con la
parte hidrofobica disminuye las interacciones de Van der Waals entre las cadenas de acilo,

reduciendo la cooperatividad por lo tanto, cambiando las temperaturas de transicion a valores méas

bajos.
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Grafico 7-3. Termograma de membranas modelo

DMPC con Liquenisina
Fuente: (Coronel et al., 2017, p.9998).

Otro estudio sobre membranas modelo de DMPC hecho por Uria Canseco et al (2019, pp.399-409)
estudian las interacciones fisico-quimico de la pinocembrina (PINO), un flavonoide
anticancerigeno, con liposomas de DMPC. El PINO se incorpor¢ al liposoma esférico con una
alta eficiencia, es asi que este flavonoide se encuentra ubicado entre el glicerol y las cadenas de
los grupos de acilo del DMPC. Los resultados termodinamicos (Tabla 1-3) muestran una
transicion de la fase de gel a cristalino liquido reversible y una estabilidad térmica de 10 - 75 ° C.

La incorporacién de pinocembrina a diferentes concentraciones fluidifica la membrana lipidica,
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disminuyendo las interacciones hidrofébicas entre fosfolipidos; en consecuencia, disminuye la
entalpia de fusion de las cadenas de acilo (Gréfico 8-3). La pinocembrina no se distribuye

uniformemente en la bicapa, y se forman regiones con diferentes concentraciones (dominios)

provocando la transicion de fase de liposomas esféricos a tubulares (Figura 2-3).

—=— PINO 0.133 mg mL-"
—+— PINO 0.224 mg mL—!
—— PINO 0.276 mg mL™"

Ji —— PINO 0 mg mL—"
|
It
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Graéfico 8-3. Termograma de membranas modelo DMPC con PINO
Fuente: (Uriay Perez, 2019, p.405).
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Figura 2-3. Interaccién de liposoma esférico con PINO
Fuente: (Uriay Perez, 2019, p.406).

Chang, et al. (2017, pp.1229-1238), estudiaron como el comportamiento termotrdpico de las bicapas
modelo IPA (conocidos como tensioactivos cationicos) de Dodecilsulfato de deciltrimetilamonio
(HTMA) se ven afectadas al adicionarlas colesterol, acetato de dl-a-tocoferilo (0-TA)y o-
tocoferol (a-T) (Tabla 1-3). En todos los casos resultados experimentales muestran que las
temperaturas de transicion de fase no se ven afectadas con el aumento de la concentracion del

aditivo. Sin embargo, la entalpia y la entropia correspondiente de la transicion de fase
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disminuyeron en consecuencia. Cuando la adicion de aditivo excedid un porcentaje critico, la
transicion de fase desaparece como se observa en el Grafico 9-3. Un argumento racional para
estos resultados es que los aditivos (Chol, a-T, a-TA) generan efectos similares en bicapas IPA,
asi como en bicapas lipidicas modelos usuales (DPPC); las cadenas de alquilo y las moléculas de
aditivos se empacan de forma compacta, restringiendo el movimiento de las cadenas de alquilo a
través de los anillos rigidos (Chol) y/o enlaces de hidrégeno entre el grupo hidroxilo de aditivo y

grupo fosfato de IPA.
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Grafico 9-3. Termograma de membranas modelo HTMA-DS con aditivos: (a) Chol, (b)
a-Ty (c) a-TA
Fuente: (Chang et al., 2017, p.1232).

Otro estudio sobre dos tipos de IPA (Wen etal., 2017, pp.295-302): deciltrimetilamonio tetradecil
sulfato (DeTMA-TS) y dodeciltrimetilamonio-dodecilsulfato (DTMA-DS), muestra por un lado
como el Chol provoca un ligero cambio en la Tm ( Tabla 1-3) y por otro lado como la entalpia de
transicion de fase disminuye significativamente (Tabla 2-3). Cuando el Chol excede una cantidad

especifica, la transicién de fase desaparece.

