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Resumen

Instituto de Fisica
Maestria en Ciencias (Fisica)

Interaccién de nanoestructuras de carbono con vesiculas gigantes

como modelo de membranas celulares

por Carlos Alejandro MORENO AGUILAR

El carbono es un elemento muy versatil, capaz de formar un sinntimero de com-
puestos quimicos. Existen distintos alétropos nanométricos de este elemento que
poseen propiedades de gran interés para la industria y la nanomedicina. Sin em-
bargo, aun se desconocen en gran medida los efectos que estas nanoestructuras
causan a los organismos vivos; en particular, los nanotubos de carbono (CNTSs)
son unos de los al6tropos del carbono de gran interés para la nanomedicina por su

habilidad de internalizarse en células de mamiferos.

En este trabajo, utilizamos vesiculas gigantes de una sola bicapa (GUVs;, por sus
siglas en inglés) como modelo experimental, para estudiar la interaccién de na-
notubos de carbono multicapa con membranas biolégicas modelo. Para analizar
los efectos que estas nanoestructuras causan en las membranas de las GUVs utili-
zamos la técnica de electrodeformacién, que nos permite calcular las propiedades
mecanicas de las membranas, como son la dureza de doblado k. y el médulo de
estiramiento . Y mediante microscopia confocal observamos la interaccion de los

CNTs con los lipidos en las membranas de GUVs.

Se compararon las propiedades mecanicas de vesiculas en presencia y ausencia de
MWNTs y se encontré que los nanotubos causan un incremento en la dureza de
doblado de las bicapas, asi como en su modulo de estiramiento. Mediante micros-
copia confocal se encontré que los MWN'T's interactiian con las membranas de las

vesiculas y que ademas pueden penetrarlas y localizarse en su interior.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Nanoestructuras de Carbono

El carbono es un elemento que se encuentra presente en una gran cantidad de
compuestos quimicos, componiendo un 0.027 %[ de la corteza terrestre. Este ele-
mento tiene una quimica muy versatil y puede formar compuestos tanto organicos

como inorganicos.

En su forma elemental, lo encontramos en la naturaleza en diferentes formas
alotrépicas!, las mds comunes son el grafito y el diamante. En condiciones con-
troladas de laboratorio se han encontrado mas tipos de alétropos del carbono
que, a diferencia de los alétropos naturales, sus dimensiones son en el orden de

nanémetros (Figura 1.1).

Dentro de los alétropos nanométricos encontramos estructuras como las del gra-
feno, nanodiamantes, fulerenos y los nanotubos de una pared (SWNT) o de paredes
multiples (MWNT)[26 33l Todas estas nanoestructuras de carbono tienen propie-
dades quimicas y fisicas tnicas que dependen de la configuracion electrénica de

los atomos de carbono que los componen.

Los alétropos son las estructuras moleculares diferentes que puede formar un mismo elemen-
to, estas estructuras varian en el niimero de atomos en la molécula, la estructura quimica y las
propiedades fisicoquimicas; por ejemplo, el ozono (O3) y el oxigeno molecular (O2) son alétropos
del elemento oxigenol!0!
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FIGURA 1.1: Al6tropos nanométricos del carbono. (A) Nanodiamante. (B) Gra-
feno (C) Londsdaelita. (D), (E) y (F) Fulerenos de diferente nimero de carbonos.
(G) Carbono amorfo. (H) Nanotubo de carbono.

La quimica del carbono es muy diversa debido a las configuraciones electrénicas
que puede adoptar este elemento, las cuales le permiten formar una gran variedad
de estructuras al enlazarse con diferentes dtomos. Las distintas configuraciones
electrénicas que puede adoptar son hibridaciones de sus orbitales 2s y 2p, pudiendo
tener hibridaciones sp, sp? y sp®. Cada una de estas hibridaciones da pie a una

orientaciéon distinta para los electrones de valencia del carbono.

A la hibridacién sp la encontramos en los enlaces triples del carbono, formando

moléculas lineales; como en el caso de los alquinos HC=CH.

La hibridacién sp? también genera un acomodo plano de los electrones de valen-
cia con dos enlaces sencillos y uno doble, los cuales se arreglan en un triangulo
equilatero, donde los electrones forman los vértices del mismo y estan separados

por un angulo de 120° entre cada uno de ellos.

Finalmente, los carbonos con hibridacién sp? se caracterizan por formar enlaces

sencillos con un acomodo tridimensional, organizando sus electrones de valencia

en los vértices de un tetraedro; el dngulo entre los enlaces es de 109.8°133).



Capitulo 1. Introduccion 3

En los aloétropos moleculares del carbono, nos encontramos con hibridaciones del
i 2 3 itari En 1 les los & d b

tipo sp” y sp® mayoritariamente. En las cuales los dtomos de carbono son capaces

de formar enlaces dobles y sencillos, respectivamente. A continuacién se mencionan

algunas caracteristicas y aplicaciones importantes de los alétropos moleculares del

carbono.

Los nanodiamantes (Figura 1.1a) se componen de dtomos de carbono con hibrida-
i6 3 enlazad d d 3 d b

clon sp” enlazados a manera de tetraedro con otros cuatro atomos de carbono con

la misma hibridacion. Los nanodiamantes tienen aplicaciones en la industria como

abrasivos, recubrimientos galvanizados, y aditivos de lubricantes. En la medicina

se ha investigado su uso para la entrega controlada de farmacos y vacunas, agentes

antimicrobianos, biosensores, ensayos inmunoldgicos, entre otros!?7.

Con hibridacién sp? nos encontramos al grafeno (Figura 1.1b), los fulerenos (Figu-
ra 1.1d, e y f) y los nanotubos de carbono (Figura 1.1h). Todas estas estructuras
también presentan &dtomos de carbono con hibridacién sp?, las cuales se consi-
deran como imperfecciones del material; pero, los que les dan la mayoria de sus

propiedades fisicas y quimicas son los carbonos con hibridacién sp?.

El grafeno se compone en su mayor parte de atomos de carbono enlazados de
manera plana, cada atomo se enlaza con tres atomos mas de carbono, formando
una red hexagonal. El grafeno tiene aplicaciones en la nanomedicina y en la in-
dustria. Sus aplicaciones son tan diversas que los encontramos como candidatos
como marcadores en imagenologia médica, en dispositivos como nanosensores y
nanodetectores, celdas fotovoltaicas, en entrega controlada de farmacos e incluso

en terapias contra el cancer(.

Los fulerenos, también conocidos como buckyballs, son estructuras semejantes a
balones de futbol, compuestos por atomos de carbono enlazados formando arreglos
hexagonales y pentagonales, los que permiten que sean objetos curvados. Estas
estructuras tienen una gran importancia en la industria de la electréonica ya que
al doparse con metales alcalinos adquieren propiedades de superconductores. Sus

aplicaciones también son muy diversas pues los podemos encontrar en dispositivos
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electrénicos como supercapacitores, o en la industria médica como transportadores

de farmacos encapsulando en su interior a los compuestos de interés®.

Los nanotubos de carbono se pueden considerar como una hoja de grafeno enrolla-
da sobre si misma (Fig.1.2a), de manera que se forme un cilindro. A los nanotubos

los podemos clasificar en dos grandes grupos:

» Nanotubos de una sola pared (SWNT; Figura 1.2b). Los nanotubos de una
sola pared poseen caracteristicas fisicas muy particulares, pues dependiendo
del enrollamiento de la hoja de grafeno los podemos encontrar con propieda-
des metalicas o semiconductoras. Los diametros tipicos de estos nanotubos
van de 1 a 10 nm; mientras que sus longitudes van desde 50 nm hasta 1

Lml26].

= Nanotubos de paredes multiples (MWNT; Figura 1.2¢). Los nanotubos mul-
ticapa son siempre metalicos, pues al tener en su estructura un nanotubo
de caracteristicas metalicas, toda la estructura se volvera conductora. Los
diametros tipicos de estas estructuras van de 2.5 hasta los 30 nm y sus lon-
gitudes desde 10 nm hasta 1 ymP%. En la actualidad se pueden sintetizar

con longitudes que alcanzan los centimetros.

Los nanotubos de carbono son un sistema de gran interés en el area de la nanome-
dicina. Las propiedades més atractivas de estas estructuras para las aplicaciones
médicas son, por ejemplo, sus didmetros en la escala nanométrica, que les permiten
interactuar con los organismos vivos a nivel molecular; su gran area superficial,
la cual se puede aprovechar para unirle grupos funcionales e implementarlos co-
mo acarreadores de farmacos; y el hecho de estar compuestos principalmente por

carbono, que les permite ser modificados utilizando ciertas reacciones quimicas.

Es sabido que estas estructuras, son toxicas para los organismos vivos cuando no
han sido correctamente tratadas. Los CNTs recién formados contienen impurezas
metalicas como producto de las reacciones de sintesis. Es debido a esto que se ha

frenado el uso de estas nanoestructuras en la medicina, ademéas de los altos costos
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(A) Lamina de grafeno enrollada para (B) Nanotubo de carbono de una sola
formar un nanotubo de carbono. pared.

(¢) Nanotubo de carbono de paredes
multiples.

FIGURA 1.2: Nanotubos de carbono. (A) Diagrama representativos del enrolla-
miento de una ldmina de grafeno para formar un nanotubo. (B) y (C) Esquemas
de un SWNT y un MWNT respectivamente.

de produccion y la dificultad de producir nanotubos con las mismas propiedades
fisicas como: quiralidad, longitud, didmetro, niimero de paredes, etc. Sin embar-
go, se han realizado diversos estudios en los que se trata de entender cuales son
las caracteristicas de los nanotubos que los vuelven téxicos, para controlarlas y

modificar quimicamente a los CNTs, volviéndolos biocompatibles.

En este trabajo nos enfocaremos en la interaccion existente entre los nanotubos

de carbono puros (“pristine”?), y las membranas bioldgicas.

2El termino “pristine” se refiere a la pureza de los nanotubos, indicando que no se les ha
modificado quimicamente
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1.1.1. Nanotubos de carbono y sistemas bioldgicos

Los nanotubos de carbono tienen un gran potencial en el area médica debido
a las propiedades tan particulares mencionadas anteriormente. Estos sistemas se
tienen como candidatos importantes en diversas aplicaciones, como por ejemplo:
los nanosensores, nanomotores, agentes de contraste, biomarcadores y excipientes

para la entrega controlada de farmacos, entre otros!'?.

Ademas, se sabe que los CNT's son capaces de interactuar con células de mamiferos
y sus componentes, llegando incluso a internalizarse por dos mecanismos diferentes:
uno en el cual la célula participa activamente, llamado endocitosis y otro en el que
los CNTs se internalizan sin la intervencién de la maquinaria celular, mediante
difusién. Gracias a esta habilidad, los CN'T's son grandes candidatos para la entrega

controlada de farmacos.

En el 2005, Dai et al., reportaron que los CNTs son capaces de internalizarse
en células de humano en cultivo, incluso cuando llevaban unidos a su superficie
proteinas como la estreptavidina y el citocromo ¢ (Figura 1.3). Ellos reportaron que
esta internalizacion se llevd a cabo mediante endocitosis, ya que en los ensayos de
fluorescencia se observé que los CN'T's colocalizan con los endosomas en las células

incubadas con los CNTs!,

También en el 2005, Prato et al., reportaron que los nanotubos se internalizan a las
células pasando a través de la membrana celular mediante un proceso de difusién
simple, pues al incubar células de humano con los CNT's en presencia de inhibidores
de la endocitdsis y analizarlas con microscopia de transmisién de electrones (TEM),
pudieron observar algunos nanotubos en el proceso de translocacién, los cuales se
encontraban atravesando la membrana celular (Figura 1.4). Esta configuracién de
los nanotubos, perpendicular a la membrana celular, sugiere que la internalizacién
de estas estructuras se lleve a cabo mediante un mecanismo similar al de las

nanoagujas'?.

Como estos, existen mas reportes en la literatura que tratan de identificar el me-

canismo mediante el cual los CNTs entran a las células. Al respecto, podemos
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FIGURA 1.3: Microscopia confocal de células tras 2h de incubacién con SWNTs

funcionalizados con diferentes proteinas (las proteinas fueron marcadas en ver-

de). (A) Células HL60 tras incubacién con estreptavidina-CNTs. (B) Célu-

las HL60 incubadas con BSA-CNTs. (C) Células HeLa tras incubacién con

estreptavidina-CNTs en presencia de un marcador rojo para vesiculas endociti-

cas. (D) Células HeLa incubadas con CitocromoC-CNTs en presencia del mar-
cador para vesfculas endociticas.[!!]

concluir que la internalizacién de los nanotubos de carbono en las células, se puede
llevar a cabo mediante endocitosis o mediante difusiéon. Sin embargo, las condicio-
nes necesarias, que lleven a los nanotubos a internalizarse mediante una via o la
otra, son desconocidas; esto debido a que se sabe muy poco acerca de los mecanis-
mos de interaccion existentes entre los CN'Ts y los organismos vivos, asi como los
efectos que los nanotubos de carbono causen a nivel celular, dependiendo de sus

propiedades fisicas y quimicas.

Con la finalidad de entender mejor el fenémeno de translocacién, es necesario
crear un panorama mas amplio de la interaccién que existe entre los CNTs y las
células. Para lograr esto, primero debemos conocer los efectos que causan los CNT's

directamente en la membrana, al penetrarla y translocarse.
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FIGURA 1.4: TEM de una rebanada transversal ultra delgada (90nm) de células
HeLa incubadas con MWNTs, en presencia de inhibidores de la endocitosis.?

Es por esto que en este trabajo proponemos analizar los efectos que causan los

CNTs, en sistemas modelo que representen a una célula.

