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Abstract

The effect of cholesterol and ergosterol on supported lipid bilayers composed of
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC) and egg sphingomyelin (eSM)
in a 1/1 molar ratio was studied using atomic force microscopy. The addition of ergosterol
or cholesterol to these membranes considerably modifies both the structure and the
dynamics of the domains present in them. The height of the eSM enriched domains
increases with concentration of both sterols, but more markedly with ergosterol. The
height of the POPC enriched domains increases with concentration in a similar manner for
both sterols. This thickening effect is larger for eSM than for POPC when ergosterol, not
cholesterol, is present. Domain area coverage increases with both sterols at 5 mol% but
decreases at 20 mol% and almost disappears at 40 mol%. The size of the eSM enriched
domains decreases with sterol concentration, more markedly with cholesterol. Bilayer
rupture forces show that overall stiffness increases with the addition of 5 mol% cholesterol,
but only for the eSM enriched domains with ergosterol at the same concentration. At larger
sterol concentrations the stiffness of both regions becomes reduced. At 40 mol% sterol
concentration, both membranes present the same rupture force value. To gain mechanistic
insight into these observations we performed Quantum Mechanical calculations and
Molecular Dynamics simulations of the sterol molecules. We found that conformational
freedom for the sterol molecules is quite different. This difference might be behind the
observed phenomena. Finally, the different action of sterols on membrane properties is
related to the sterol-dependent ionophoretic activity of polyene antibiotics by adsorption
studies of polyenes on supported bilayers made of POPC/eSM 1:1 mol:mol with and without
20 mol% sterol. AmB and its derivative A21 were studied. Both polyenes show similar
adsorption on sterol-free and ergosterol containing bilayers. On these bilayers the
polyenes affect the liquid phase by either a thinning or a detergent effect. A21 seems to
ageregate on the borders and interior of the gel phase domains for both o and 20 mol%
ergosterol while AmB only presents this effect on the latter bilayer. On the cholesterol
containing bilayer, which is in a liquid phase, AmB has a detergent effect while A21
aggregates and does not present detergent or other type of effect at the concentrations
studied. We conclude that sterol presence affects phase segregation on lipid bilayers
composed of equimolar ratios of POPC and eSM resulting in a more homogeneous surface
at higher sterol concentrations. This effect is sterol dependent and the required
concentration to achieve a single-phase bilayer is lower for cholesterol. This sterol
dependence seems to be a product of the different conformational freedoms between
ergosterol and cholesterol. The lack of phase segregation affects polyene adsorption and
we believe this will affect their ionophoretic activity responsible for their antimycotic effect
as well as their toxic side effects on human patients. Finally, this work lays the ground for
the systematic study of lipid bilayers by means of Atomic Force Microscopy and Molecular
Dynamics simulations as complementary tools that yield reliable and groundbreaking
molecular information as is the case for the action of biological molecules like polyenes.



Resumen

El efecto de los esteroles sobre membranas lipidicas ha sido estudiado para los casos
particulares de ergosterol y colesterol en una membrana compuesta de
sn-1-palmitoil-2-oleoil fosfatidilcolina (POPC) y esfingomielina de huevo (eSM) a una razon
equimolar. Existen muchos estudios previos utilizando diversas técnicas y herramientas
tanto experimentales como teodricas de los efectos de esteroles sobre membranas lipidicas,
en particular para colesterol y sus derivados como 7-dehidrocolesterol. Sin embargo, no
existen estudios sobre el efecto de ergosterol en membranas que presentan formacion de
dominios y su comparacion con el efecto de colesterol son escasos, particularmente
mediante microscopia de fuerza atomica (AFM). Los resultados presentados muestran una
diferencia bastante marcada entre la accion de ergosterol en comparacion con colesterol
sobre la morfologia de los dominios y fuerza de penetracion que esta relacionado con la
presion lateral de la membrana. En particular el colesterol parece ordenar regiones de la
membrana enriquecidas en POPC mientras que desordena regiones enriquecidas en eSM,
que se supone se encuentran en una fase gel. El ergosterol por su parte ordena en menor
medida las zonas enriquecidas en POPC y no desordena las zonas enriquecidas en eSM.
Este orden se puede inferir de la altura de la membrana a diferentes concentraciones de
esterol. Los resultados obtenidos muestran que el ergosterol incrementa el grosor de la
membrana en la zona enriquecida en eSM, lo que sugiere un mayor ordenamiento. El
colesterol presenta este efecto en menor medida. El grosor de la membrana enriquecida en
POPC también incrementa al agregar esterol, aunque de forma no monotona, a 20 mol% de
contenido de esterol el grosor de la membrana parece llegar a su valor maximo. Por otro
lado, la segregacion de fase desaparece, i.e. la presencia de dominios, al incrementar el
contenido de esterol. Este efecto se ve mas marcado en el caso de colesterol que a 20 mol%
presenta muy poca cobertura de dominios. Mientras que ergosterol a 40 mol% muestra
dominios de escalas pequenas, nanodominios. El cambio en la fuerza de ruptura, la fuerza a
la cual la membrana se rompe bajo la accion de una micropalanca, sugiere que ergosterol
no produce un efecto de condensacion, o empacamiento, tan marcado como en el caso de
colesterol para la region enriquecida en POPC. En el caso de la region enriquecida en eSM
los resultados sugieren un efecto de condensacion tanto para ergosterol como para
colesterol, aunque en este ultimo caso el efecto es menor. El efecto de condensacion de la
zona de dominio se comporta de forma no monodtona. Adicionalmente, se realizaron
simulaciones de dinamica molecular para evaluar el espacio conformacional de ergosterol
y colesterol en busca de una posible explicacion molecular a los resultados observados con
AFM. Se encontré que ergosterol tiene una preferencia por geometrias planas. Colesterol
es mas flexible. Esto sugiere que ergosterol tendra interacciones favorables con moléculas
planas vy rigidas mientras que colesterol tendra interacciones igualmente favorables con
moléculas planas y rigidas, asi como con moléculas mas flexibles. Para relacionar de
manera directa el efecto de la estructura de la membrana con la accion de polienos se
estudio la adsorcion de AmB y A21 en bicapas soportadas compuestas de POPC/eSM 1:1
mol:mol sin y con 20 mol% de esterol. A21 se agrega en los dominios, tanto en los bordes
como su interior. En el caso de o y 20 mol% ergosterol se observa que A21 tiene un efecto
de detergente en la region liquida y un efecto de ensanchamiento de la zona gel. En el caso
de 20 mol% colesterol, A21 no presenta efecto sobre la bicapa, sino que forma agregados
sobre ésta. Por otro lado, AmB tiene un efecto sobre los tres tipos de bicapa. Para o y 20
mol% de ergosterol tiene un efecto sobre la region liquida. En el primer caso reduce el