Tabla 2-3: Entalpia de transicidn para las membranas DeTMA-TS y DTMA-DS

Membrana Componente secundario A Hea (kJ/mol)

DeTMA-TS - 44,52
Chol (1 mM) 4,95
Chol (6 mM) -
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Chol (10 mM) -
DTMA-DS - 45,73
Chol (1 mM) 45,20
Chol (6 mM) 6,93
Chol (10 mM) 2,82

Fuente: (Wen et al., 2017, pp.295-302).
Realizado por: Bonilla, Damian. 2022.

El Chol modifica las propiedades quimicas y fisicas de la membrana, y eso de nuevo se lo puede
observar en los resultados del estudio del comportamiento termotrépico del
dihexadecilfosfatidilcolina (DHPC) (Tamai et al., 2018, pp.697-711) afladido colesterol (Tabla 1-3). El
Chol elimina la fase de pretransicion y a valores superiores a 50% elimina por completo la fase

de transicién principal como se observa en el siguiente Grafico 10-3:

a
PB
Hﬁﬂﬁ{{égﬁ(
2
X
x| 1 Pe’ ch
I oLl B\ la 8
2 , , ————————— 0.05
e 3 - — 0.10
£ 4 e 0.15
k- 5 0.20
R
o
O
=
L x20
6 — e ~ ———~—0.20
s LA s P 025
8 ) L =~ 0.30
9 e ) ——ie 0.35
10 — * - 0.40
|| - S e - 0.45
aal s s 2 2l 23 2 1 | BPEFETES BPET AT S AT TRy

IO 20 30 40 50 60 70 80 90
Temperature / °C

Gréfico 10-3. Termograma de membranas modelo DHPC

Fuente: (Tamai et al., 2018, p.700).

Los estudios en membranas modelo de 1,2-dipalmitoil- sn -glicero-3 -fosfocolina (di-16: 0 PC)

muestran como al afiadirlas nanodiscos hechos a partir de vesiculas multilaminares (MLVS) y
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copolimeros SMA 2:1y SMA 3:1 tienen diferentes Tm 41,37 y 29 °C, respectivamente (Gréfico
11-3). Los copolimeros de estireno-acido maleico (SMA) son usados como investigacion de
proteinas de membrana por su capacidad de solubilizar membranas bioldgicas en nanodiscos sin

necesidad de detergentes (Dominguez et al., 2017, pp.58-64).
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Graéfico 11-3. Termograma de membranas modelo MLVs,

SMA 2:1y SMA 3:1.
Fuente: (Dominguez et al., 2017, p.62).

Del andlisis de DSC se obtienen los valores de entalpia calorimétrica molar de transicion de fase
gel a fluida (A Hca) como se muestra en la Tabla 3-3, las bicapas con MLVs presentan un alto

grado de cooperatividad, mientras que al afiadir nanodiscos SMA esta cooperatividad disminuye
drasticamente, una de las causas para este suceso podria ser que estos nanodiscos ocasionan mayor
heterogeneidad de la membrana y por lo tanto da lugar a un mayor ensanchamiento del pico de

calor absorbido, produciendo menor grado de cooperatividad.

Tabla 3-3: Resultados bibliograficos actuales del comportamiento termotrdpico

Fosfolipido Copolimero A Hca (kcal/mol)
di-16: 0 PC MLVs 7,6

SMA 2:1 15

SMA 3:1 3,8

Fuente: (Dominguez et al., 2017, p.62).

Realizado por: Bonilla, Damian. 2022.
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Los estudios sobre el comportamiento de las bicapas de fosfatidiletanolamina (PE), cuya cabeza
polar es pequefia en comparacion a las fosfatidilcolina (PC), cobra interés ya que estos
fosfolipidos se encuentran en las membranas eucariotas y procariotas (Matsuki et al., 2017, pp.1222-
1232). La Tm de: dilauroilfosfatidiletanolamina (12: 0-PE), dimiristoilfosfatidiletanolamina (14:
0- PE), dipalmitoilfosfatidiletanolamina (16: 0-PE) y diestearoilfosfatidiletanolamina (18: 0-PE)
aumenta a medida que aumenta la longitud de las cadenas provocando mayor interaccion de Van
der Waals entre las colas de estos fosfolipidos (ver Tabla 1-3).