1.2. La membrana plasmatica

A los organismos los podemos clasificar en dos grandes grupos: eucariontes y proca-
riontes. Estos grupos tienen muchas diferencias, la mas notoria es que los eucarion-
tes son organismos compartamentalizados; es decir, tienen organelos delimitados
por membranas en su interior, mientras que los organismos procariontes no estan
estructurados de esta manera. Sin embargo, ambos grupos coinciden en un aspecto
muy importante: tienen una membrana lipidica que los delimita del exterior, a la

cual conocemos como membrana citoplasmatica.
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La membrana celular o membrana citoplasmaética es la primer barrera que delimita
el interior de las células. Esta compuesta por una mezcla de lipidos y proteinas que
interactiian unos con otros y con los componentes del citoplasma, esta interaccién
previene la difusion libre de los constituyentes membranales, confinandolos a cier-
tas regiones(® . La membrana celular no sélo se encarga de delimitar el interior
de la célula, sino que también se encarga de una gran cantidad de actividades co-
mo la internalizacién de nutrientes y sustancias; la interaccién con las superficies
de otras células y estructuras mediante sitios de adhesién, transduciendo senales
mecanicas; hasta la excrecién de desechos y sustancias como péptidos y moléculas

que sirven como senales para otras células.

La membrana plasmatica es en extremo dinamica, y gracias a ella es que existe
comunicacion entre el medio extracelular y el interior de la célula. Una manera
en que se transmite informacién a través de la membrana es mediante el uso de
vesiculas secretorias, las cuales son pequenas regiones de la membrana celular que
se pliegan formando compartimentos aislados, almacenando diferentes tipos de

sustancias de importancia para la comunicacion intercelular.

Incluso en el interior de las células eucariontes, la membrana desempena una gran
cantidad de funciones, como delimitar el interior de los organelos (nicleo, mito-
condrias, cloroplastos, reticulo endoplasmico, etc.), servir de reservorio de iones
calcio Ca*? (REL), ayudar a la sintesis de proteinas membranales (RER), almace-
nar y transportar nutrientes (aparato de Golgi), servir de andamio molecular para
el metabolismo llevado a cabo por las proteinas (mitocondria), entre muchas otras

funciones(!l.

En la siguiente seccion se discutirda la estructura de la membrana plasmaética,
desde las primeras nociones acerca de ésta, hasta las que dieron pie al modelo
actualmente aceptado, incluyendo la importancia de un modelo de estudio de la

membrana plasmatica.
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1.2.1. Estructura de la membrana celular

La membrana celular es una estructura compuesta en su totalidad por moléculas
anfiflicas, que como se mencioné anteriormente, son en su mayoria lipidos y pro-
teinas. La mayor parte de los lipidos que componen a la membrana citoplasmica
son fosfolipidos. En cambio, las proteinas de la membrana son de una gran va-
riedad de tipos, desde receptores, transductores de senales y enzimas, proteinas

estructurales, canales y transportadores.

Los fosfolipidos son moléculas anfifilicas, lo cual quiere decir que poseen dos re-
giones: la primera, a la que llamaremos cabeza, es una regién polar o hidréfila; y

la segunda, a la que se conoce como colas, es una regién hidréfoba (Figura 1.5).

La region hidréfoba de los fosfolipidos estd compuesta por cadenas alifaticas, que
pueden variar en longitudes, siendo desde 12 hasta 24 carbonos. Usualmente, una
cadena posee un doble enlace en configuraciéon “cis”, mientras que la otra no. El
numero de enlaces dobles de las cadenas, influye en gran medida al acomodo que
pueden adoptar los fosfolipidos en la membrana y por lo tanto, también modifica

la fluidez de la misma.

Cabeza Colina
polar
L Grupo fosfato
Cola
hidrofoba

ope.ines oseib oply

FiGurA 1.5: Diagrama de un fosfolipido. Los fosfolipidos tienen dos regiones
de interés, una regién polar y una no polar.
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Podemos clasificar a los fosfolipidos que componen las membranas en dos princi-
pales grupos: fosfoglicéridos y esfingolipidos. Los primeros son los mas abundantes
y su estructura estd formada por una molécula de glicerol, la cual tiene unidas
dos cadenas de acidos grasos mediante enlaces tipo éster en atomos de carbono
adyacentes. Y en su tercer carbono, tiene unido un grupo fosfato, que a su vez
puede unir muchos tipos de grupos funcionales. En la figura 1.6a-c vemos que

la estructura comun es el glicerol, por lo tanto, a estos fosfolipidos los llamamos

fosfoglicéridos.

Los esfingolipidos estan formados por una molécula de esfingosina (Figura 1.6e), la
cual tiene unida una cadena de un acido graso en el grupo amino (NHs) y un grupo
fosfato en el ultimo de los grupos hidroxilos. En la figura 1.6d la estructura bésica
es la esfingosina (Figura 1.6e) por lo que a estos fosfolipidos los llamamos esfin-
golipidos. En la figura 1.6 podemos ver los cuatro diferentes tipos de fosfolipidos

que forman mayoritariamente a las membranas de mamiferos.

CH3
CH3~_ ! _-CH3
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CH CH
4
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| : . |
CH; c'H—(l'rL,= CH;—CH—CH CH;—CH—CH llrl—ll'H CH;, Hcl:fc_n —CH,
| ~
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FATTY CHAIN

FATTY ACID TAIL
FATTY ACID TAIL
FATTY ACID TAIL
FATTY ACID TAIL
FATTY ACID TAIL
FATTY ACID TAIL

(A) (B) (©) (D) (B

FiGgurA 1.6: Fosfolipidos més abundantes en las membranas de mamiferos.

(A) Fosfatidiletanolamina (PE); (B) Fosfatidilserina (PS); (C) Fosfatidilcolina

(PCh); (D) Esfingomielina (SM); (E) Esfingosina. Nétese que tnicamente la
fosfatidilserina posee una carga neta negativa

Es debido a su naturaleza anfifilica, que los fosfolipidos se autoensamblan es-
pontaneamente al estar inmersos en un medio hidréfilo: de tal forma que las colas

hidréfobas de estas moléculas quedan escondidas del medio, agregéndose entre si;
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mientras que las cabezas polares permanecen expuestas al exterior, cubriendo el

interior hidréfobo de la bicapa.

La geometria de las moléculas es de gran influencia en la estructura que obtienen
las membranas al ensamblarse. Podemos encontrar un sinntimero de moléculas
anfifilicas en la naturaleza con diferentes geometrias. Las mas comunes poseen
geometrias cilindricas y cénicas (Figura 1.7). Dependiendo de la geometria de
cada molécula y de su concentracion, se forman diferentes estructuras lipidicas,

dentro de las que encontramos a las micelas, bicapas, y vesiculas.

Am h!phlfe Self-Organized Aggregate
Structure Curvature
(cpp Val'ue,l
+
' 4
Cone Sphere
(cpp <1/3)
Truncated % Cylmder.

(1/‘3< cpp <1'/2]

Truncated @
Cone

(Bilayer) Vesicle

(172<cpp <1)

Cylinder Lamellar
(cpp ~1)

A0 0

Truncated Reverse Sphere
Cone
(cpp <1)

F1cUrA 1.7: Influencia de la geometria en el ensamblado de estructuras. Esque-
ma representativo de las estructuras autoensambladas por agregados de molécu-
las de diferentes geometrias. Imagen tomada de la referencia [24].

Los fosfolipidos tienen una simetria cilindrica, por lo tanto, estos tienden a formar

membranas planas. Sin embargo, al formar estas estructuras, se generan regiones
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en la periferia de la membrana de gran hidrofobicidad; por lo que eventualmente,
las bicapas planas tienden a cerrarse sobre ellas mismas para cubrir estas regiones
hidréfobas, formando compartimentos esféricos cerrados, a los cuales se les conoce

como vesiculas (Figura 1.7).

Esta bicapa lipidica sirve de limite entre la parte interna y la externa de la célula,
pues por su caracter hidrofobo, la membrana es casi totalmente impermeable a

distintas moléculas hidrofilas.

Ademas de tener fosfolipidos, las membranas de células eucariontes contienen
grandes cantidades de colesterol, comprendiendo hasta el 50% de su composi-
cién lipidicalll. El colesterol confiere mayor rigidez a la membrana al intercalarse
entre las moléculas de fosfolipidos, impidiendo que éstos difundan facilmente. Es-
to sucede porque a temperatura ambiente el colesterol se encuentra en un estado
ordenado, a diferencia de los lipidos que son L, el cual es un estado desordenado
que confiere el cardcter de fluidez a la membrana®. Esta molécula es un esterol,
estd compuesta por una estructura rigida de anillos, a la cual estan unidos un
grupo hidroxilo (OH) y una cadena lipidica corta (Figura 1.8). El colesterol se
orienta en la membrana, con su grupo hidroxilo cerca de las cabezas polares de los
fosfolipidos adyacentes y con su cadena lipidica cerca de las cadenas no polares de

los fosfolipidos.

Recapitulando, hasta el momento hemos hablado de los mayores componentes de
las membranas plasméticas (lipidos, colesterol, proteinas), sin embargo, aun no
tenemos una imagen clara de como luce una membrana celular. El primer modelo
que explicaba la membrana celular fue propuesto en 1972 por Singer y Nicholson,
ellos lo llamaron Modelo del Mosaico Fluido. En este modelo, ellos recabaron la
informacion obtenida hasta ese momento acerca de los componentes de la mem-
brana plasmatica, mismos que ya se han mencionado, ademas de incluir imagenes

de microscopia electronica de transmisién de membranas celulares. El modelo del

3Los lipidos en las membranas pueden adoptar diferentes fases dependiendo del ordenamiento
que presenten las moléculas. Las principales fases son L. o subgel, la cual es una fase muy
ordenada; Lg o gel, que es ligeramente mas hidratada que la anterior; por ultimo L, o liquido
cristalina, la cual es la de mayor importancia fisiolégicamente y es la mas desordenada de las
tres fases!!?l.
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CH,4

F1GURrA 1.8: Estructura del colesterol.

mosaico fluido plantea a la membrana como una estructura formada por una ma-
triz de fosfolipidos: los cuales se arreglan en una estructura de bicapa discontinua,
con las cabezas polares hacia el medio acuoso y las colas hidréfobas en el interior
(justo como se menciond anteriormente); en dicha matriz estan embebidas algunas
proteinas globulares que se encuentran distribuidas de manera aleatoria por toda

28]

la membrana Es importante notar que en este modelo los fosfolipidos de la

membrana son el “solvente”, en el cual se encuentran inmersas las proteinas.

Aun cuando ya han pasado mas de 40 anos desde que se propuso esta idea, el mo-
delo del mosaico fluido sigue siendo vigente y 1util para explicar algunos fenémenos
que ocurren en las membranas celulares. Sin embargo, se han ido agregando y
corrigiendo algunos puntos de este modelo. Por ejemplo, es bien sabido que las
células endoteliales tienen una organizacién en una direccién preferencial™; lo
cual inmediatamente se opone a la propuesta de que las proteinas se encuentran
dispuestas al azar en un mar de lipidos. También se sabe que no es un fluido com-
pletamente, pues se ha visto que las proteinas no difunden libremente en las mem-
branas celulares, sino que lo hacen pasando por compartimentos!'> 25!, Ademas,
los mismos fosfolipidos en la membrana plasmética se difunden maés lento (existe
un confinamiento!® ') de lo que se esperaria en el modelo de Singer y Nicholson
(difusién brownianal?l); esto debido a que en realidad la membrana no es un con-

tinuo de moléculas, sino que existen compartimentos en la membrana que impiden
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FiGuraA 1.9: Esquema del modelo del mosaico fluido. Dibujo original del modelo
del mosaico fluido de Singer y Nicholson 28]

la difusién de las moléculas en distancias largas!®.

Esta compartamentalizacion se debe a las proteinas del citoesqueleto que se unen
a las proteinas de la membrana, manteniendo una estrecha comunicacion entre
las proteinas del interior de la célula, las de la membrana y las del espacio ex-
tracelular. La interaccion entre las proteinas del citoesqueleto, de la membrana y
los lipidos de la misma, es la causante de formar dominios en la membrana, los
cuales modifican las distancias permitidas de difusién de todas las moléculas que
conforman la membrana plasmatica. Esta misma interaccién es la responsable de
mantener concentradas en una regién a las proteinas que tienen una funcién en

comunl6 221

Actualmente, el modelo de la membrana plasmatica toma como base al modelo

del mosaico fluido de Singer y Nicholson, pero se ha complementado con los ex-

perimentos de seguimiento de molécula tinica por fluorescencial® 151925 291 o por

otras técnicas de fluorescencia como FRAPI y micrografias electrénicas de alta

21]

resolucién de la membranal?!l, entre otros.

En resumen, la membrana plasmatica es una estructura altamente compleja, en la
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cual se encuentran un sinniimero de moléculas como lipidos, proteinas y carbohi-
dratos, los cuales realizan sus funciones gracias a la estructuracion preferencial de
la membrana. Y el modelo que se usa para explicar a la membrana actualmente
comprende muchos mas conceptos que los que consideraron Singer y Nicholson.
Algunos de éstos son: La motilidad de las proteinas de la superficie de la membra-
na se ve restringida por la segregacién de dominios en la membrana; las proteinas
en la membrana colocalizan unas con otras, haciendo del mosaicismo del modelo
de Singer y Nicholson una cualidad prevalente; encontramos dominios en la mem-
brana a diferentes jerarquias espaciales, en los cuales los agregados de proteinas

son organizados por interacciones débiles o fuertes, en el interior y exterior de la

[31]

membrana respectivamente

Ficura 1.10: Reconstruccion 3D de la membrana plasmatica. Micrografia
electrénica de la cara interna de la membrana plasmética de una célula NRK[21.
La imagen fue reconstruida utilizando multiples imédgenes tomadas con el mi-
croscopio de transmision de electrones. Las flechas blancas indican los puntos
donde los filamentos de actina interactian con proteinas de la membrana.