grosor de la bicapa y en el segundo presenta un efecto de detergente, ademas en este caso
con ergosterol, AmB se agrega en los bordes entre la fase gel y la fase liquida. Para bicapas
con 20 mol% de colesterol AmB tiene también un efecto de detergente. Se concluye que la
presencia de esterol afecta la segregacion de fases pasando a un estado homogéneo, es
decir de una sola fase, al incrementar la concentracion de esterol. Ademas, este efecto es
dependiente del esterol presente en la membrana, colesterol o ergosterol. Esta diferencia
provoca una union de polienos diferente sobre la membrana, favorecida por la presencia de
dominios, asi como por la diferencia relativa de alturas entre las fases. Es por ello por lo
que se propone que la accion ionoforética de polienos sobre membranas celulares es
dependiente no solo de la composicion de ésta ultima pero también de su estructura y
dinamica, e. g. segregacion de fases. Esta propuesta sobre la union de polienos sobre la
membrana aportara para lograr un mejor entendimiento del mecanismo molecular de
accion de estas moléculas cuya accion farmacologica es muy importante pero limitada y asi
proponer nuevos farmacos o formulaciones con mayores beneficios para su uso clinico. Por
ultimo, este trabajo sentd las bases para el estudio de bicapas lipidicas mediante
microscopia de fuerza atomica y simulaciones de dinamica molecular de manera
simultanea y complementaria como plataforma de investigacion. Esta herramienta permite
la obtencion de informacion valiosa del comportamiento a nivel molecular del sistema,
cuya importancia se ve reflejada al estudiar moléculas con accion bioldgica, como el caso
de polienos.
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Prefacio

Planteamiento del problema

La membrana celular es un elemento indispensable en todos los organismos vivos ya que
permite a la célula mantener un ambiente interno diferente a su entorno, contribuyendo
asi a lograr un estado de homeostasis. Un proceso celular que involucra directamente a la
membrana celular es el transporte transmembranal que permite el ingreso y salida de
iones y nutrientes de manera regulada. El transporte se da principalmente por dos formas:
i) Transporte pasivo como difusion simple a través del medio hidrofébico de la membrana o
difusion asistida mediante poros acuosos que se forman a través de la membrana; ii)
Transporte activo mediante bombas que van en contra de gradientes de concentracion y
mediante co-transportadores que sirven de vehiculo a través de la membrana. Existen
farmacos como hemolisina E, gramicidina D o anfolericina B cuya accion
antibiotica/antimicotica es gracias a la formacion de poros desregulados en la membrana
celular que provocan la muerte celular. De particular interés es la anfolericina B (AmB) que
posee una accion selectiva hacia patogenos fungicos con un alto grado de efectividad
antimicotica. Ademas de la accion selectiva y su potencia, AmB genera muy baja resistencia
en los patogenos fungicos (Sterling y Merz, 1998; Ellis, 2002). En el contexto actual en el
cual existe una gran poblacion de pacientes inmunodeprimidos como consecuencia de
VIH/SIDA, tratamiento quimioterapéutico contra cancer o una enfermedad autoinmune
(Bongomin et al., 2017), los patégenos fungicos que son mayormente oportunistas, infectan
facilmente a esta poblacion inmunodeprimida. La principal linea de defensa en estos
pacientes son farmacos antimicoticos. A pesar de que AmB es el farmaco mas potente, sus
efectos toxicos colaterales (Fanos y Cataldi, 2001; Wilcock et al., 2013) limitan su uso a casos
de extrema urgencia. En los ultimos 20 anos se han buscado y desarrollado alternativas a
AmB que sean igual de potentes, pero con menos toxicidad colateral. Estos incluyen
derivados o formulaciones nuevas de AmB (Myint, 1999; Palacios et al., 2011; Wilcock et al.,
2013; Kaminski, 2014; Antillon et al., 2016; Stewart et al., 2018). El éxito o fracaso de estas
alternativas depende de las interacciones entre AmB y la membrana lipidica, algunas mas
favorables que otras. Estas interacciones siguen siendo un tema de debate y no se
comprenden del todo. EI modelo de accion ionoforética mas aceptado, y propuesto hace 50
anos, sugiere que la interaccion AmB-esterol favorece la formacion de poros hidrofilicos
que atraviesan la membrana y modifican drasticamente su permeabilidad (Holz y
Finkelstein, 1970; Andreoli, 1973; Finkelstein y Holz, 1973; de Kruijff y Demel, 1974). Ademas,
esta interaccion binaria (AmB-esterol) es mas favorable para el dimero AmB-ergosterol,
esterol presente en hongos, en comparacion con el dimero AmB-colesterol, esterol
presente en mamiferos. Aunque el modelo de poro de barril compuesto por dimeros
AmB-esterol, el cual propone que varios dimeros AmB-esterol se acomodan a modo de
barril dentro de la membrana para formar un poro, ha llevado a la elaboracion de nuevos
derivados de AmB con potencial terapéutico (Palacios et al., 2011; Gray et al., 2012; Wilcock
et al., 2013; Anderson et al., 2014), existe evidencia de que el mecanismo de accion