Los resultados de estudios sobre la comparacion de la interaccion de los complejos de
tributilestafio (TBTA) y trifenilestafio (TPhTA) 2- [4 (dimetilamino) fenilazo] benzoatos con la
membrana lipidica de DPPC (Pruchnik et al., 2018, pp.691-700). Tanto TBTA como TPhTA pertenecen
al grupo de agentes anticancerosos prometedores. En la Tabla 1-3 se observa como estos
benzoatos conservan la Tm, sin embargo, la fase de pretransicion en el caso del TPhTA se elimina
al aumentar el nimero de moles del mismo puesto que los compuestos de este agente

anticanceroso se incorporan en la region polar-apolar (Gréafico 12-3).

a) TBTA b) TPhTA
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Gréfico 12-3. Termograma de membranas modelo DPPC més a) TBTA y b) TPhTA
Fuente: (Pruchnik et al., 2018, p.695).

La influencia de los acidos grasos libres (FFA) en la interaccion nisina-membrana también resulta
un tema de interés, puesto que, se ha demostrado que los FFA estan involucrados en varios

procesos celulares mediados por la membrana, desde la modulacion de los procesos de
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sefializacion y las funciones de las proteinas unidas a la membrana hasta la fusion de vesiculas y
células lipidicas o la modificacion de micro dominios lipidicos de las bicapas de fosfolipidos
celulares. Los niveles alterados de FFA son recurrentes en casos patoldgicos como la diabetes,
causando alteraciones en el metabolismo celular, asi como en las propiedades fisico-quimicos
como termodinamicas de las bicapas de los fosfolipidos celulares. Los resultados en membranas
modelo de DPPC, sefialan que la presencia de FFA y la nisina (un péptido) promueven las
transiciones de las fases termodinamicas, asi como la reorganizacion de los lipidos (Saitta et al.,
2020, pp.13535-13544).

El Gréfico 13-3 muestra como la membrana modelo sin FFA ni nisina (curva gris) y la membrana
que solo contiene FFA (curva negra), al aumentarles 30 uM de nisina (curva roja), la transicion
de fase se ve estabilizada por la nisina y los FFA, influenciando en la transicion de fase, a

temperaturas entre 5 y 55°C.

4 -==Membrane + 30uM Nisin
——Membrane + 20% FFA
——Membrane + 20% FFA + 30uM Nisin

endo

€,/ kIK-'-mol

Gréfico 13-3. Termograma de membranas modelo con FFA y
nisina.
Fuente: (Saitta et al., 2020, p.13541).

3.4.  Aplicaciones del comportamiento termotropico

En medicina, el estudio del comportamiento termotrépico por DSC de los farmacos es un requisito
por parte de las agencias reguladoras de los mismos pues mediante su caracterizacion, indican si
un farmaco tiene estabilidad en su formulacion.

El efecto de un profarmaco lipidado de mitomicina C (MLP) sobre la membrana de una
formulacion de liposomas pegilados o unidos (PL-MLP), también conocida como Promitil® (el

cual es una nanomedicina anticancerigena a base de liposomas), muestra mediante DSC que la

44



formacién de dominios heterogéneos del profarmaco al elevarlo a una alta temperatura, presenta
una entalpia alta representada por una endorterma aguda, sin embargo, se va estabilizando,
desapareciendo estos dominios heterogéneos, conduciendo a una membrana homogénea con
interacciones lipidicas méas fuertes y temperatura de transicién mas alta; esto como resultado de
que el MLP aumenta la rigidez de la membrana de los liposomas porque se ubican ordenadamente
entre las cabezas polares de la membrana liposomal PL-MLP. Por lo tanto, la configuracion
estable puede explicar la alta estabilidad de la formulacion PL-MLP. Estos resultados también
nos proporcionan un ejemplo interesante de la aplicacion de DSC de alta sensibilidad en la
comprension de la dindmica composicion-estructura-comportamiento de nanoportadores
liposomales que tienen un farmaco basado en lipidos como ingrediente farmacéutico (Wei etal.,
2017, pp.1229-1238).