Gracias a las técnicas de microscopia electronica actuales, podemos apreciar con

claridad el grado de complejidad de una membrana real, en la figura 1.10 vemos
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una reconstruccion 3D de la membrana plasmatica. Al ver la gran cantidad de
moléculas que forman una membrana, nos damos cuenta que el modelo del mosaico
fluido estaba muy lejos de la realidad. Sin embargo, para estudiar un sistema de
este tipo, es necesario implementar modelos experimentales que reduzcan el nivel
de complejidad del mismo. En este trabajo nosotros proponemos el uso de vesiculas
gigantes de una sola capa (GUVs), como un modelo experimental de la estructura

bésica de una membrana celular.

1.3. GUVs: Un modelo experimental de la mem-

brana plasmatica

El interés de este trabajo es estudiar los efectos que causan las estructuras de
carbono en las membranas celulares. Sin embargo, la increible complejidad de una
membrana celular es tal que, con nuestro enfoque, resulta imposible considerar
a la enorme cantidad de parametros que se involucran al trabajar con un siste-
ma 100 % natural. Al medir las propiedades mecanicas de los sistemas de interés,
tenemos que ser capaces de distinguir en que medida contribuye a la dureza de
la bicapa cada componente de la membrana. Por esta razén, para investigar este
tipo de interacciones, lo mas conveniente es utilizar un modelo experimental que
nos permita reducir el grado de complejidad del sistema. El sistema experimental
que proponemos en este trabajo, se basa en el uso de vesiculas gigantes de una
sola capa, a las que nos referiremos como GUVs (por sus siglas en inglés), co-
mo un modelo de la membrana celular para investigar los efectos que causan las

nanoestructuras de carbono sobre la bicapa.

Las vesiculas o liposomas son compartimentos esféricos cerrados, estan formadas
por bicapas de fosfolipidos, de la misma manera que una membrana celular (Figura
1.11). A las vesiculas las podemos encontrar con multiples capas (similar a una
cebolla), con vesiculas internas sin ser concéntricas (multivesiculares) o con una
sola capa, las cuales son las que nos interesan en este trabajo por su mayor parecido

a la estructura basica de una célula. Estas estructuras existen en un amplio rango
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FiGurA 1.11: Esquema de una vesicula. En la izquierda se aprecia una carica-
tura de un vesicula, la cual estd formada por fosfolipidos (derecha), de la misma
manera que una membrana celular.

de tamanos, de menos de 50 nm les llamamos SUVs (Small Unilamellar Vesicles),
desde 50 nm hasta 1 pm reciben el nombre de LUVs (Large Unilamelar Vesicles),
y més grandes de 1 pm son las que llamamos GUVs (Giant Unilamelar Vesicles).
Estas tltimas pueden alcanzar didmetros de més de 100 pym (Figura 1.12).

suv Luv Guv Multilamellar Multivesicular
<100 nm 100-1000 nm >1pm

° 0O

FicuraA 1.12: Tipos de vesiculas. En la imagen se ilustran los tipos de vesiculas
que podemos encontrar. De izquierda a derecha: SUVs, LUVs, GUVs y multi-
capas (MLVs) y multivesiculares (MVVs)

Una gran ventaja que ofrecen estos sistemas al usarlos como modelo experimental,
es la total ausencia de proteinas en la membrana y el interior de la estructura, lo
que facilita el control de las variables involucradas en los experimentos; ademas, por
su tamano en el orden de pum es facil observarlas con la ayuda de un microscopio
optico, las imagenes de mejor calidad se obtienen al utilizar un microscopio de

contraste de fases (Figura 1.13).

Existen diferentes técnicas que nos permiten estudiar las propiedades mecani-

cas de las vesiculas. La primer técnica que se implementé fue la de succién con

7]

micropipetas!”), posteriores a esta técnica se han reportado diferentes metodologfas,

que permiten estudiar la dureza y flexibilidad de membranas de vesiculas, como
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T

FiGurA 1.13: Imagen tipica de GUVs de EggPC vistas con contraste de fases.
Fotograffa tomada con un aumento de 40x en un microscopio de contraste de
fases, las vesiculas tienen una solucién de sacarosa 0.2 M en su interior y estan
dispersas en una solucién de glucosa 0.2 M. Esta imagen fue tomada en el
laboratorio, se aprecia la dispersion de tamanos de las vesiculas.

[14]

la deformacién de las vesiculas por medio de campos eléctricos alternos, o por

23]

analisis de fourier de las fluctuaciones de la membranal®! entre otros.

La técnica que usamos para el desarrollo de este trabajo es la de electrodeforma-
cién, la cual es una técnica no intrusiva que permite un control fino del sistema.
Esta metodologfa fue reportada por primera vez en 199114 donde aplicaban ecua-
ciones de un modelo descrito antes por Helfrich y Winterhalterl®?, que explica el
comportamiento de vesiculas esféricas cuando son sometidas a campos eléctricos

alternos.

1.3.1. GUVs en campos eléctricos alternos

Desde finales de los anos 70s se sabe que las vesiculas pueden ser deformadas al
colocarlas en campos eléctricos alternos, adoptando formas elipsoidales. En 1991
Kummrow y Helfrich desarrollaron un modelo teérico en el que explican el com-

portamiento de las vesiculas al ser sometidas a campos eléctricos alternos!'¥. Ellos
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determinaron el cambio de forma ocasionado por el campo eléctrico en las vesicu-
las. Sin embargo, hicieron esto para vesiculas en las que los medios internos y

externos eran iguales.

Fue hasta el 2009 cuando Dimova et al.,®) mostraron que las vesiculas pueden
adoptar diferentes configuraciones dependiendo de la frecuencia del campo aplica-
do a las vesiculas y de la razon existente entre la conductividad del medio interno
y externo xy = Ain/Aex. En la figura 1.14 se muestra el cambio en la morfologia
de las vesiculas y se puede apreciar que las vesiculas pueden adoptar configura-
ciones paralelas al campo eléctrico aplicado (prolatas) y perpendiculares al campo

eléctrico (oblatas).

3
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F1GURA 1.14: Diagrama de fases de vesiculas a diferentes frecuencias y conduc-

tividades. En la imagen se pueden ver las diferentes configuraciones que adoptan

las vesiculas dependiendo de la razén en las conductividades interna y exter-

na (eje x), con respecto a la frecuencia del campo eléctrico aplicado v (eje y).
Imagen tomada de la referencia [5]

La deformacién que sufren las vesiculas se debe a la presencia del campo eléctrico,
el cual genera un estrés en la membrana aplanando las ondulaciones de la misma.

El modelo tedrico que describe este fendémeno es el siguiente.
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Modelo de Kummrow y Helfrich de la Electrodeformacion de GUVs

Supongamos que la configuracion inicial de las vesiculas es en forma de esferas,
por lo tanto las coordenadas que aprovechan mejor la simetria del problema son
las esféricas. Escogemos que la direccion del campo eléctrico aplicado sea en la di-
reccién z de nuestras coordenadas, como se muestra en la figura 1.15. Este campo
eléctrico genera un estrés en la membrana que se puede describir con el tensor de
estrés de Maxwell. Por consideraciones geométricas se toma unicamente la com-

ponente 77 de dicho tensor¥:

9
T = _§€05WE(2) sin® 6 (1.1)

donde T, es la componente radial del tensor de estrés de Maxwell, ¢y v ey son
las permitividades eléctricas del vacio y del agua, respectivamente, Ej es el campo

eléctrico lejos de la vesicula y 6 es el angulo polar de nuestras coordenadas.

Kummrow y Helfrich hicieron una correccion extra. Ellos consideraron la atenua-
cién del campo eléctrico en la superficie de la membrana, debido al cambio de forma
de esta. Utilizando un factor de correccién que dedujo Landaul'® para cascarones

elipsoidales en campos eléctricos

2+E’>b2
5 5a?

donde a y b son los semiejes mayor y menor del elipsoide de revolucién, respecti-

vamente. Con esta correccién, la ecuacién 1.1 queda

2 30
T, = ——EOEWES (— + ——) sin? 6
a

El campo eléctrico actia en la membrana dependiendo de las conductividades
internas y externas, ejerciendo una fuerza que deforma a las vesiculas de manera

prolata u oblata segiin sea la proporcion en las conductividades de los medios
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interno y externol”. En la figura 1.15 se muestran estas deformaciones y las fuerzas

que actian en la vesicula.

b) tr c)
(1
% Nesdad?

- } E

FIGURA 1.15: Sistema de coordenadas y deformaciones en las vesiculas. En (a)
se muestran las coordenadas elegidas para el sistema y la direcciéon del campo
eléctrico aplicado. en (b) y (c) se muestran las deformaciones generadas en
las vesiculas por el campo eléctrico que actia sobre ellas dependiendo de la
proporcién x de las conductividades interna y externa de los medios. En (b)
X > 1 son prolatas y en (c) son oblatas x < 1. Imagen tomada de la referencia

[5]

Al cambiar de forma, la vesicula también sufre un cambio de area. En 1984 Hel-
frich y Servussi® desarrollaron un modelo que relaciona el cambio de érea de las
vesiculas, por medio del aplanamiento de las ondulaciones de la membrana, con su
tension superficial. Esta relacion describe las caracteristicas eldsticas de la mem-

brana de una vesicula.

AA kT oa? 1
= 1 - 1.2
A 8K " ( ) * 27 (1.2)

K2

donde AA es la diferencia entre el area real y el area de una esfera con el mismo
volumen, kg es la constante de Boltzman, T es la temperatura, k. es la dureza
de doblado de la membrana, o es la tensién superficial en la membrana, a es el
area que ocupa un lipido en la membrana y A es el modulo de estiramiento de la

vesicula.

Se puede apreciar que la ecuacién 1.2 tiene dos regimenes, el primero es dependien-
te del logaritmo de la tension superficial y es valido para tensiones superficiales
bajas, a este término se le conoce como régimen de aplanamiento o régimen de

deformacion. La segunda parte de la ecuacion depende de la tension superficial
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de manera lineal, a este término se le conoce como régimen de estiramiento y
tiene validez para valores altos de la tension superficial. En la figura 1.16 se mues-
tra una gréfica tipica de la deformacién de una vesicula utilizando el método de

electrodeformacion y se muestran los regimenes antes descritos.
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FIGURA 1.16: Grafica tipica de la deformacién de una vesicula. Se muestran los

regimenes de deformacién de una vesicula, en el eje z se grafica el cambio de

area porcentual de la vesicula en el eje y el logaritmo de la tension superficial en

la membrana. Cada régimen se muestra en una figura diferente, tridngulo para
el de aplanamiento y circulo para el de estiramiento.

El estrés ocasionado por el campo eléctrico causa un cambio en la presion interna
de las vesiculas. Este cambio en la presion se puede relacionar con la tension

superficial en la membrana mediante la ecuacién de Young-Laplace:

AP =0(c1 + ¢2) (1.3)

donde AP es la diferencia entre las presiones interna y externa, o es la tensién
superficial en la membrana y ¢; y c2 son las curvaturas principales de la vesicula

en el punto donde se calculan las presiones y la tension superficial.

Si calculamos la tension superficial en el ecuador de la vesicula, considerando el
estrés ejercido por el campo eléctrico, usando la ecuacién 1.3 se obtiene la siguiente

relacién
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AP = Uh(cl + C2)ec - (Trr)ec (14)

donde AP es la diferencia de presiones entre el interior y el exterior de la vesicula,
op, es la tension superficial homogénea en la vesicula (igual en cualquier punto de
la membrana), ¢; y ¢z son las curvaturas principales en el ecuador de la vesicula y

(T71)ec €s el componente rr del tensor de estrés de Maxwell evaluado en el ecuador

0 =7/2).

Como la diferencia de presiones es la misma en cualquier punto de la vesicula,
podemos escribir una relacién muy semejante a la ecuacién 1.4 pero ahora con-
siderando los polos de la vesicula. En estos puntos, el campo eléctrico no ejerce
ningin estrés extra a la membrana en esta aproximacién, por lo que la ecuacién

de Young-Laplace para los polos de la vesicula queda

AP = O'h(Cl + C2)pol (15)

donde AP y o, representan los mismos parametros que en la ecuacién 1.4, ahora
€1y ¢cg son las curvaturas principales de los polos en la vesicula. En este caso no
interviene el tensor de esfuerzos de Maxwell debido a que, a diferencia del ecuador,
el gradiente del campo eléctrico en los polos es cero, como se puede apreciar en la
figura 1.15. Ademas, en la ecuacién 1.1 podemos apreciar la dependencia angular

del tensor de estrés de Maxwell, que causa que se desvanezca en los polos.

Igualando las ecuaciones 1.4 y 1.5 obtenemos la siguiente relacion

Uh(cl + CQ)ec - (Trr)ec = Uh(cl + CQ)pol (16)

con lo que ahora podemos relacionar el campo eléctrico aplicado con la tensién
superficial en la membrana. Utilizando inicamente el término del régimen de apla-

namiento de la ecuacién 1.2, Kummrow y Helfrich realizaron la siguiente suposi-

14]

cion". Consideremos a una vesicula que tiene una tensién superficial oy > 0, al
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ejercer un cambio en el voltaje aplicado a la vesicula, ésta tendra un cambio en su
tension superficial hasta llegar a un valor o), > 0(. Esto ocasionard un cambio en

el area de la vesicula descrita por la siguiente relacion

AA  kgT on
_ N 1.
A 8K, " (00) (1.7)

Midiendo los semiejes de las vesiculas podemos calcular el cambio en el area de las
mismas, y despejando o, de la ecuacion 1.6 podemos hacer una grafica como la que
se muestra en la figura 1.16. Realizando un ajuste lineal a los puntos del régimen
de aplanamiento, obtenemos la pendiente de la recta que se ajusta a esa region.
Utilizando la ecuacion 1.7 podemos despejar el valor de la dureza de doblado de

las membranas y calcular su valor.