! "Homeostasis - Facultad de Medicina UNAM."
http://www.facmed.unam.mx/Libro-NeuroFisio/FuncionesGenerales/Homeostasis/Homeostasis.ht
ml. Fecha de acceso 9 ago.. 2019.
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ionoforético de nistatina (Nys), otro antibiotico poliénico muy similar a AmB, es modulado
por la estructura fisicoquimica de la membrana en su totalidad y no solo por la presencia
de esterol (Gonzalez-Damian y Ortega-Blake, 2010; Dos Santos et al., 2017). Los resultados
de Gonzalez-Damian y Ortega-Blake muestran que la actividad ionoforética de Nys en
bicapas lipidicas compuestas por sn-1-palmitoil-2-oleoil fosfatidilcolina (POPC)/colesterol
o POPC/ergosterol no es monotona a lo largo del diagrama de fase propuesto por el grupo
de Manuel Prieto (de Almeida et al., 2003; Silva et al., 2006) para dichas mezclas lipidicas.
Sus resultados muestran claramente que, en la presencia de ambos esteroles, la mayor
actividad ionoforética sucede en la region en que se propone una coexistencia de fases de
liquido desordenado y liquido ordenado (I,+1)). Un estudio reciente de dinamica molecular
de la bicapa lipidica de POPC/colesterol (Favela-Rosales et al., 2019) propone una
explicacion para los resultados observados por Gonzilez-Damian y Ortega-Blake. Al
estudiar las propiedades de orden, empacamiento y grosor de la membrana a lo largo del
diagrama de fase propuesto para POPC/colesterol, encontraron que en la region de
supuesta coexistencia de fases 1;+],, surge una heterogeneidad de naturaleza estadistica
que sugiere la formacion de nanodominios. Estos nanodominios presentan una
heterogeneidad similar a una segregacion de fases, aunque con propiedades distintas.
Estos resultados estan en concordancia con las observaciones de Dos Santos vy
colaboradores sobre la insercion y mayor actividad de Nys en bicapas que presentan mayor
segregacion de fases liquido-gel (Dos Santos et al., 2017). Ademas, existe evidencia
experimental de la presencia de dominios de esfingolipidos en fase gel en levadura,
Saccharomyces cerevisiae, (Aresta-Branco et al., 2011a) que sugiere que las diferencias
estructurales y fisicoquimicas entre membranas de células de mamifero y de hongo son las
causantes de la accion ionoforética diferenciada de AmB y Nys, concretamente la existencia
de dominios de fase gel. Esta idea ha sido fortalecida por estudios de la permeabilidad de
potasio a través de la membrana de liposomas medidos mediante fluorescencia, en donde
se encontrdo que Nys tiene mayor actividad ionoforética en membranas con mayor
presencia de dominios de fase gel (Dos Santos et al., 2017). Sin embargo, hasta ahora no se
han estudiado estas diferencias estructurales y fisicoquimicas a detalle, en particular el
efecto de los esteroles colesterol y ergosterol. Este trabajo tiene como objetivo estudiar el
efecto de ergosterol y colesterol sobre bicapas que presentan segregacion de fase,
liquido-gel, ademas de encontrar diferencias a nivel de membrana y a nivel molecular de
dichos efectos que pudieran explicar la selectividad de los antimicoticos polienos.

Motivacion y proposito del estudio

La microscopia de fuerza atomica (AFM) se ha convertido en una herramienta muy
poderosa para el estudio de sistemas biologicos (Lawrence et al., 2003; Cross et al., 2007;
Maté et al., 2014; Yoshida, 2015). Esta técnica permite la obtencion de informacion
topografica de superficies de muestras biologicas a una escala de nanometros y al mismo
tiempo permite obtener informacion de las propiedades mecanicas de dichas muestras.
Esta versatilidad es la razon por la cual se escogio la AFM como la técnica principal de este
estudio. Adicionalmente, el desarrollo de modelos de membrana mediante bicapas lipidicas
soportadas en un sustrato solido (SLB) (Mou et al., 1994a; Richter et al., 2003; Shinozaki et
al., 2008; Jackman et al., 2016) ha permitido su estudio rutinario mediante AFM. Aunque
existen estudios de AFM sobre sistemas de SLB de diferentes mezclas lipidicas hay muy
pocos trabajos dirigidos a estudiar las diferencias de estas bicapas al agregar ergosterol o
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colesterol, y los que existen no investigan sus propiedades estructurales o fisicoquimicas
(Huang et al., 2002).

Por ello, este trabajo de tesis busca caracterizar y cuantificar mediante AFM el efecto de
colesterol y ergosterol sobre bicapas soportadas formadas por una mezcla equimolar de
sn-1-palmitoil-2-oleoil fosfatidilcolina y esfingomielina de huevo (POPC/eSM), la cual
presenta segregacion de fases también llamada formacion de dominios. Se utilizaran
ergosterol y colesterol para modelar la membrana fingica y mamifera respectivamente y se
estudiaran sus diferencias morfologicas, estructurales y dinamicas. Para complementar y
tener mayor certeza de los resultados experimentales, se utilizan calculos cuanticos y
simulaciones de dinamica molecular para dar una explicacion a nivel molecular del
fendmeno observado. Los resultados obtenidos ayudaran a avanzar el entendimiento de la
accion diferenciada de polienos sobre la membrana celular, en particular el efecto de la
estructura y dinamica de la membrana sobre dicha accion diferenciada.