Cada vez mas evidencias han demostrado que las moléculas de farmacos interactian directa o
indirectamente con la membrana que, a su vez, da lugar a cambios en las propiedades, la actividad
farmacoldgica y la biodisponibilidad de un farmaco. La interaccion desfavorable del farmaco con
la membrana lipidica puede tener efectos adversos, como la resistencia al farmaco.

El efecto termotropico de los compuestos de organoestafio como el TBTA y TPhTA (posibles
anticancerigenos) sobre el ADN plasmidico es relevante, ya que usualmente los compuestos de
organoestafios tienen efecto antitumoral, generando cambios en la estructura y funciéon de la
membrana. Resulta que para estos dos compuestos solo se encuentra un cambio de conformacion
fraccional que no condujo a la conformacién compacta, sin embargo, el analisis de los tiempos
de difusion indica que TPhTA interact(a con el ADN de un modo diferente al de TBTA (Pruchnik
et al., 2018, pp.691-700).

Otra aplicacion del efecto termotrépico empleando las técnicas de DSC y FTIR fue la
determinacion de los cambios en las propiedades fisicas de las membranas lipidicas de DPPC
inducidos por los extractos de ardndonos de diferentes tipos: arbusto bajo (LB), arbusto alto (HB)
y arandano silvestre (WB). Todos los resultados experimentales hechos con DSC y FTIR indican
que los compuestos polifendlicos contenidos en estos arandonos interactiian con la parte polar de
la superficie de la membrana y practicamente no tienen influencia sobre la fluidez en la region
hidréfoba de las membranas. Los compuestos polifendlicos crearon una capa protectora especifica
alrededor de la membrana lipidica, a través de la ubicacién en la superficie de la membrana
(Pruchnik et al., 2018, pp.679-689).

El comportamiento termotrépico de la membrana lipidica modelo con anestésicos locales
(compuestos anfifilico que reprimen la sensacion de dolor en una regién particular de aplicacion
en el cuerpo al prevenir reversiblemente el potencial de accién responsable del impulso nervioso)
como el PEtOh, hacen posible descubrir el mecanismo de accién de los mismos pues se sabe que

los anestésicos interactian con las biomembranas mediante dos mecanismos combinados:
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interaccion indirecta de anestésicos locales con lipidos de membrana y por interaccién directa de
anestésicos locales con proteinas de membrana pertenecientes a la familia de canales y receptores.
Los resultados del comportamiento termotrdpico indican que a cierto grado de concentracion
entre 1-2% de PEtOH, existe una interdigitacién con la membrana, lo cual provoca que la Tm
disminuya progresivamente (Reddy et al., 2018, pp.22-27).

La pinocembrina (PINO) es el principal flavonoide que se encuentra en el prop6leo y la miel, y
estas sustancias son producidas por las abejas; también se puede encontrar en plantas, frutas,
verduras, nueces, semillas y otras fuentes naturales. Esta molécula ha demostrado tener actividad
biolégica como antibidtica, fungicida, antioxidante, antitumoral, anticancerosa, antiinflamatoria
y neuro protectora. Ademas, PINO ha mostrado una variedad de propiedades que podrian ser
prometedoras para el tratamiento de enfermedades como la aterosclerosis, el choque isquémico,
el cancer, las enfermedades cardiovasculares y las enfermedades del sistema nervioso central. Sin
embargo, su baja solubilidad limita su aplicacion y biodisponibilidad. Es por ello que estudios
sobre el comportamiento termotropico de liposomas con PINO reportan que los liposomas
formados con DMPC son una opcidn viable como sistemas portadores de pinocembrina para ser

utilizados como sustancia activa en la industria farmacéutica (Uria y Perez, 2019, pp.399-409).
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CONCLUSIONES