Este es el modelo en que nos basamos para hacer los célculos de la dureza de

doblado de los diferentes sistemas analizados en este trabajo.
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1.4. Antecedentes

Estudios previos a este trabajo, han mostrado que los nanotubos de carbono mul-
ticapa son capaces de interactuar con las vesiculas gigantes. Esto fue observado en
nuestro laboratorio, al incubar GUVs con MWNTSs funcionalizados de manera no
covalente con moléculas fluorescentes y observarlos con un microscopio confocal.

En la figura 1.17 se muestra un ejemplo de lo que se observé con anterioridad.

F1GurA 1.17: GUVs incubadas con CNTs funcionalizados con FITC. En (a) se

muestra la imagen otenida por microscopia de transmisién, el panel (b) mues-

tra el corte 6ptico hecho con un microscopio confocal y en (c) se aprecia la
superposicién de (a) y (b)

En ese estudio se observd que los nanotubos interactiian con la membrana de las
vesiculas, permaneciendo en la periferia de las mismasl?”). Sin embargo, en ese
estudio no se analizo el efecto producido por los nanotubos en las membranas, lo
cual es de gran interés por las posibles aplicaciones tecnolégicas de los nanotubos

en la medicina.

Es por esto, que en este trabajo se utilizé la técnica de electrodeformacion para
medir los cambios causados por los CNTs en las propiedades mecanicas de las

membranas y determinar el efecto que causan los nanotubos en las vesiculas.
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1.5. Justificacion

Como ya se mencion6 anteriormente, los CNTs son estructuras en escalas del

den d Smet t1 tencial en el drea de 1 dicina*
orden de nanémetros que tienen un gran potencial en el area de la nanomedicina®.
Gracias a las propiedades tan diversas y unicas que poseen estas estructuras, sus
aplicaciones abarcan una gran area en el ambito tecnoldgico. Algunas de estas

posibles aplicaciones son!'?):

Nanosensores.

Nanomotores.

Agentes de contraste.

Biomarcadores

Excipientes para la entrega controlada de farmacos, entre otros.

A pesar de este enorme potencial, la comunidad cientifica e industrial no ha desa-
rrollado estas tecnologias. Esto se debe al desconocimiento de los efectos que pue-
den causar estas estructuras en los organismos donde se implementen y a la falta

de modelos fisicos predictivos que permitan el diseno molecular de los materiales.

Es por lo anterior, que se deben estudiar los efectos que causarian estas estructuras,
asi como los de los diferentes alétropos del carbono, en los sistemas biolégicos. Y
de la misma forma, caracterizar las condiciones necesarias (tanto fisicas como
quimicas) para que los CNTs tengan algin efecto deseado, que eventualmente se

pueda controlar para su aplicacion en la medicina.

Como primer enfoque, es necesario conocer los efectos que causan estas entidades
quimicas sin modificaciones en su estructura, en algiin modelo que nos permita
estudiarlos con facilidad; de esta manera entender los cambios causados por los

nanotubos, aislando sus efectos de las otras variables en los experimentos. Una

4La nanomedicina es la aplicacién de la nanotecnologia en el campo de la medicina. Los
problemas actuales en esta rama de la tecnologia involucran el conocimiento de los efectos téxicos
de los materiales nanoestructurados, tanto en el cuerpo humano como en el medio ambiente.



Capitulo 1. Introduccion 28

vez que se tenga nociéon de los cambios que provocan los CNTs en los sistemas
estudiados, se podran proponer nuevos experimentos con la finalidad de controlar

el comportamiento de los nanotubos en los sistemas bioldgicos.

El entender la fenomenologia causada por estas estructuras sera de gran impacto en
la nanomedicina. Esta informacion permitird a la comunidad cientifica idear nuevas
formas para implementar estos sistemas en las aplicaciones antes mencionadas,
pero esta vez con un poco mas de conocimiento respecto a los efectos intrinsecos

de las nanoestructuras al interactuar con sistemas bioldgicos.
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1.6.

Objetivos

1.6.1. Objetivo general

El objetivo principal de este trabajo es estudiar la internalizaciéon de nanotubos

de carbono multicapa (MWNTSs) en vesiculas gigantes y analizar el efecto causado

por estos en la dureza de doblado de bicapas lipidicas de vesiculas gigantes de una

sola capa (GUVs). Realizando esto mediante una técnica no invasiva, que permita

medir

las propiedades mecéanicas de las bicapas de manera simple y eficaz, como

lo es la técnica de electrodeformacion.

1.6.2. Objetivos particulares

Para alcanzar el objetivo general de este trabajo, se requirié completar una serie

de objetivos particulares, los cuales fueron:

Dominar la sintesis de vesiculas gigantes de una sola capa, mediante la técni-

ca de electroformacion.
Manipular el microscopio de contraste de fases y sus aditamentos.

Dominar la técnica de deformacién de vesiculas en campos eléctricos alternos

(Electrodeformacion).

Utilizar el software especializado ImageJ para el andlisis de las imagenes de

las vesiculas, obtenidas mediante microscopia de contraste de fases.

Desarrollar un software propio, que realice los calculos numéricos para obte-
ner el cambio de area de las vesiculas y la tension superficial de las mismas,

utilizando las ecuaciones descritas en la seccion 1.3.1.

Utilizar el software Gnuplot, para la creacién de las figuras donde se grafique
el comportamiento de las vesiculas, al ser sometidas a un campo eléctrico
alterno; y para terminar el analisis de los sistemas, realizando el ajuste lineal

necesario para calcular la dureza de doblado de las membranas.
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» Establecer los protocolos de incubaciéon de GUVs con diferentes tipos de

MWNTs (pristine 20-30 y pristine thin).

= Analizar el efecto causado por los CNTs en las propiedades mecanicas de las

vesiculas, mediante la técnica de electrodeformacion.

= Desarrollar un protocolo de formacion de vesiculas gigantes fluorescentes,

que nos permita estudiar a las vesiculas con un microscopio confocal.

= Establecer el protocolo de incubacion de las GUVs fluorescentes con los

MWNTs para su analisis.

= Observar, con la ayuda de un microscopio confocal, la interaccién existente
entre las vesiculas gigantes de una capa y los nanotubos de carbono multi-

capa, marcados con moléculas fluorescentes.
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Metodologia Experimental

2.1. Vesiculas Gigantes de una sola bicapa

Las vesiculas gigantes, a las que nos seguiremos refiriendo como GUVs, son estruc-
turas autoensambladas hechas en su totalidad por fosfolipidos. Estas estructuras
(tal como ya se menciond en la introduccién) nos permiten modelar experimental-
mente la estructura bésica de una célula, pues al ser de una sola bicapa representan
muy bien a una membrana celular, la cual es la primer barrera con la que se en-
cuentran las entidades extracelulares al momento de interactuar con los organismos

VIVOS.

2.1.1. Meétodo de electroformacion

La sintesis de las vesiculas gigantes se puede llevar a cabo de diversas maneras.
Sin embargo, el método de electroformacion ofrece algunas ventajas para nuestro
trabajo que son de particular interés. La primera de ellas es que genera vesiculas
de una sola bicapa, con lo cual obtenemos sistemas que se asemejan a las células y
que podemos manipular de manera simple para conocer sus propiedades mecanicas.
La segunda cualidad importante, es que podemos controlar el medio del interior

de las vesiculas, lo que facilita su observacion al microscopio de contraste de fases

35
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(colocando medios con diferente indice de refraccién dentro y fuera de las vesiculas;

Figura 1.13).

Este método, fue descrito por primera vez en 198612, pero en 1992 fue reportada
una variante de este método!!!, que es en la que nos basamos para formar las

vesiculas que utilizamos para nuestros experimentos.

Las vesiculas que utilizamos para nuestros experimentos de deformacion se forma-
ron utilizando lipidos EggPC (L-a-phosphatidylcholine (Egg, Chicken) EggPC,
cat., no., 840051C. Avanti® Polar Lipids Inc.). Para utilizar estos lipidos hace-
mos una dilucién de la muestra original que se encuentra a 10 mg/ml. Colocamos
400 pl de la solucién original de lipidos EggPC en 600 ul de cloroformo al 99.9 %

(Cloroformo ACS, Fermont), para dejar una solucién de trabajo a 4 mg/ml.

El método de electroformacion consiste de lo siguiente: Sobre la superficie conduc-
tora de dos vidrios recubiertos con 6xido de Indio-Estafio (ITO; Sigma Aldrich®,
cat., no., 636916; Figura 2.1a), se esparcen 15 pul de la solucién de trabajo de los
fosfolipidos EggPC usando una jeringa Hamilton (100 ul, Model 1710 N SYR, Ce-
mented NDL; Figura 2.1b); posteriormente, los vidrios se colocan en un desecador
de vacio durante una hora, permitiendo que se evapore el cloroformo. Al cabo de
la hora, los vidrios se ensamblan colocando un espaciador de teflén de 2 mm de
espesor entre ellos, con la superficie conductora de los vidrios viendo al interior
de la cdmara, el sistema se sella usando grasa de vacio (Dow Corning® high va-
cuum grease; Figura 2.1c); este espaciador tiene un par de orificios por los cuales
se puede inyectar la solucion que se desea que las vesiculas lleven en su interior,
para este trabajo siempre se utilizaron 3 ml de una soluciéon de sacarosa a 0.2 M
(Sucrose, MP Biomedicals; Figura 2.1d). En la figura 2.1 se muestra el material

utilizado y el ensamblaje del sistema.

Una vez llenada la camara de electroformacion con la solucion deseada, se procede
a incubar la muestra para formar las vesiculas. La incubacion se realiza a tempera-
tura ambiente, aplicando un voltaje alterno durante todo el tiempo que se realiza

la formaciéon de vesiculas; para esto, se colocan las pinzas caiman de un cable que
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(A) Vidrios ITO y Fosfolipidos. (B) Deposicién de los lipidos sobre los
vidrios ITO.

(¢) Camara de formacion. (D) Rellenado de la cdmara.

FIGURA 2.1: Ensamblado de la cdmara de electroformacién. En la figura (A) se

muestran los vidrios recubiertos con indio-estano y los fosfolipidos utilizados. (B)

Se muestra cémo se aplican los lipidos a la superficie conductora de los vidrios

ITO. (C) Cédmara de formacién ensamblada. (D) Rellenado de la cAmara para
incubar.

estd conectado a un generador de funciones (Keysight 33500B series Trueform wa-
veform generator), en cada uno de los vidrios ITO para aplicar el voltaje deseado.
En la tabla 2.1 se muestran los tiempos, voltajes y frecuencias utilizadas durante

la formacién de las vesiculas:

Al finalizar el proceso de formacion, se recupera la solucién de vesiculas utilizando
una pipeta, se aspira de manera suave con una punta truncada hasta unos 3 mm
de didmetro, cortando la ultima parte de la punta, esto para evitar que el paso
por el orificio reducido de la punta rompa las vesiculas. La solucién se almacena
en tubos eppendorf a 4 °C, y se utilizaban dentro de los cuatro dias posteriores a

(3, 6]

su formacion™ ®. Para observar las vesiculas al microscopio de contraste de fases,
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Paso Voltaje Frecuencia Tiempo

(Vip) (Hz) (min)
1 2 10 30
2 3 10 30
3 4 10 30
4 5 10 30
5 5 3 5

TABLA 2.1: Condiciones y tiempos para la electroformacion de GUVs.

es necesario colocar a la solucion de vesiculas en un medio con indice de refraccion
distinto al del interior de las vesiculas. Para esto, usamos una solucion de glucosa

a 0.2 M (D-Glucose, Anhydre. Caledon LC).

Sintesis de GUVs fluorescentes

Para los ensayos de fluorescencia y microscopia confocal, se sintetizaron vesiculas
fluorescentes. En estos experimentos se utilizaron los lipidos fluorescentes Egg-
Rod-PE (L-a-Phosphatidylethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) (Am-
monium Salt) (Egg-Transphosphatidylated, Chicken), cat., no., 810146C, Avanti®).
Estos lipidos tienen una molécula de sulfo-rodamina-B unida covalentemente a su
cabeza polar, lo cual nos permite observar a las vesiculas utilizando un microscopio

de fluorescencia.

Los lipidos fluorescentes Egg-Rod-PE vienen en solucién a una concentracién de

10 mg/ml. De esta solucién stock se hace una dilucién a 4 mg/ml para trabajar.

Para sintetizar las vesiculas se hizo una soluciéon que contenia 10 ul de la solucién
de trabajo de Egg-Rod-PE y 90 ul de la solucién de trabajo de EggPC, lo que
mantiene la concentracién de la mezcla a 4 ul que es con la que se trabaja. El
método para formar estas vesiculas es muy semejante al de la seccién anterior,

pero difiere en algunos pasos del protocolo.

La primer diferencia es que se colocaron 25 pl de la mezcla de trabajo sobre

la parte conductora de los vidrios ITO; posteriormente, los vidrios se colocaron
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en un horno de conveccién (Labline Instruments mod. 3471M) a 65 °C durante
media hora, con la finalidad de evaporar la mayor cantidad de solvente posible que
quedara en los lipidos. Después se colocaron los vidrios en el desecador de vacio
durante una hora y se prosigui6 con el ensamblado de la camara de formacion de la
misma manera que ya se mencioné anteriormente (Figura 2.1), todos los pasos de
la preparacion, fueron hechos cubriendo al sistema de la exposicion a la luz para
evitar el blanqueamiento del fluoréforo antes de los experimentos. El protocolo de
incubacién también tuvo ligeras variaciones, las cuales se pueden ver en la tabla

2.2.

Paso Voltaje Frecuencia Tiempo

(Vi) (Hz) _ (min)
1 2 10 30
2 3 10 30
3 4 10 30
4 5 10 120
5 4 3 30

TABLA 2.2: Condiciones y tiempos para la electroformacion de GUVs fluores-
centes

Una vez terminado el protocolo de formacion, las vesiculas fueron recuperadas con
una pipeta con la punta truncada, y la muestra se almacené en tubos eppendorf
a 4 °C cubriendo los tubos de la exposicién a la luz. Las vesiculas fluorescentes
se utilizaban siempre en un periodo de tiempo que no sobrepasaba los 4 dias

posteriores a su sintesis.