Organizacion de la tesis

La tesis esta organizada de la siguiente manera: en el Capitulo 1 se expone el problema de
las infecciones fangicas sistémicas, se presentan algunos de los antimicoticos mas potentes
y utilizados en la actualidad. Se profundiza en los polienos, en particular su toxicidad
colateral y el papel que juega la membrana celular en su accion ionoforética sobre células.
Asimismo, se mencionan los modelos para estudiar la membrana, en particular el modelo
de bicapas soportadas sobre sustratos solidos mediante microscopia de fuerza atomica que
se utilizaron en este trabajo. Se explica con detalle el funcionamiento del microscopio de
fuerza atomica y su uso para muestras biologicas. Se discuten las limitaciones de la
microscopia de fuerza atomica y la necesidad de utilizar otras técnicas para complementar
las observaciones. Se presenta una introduccion de las simulaciones de dinamica molecular
y los calculos cuanticos como un complemento para los estudios por microscopia de fuerza
atomica. El Capitulo 2 presenta la justificacion de este trabajo y el Capitulo 3 la hipotesis y
los objetivos de éste. En el Capitulo 4 se presentan los materiales y métodos utilizados. El
Capitulo 5 expone los resultados obtenidos. Se presentan los resultados de la obtencion de
imagenes topograficas, asi como las mediciones de fuerza obtenidas mediante microscopia
de fuerza atomica sobre bicapas soportadas que contienen colesterol o ergosterol. También
se presentan los resultados de estudiar las moléculas de ergosterol y colesterol con
simulaciones de dinamica molecular y calculos cuanticos, asi como la informacion que
brindan para proponer una explicacion de nivel molecular a las observaciones obtenidas
con microscopia de fuerza atomica. En el Capitulo 6 se discuten las diferencias entre
ergosterol y colesterol sobre los dominios presentes en estas membranas y la adsorcion de
polienos en ellas. Finalmente, en el Capitulo 7 se presentan las conclusiones generales del
trabajo, asi como la direccion de futuros trabajos. Es importante mencionar que mas alla de
los resultados puntuales presentados, este trabajo tesis sienta las bases para el desarrollo
de estudios de sistemas bioldgicos, como bicapas lipidicas, mediante el uso simultaneo y
complementario de microscopia de fuerza atomica y simulaciones de dinamica molecular
como una herramienta poderosa que permite la observacion y entendimiento de algunos
fenomenos bioldgicos y de sus bases moleculares.
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Capitulo 1: Introduccion

1.1. Infecciones Fungicas

Los patogenos fungicos son responsables de diversos tipos de infecciones. Estas
infecciones se pueden dividir de manera amplia en dos grupos: a) Infecciones recurrentes y
que no representan un peligro para el paciente tales como candidiasis vaginal y oral o
afecciones en la piel como pie de atleta; b) infecciones sistémicas que afectan organos
internos (Rautemaa-Richardson vy Richardson, 2017). Las infecciones sistémicas
generalmente se originan en los pulmones, al inhalar esporas de moho, por ejemplo, y de
ahi se diseminan hacia otros organos. Las infecciones mas comunes son causadas por las
especies Candida y Aspergillus, aunque hay mas especies infecciosas. La mayoria de los
patdgenos flingicos son oportunistas y atacan a pacientes que presentan inmunodepresion
o que fueron sometidos a algun trasplante (Rolston, 2001), aunque existen patogenos
fangicos (dimorficos) capaces de infectar a un paciente que no presenta las
predisposiciones relacionadas a un sistema inmune deficiente (Rolston, 2001;
Rautemaa-Richardson y Richardson, 2017). En las altimas dos décadas se han desarrollado
farmacos antiftiingicos seguros y de facil aplicacion para combatir diversos tipos de
patogenos, sin embargo, el uso generalizado de estos farmacos ha provocado el
surgimiento de cepas resistentes (Perlin et al., 2017). La existencia de gran numero de
pacientes que presentan inmunodepresion debido a enfermedades como el SIDA-VIH, por
tratamientos como quimioterapia y radioterapia (Bongomin et al., 2017; Campoy y Adrio,
2017), la existencia de patogenos fungicos dimorficos y la creciente resistencia de los
patogenos fingicos a los farmacos utilizados para combatirlos (Britz y Govender, 2016) hace
de los patogenos fungicos un problema de salud.

Los farmacos mas comunes para combatir las infecciones fingicas son pocos e incluyen a
los azoles, las equinocandinas, la flucitosina y los polienos (Odds et al., 2003; Carmona y
Limper, 2017).

La flucitosina ataca la célula fungica mediante la inhibicion de la sintesis de ADN. Para
lograrlo requiere de una permeasa particular de la citosina para ingresar al interior de la
célula. No todos los patdgenos fungicos presentan las enzimas requeridas para el
funcionamiento de la flucitosina, por lo que su uso se ve limitado a levaduras patogénicas.

Las equinocandinas actian como inhibidores de la pared celular en hongos ya que
bloquean la sintesis de 1,3 beta-D-glucano. Este modo de accion resulta particularmente
interesante ya que las células en mamiferos no poseen pared celular ni el polisacarido
objetivo. Su descubrimiento como agente antifingico fue gracias a pruebas llevadas a cabo
en la década de los 1970s. Han surgido nuevas formas de equinocandinas como posibles
agentes antifungicos (Bossche y Vanden Bossche, 2002) aunque siguen bajo estudio.

Los imidazoles y triazoles (azoles) interfieren con la sintesis de ergosterol mediante la

inhibicion de la demetilacion de lanosterol. Son la clase de farmacos mas ampliamente
utilizados de manera terapéutica.
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Los polienos, que incluyen a la anfotericina B (AmB) y a la nistatina (Nys), son moléculas
que constan basicamente de un anillo compuesto de una cadena de enlaces dobles de
carbono conjugados, por un lado, mientras que el otro lado se compone por una cadena
que contiene multiples enlaces hidroxilos. Tanto AmB como Nys poseen un anillo
micosaminico. AmB ha sido por muchos anos el tinico farmaco polieno antifungico capaz
de ser administrado sistémicamente. El mecanismo de accion de los polienos sigue siendo
tema de debate aunque queda claro que la membrana juega un papel importante(Huang et
al., 2002; Venegas et al., 2003; Gonzalez-Damian y Ortega-Blake, 2010; Dos Santos et al.,
2017). El modelo mas aceptado hasta el momento propone que AmB se enlaza con los
esteroles de la membrana, formando agregados que crean un poro hidrofilico que permite
el flujo de iones y demas contenido celular (Cass et al., 1970; Andreoli, 1973; Finkelstein y
Holz, 1973; de Kruijff y Demel, 1974; Matsumori et al., 2009). Se especula que la interaccion
AmB-ergosterol, el esterol encontrado en células de hongos, es mas favorable que la
interaccion AmB-colesterol, el esterol presente en células de mamiferos. Sin embargo la
presencia de poros en membranas de mamiferos causa problemas de toxicidad tales como
nefrotoxicidad (Fanos y Cataldi, 2001; Wilcock et al., 2013). Esta toxicidad colateral limita el
uso de AmB, mientras que en el caso de Nys la falta de una formulacion apropiada impide
su uso sistémico. Mas adelante se hace una revision de los diferentes modelos de accion.