Mediante la revision bibliogréafica de publicaciones se estudid las caracteristicas, funciones y
propiedades de los fosfolipidos, dentro de estas estan el auto ensamblaje para formar bicapas
lipidicas debido a su caracter anfifilico (cabeza polar hidrofilica y cola hidrofébica), el grado de
insaturacion, y longitud de la cadena la cual influye en las interacciones de Van der Waals, a
mayor longitud mayor fuerza de interaccion molecular. Las propiedades de los fosfolipidos al
formar membranas lipidicas son importantes puesto que tienen la capacidad de auto reparacion;
la fluidez, caracteristica de las colas de estos fosfolipidos, que se ve afectada cuando hay cambios
en la temperatura de la membrana o cuando hay cambios en la estructura; otra caracteristica es la
asimetria debido a que la distribucion de fosfolipidos en la membrana es heterogénea, la
monocapa citosolica y el monocapa exterior presentan diferencias. Finalmente, la permeabilidad
siendo capaz de mantener diferencias de concentracion de solutos entre distintos
compartimientos.

Mediante el uso de base de datos de cuatro revistas cientificas especializadas (SPRINGER,
PUBMED, ELSEVIER y ACS PUBLICATIONS) se selecciond los articulos publicados en el
estudio del comportamiento termotrépico de los fosfolipidos se hizo en Excel una base de datos
con 53 articulos cientificos sobre los fosfolipidos y su comportamiento termotrépico.

Se comprendié el comportamiento termotrépico de los lipidos en la bicapa, que sefiala la
existencia transiciones de fase. La transicion de fase gel (menor fluidez) a fase liquido cristalino
(mayor fluidez) implica una temperatura de transicion conocida como Tm, ademas, existe una
fase de pretransicién denominada fase ondulatoria entre estas dos fases a cierta temperatura de
pre transicién propia del fosfolipido a analizar. Por otro lado, el comportamiento termotrépico de
estas fases presentan cambios o alteraciones al afiadir otros componentes lipidicos como el
colesterol que a cierto porcentaje abolia la pretransicion, pues al colocarse entre los fosfolipidos
disminuye las interacciones de Van der Waals por lo tanto disminuye la temperatura de transicién
y pre transicion.

Las técnicas DSC y FTIR son herramientas esenciales para caracterizar y reconocer el
comportamiento termotrépico de los fosfolipidos. EI DSC muestra termogramas en funcion de la
concentracion del lipido versus la temperatura y/o entalpia, los picos agudos de estos graficos
indican la existencia de transicién de fase debido a un alto grado de cooperatividad; el
ensanchamiento indica poca cooperatividad, incluso la abolicion de la transicidn si estos picos se
ensanchan completamente por la presencia de componentes lipidicos adicionales que

interaccionan con la membrana.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar el comportamiento termotropico de manera experimental corroborando
los resultados vistos por los estudios hechos en las publicaciones citadas, utilizando como
fosfolipido al dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) al ser el que mas mencionado en articulos
cientificos, por tener una estructura simple y porque se encuentran a temperaturas de transicion
asequibles de 41 °C en liquido-cristalina.

Se recomienda investigar otros métodos de caracterizacién que apoyen al proceso del estudio del

comportamiento termotrépico como sondas moleculares de fluorescencia intrinseca y extrinseca.
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ANEXOS

ANEXO A: BASE DE DATOS DE PUBLICACIONES CIENTIFICAS EN EXCEL

Articulos Cientificos - Tecnicas (DSC y FTIR)
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