2.1.2. Electrodeformacién

Para estudiar las propiedades mecanicas de las vesiculas, es necesario manipular
a las mismas y poder someterlas a algiin cambio que refleje esta propiedad de la
membrana: su dureza. El método de electrodeformacién fue reportado por primera

vez en 199105,
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Esta técnica consiste en colocar GUVs en presencia de un campo eléctrico alterno,

el cual genera un estrés en la membrana que causa su deformacién!.

Nosotros utilizamos una cdmara de electroporacién (Micro fusion chamber No.
4308031) como la que se muestra en la figura 2.2, la cual consiste de un par de
cables cilindricos de platino de 100 ym de de didmetro, los cuales estan dispuestos

paralelos entre si, separados 500 pym uno de otro.

FiGUrA 2.2: Cédmara de fusion utilizada para someter a campos eléctricos a las
GUVs.

La cdmara es conectada a un generador de funciones, mediante un cable LEMO-
VNC y se aplica una senal de tipo senoidal con una frecuencia de 100 kHz. Esta
frecuencia se utiliza porque nos permite deformar a las vesiculas sin causar efectos
de electroforesis, ya que a frecuencias bajas las vesiculas se desplazan por efecto
del campo eléctrico aplicado y a frecuencias muy altas las vesiculas permanecen
con forma esférical¥. El voltaje aplicado se aumenta gradualmente comenzando
con un voltaje de 4 mV,, hasta alcanzar los 10 V,,. Los cambios en el voltaje
se realiza esperando al menos 10s entre cada paso, pues se sabe que las vesiculas
tardan al menos 2 segundos en alcanzar su forma de equilibriol®. En la tabla 2.3

se muestran los voltajes aplicados en cada paso de la deformacién de las vesiculas.

Cada muestra utilizada para los experimentos de deformacién se prepard de la
siguiente manera: en un tubo eppendorf de 2 ul se colocaron 980 ul de una solucién
de glucosa a 0.2 M. A esa solucién se agregaron 20 ul de la solucion con las vesiculas
(siempre utilizando puntas de pipeta truncas para evitar danar a las GUVs durante

su manipulacién). Esta mezcla se colocé en la cdmara de fusién y se sellé por
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Paso Voltaje | Paso Voltaje

vpp Vpp
1 0004 | 14 4.5
2 0.05 | 15 5
3 01 | 16 5.5
4 025 | 17 6
5 05 | 18 6.5
6 0.75 | 19 7
7 10 | 20 75
8 15 | 21 8
9 20 | 22 8.5
10 25 | 23 9
11 30 | 24 9.5
12 35 | 25 10
13 40 |

TABLA 2.3: Tabla de condiciones para la electrodeformacion. Se indican los

valores del voltaje aplicado en cada paso de la deformacién. La frecuencia uti-

lizada durante todo el experimento fue de 100 kHz. Cada cambio en el voltaje
se realizaba esperando al menos 10 s entre cada paso.

capilaridad colocando un cubreobjeto sobre la muestra. Se le aplicaron los voltajes

ya mencionados al sistema y se tomo una fotografia por cada voltaje aplicado.

Las vesiculas fueron observadas con un microscopio de contraste de fases (Olympus
CKX41) y las imagenes fueron adquiridas con una cdmara ultra rapida Hamamatsu
(EM-CCD Digital Camera, Image EM-1K). El anélisis de las imédgenes fue reali-
zado con el software ImageJ 1.48[7 los calculos para medir la dureza de doblado
de las vesiculas fueron realizados con un software desarrollado por nosotros y las

graficas y el ajuste lineal con el software Gnuplot 4.6.

Deformacion de GUVs en presencia de CNTs

Para analizar el efecto producido por los nanotubos de carbono en las membranas,

se procedié a incubar una mezcla de vesiculas con los nanotubos de interés. Las
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muestras se prepararon de la siguiente manera: en 980 ul de una solucién de glucosa
al 0.2 M se anadieron 20 ul de la solucién de vesiculas, posteriormente, se agrego 1
ul de una solucién a 0.1 mg/ml de nanotubos de carbono multicapa (tMWNT o
MWNT 20-30 en muestras independientes). Estas nuevas mezclas con nanotubos
se dejan incubar por periodos de al menos una hora antes de someterlas a los

campos eléctricos para medir sus propiedades mecanicas.

El procedimiento de la deformacién de estos nuevos sistemas se realizo de la misma

manera que en el caso de las vesiculas sin nanotubos.

En este trabajo se utilizaron dos tipos de nanotubos diferentes, con la finalidad de
comparar el efecto causado por estas estructuras con propiedades fisicas diferentes.
Unos nanotubos fueron los NANOCYL™ NC7000 series, thin multi-wall carbon
nanotubes, adquiridos de la empresa Nanocyl. Estas nanoestructuras poseen un
diametro y longitud promedio de 9.5 nm y 1.5 pum, respectivamente. El otro tipo
de nanotubos fue MWNTs 20-30, fueron adquiridos de la empresa SkySpring Na-
nomaterials, Inc. Estos nanotubos tienen didmetros de 20-30 nm y longitudes de

10-30 pm.

2.2. Microscopia optica

Una enorme ventaja que presentan las GUVs como modelo de estudio, es su gran
tamano, lo cual nos permite observarlas utilizando un microscopio 6ptico. A pe-
sar de esto, su composicion las vuelve casi transparentes en un microscopio con-
vencional, por lo que es necesario utilizar arreglos épticos mas sofisticados para

aprovechar las propiedades de éstas estructuras.

2.2.1. Microscopia de contraste de fases

El microscopio de contraste de fases posee un arreglo éptico que le permite acentuar
algunas caracteristicas de las muestras observadas sin la necesidad de realizar algin

tipo de tincién.
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El principio detras de este tipo de microscopios es el siguiente: Cuando la luz
incidente pasa a través de la muestra, ésta es dispersada por haber interactuado
con las moléculas que conforman al sistema de interés; esta luz dispersada es la
que nosotros vemos cuando observamos algiin objeto al microscopio convencional.
El microscopio de contraste de fases aprovecha esta luz dispersada y controla la
fase con la que sale y se recombina con la luz no dispersada. Al hacer esto, regiones
donde la luz dispersada haya tenido la misma fase que la luz incidente se veran
con mayor intensidad, mientras que donde las fases fueron diferentes la intensidad

de la luz observada serda menor.

El cambio de fase se logra haciendo que la luz dispersada se retrase al pasar por
un disco de fase en el plano focal, el cual es un disco transparente, con un anillo
de indice de refracciéon diferente del resto del disco. La luz directa estara menos
retrasada que la luz dispersada, lo que introduce una diferencia de fase. Esto

permite formar una imagen nitida en un campo claro.

El microscopio que utilizamos fue un Olympus CKX41.

2.2.2. Microscopio confocal y fluorescencia

La fluorescencia es un fenémeno cuantico que presentan algunas moléculas, sobre
todo las que tienen estructuras de carbono en forma de anillos, tambien conocidas
como moléculas aromaticas (fluoresceina, rodamina, triptéfano, entre otras; Figura

2.3).

El fenémeno de fluorescencia ocurre cuando se hace incidir luz o radiacion elec-
tromagnética sobre una molécula aromatica capaz de fluorescer. Primero, los elec-
trones de estas moléculas absorben la energia de la luz incidente, pasando de un
estado base (Sp) a un estado excitado (S), tal como se aprecia en la figura 2.4.
Posteriormente, los electrones pierden energia debido a las fluctuaciones térmicas

en el medio, llegando al nivel vibracional més bajo del estado S;. Finalmente, los
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-

(A) Isotiocianato de fluo- ) Rodamina B (¢) Triptéfano
resceina

FIGURA 2.3: Moléculas fluorescentes. Se muestran las estructuras de diferentes

moléculas fluorescentes. (A) La fluoresceina fluoresce en el visible a 512 nm; (B)

la rodamina B fluoresce en el visible a 627 nm; (C) el triptéfano fluoresce en el
UV a 348 nm.

electrones pasan del estado excitado S al estado base Sy, emitiendo fotones de me-
nor energia que los absorbidos, lo que resulta en la fluorescencia de las moléculas.

En la figura 2.4 se muestra un esquema del proceso de fluorescencia.
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FIGURA 2.4: Diagrama del fenémeno de fluorescencia. Se puede apreciar la tran-

sicién del estado base Sy al estado excitado S de un electrén, por absorcién de

energia. El electron pierde energia al bajar de nivel vibracional. Posteriormente,

el electrén da un “brinco” al estado base, emitiendo un fotén de menor energia
que el absorbido.

En este trabajo aprovechamos de la capacidad de fluorescer de diferentes molécu-

las, para marcar los componentes de nuestros sistemas y poder observarlos con
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microscopios de fluorescencia, como es el caso del microscopio confocal.

Microscopio confocal

Al observar los sistemas fluorescentes con un microscopio de fluorescencia conven-
cional, las imagenes resultantes se ven saturadas. Esto ocurre porque a pesar de
enfocar el objetivo del microscopio en un punto de la muestra, se recibe la luz de
todas las moléculas que son excitadas, generando que se vea un fondo luminoso
fuera de foco. El microscopio confocal resuelve este problema utilizando un arreglo

optico que le permite filtrar la luz emitida por las moléculas fuera de foco.

El arreglo 6ptico consta de filtros llamados “pinholes”, que bloquean el paso de la
luz fuera de foco, permitiendo que la imagen que se forma sea tnicamente de la
region de la muestra en el plano focal del objetivo. En la figura 2.5 se muestra un

esquema de un microscopio confocal.

detector

’/'\ confocal pinholes

T

I -
]

]
1
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object not in focal plane

object in focal plane

FicUura 2.5: Diagrama de un microscopio confocal. Se muestra el arreglo de
filtros (pinholes) que “limpian” a la imagen obtenida de la muestra, permitiendo
que solo se aprecie la luz del plano focal.

Las muestras que observamos con ayuda de este microscopio fueron preparadas
de la siguiente manera. En un tubo eppendorf de 1.5 ml se colocé 1 ml de una

solucion de glucosa al 0.2 M, en esta solucién se agregaron 20 ul de las vesiculas
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fluorescentes. A esta mezcla se le anadieron 20 pl de la solucién de nanotubos fluo-

rescentes a 0.1 mg/ml, haciendo una mezcla diferente por cada tipo de nanotubos

y se dejaron incubar por una hora.

El microscopio confocal que utilizamos fue un Microscopio Confocal-Multifoténico

LSM 710 NLO (Carl Zeiss), en el Centro de Nanociencias y Micro y Nanotecno-
logias del IPN.
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Capitulo 3

Propiedades mecanicas de los

Sistemas GUVs - MWNT's

3.1. Introduccion

La interaccién de los MWNTs con los sistemas biolégicos es de gran interés para
la comunidad cientifica por sus posibles aplicaciones. Pues a pesar de que se ha
reportado que los nanotubos son capaces de internalizarse por difusion o endo-
citosis, ain se desconocen las condiciones necesarias para que suceda mediante
uno u otro mecanismo. El primero, mediante difusién, ocurre cuando los CNTs se
internalizan en las células atravesando la membrana plasmatica como lo hacen las
nanoagujasl!, siendo un proceso que no involucra un gasto energético por parte de
la célula. El segundo mecanismo, mediante endocitosis, es un mecanismo en el cual
participa la célula activamente, utilizando proyecciones de la membrana plasmati-
ca para atrapar e internalizar a los CNTs, los cuales pueden internalizarse incluso
acarreando moléculas y péptidos pequefios. Ambos mecanismo resultan de gran
interés para la nanomedicina, por su gran potencial en la liberacion controlada de

farmacos.

Estudiar este tipo de fenémenos es muy dificil utilizando células por la gran can-

tidad de variables que se deben considerar en cada experimento. En este trabajo,

47
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nos interesa conocer los efectos que causan los CNTs exclusivamente en las mem-
branas; sin embargo, utilizar membranas de células es todavia muy complicado por
la cantidad de elementos que las constituyen, es por esto que primero es necesario
conocer los efectos que causan los CNTs en membranas compuestas tnicamente
por lipidos. En este trabajo utilizamos GUVs como modelo para entender estos
fenomenos. El enfoque que utilizamos es medir las propiedades mecanicas de las
vesiculas en presencia y ausencia de los CNTs, y asi determinar el efecto causado

por estas nanoestructuras en las membranas.

Utilizar GUVs como modelo de estudio presenta grandes ventajas, como su fa-
cilidad de sintesis en el laboratorio; su gran tamano, el cual es de dimensiones
comparables a las de células y esto también nos permite observarlas facilmente
utilizando un microscopio éptico de contraste de fases; su manipulacion, por ejem-
plo mediante campos eléctricos alternos, se facilita por la misma razoén. Por todo

esto, existe una gran reproducibilidad de resultados en cada experimento.

En este capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos mediante la

técnica de electrodeformacion, en presencia y en ausencia de MWNTs.

3.2. Resultados

Siguiendo los protocolos mencionados en el capitulo 2, se sintetizaron GUVs (Figu-
ra 1.13), las cuales fueron deformadas sometiéndolas a campos eléctricos alternos.
Ademas, con ayuda de software especializado se analizaron las imégenes obteni-
das en los experimentos y se midi6é el cambio en las dimensiones de vesiculas al
ser deformadas. Para el calculo de la tension superficial se utilizé un software

desarrollado por nosotros, el cual fue escrito en Fortran 90.

En las siguientes secciones se discuten los resultados obtenidos al deformar sistemas

de vesiculas en ausencia y en presencia de CNTs.
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3.2.1. GUVs de EYPC

El primer paso para determinar la validez de nuestros protocolos y analisis, fue
caracterizar a los sistemas compuestos unicamente por GUVs. En la figura 3.1 se
muestra el cambio que presentan un par de vesiculas al ser sometidas a un campo
eléctrico con una frecuencia v = 100 kHz. Se puede apreciar que las vesiculas

adoptan una configuracion muy elongada debido a la presencia del campo.