Todos los farmacos antifungicos siguen siendo objeto de estudio y, gracias a ellos, han
surgido nuevos derivados, asi como nuevas formulaciones para tratar las infecciones
fungicas de manera mas eficaz y segura. Este trabajo esta dirigido a entender el papel que
juega la membrana lipidica, a nivel estructural, en la accion de antibioticos poliénicos, que
incluyen AmB y Nys, los cuales son de gran interés dada su alta efectividad y baja
propension de generar cepas resistentes.

1.2. Anfotericina B y Nistatina

La anfotericina B (AmB) es un polieno macrolido que presenta 7 enlaces dobles (heptaeno)
(Ganis et al., 1971; Gallis et al., 1990) como se observa en la figura 1. Por su parte nistatina
(Nys) es muy similar a AmB, aunque consta de un anillo con 6 enlaces dobles (hexaeno)
como se observa en la figura 2. AmB es sintetizada por la bacteria Streptomyces nodosus y
Nys por la bacteria Streptomyces noursei, ambos son utilizados como agentes antimicoticos
y antiprotozoarios y recientemente se estudia su posible accion antineoplasica. AmB se
utiliza contra formas sistémicas de coccidioidomicosis, aspergilosis, candidiasis,
criptococosis (Enoch, 2006) y en formas resistentes de leishmaniasis mucocutinea
americana (Moss y Wilson, 1992) entre otras patologias. A pesar su alta accion antimicotica,
AmB y Nys causan danos severos en los tejidos del paciente. Se presume que eso se debe a
la existencia de una interaccion Polieno-Colesterol (Wilcock et al., 2013), el esterol presente
en células de mamifero. Esta interaccion es similar, aunque menos favorable que la
interaccion AmB-Ergosterol, esterol presente en células de hongos. Se cree que la
preferencia por ergosterol sobre colesterol es lo que permite su uso terapéutico, aunque
sea de manera limitada. Para lograr minimizar o suprimir los danos colaterales es
necesario entender el mecanismo de accion de AmB y Nys a un nivel molecular y a partir de
este conocimiento proponer estrategias para reducir su accion nociva sobre en membranas
de mamifero.
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Figura 1. Estructura molecular en dos dimensiones de anfotericina B. Observamos un anillo que consta de dos
cadenas diferentes. Un lado hidroxilado, el superior en la imagen, y un lado polieno (heptaeno) en la parte inferior.
Ademds, tiene enlazado un anillo de micosamina de menor tamarno, parte inferior derecha.

‘
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Figura 2. Estructura molecular en dos dimensiones de nistatina. Al igual que AmB observamos un anillo que consta de
dos cadenas diferentes. Un lado hidroxilado, el superior en la imagen, v un lado polieno (hexaeno) en la parte
inferior. Ademds, tiene enlazado un anillo de micosamina de menor tamano, parte inferior derecha. Las diferencias
entre AmB y Nys se muestran como circulos rojos.

1.2.1. Mecanismo de accion

Modelo estandar

El modelo de accion mas aceptado hasta ahora propone que las moléculas de polieno
interaccionan con el ergosterol, presentes en células de hongos, v se enlazan en forma de
barril, véase figura 3. Este barril forma un poro hidrofilico (Andreoli, 1973; Finkelstein, 1973;
de Kruijjff y Demel, 1974), con las cadenas polihidroxiladas hacia el centro del poro y la
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cadena poliénica hacia afuera, que modifica la permeabilidad de la membrana del hongo y
permite el flujo de iones como K*, CI" y H" causando muerte celular (Brajtburg et al., 1985;
Kaminski, 2014).

Figura s. Imagen de Dindmica Molecular de un canal de AmB-Colesterol (A) v de AmB-ergosterol (B) en una
membrana de dimistiroilfosfatidilconina (DMPC). Los esteroles y AmB se muestran en una representacion de esferas
de Van der Waals (esteroles en amarillo) mientras que las moléculas de DMPC se muestran en su representacion de
estructura molecular. Se observa que el poro se forma de dimeros AmB-esterol dispuestos de manera intercalada,
esteroles marcados con amarillo. La Dindmica Molecular permite calcular interacciones entre los nitrogenos de la
amina de AmB y los fosfatos del DMPC (N-P) asi como de los nitrogenos de la amina del DMPC vy el oxigeno del
carboxilo de AmB (O-N). El modelo propone que la cara hidroxilada de AmB queda orientada hacia el centro del poro
lo que permite el flujo de agua. Imagen obtenida de (Baginski et al., 2002).

Los poros se pueden formar con diferente nimero de monomeros de AmB, se ha calculado
que este numero puede ser entre 4 y 12 (Cass et al., 1970; Gruszecki et al., 2003). Esto da
lugar a la variedad de conductancias que se observan en experimentos de canal unitario
(Brutyan y McPhie, 1996; Cotero et al., 1998; Venegas et al., 2003; Gonzalez-Damian y
Ortega-Blake, 2010). Este es primer modelo aceptado ampliamente y el mas estudiado
hasta el dia de hoy y se le conoce como modelo estandar.