(A) 4 mV,,, 100 kHz. (B) 10 V,p, 100 kHz.

FIGURA 3.1: Vesiculas deformadas por un campo eléctrico alterno. Se muestran
los casos extremos de la deformacién de un par de vesiculas al ser sometidas a
un campo eléctrico con una frecuencia de 100 kHz. En (A) con una intensidad de
4 mVp, y en (B) con una intensidad de 10 V,,. Todas las fotografias mostradas
en este capitulo son de GUVs de EYPC vistas al microscopio de contraste de
fases, con un aumento de 40x; las vesiculas fueron formadas en una solucién de
sacarosa 0.2 M y estan dispersas en una solucién de glucosa 0.2 M.

Deformando las vesiculas pudimos encontrar diferentes fenémenos en el sistema,
uno de ellos fue la aparicién de vesiculas de la misma muestra deformadas en sus
dos configuraciones posibles, oblata (Figura 3.1b derecha) y prolata (Figura 3.1b
izquierda). Esto se debe a que en este sistema de vesiculas, las conductividades de
las soluciones que utilizamos como medios interno y externo son muy parecidas, por
lo que la proporcién entre estas conductividades es aproximadamente la unidad.
La configuracién de las lineas de campo alrededor de las vesiculas se concentra en
mayor medida en los polos y el ecuador, esta concentracion esta determinada por
las propiedades eléctricas externas e internas al sistema. En el caso de igualdad

de conductividades la probabilidad de que se concentren el polo y en el ecuador
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es la misma, por eso los dos tipos de deformaciones en el caso simétrico de las

conductividades externa e interna.?; el cual es el caso de la figura 3.1.

También observamos que al aplicar campos eléctricos de distintas intensidades,
(que iban desde los 4 mV,,, hasta los 10 V,,) a la misma muestra, por un periodo de
tiempo de aproximadamente una hora, las vesiculas tienden a ordenarse formando
lo que se conoce en la literatura como “pearl chains” (cadenas de perlas). Estos
arreglos, que se pueden apreciar en la figura 3.2, se forman en tiempos largos de
aproximadamente 1 hora. Como no aparecen muy rapido, nos permiten analizar
diferentes campos de la muestra y deformar a las vesiculas sin problemas, pero
cuando se forman es necesario cambiar la muestra, porque el empalme que hay en

las vesiculas impide que el andlisis se lleve a cabo de manera adecuada.

FicUura 3.2: “Cadena de perlas” de vesiculas de EYPC. Esta imagen fue to-
mada después de aproximadamente una hora de someter al sistema a voltajes
de diferentes intensidades, los cuales iban desde los 4 mV,, hasta los 10 V.

Para calcular la dureza de las membranas deformamos 14 vesiculas de una mis-
ma sintesis. Se registré por medio de fotografias la deformacion alcanzada por la
vesicula, en cada cambio de voltaje. De las fotografias pudimos medir (con ayuda
del software ImageJ) las longitudes del eje mayor y menor de las vesiculas, en cada
voltaje aplicado. Con estos datos calculamos el cambio de drea de la vesicula y la
tension superficial en la membrana. Con esta informacion se construyo la grafica

que se muestra en la figura 3.3.
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FIGURA 3.3: Grafica de la deformacién de GUVs de EggPC. Se muestran algu-

nas curvas representativas de la deformacién de vesiculas en campos eléctricos

alternos. En el eje x se grafica el cambio de area porcentual de la vesicula,

mientras que en el eje y se grafica el logaritmo de la tensién superficial en la

membrana. Las barras de error son menores a los puntos de la grafica. Cada
c6digo de color representa a una vesicula diferente.

Tomando los puntos del régimen de aplanamiento (o deformacién, figura 1.16) se
hizo un ajuste lineal para obtener el valor de la pendiente en esa seccién de la
grafica. Tomando la ecuacion 1.7, despejamos k., pues conocemos la pendiente
de la recta que pasa por esos puntos y calculamos la dureza de doblado de la

membrana, el valor encontrado fue

REyPpPC = 3+0.5 x 10_18J

En la literatura se han reportado valores para vesiculas de EYPC, que van desde
23x 1071 J Bl a 5x 1071 JB. El valor que nosotros encontramos es 10 veces
mayor al reportado anteriormente. Esto puede ser debido a las diferencias en las
condiciones experimentales de cada caso, ya que en nuestro sistema utilizamos
soluciones de azicares como medios interno y externo a las vesiculas. Este cambio
en las soluciones aumenta la presion osmotica a la que se ve sometida la vesicula,
lo que causa un aplanamiento en las ondulaciones de la membrana, aumentando la

dureza de la misma. En el caso del trabajo de Kummrrow y Helfrich se usé agua



Capitulo 3. Propiedades mecdnicas de los Sistemas GUVs ~-MWNTs 52

destilada dentro y fuera de la vesicula, ademas las vesiculas eran formadas por
el método de rehidratacién simple. Creemos que la fuerza que la membrana debe
de ejercer al cambiar de forma, debe de ser mayor dado que para desplazar un
sistema mas denso, como el caso de nuestros experimentos, es necesaria una mayor
energia. Para determinar el grado de endurecimiento de la membrana es necesario
realizar experimentos variando el contenido de azucares dentro y fuera de esta,
este resultado abre un nuevo tema de investigacién que deberia de ser estudiado
ya que en la literatura solo se manejan cambios en la estructura de la vesicula y

no en el medio que los rodea.

Con este dato, podemos corroborar que nuestro sistema experimental es el ade-

cuado para realizar este tipo de mediciones.

3.2.2. GUVs en presencia de MWNTs

Una vez corroborada la validez del sistema experimental, proseguimos a medir el
efecto causado por los CNTs en las membranas. Para esto utilizamos dos tipos de
nanotubos diferentes. Los primeros son los MWNTs 20-30 (de ahora en adelante
los llamaremos “20-30”), que son nanotubos de carbono de paredes miltiples, con
didmetros entre 20 y 30 nm. El otro tipo de nanotubos son los thin-MWNTs
(a los cuales llamaremos simplemente “thin”), que también son nanotubos de
multiples capas, pero de diferente longitud siendo méas cortos y angostos que los
20-30. En los dos casos los tubos utilizados fueron “pristine”, esto se refiere al
grado de funcionalizacién que tienen estas estructuras y quiere decir que no tienen

modificaciones quimicas en su superficie.

Los nanotubos “pristine” son hidréfobos debido a su composicién quimica, por lo
que esperamos se encuentren en la membrana dentro de las cadenas hidrofobas de
los lipidos que forman las vesiculas, al ser también una regién de alta hidrofobici-
dad. Por lo tanto, la dureza de doblado de las vesiculas deberia de cambiar, ya que
al introducirse los nanotubos provocan un reacomodo de los lipidos en la membra-

na, causando que el exceso de area disminuya. Haciendo que la vesicula se reajuste
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cubriendo a los tubos, evitando su contacto con el medio acuoso. Mediante simu-
laciones de dindmica molecular se han observado este tipo de fenémenos, donde
los nanotubos perturban a la membrana, causando que los fosfolipidos salgan de

su posicién en la bicapa y recubran a los nanotubosl®.

GUVs en presencia de MWNTs 20-30

Los primeros nanotubos que analizamos fueron los 20-30, en la figura 3.4 se muestra
el cambio en la forma de una vesicula incubada con los nanotubos al ser sometida
a un campo eléctrico, de manera similar al caso de la figura 3.1. Comparando la
deformacién de éstos sistemas con los de vesiculas solas (sin nanotubos), podemos
ver que la elongacién de las vesiculas en este caso es menor que en el caso de
las vesiculas solas (Figura 3.1), bajo las mismas condiciones de voltaje. Podemos
tomar esto como un indicio de que las propiedades mecanicas de las vesiculas se

ven afectadas por causa de los nanotubos.

A) 4 mV,,, 100kHz. B) 10 V,,, 100 kHz
bp pp

FIGURA 3.4: Respuesta al campo eléctrico por vesiculas incubadas con MWNTs

20-30. Se muestran los casos extremos de la deformacién de una vesicula incu-

bada con los nanotubos 20-30, al ser sometida a un campo eléctrico con una

frecuencia de 100 kHz. En (A) con una intensidad de 4 mV,,, y en (B) con una
intensidad de 10 V,,

Se deformaron 18 vesiculas incubadas con los tubos 20-30, y se analizaron del
mismo modo que las vesiculas sin nanotubos. En la figura 3.5 se muestra la gréafica

del comportamiento de las vesiculas con nanotubos al ser deformadas.



Capitulo 3. Propiedades mecdnicas de los Sistemas GUVs ~-MWNTs 54

10 T T T T T T T
8 u o oo O goo ofd 0B . —
6 L DDD*D X X ¥ * * * * *Jr jé yi - .
oLy + + *
4t &7 1
g
2| ]
h Lz i
In ((m) 0 ;
-2 L X ]
—4 } ]
6| |
_8 L% ]
_10 1 1 1 1 1 1 1

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
AA
a4,

FIGURA 3.5: Gréfica de la deformacién de GUVs de EggPC con MWNTs 20-30.

Se muestran algunas curvas representativas de la deformacién de los sistemas en

campos eléctricos alternos. En el eje x se grafica el cambio de area porcentual

de la vesicula, en el eje y se grafica el logaritmo de la tensién superficial en la

membrana. Las barras de error son menores a los puntos de la grafica. Cada
c6digo de color representa a una vesicula diferente.

Haciendo un ajuste lineal al régimen de aplanamiento, calculamos dureza de do-

blado k., obteniendo un valor de

K9o0—30 — 44+ 8% 10_17J

El cual es 10 veces mayor que en el caso de las vesiculas sin tubos; ademés, compa-
rando las graficas podemos apreciar que el régimen de estiramiento de las vesiculas
en ausencia de nanotubos (Figura 3.3), es mayor que el de las vesiculas con los
tubos 20-30 (Figura 3.5) dicho en otras palabras, las GUVs solas son més eldsticas

que las GUVs con nanotubos.

Este sistema es completamente nuevo en la literatura, y el valor que encontramos
para la dureza de doblado, es mayor que en el caso de las vesiculas solas en un
orden de magnitud. Una posible explicacién para este aumento en la dureza es la
siguiente: Los nanotubos son estructuras hidréfobas, que al entrar en contacto con
las vesiculas provocan un reacomodo de los fosfolipidos de la membrana. Podemos

pensar que los fosfolipidos “mojan” a los tubos y los recubren, enguyendolos y



Capitulo 3. Propiedades mecdnicas de los Sistemas GUVs ~-MWNTs 55

atrapandolos en la membrana. Los lipidos que se utilizan para cubrir a los tubos,
son parte del exceso de drea de las vesiculas, por lo que las ondulaciones de la
membrana disminuyen, aumentando la dureza de doblado del sistema por el efecto

de la disminucion de lipidos libres.

Se repitié este mismo experimento con concentraciones mas altas de nanotubos.
Primero probamos con una concentracion 3 veces mayor que la utilizada inicial-
mente. Las vesiculas si se deformaban en esa condicién, pero ocurria la aparicién
de “cadenas de perlas” a voltajes bajos (~ 6 V,,) ain al inicio de los experimentos
(Figura 3.6), lo que impedia la correcta caracterizacién de los sistemas, por esta
razon no se muestran resultados de las propiedades mecanicas en las condiciones
mencionadas. Todos los nanotubos de multicapa “pristine” son conductores, esto
podria ayudarnos a explicar la formacion tan rapida de las cadenas. Pues al ha-
ber mayor concentraciéon de estos nanotubos en las membranas, las vesiculas se
vuelven mas susceptibles al campo eléctrico, adoptando configuraciones eléctricas

como dipolos, lo que explica su apilamiento en respuesta al campo eléctrico.

De igual manera, se exploré el sistema a mayores concentraciones en busca de algin
fenémeno diferente, pero al agregar una cantidad diez veces mayor de nanotubos
con respecto a la del experimento de deformacion, las vesiculas eran incapaces de
deformarse con las condiciones a las que las podiamos someter (el voltaje maximo
que nos permite aplicar el generador de funciones es de 10 V,,). Esto sugiere que
la dureza de doblado de las membranas, aumenta proporcionalmente a la concen-
tracién de nanotubos que se encuentran embebidos en la misma. Este aumento
se puede explicar pensando que los nanotubos “secuestran” al exceso de lipidos
en la membrana, reduciendo las ondulaciones de la vesicula. Para poder explorar
la dureza de doblado a estas concentraciones es necesario emplear otro tipo de
técnicas, por ejemplo la electroporacion, en esta se aplican campos eléctricos mas
intensos. Se perfora la membrana y al medir las intensidades de campos empleados

y los radios de poracion es posible estimar la tension superficial de las membranas.
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FIGURA 3.6: “Cadena de perlas” de GUVs incubadas con MWNTs 20-30. La

formacién de estas estructuras ocurria muy rdpidamente, en la imagen se mues-

tra un cuadro de un video en donde se aplicé un campo eléctrico alterno de 10

V,p al sistema en cuestién, en la parte superior podemos observar uno de los ca-

bles cilindricos que forman la cdmara. Las cadenas se formaron en los primeros
20 s de aplicado el voltaje.

GUVs en presencia de thin-MWNT's

El ultimo sistema experimental que medimos consistié de vesiculas de EYPC en
presencia de thin-MWNTs. En la figura 3.7 se muestra la deformacién alcanzada
por una vesicula incubada con nanotubos thin, en ausencia y presencia de un
campo eléctrico alterno. En este caso también es facil notar que el estiramiento de
las vesiculas, es mucho menor que en el caso de las vesiculas sin nanotubos (Figura

3.1).