Extension del modelo estandar y nuevos modelos de accion

Nueva evidencia experimental ha modificado y extendido el modelo estandar. La obtencion
de poros de AmB en bicapas lipidicas que no contienen esterol (HsuChen y Feingold, 1973;
Hsuchen et al., 1973; Whyte et al., 1989; Cotero et al., 1998; Venegas et al., 2003) condujo a
replantear la necesidad de esteroles para la formacion de poros de AmB. Se demostro que
estos poros son los mismos que se observan cuando hay esterol presente en la membrana y
no proto-canales o pseudo-canales como se les habia considerado anteriormente (Cohen,
1998). En experimentos de electrofisiologia realizados con Nys, Gonzalez-Damian y
Ortega-Blake (Gonzalez-Damian y Ortega-Blake, 2010) observaron que la conductancia
promedio de los canales de Nys muestra una correlacion con el diagrama de fase de las
mezclas sn-1-palmitoil-2-oleoil fosfatidilcolina (POPC) con colesterol y ergosterol
propuesto por Silva y colaboradores (Silva et al., 2006). En ambos casos la fase mixta,
mezcla de fase liquido ordenado (/) y liquido desordenado (/,), muestra la mayor actividad
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ionoforética de Nys, lo que lleva a suponer que esta estructura mixta de la bicapa lipidica
favorece la formacion de poros de Nys. De hecho, en este estudio se observan dos
fenomenos contradictorios al modelo estandar de interaccion polieno-esterol. Uno es la
mayor actividad ionoforética de Nys, bajo las mismas concentraciones y temperatura, en
una bicapa que contiene colesterol comparada con la misma bicapa que contiene
ergosterol, ver figura 4 para los valores de 15°C y ~40 mol% de esterol. El segundo resultado
de interés obtenido por Gonzalez-Damian es la caida en la accion de Nys al incrementar la
concentracion de ergosterol, ver figura 4 (B), esto concuerda con lo observado por Hsuchen
y Feingold en la caida de actividad al agregar esterol a liposomas de compuestos por
lecitina de diferentes tipos (HsuChen y Feingold, 1973; Hsuchen et al., 1973).
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Figura 4. Diagrama de fase de la actividad ionoforética de Nys en bicapas de POPC/colesterol (A) o POPC/ergosterol
(B) a distintas concentraciones molares de esterol. Los diagramas muestran la conductancia promedio para cada
region. Regiones oscuras indican mayor conductancia promedio mientras regiones claras indican menor
conductancia promedio. Imagen adaptada de figuras 3 y 4 de (Gonzdlez-Damidn y Ortega-Blake, 2010)

Por su parte Huang y colaboradores (Huang et al., 2002) observaron que AmB logra formar
canales ionicos en bicapas lipidicas con ergosterol desde un estado de agregacion
monomeérico. Sin embargo, en el caso de bicapas lipidicas que contienen colesterol, AmB
logra la formacion de canales cuando se encuentra en un estado de agregacion dimérico.
Para bicapas lipidicas sin esterol se requiere de estados agregados mayores para observar
un flujo a través de la bicapa. Esto esta en acuerdo con las observaciones de Cotero y
colaboradores (Cotero et al., 1998) de que existe actividad ionoforética en bicapas sin
esterol, pero solo a concentraciones muy altas, cuando AmB presenta agregados de mayor
grado. Esto sugiere que el efecto modulador de los esteroles sobre la accion ionoforética de
polienos se debe a una modificacion de la estructura de la membrana y que modifica la
interaccion Polieno-membrana. En la literatura existen diagramas de fase para las mezclas
POPC/ergosterol y POPC/colesterol propuestos por el grupo de Manuel Prieto (de Almeida
et al., 2003; Silva et al., 2006). Aunque estos diagramas han sido cuestionados en mayor
medida que para mezclas binarias de esterol y lipidos saturados como
dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC), hay evidencia que sugiere la existencia de una region
mixta (I;+1). Favela-Rosales y colaboradores encontraron la aparicion de una
heterogeneidad de naturaleza estadistica en la misma region en la que se observa mayor
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actividad de Nys (Gonzalez-Damian y Ortega-Blake, 2010; Favela-Rosales et al., 2019). Este
trabajo es muy importante ya que muestra que en efecto hay una coexistencia de fases de
naturaleza estadistica.

En un trabajo reciente dos Santos y colaboradores (Dos Santos et al., 2017) mostraron que la
accion ionoforética del antimicotico Nys incrementa al aumentar los dominios de fase gel
presentes en una bicapa formada por un fosfolipido insaturado y otro lipido saturado.
Ademas, demostraron que la formacion y estabilizacion de poros acuosos causantes de la
accion ionoforética varia al cambiar de lipido saturado, DPPC o esfingomielina de huevo
(eSM). Utilizando microscopia de fuerza atomica y espectroscopia de fluorescencia
demostraron que ante la presencia de dominios de fase gel compuestos por DPPC, Nys se
inserta y agrega dentro de los dominios de fase gel y a su vez éstos se expanden. Dominios
de fase gel formados por eSM son desestabilizados por Nys. Nuevamente, se tiene evidencia
que sugiere que la estructura de la membrana juega un papel importante en el mecanismo
de accion de antimicoticos poliénicos, incluso sin la presencia de esterol. Ademas, la
evidencia sugiere que los polienos ven favorecida su insercion en la membrana y su
actividad ionoforética en membranas lipidicas que presentan una coexistencia de fases de
una fase desordenada y otra ordenada (I,+1; o liquido-gel), incluso sin la presencia de
esteroles. Todo lo anterior sugiere un claro efecto de la estructura de la membrana en la
insercion y actividad ionoforética de polienos que debe ser estudiada mas a fondo.

Existen otras propuestas del mecanismo de accion de polienos, en particular de AmB,
alternativos al modelo estandar. El mas reciente propuesto por el grupo de Burke (Palacios
et al., 2011; Gray et al., 2012; Wilcock et al., 2013; Anderson et al., 2014) propone que AmB
forma agregados de gran tamano que se adsorben sobre la superficie de la membrana y
actian como una esponja de esterol. El agregado retira el esterol de la membrana y lo
almacena dentro del mismo agregado. La falta de esterol provoca una desestabilizacion de
la membrana que resulta en su ruptura. Otro modelo similar es el denominado de
secuestro de esterol (Mouri et al., 2008). En este modelo monomeros de AmB se adsorben
sobre la superficie de la membrana y la gran afinidad entre AmB y el esterol resulta en una
interaccion entre ellos. De manera similar al modelo de esponja, la interaccion entre AmB y
el esterol causa una ruptura en la membrana por falta de esterol. La diferencia entre estos
modelos es la capacidad de extraer el esterol, en el modelo de esponja, lo cual implica un
alto costo energético. En ambos casos la afinidad AmB-esterol y la especificidad particular
por ergosterol es crucial. Un ultimo modelo de accion que vale la pena mencionar propone
que AmB induce la acumulacion de especies reactivas de oxigeno que provocan dano
oxidativo en la membrana lipidica y que interfieren con funciones celulares. Ademas, este
dano oxidativo provoca lisis tanto en células de hongo como en globulos rojos
(Sangalli-Leite et al., 2011; Mesa-Arango et al., 2014; Chudzik et al., 2015; Guirao-Abad et al.,
2017; Shekhova et al., 2017).

En este trabajo se considera el modelo estandar con un mayor énfasis en la estructura de la
membrana sobre la composicion, aunque no se descartan los modelos antes mencionados.
La evidencia presente en la literatura sugiere que los polienos no actian de un tinico modo
y finalmente el efecto antifiingico es el resultado de una accion cooperativa de los
diferentes fendmenos. Sin embargo, a juicio de este trabajo de tesis el modelo estandar,
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con mayor ¢énfasis en la estructura membranal, explica de mejor manera la accion
antifungica y sus efectos colaterales.

Derivados de polienos: A21

En la basqueda de un nuevo farmaco antimicotico con menos dano colateral, se han
probado diferentes estrategias. Una de ellas es la sintesis de farmacos a partir de la
molécula original, ya sea AmB o Nys. En la ultima década se han sintetizado derivados que
prometen ser una mejor alternativa que las moléculas madre (Baginski y Czub, 20009;
Castelli et al., 2017). En el laboratorio de biofisica del Instituto de Ciencias Fisicas de la
UNAM en colaboracion con grupos de la UAEM y del Cinvestav, sintetizaron un derivado de
AmB con base en la idea de que la estructura de la membrana es un factor determinante en
la accion ionoforética de los antibioticos poliénicos (Antillon et al., 2016). Este farmaco
denominado (L)-metil éster de histidina de anfotericina B o A21, ver figura 5, demostro ser
menos toxico en pruebas in vitro e in vivo. La transferencia del conocimiento esta en
proceso de realizarse con la participacion de una empresa farmacéutica, Neolpharma de
México, v actualmente se trabaja en una formulacion que permita el uso de este farmaco
para beneficio de la poblacion. A pesar de su mayor seguridad y misma potencia
comparado con la molécula madre, aun se investigan las causas de su mayor selectividad.
La comparacion entre el comportamiento de A21 contra AmB ayudara a encontrar las
razones detras de la mayor selectividad.

A21

Figura 5. Esquema de la estructura 2D de (L)-metil éster de histidina de anfotericina B sintetizado a partir de
anfotericina B en el Centro de Investigaciones Quimicas de la UAEM. Imagen adaptada a partir de la publicada por
Antillon v colaboradores (Antillon el al., 2016).

Importancia de la estructura de la membrana celular

La evidencia mencionada hasta ahora hace pensar que la estructura de la membrana es un
factor importante que considerar al estudiar la accion de polienos. Sin embargo, esta
evidencia es en membranas modelo. En 2011, Aresta-Branco y colaboradores
(Aresta-Branco et al., 201b) encontraron una diferencia importante entre en las
membranas celulares de mamifero y de hongo. La membrana de Saccharomyces cerevisiae
presenta formacion de dominios en fase gel de gran tamano (micras) enriquecidas en
esfingomielina y en proteinas con anclaje GPI, pero no en ergosterol. En contraste, se
presume que las membranas de mamifero forman balsas lipidicas enriquecidas en
esfingomielina y colesterol. Las balsas se postulan como dominios de lipido ordenado o
incluso en fase gel de tamanos nanométricos y que tienen un tiempo de vida del orden de
nanosegundos (Lichtenberg et al., 2005; Goni, 2019). Esto nos lleva a preguntarnos si la
formacion, morfologia y dinamica de los distintos dominios presentes en hongos favorece
la accion de antibioticos poliénicos como lo son AmB y Nys. Recordemos que Dos Santos y
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colaboradores (Dos Santos et al., 2017) encontraron que Nys tiene actividad ionoforética en
bicapas sin esterol, pero con presencia de dominios de fase gel. Es por eso por lo que este
trabajo tiene como objetivo ahondar en la estructura de membranas con formacion de
dominios, como lo es una bicapa compuesta por POPC y eSM, y estudiar el efecto que
presenta tanto ergosterol como colesterol sobre los dominios y la membrana en general. Se
busca determinar las diferencias estructurales y mecanicas generada por colesterol y
ergosterol. Ademas, se busca relacionar dichas diferencias a la accion diferenciada de
antimicoticos poliénicos sobre membranas celulares de hongo y de mamifero. Para ello es
necesario comprender las diferencias entre las membranas de interés y como estudiarlas.

1.3. La Membrana Celular

La célula es capaz de mantener un ambiente diferente a su alrededor. Esta capacidad,
denominada homeostasis, se debe a muchos factores entre los cuales uno muy importante
es la membrana celular que divide el interior de la célula del exterior. La membrana celular
también cumple una funcion como punto de anclaje de algunas proteinas de membrana, las
cuales a su vez cumplen funciones vitales para la célula. En anos recientes se ha sugerido
que la membrana no es solo una barrera pasiva, sino que juega un papel activo en funciones
vitales para la célula. Por ejemplo la dinamica del citoesqueleto de actina, la cual es
indispensable para la motilidad de la célula (Sens y Plastino, 2015). Es por eso por lo que en
los ultimos anos ha surgido un renovado interés por estudiar las propiedades
composicionales, estructurales y fisicoquimicas de la membrana celular como parte activa
del sistema celular.