Se deformaron 15 vesiculas en estas condiciones y los datos se analizaron de la
misma forma que anteriormente. En la grafica que se muestra en la figura 3.8

podemos observar el comportamiento de las vesiculas al ser deformadas.

Tomando los puntos del régimen de aplanamiento, se hizo un ajuste lineal para ob-
tener la pendiente de esa region de la grafica. Utilizando la ecuacion 1.7 calculamos

la dureza de doblado de este sistema:
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(A) 4 mV,,, 100 kHz. (B) 10 V,p, 100 kHz.

FicurA 3.7: Respuesta al campo eléctrico por vesiculas incubadas con thin-

MWNTs. Se muestran los casos extremos de la deformacion de una vesicula

incubada con los nanotubos thin, al ser sometida a un campo eléctrico con una

frecuencia de 100 kHz. En (A) con una intensidad de 4 mVy, y en (B) con una
intensidad de 10 V,
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FicuraA 3.8: Gréfica de la deformacién de GUVs de EYPC con thin-MWNTs.
Se muestran algunas curvas representativas de la deformacion de los sistemas en
campos eléctricos alternos. En el eje x se grafica el cambio de drea porcentual
de la vesicula, mientras que en el eje y se grafica el logaritmo de la tension
superficial en la membrana. Las barras de error son menores a los puntos de la
grafica. Cada cédigo de color representa a una vesicula diferente.

Kinin = 1.3+ 0.7 x 10716J

Esta dureza de doblado tampoco ha sido reportada anteriormente en la literatura,

y concuerda también con la explicacién propuesta anteriormente.
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En este caso, la dureza de doblado es incluso mayor que la del sistema con los
tubos 20-30, siendo aproximadamente tres veces mas grande en este caso. De la
misma forma, podemos explicar este comportamiento pensando que los lipidos
se adsorben a la superficie de los nanotubos. En este sistema, la diferencia mas
notoria es que los nanotubos thin presentan longitudes y didmetros menores que
las de los tubos 20-30. De tal manera que al internalizarse en la regién hidréfoba
de la membrana, causan un reacomodo mayor en los lipidos, aplanando de manera

mas efectiva a las ondulaciones de la membrana.

En un experimento posterior, intentamos deformar las vesiculas agregando una
mayor cantidad de nanotubos (10 veces més que en el experimento de deforma-
cién), sin embargo, no pudimos deformar las vesiculas debido al aumento en la
tension de las mismas y por causa del limite experimental de nuestro generador de
funciones, con lo que también se aprecia un aumento en la dureza de doblado de
las vesiculas que es proporcional a la concentracién de nanotubos en la muestra.

En este sistema no se observé la formacion de “cadenas de perlas”

Ambos tipos de nanotubos tienen un efecto similar aumentando la dureza de las
membranas. Nosotros atribuimos este aumento en la dureza al reacomodo de los
lipidos, que al adsorberse sobre los nanotubos causan una disminucion en el area
de las vesiculas. Estos experimentos de electrodeformacién arrojan evidencia a
favor de que los nanotubos de carbono multicapas “pristine” permanecen en la
membrana de las vesiculas y afectan sus propiedades mecanicas, aumentando la

dureza de éstas.
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3.3. Conclusiones

Encontramos que los nanotubos de carbono si afectan las propiedades mecanicas
de las membranas de las GUVs. La primera de ellas, y la mas notoria es que
la dureza de doblado de las membranas aumenta en presencia de los nanotubos;
as{ mismo, el médulo de estiramiento de las vesiculas también incrementa cuando
colocamos a las GUVs en presencia de MWNTs Podemos dar un estimado del
cambio en el modulo de estiramiento basandonos en el régimen de estiramiento de
las diferentes gréficas (Figuras 3.3, 3.5 y 3.8) notando un aumento de al menos
el doble para el caso de nanotubos 20-30 y hasta 50 veces para los nanotubos
thin. En cada caso, el modulo de estiramiento da cuenta de que la membrana
esta completamente estirada y se comienza a aumentar el area por lipido, con la

posibilidad de crear un poro en la membrana.

Los nanotubos que utilizamos tienen caracteristicas fisicas distintas, esto da pie a
diferencias en los efectos causados por ellos en las membranas. Los nanotubos 20-
30 mostraron, ademas de los cambios en las propiedades mecanicas, un cambio en
las propiedades eléctricas del sistema GUVs -MWNTs, volviendo a las vesiculas
mas conductoras eléctricamente. Este fenémeno fue observado cualitativamente
al momento de aplicar los campos eléctricos, en donde los sistemas de GUVs —
MWNT's mostraron mayor sensibilidad a los campos eléctricos que los sistemas de

GUVs solas.

Los nanotubos thin no causaron un cambio apreciable en las propiedades eléctricas
del sistema al observarlas al microscopio, sin embargo, estos nanotubos fueron los
que afectaron las propiedades mecéanicas del sistema de mayor manera, teniendo

un incremento mayor en la dureza de doblado y en el modulo de estiramiento.
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Capitulo 4

Analisis de la interaccion GUVs
con MWNT's mediante

microscopia confocal

4.1. Introduccion

Para averiguar si los efectos causados por los CN'T's en las propiedades mecanicas
de las vesiculas, son en realidad causados por la interaccién entre los nanotubos y
los lipidos de la membrana, procedimos a analizar los sistemas GUVs -MWNTs
utilizando marcadores fluorescentes para observar a cada uno de los componen-
tes del sistema. Los fosfolipidos llevaban unida covalentemente una molécula de
rodamina, la cual nos permitié ver a las membranas de las vesiculas de un color
rojo intenso. Los nanotubos llevaban unidas, de manera no covalente, moléculas
de FITC, con lo que los podiamos observar fluoresciendo de un color verde muy

intenso.

Utilizamos estos dos marcadores fluorescentes para determinar la localizacién de
los CNTs al estar en presencia de las GUVs. Para llevar a cabo este analisis,

utilizamos un microscopio confocal.

61
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4.2. Resultados

En el laboratorio se cuenta con nanotubos de carbono marcados con fluoresceina,
de tal forma que al verlos en un microscopio de fluorescencia brillan de color verde
intenso. Los fosfolipidos fluorescentes se compraron para estos experimentos. Estos
tienen una molécula de rodamina B unida a su cabeza polar, lo que hace que

fluorescan en un color rojo intenso.

El primer paso para analizar estos sistemas fue la sintesis de las vesiculas fluo-
rescentes. Utilizando el protocolo descrito en la metodologia sintetizamos GUVs
fluorescentes “fGUVs”. En la siguiente figura se muestran estas vesiculas vistas

con un microscopio de fluorescencia.

20 pm

Ficura 4.1: GUVs fluorescentes (fGUVs). En la imagen se muestran a las
vesiculas fluorescentes obtenidas por el método de electroformacion. Imagen
tomada con un aumento de 60x.

Una vez que se dominé el protocolo de formaciéon de f{GUVs, se procedié a analizar

a las estructuras utilizando un microscopio confocal.

4.2.1. fGUVs con MWNTs

Los resultados obtenidos en el capitulo 3 sugieren que los CNTs permanecen en la

membrana de las vesiculas, ya que la dureza de doblado de las vesiculas aumenta al
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estar en contacto con los nanotubos. Para confirmar esto se observaron los sistemas

fluorescentes de GUVs con MWNTSs, al microscopio confocal.

fGUVs con MWNTs 20-30

El primer sistema que se analizé en el confocal, fue el de f{GUVs con nanotubos
20-30, en la figura 4.2 se muestra una fotografia de una rebanada o6ptica de la
muestra, en donde se aprecia que los tubos (verde) se introducen a las vesiculas
(rojo), en un gran numero de casos. En menor cantidad observamos que existen

vesiculas con CNTs en su membrana, colocalizando con los lipidos de la vesicula.

FiGURA 4.2: Rebanada éptica del sistema de f{GUVs con MWNTs 20-30. Se

muestra una imagen de microscopia confocal de la muestra en cuestién, donde

se aprecian diferentes situaciones de interaccion. En algunos casos se aprecia

que los CNTs se internalizan en las vesiculas, y en otros se ve como los CNTs

cubren completamente a las GUVs, apagando la fluorescencia de la rodamina
por la interacciéon con los CNTs.

Resulta muy interesante que en un mismo campo de la muestra, encontramos di-
ferentes situaciones de la interaccion de las moléculas. En la figura 4.2 podemos

ver una vesicula que solo esta marcada de color verde; esto es de particular interés
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porque todas las vesiculas estan compuestas por lipidos marcados con rodamina,
por lo que la aparicién de una vesicula sin fluorescencia de esta molécula en condi-
ciones sin tubos es practicamente imposible. Mas atin, que la vesicula esté marcada
sélo con fluoresceina, indica que la interaccién entre las moléculas (nanotubos y
lipidos) es muy estrecha, tanto que esta interacciéon posiblemente esté causando el
apagamiento de la rodamina. Esto nos alienta a pensar que los nanotubos inter-

actuan fuertemente con los fosfolipidos en la membrana.

En esa misma imagen encontramos un par de situaciones de gran interés para
este trabajo. La primera es que en la esquina inferior derecha de la figura 4.2 se
aprecia una vesicula en la cual se han internalizado los nanotubos marcados. Esto
genera ideas encontradas, porque desde un punto de vista de aplicaciones, como
en la entrega controlada de farmacos, resulta muy alentador que los nanotubos
sean capaces de atravesar la membrana de la vesicula por medio de difusién y per-
manecer en su interior, este fenémeno necesita ser mas estudiado para determinar

las condiciones necesarias para que ocurra esta internalizacion.

Por otra parte, la explicacién que se planted en la seccién 3.2.2 de la deformacién
de las vesiculas con nanotubos, en la que se propuso que el cambio de la dureza
de doblado se debe al secuestro del exceso de lipidos por parte de los nanotubos,
podria estar comprometida. Esto debido a que si los CNT's se internalizan pueden
afectar las propiedades eléctricas del medio interno, volviéndolo muy conductivo,
de tal manera que al aplicar un campo eléctrico a la membrana, que en condiciones
normales es un dieléctrico, se vuelva conductora a bajas frecuencias y con ello no
permita que el campo interactué con la vesicula como se planted en el modelo
de Kummrow y Helfrich. Esto mismo puede explicar la apariciéon de cadenas de

perlas.? bajos voltajes, como se vio en la seccién 3.2.2

En la figura 4.3 se muestran los canales de color de un area distinta de la misma
muestra, en donde se aprecian diferentes fenémenos. Por ejemplo, la aparicion de
vesiculas marcadas en color verde por los nanotubos. También se puede ver que

siguen apareciendo las vesiculas que tienen CNTs en su interior.
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50 pm
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50 pm

(A) MWNTSs 20-30 marcados con FITC  (B) GUVs marcadas con rodamina

—_—
) 50 pm

(C) Superposicién de A y B
F1GURA 4.3: Canales de color separados del sistema de f{GUVs con MWNTs 20-
30. En el panel (A) se muestran los nanotubos funcionalizados con FITC, en el
panel (B) se muestra la fluorescencia de la rodamina, que marca las membranas
de las vesiculas. Finalmente, el panel (C) es la superposicién de los canales A
v B, se aprecian regiones de color amarillo, es donde colocalizan los nanotubos
con los lipidos en la membrana de las vesiculas. Ademads, se observan GUVs

que tienen CNTs en su interior y en otros casos GUVs con nanotubos en su
membrana.

En la esquina inferior izquierda de la imagen 4.3b se aprecia una vesicula marcada
muy tenue en color rojo y en el panel (c) se puede ver que esta vesicula estd rodeada
por nanotubos fluorescentes, lo cual nos deja ver que la fluorescencia de la rodamina

se ve afectada por la presencia de los CNTs.

La posible explicacién a estos resultados, tiene que ver con las condiciones en las
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que se encuentra el sistema. En estos analisis de microscopia confocal se utiliza-
ron concentraciones altas de nanotubos, las cuales fueron 20 veces mayores que
las utilizadas en los experimentos de deformacién. Este drastico aumento en la
concentracion podria ser el causante de que los tubos entren a las vesiculas, pues
se genera un gradiente de concentracion entre el medio interno de la vesicula y el
externo. Ademas encontramos situaciones en las que no se internalizan los nanotu-
bos, esto podria ser un efecto de la incubacion, que al realizarse en tubos con fondo
cénico y en reposo, provoca que las vesiculas precipiten al fondo, quedando unas
sobre otras formando capas de vesiculas. Por lo que al agregar los nanotubos, éstos
alcanzan de una mejor manera a las vesiculas que quedaron en la parte superior
del decantado, alcanzando menos a las vesiculas del fondo por quedarse atrapados

en las membranas de las primeras vesiculas.

fGUVs con thin-MWNTs

El dltimo sistema que analizamos, fue el de las vesiculas fluorescentes en contacto
con los nanotubos thin. En la figura 4.4 se muestra un corte optico del sistema en
cuestion. En este experimento las vesiculas también estan marcadas con rodamina

y los nanotubos con fluoresceina.

En este sistema aparecié una nueva caracteristica en las vesiculas. Tanto en la
figura 4.4, como en la 4.5 se pueden ver vesiculas que se han adherido, como
si fuesen burbujas de jabdén. Este nuevo fenémeno sugiere que los nanotubos se
encuentran en la membrana de las vesiculas y que ademéas cambian la tensién
superficial de las vesiculas propiciando que se unan sin fusionarse (sin formar
una vesicula de mayor tamano), a pesar que la fluorescencia de los CNTs en la
region interna de las vesiculas es mayor que en sus membranas. Por otra parte, se
sigue presentando el fenémeno de internalizacién, lo que también podria ayudar
a explicar el aumento en la dureza de doblado y el médulo de estiramiento de las
GUVs incubadas con nanotubos thin. Ya que, si a bajas concentraciones también
ocurre esta internalizacién, se puede explicar el incremento en la dureza de doblado

de las vesiculas de la siguiente manera. Al aumentar la concentracién de CNTs
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en el interior de la vesicula vuelven mas denso al medio interno, por lo que para
deformar a estas GUVs se necesita una mayor cantidad de energia. Por la misma
razén incrementa el modulo de estiramiento, el cual se ve afectado de manera
similar a cuando se llena un globo con alguna sustancia mas densa que el aire
que habitualmente ponemos dentro. De esta manera, los CNTs endurecen a las
GUVs modificando la densidad del medio interno, incrementando el médulo de

estiramiento de la vesicula.

FicurA 4.4: Rebanada o6ptica del sistema de fGUVs con thin-MWNTs. Se
muestra una imagen confocal de la muestra, donde se aprecian diferentes fenéme-
nos de interaccién, causados por los nanotubos.

En este sistema encontramos situaciones parecidas a las que vimos con los na-
notubos 20-30. Por ejemplo, también se encontraron vesiculas que presentaban
fluorescencia por parte de los tubos (verde) en la membrana. En la imagen 4.5 se
encuentran separados los canales de fluorescencia de un campo distinto y podemos
apreciar con claridad este fendmeno. También en la segunda imagen encontramos
vesiculas que contienen a los nanotubos en su interior, como en el caso de los tubos

20-30 (Figura 4.2).
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(A) thin-MWNTSs marcados con FITC  (B) GUVs marcadas con rodamina

: ) : “5'0 pm
(¢) Superposicién de A y B

FiGura 4.5: Canales de color separados del sistema de fGUVs con thin-
MWNTs. En el panel (A) se muestran los nanotubos funcionalizados con FITC,
en el panel (B) se muestra la fluorescencia de la rodamina, que marca las mem-
branas de las vesiculas. Finalmente, el panel (C) es la suma de los canales A
v B, se aprecian regiones de color amarillo, es donde colocalizan los nanotubos
con los lipidos en la membrana de las vesiculas. De manera similar al caso de
los tubos 20-30, se observan vesiculas que han perdido su fluorescencia de ro-
damina. En estas condiciones aparecieron estructuras de vesiculas adheridas en
toda la muestra.

En la figura 4.5 se aprecia una vesicula en la esquina superior derecha, marcada con
fluoresceina, en el panel (b) se puede apreciar la misma vesicula pero de manera
muy tenue, marcada con rodamina. A pesar de que este fenémeno es como el
observado con los nanotubos 20-30, no es tan frecuente como en ese caso. Esto

puede deberse a las diferencias estructurales de los nanotubos 20-30 y thin, pues
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los nanotubos thin son mas cortos que los 20-30, lo que podria propiciar su entrada
a las vesiculas como nanoagujas, pudiendo llegar hasta el interior de las vesiculas
y no solo a las membranas como en el caso de los 20-30, los cuales probablemente

estén intercalandose en la membrana de las vesiculas.

Hay que recordar que las condiciones utilizadas en estos experimentos son muy
diferentes a las que se usaron en los experimentos de deformacién. Una posible
explicacién a estos fendémenos es que la concentracién de los nanotubos es la causa
de la aparicion de estas nuevas estructuras, siendo que algunos de estos fenémenos

no aparecieron en bajas concentraciones de nanotubos.

4.3. Conclusiones

Mediante microscopia confocal nos fue posible determinar la localizacion de los
nanotubos al entrar en contacto con las GUVs. Encontramos diferentes configura-

ciones para cada tipo de nanotubo utilizado.

Se observd que en la mayoria de los casos, los nanotubos 20-30 se encuentran en
las membranas de las vesiculas, lo que ayuda a confirmar las suposiciones hechas
en el capitulo anterior, donde se especul6 acerca del incremento de la dureza de

doblado de estos sistemas.

Sin embargo, los nanotubos thin no se encontraron tan frecuentemente interac-
tuando con las membranas de las vesiculas al analizarlas con este método, sino
que se observo que los nanotubos generan la aparicion de estructuras diferentes a
las anteriormente vistas, como son las vesiculas adheridas como burbujas de jabdn.
Estas observaciones, apoyan la idea de que los thin-MWNTs interactian con la

region hidréfoba de las membranas, a bajas concentraciones.

Encontramos diferentes configuraciones en la localizacion de las estructuras. Siendo
inesperado que los nanotubos hayan sido capaces de internalizarse en las vesiculas,
observamos esto de manera independiente del tipo de nanotubo utilizado. Este

fenémeno se puede atribuir a la alta concentraciéon de nanotubos en el medio.



Capitulo 4. Interaccion de GUVs con MWNTs 70

En los dos tipos de nanotubos se presentaron situaciones muy particulares, en
ambos casos se pudieron ver vesiculas que habian perdido su fluorescencia de
rodamina, lo que nos indica una estrecha interaccién entre los nanotubos y los
fosfolipidos. También, encontramos vesiculas en donde los tubos se encontraban

en la membrana, esto ocurrié en mayor medida con los nanotubos 20-30.

Podemos concluir que los nanotubos de carbono 20-30 si interactiian con la mem-
brana de las vesiculas gigantes. Esta interaccion es tal que los nanotubos permane-
cen en la membrana y apagan la fluorescencia de la rodamina en las vesiculas. Esta

observacion concuerda con el aumento en la dureza de doblado de las membranas.

Los nanotubos thin se internalizan la mayoria de las veces, lo que también puede
explicar el aumento de la dureza de doblado de las membranas. Sin embargo, se
necesita llevar a cabo mas experimentos que determinen las condiciones necesarias
para que los nanotubos thin permanezcan sélo en las membranas, como en el caso

de los 20-30.



Capitulo 5

Conclusiones y Perspectivas

5.1. Conclusiones

En este trabajo se estudiaron las propiedades mecéanicas de los sistemas GUVs —
MWNTs, mediante el método de electrodeformacién. Pudimos observar diferentes

fendmenos que surgieron al agregar nanotubos a las vesiculas.

El primero de estos fenémenos fue el aumento en la dureza de doblado de las
vesiculas. En la tabla 5.1 se muestran los datos de la dureza de doblado para los

distintos sistemas analizados en este trabajo.

Sistema Valor en la literatura Valor en este trabajo
10719 10718
GUVs de EYPC 0.247[2] 3+0.5
2.3[1]
GUVs + MWNTs 20-30 N.R.* 40 + 80
GUVs + thin-MWNTs N.R.* 130 £ 70

TABLA 5.1: Tabla comparativa de las durezas de doblado. *N.R.: No Reportado.

La dureza de doblado de nuestro sistema en ausencia de los nanotubos es un
orden de magnitud mayor al reportado en la literatura debido a la diferencia en

los sistemas experimentales. En nuestro caso utilizamos soluciones con azuicares

71
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en los medios internos y externos, mientras que en los reportados en la literatura

solo utilizan agua desionizada para ambos medios.

En la tabla 5.1 se puede apreciar de mejor manera el cambio que presentan los
sistemas de GUVs con MWNTs. La dureza de los sistemas con nanotubos es ma-
yor que el de las vesiculas solas, aumentando en un orden de magnitud. También
existen diferencias entre los sistemas con diferentes tipos de nanotubos. Los na-
notubos thin endurecen aproximadamente tres veces mas a las vesiculas, que los

nanotubos 20-30.

En el caso de los nanotubos 20-30, se propone que este cambio en la dureza se debe
al reacomodo de los lipidos de la membrana, los cuales recubren a los nanotubos
que estan en contacto con las vesiculas. Este reacomodo se ve reflejado en la
disminucién de las ondulaciones en la membrana, lo cual es un claro indicio del
aumento en la tension de la membrana y de su dureza de doblado. Esta misma
explicacién tiene que ser revisada para el caso de los nanotubos thin, ya que se
vio que estos tienden a internalizarse mas facilmente que los nanotubos 20-30, lo
que podria causar un cambio en la conductividad del medio, afectando el efecto

del campo eléctrico en las vesiculas.

La diferencia de durezas entre los tipos de nanotubos se puede atribuir a los
distintos fenémenos que causan cada uno de los nanotubos, pues mientras los
20-30 interactian fuertemente con las membranas, los tubos thin se internalizan

facilmente.

El segundo fenémeno que surgio en los sistemas GUVs-MWNTs fue el de la inter-
nalizacion de los CNTs en las GUVs, situacion inesperada debido a la naturaleza
hidréfoba de ambos tipos de nanotubos. Esta situacion debe ser explorada con
mayor detalle para determinar las condiciones necesarias que causen la internali-
zacion de estas nanoestructuras. Esto es un hallazgo importante en el que se puede
apreciar el gran potencial de los CNTs como acarreadores de farmacos. Se debe
notar que las dimensiones de los CN'Ts juegan un papel importante en la interna-
lizacién. Los thin-MWN'T's presentaron mas eventos de internalizacion y en mayor

cantidad que los MWNT's-20-30.
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Utilizando el microscopio confocal, pudimos visualizar que la interaccién de los
CNTs con las GUVs no ocurre de manera homogénea en la muestra, sino que
los diferentes fenémenos varian en intensidad de vesicula en vesicula. Con esta
observacion podemos explicar la gran dispersion de los datos obtenidos al medir

la dureza de doblado de los sistemas con nanotubos thin y 20-30.

También con ayuda del microscopio confocal, pudimos observar la apariciéon de
nuevas estructuras en el caso de los sistemas de GUVs con nanotubos thin. En
este caso se encontrd que las vesiculas tendian a adherirse unas con otras. Es por
este motivo que no se descarta la interaccion de los thin-MWNTs con la regién
hidrofoba de la membrana, ya que en experimentos similares en el laboratorio, se
han encontrado este mismo tipo de estructuras al poner en contacto CNTs con

GUVs.

Con este trabajo nosotros podemos afirmar que los nanotubos 20-30, al ser hidréfo-
bos, interactian fuertemente con la membrana de las vesiculas, sin embargo, pue-
den internalizarse en las vesiculas. La interacciéon entre los nanotubos y los fos-
folipidos de las membranas hace que las ultimas presenten un incremento en su
dureza de doblado, lo cual deberd de tomarse en cuenta si se quiere utilizar a los
nanotubos en aplicaciones médicas, como en la entrega controlada de farmacos
o en cualquier situaciéon donde tengan que interactuar con células y tejidos (en
nanosensores, agentes de contraste, etc.). Los nanotubos thin podrian ser un me-
jor candidato para la entrega controlada de farmacos ya que se vio que pueden

internalizarse en mayor cantidad a las vesiculas.

5.2. Perspectivas

En las imégenes de microscopia confocal muestran una distribucién de nanotu-
bos en las vesiculas muy heterogénea. Encontramos algunas vesiculas con una
gran concentracion de nanotubos, tanta que los encontramos en el interior de la
vesicula y no solo en la membrana. Es por esto que los ensayos de deformacién

deberian llevarse a cabo nuevamente, pero utilizando sistemas que nos permitan
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conocer la cantidad de nanotubos en las vesiculas; por ejemplo utilizando nanotu-
bos marcados con moléculas fluorescentes. O realizar los experimentos de confocal
nuevamente disminuyendo la concentracién, utilizando la misma que en los ensayos

de deformacion.

Se realizaron experimentos en donde se quiso aumentar la cantidad de nanotubos
utilizados, al momento de deformar a las vesiculas, pero no se obtuvieron resul-
tados debido a las limitaciones experimentales de nuestro sistema (el limite de
voltaje de nuestro generador de funciones). Aun asi, se observé que la dureza de
doblado de las membranas aumenta con la concentracién de los nanotubos. Un
experimento futuro, seria el de aumentar gradualmente la concentracién de los na-
notubos agregados a las vesiculas, con la finalidad de hacer una curva de respuesta

de la dureza del sistema, con respecto a la concentracion de nanotubos utilizada.

Analizar los sistemas con CNTs a concentraciones altas utilizando campos eléctri-
cos alternos con frecuencias distintas a las utilizadas en este trabajo, con la fina-
lidad de observar algin cambio en el comportamiento de las vesiculas debido a la
presencia de los CNTs. Asi mismo, analizar los sistemas de GUVs—-MWNTSs con
altas concentraciones de CNTs utilizando campos eléctricos mas intensos, para

determinar si existe un punto de rompimiento de estos sistemas.

Las vesiculas que se utilizaron para los ensayos de deformacién estaban hechas
con lipidos EggPC, los cuales son una mezcla de lipidos extraidos de la yema de
huevo. Resultaria interesante utilizar diferentes mezclas de fosfolipidos, o agregar
colesterol u otro tipo de lipidos, para formar las vesiculas y realizar estos ensayos
de deformacién en presencia y ausencia de nanotubos para determinar si la com-

posicién de las membranas juega algin papel en la interaccién con los nanotubos.

Un paso mas adelante, seria el de utilizar modelos celulares mas complejos, co-
mo es el caso de las células “fantasma”. Estas células se conocen como fantasmas
porque se les extrae su citoplasma, dejando s6lo una membrana celular. Aumen-
tando la complejidad del sistema, nos ayudaria a entender de mejor manera el

comportamiento de los nanotubos al interactuar con sistemas biolégicos, para que
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eventualmente se puedan implementar en la industria médica y explotar su gran

potencial.

Los estudios realizados en este trabajo mostraron ser los adecuados para conocer
los efectos de los nanotubos en las bicapas de GUVs. Por esta razon, es necesario
continuar con estos analisis, pero ahora estudiando diferentes nanoestructuras de
carbono, como los fulerenos, los nanodiamantes o el grafeno. En el laboratorio
de Nanoestructurados Multifuncionales (donde se llev6 a cabo este trabajo) se
cuenta con diferentes alétropos nanométricos del carbono, lo que hace viable esta

perspectiva de trabajo.

También se pueden implementar diferentes técnicas como las de microfluidica, que
nos permitan apreciar la interaccion de los sistemas GUVs-MWNTs con diferentes
sustratos al aplicar un flujo a la muestra. Observar la dindmica de estos sistemas
nos ayudara a entender mejor las propiedades mecanicas de éstos, y plantear po-

sibles usos para los mismos en la nanomedicina.
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