La membrana celular esta compuesta por lipidos y proteinas, en proporciones por masa de
aproximadamente 40% y 60% respectivamente, aunque estas proporciones varian entre
diferentes tipos de células. El mayor componente en nimero son los lipidos y éstos pueden
formar una bicapa sin la presencia de las proteinas, por lo cual se les considera el andamio
para la formacion de la membrana celular. Los lipidos se auto-ensamblan en una bicapa en
presencia de agua. Esto se debe al caracter anfipatico de los lipidos (ver figura 6) es decir,
que posee una zona polar también conocida como cabeza, y una zona no polar, denominada
cola. Al formar una bicapa la cabeza polar queda en contacto con el agua. Por el contrario,
la cola hidrofdbica se orienta de manera que tenga un area de contacto minima con el agua.
Este efecto conocido como efecto hidrofobico, descrito inicialmente por Tanford (Tanford,
1980), es el que permite a los lipidos auto-ensamblarse en distintas estructuras moleculares
como micelas, monocapas, bicapas y liposomas y se debe a un equilibrio muy sutil entre las
energias y entropias intermoleculares (Gelbart et al., 2012).

El modelo de membrana aceptado actualmente es el de mosaico fluido de Singer y Nicolson
de 1972 (Singer y Nicolson, 1972) y considera a la membrana como una estructura
bidimensional de proteinas en un una bicapa viscosa formada de lipidos. Es decir, que las
proteinas y los lipidos se mueven libremente en dos dimensiones, tanto de manera
traslacional como rotacional (a lo largo del eje normal al plano de la membrana). Este
modelo se ha enriquecido enormemente a través del estudio y caracterizacion de
membranas con multiples técnicas experimentales y tedricas como los distintos modelos
de membrana y las simulaciones de Dinamica Molecular (Israelachvili, 1977; Escriba y
Nicolson, 2014; Goni, 2014; Nicolson, 2014; Bennett et al., 2018).
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Figura 6. Estructura molecular en dos dimensiones del dioleoilfosfatidilcolina (DOPC). El fosfolipido estd compuesto
por una fosfocolina, un glicerol y dos dcidos grasos. La fosfocolina se denomina cabeza y es una zona polar mientras
que los dcidos grasos se denominan colas vy son no-polares. El glicerol (HOCH2-CHOH-CH20H) es la parte central va
que une la cabeza con las colas. Se observa que ambas colas presentan una insaturacion.

En la ultima década se ha observado un fendémeno que complementa el modelo de mosaico
fluido es la existencia de balsas lipidicas en células (Simons y Ikonen, 1997; Lichtenberg et
al., 2013; Nicolson, 2014). Las balsas lipidicas siguen siendo tema de discusion, aunque hasta
ahora se acepta que son nanodominios enriquecido en esfingolipidos y colesterol dentro de
la membrana celular (in vivo) y que tienen un tiempo de vida muy corto (McMullen et al.,
2004; Goni, 2019). La composicion exacta sigue siendo tema de debate, en particular el
enriquecimiento en colesterol (Frisz et al., 2013; Kraft, 2013), asi como el tiempo de vida y
las dimensiones de estos nanodominios. Se cree que estas estructuras fugaces tienen un
papel importante en diversos procesos biologicos favoreciendo la insercion de ciertas
moléculas como proteinas (Sezgin et al., 2017).

Las balsas lipidicas hasta el momento son propias de células de mamifero, las cuales tienen
colesterol como su principal esterol. Sin embargo, en células de hongos se ha observado un
fenomeno parecido. En la membrana de levadura, Saccharomyces cerevisiae, se han
observado dominios enriquecidos en esfingolipidos. La presencia o ausencia de ergosterol
dentro de los dominios sigue siendo debatida ya que hay evidencia en favor de ambos casos
(Klose et al., 2010; Aresta-Branco et al., 2011b). Ademas, hay evidencia de que ergosterol
favorece la formacion de este tipo de dominios, enriquecidos en lipidos saturados, en
mayor medida de lo que lo hace colesterol (Xu et al., 2001).

La aparicion o formacion de dominios también se observa en membranas modelo en donde
se tiene un lipido saturado y otro insaturado, por ejemplo, DPPC y DOPC. La diferencia en
la temperatura de transicion liquido-gel de estos lipidos genera una segregacion de fases.
La aparicion de segregacion de fases en diferentes mezclas lipidicas ha suscitado interés en
su estudio. En particular se estudian los posibles efectos que esta segregacion podria tener
en procesos de relevancia bioldgica como por ejemplo la insercion de proteinas en la
membrana, en analogia a la probable funcion de las balsas lipidicas en células. Aunque las
mezclas que presentan segregacion o coexistencia de fases son aquellas que tienen un
lipido con temperatura de transicion alta (>35°C) y otro con temperatura de transicion baja
(<0’C) se conoce y acepta la coexistencia de fases en algunas mezclas binarias. En
particular para lipidos cuya temperatura de transicion es alta en conjunto con esteroles
como colesterol. Una mezcla muy estudiada es DPPC/colesterol. El colesterol licia el DPPC
de manera que la bicapa presenta coexistencia de fases gel-liquido ordenado (de Lange et
al., 2007; Suga y Umakoshi, 2013). En mezclas binarias de lipidos de baja temperatura de
transicion y esterol, la idea de coexistencia de fases es aun tema de debate. Sin embargo,
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hay evidencia tanto experimental como de simulaciones que proponen que pudiera existir.
El grupo de Manuel Prieto propone un diagrama de fase para las mezclas POPC/colesterol y
POPC/ergosterol en donde se observa una region de coexistencia de 1,+1, para ambas
mezclas (de Almeida et al., 2003; Silva et al., 2006). El diagrama de fase fue estudiado
mediante simulaciones de dinamica molecular para la mezcla POPC/colesterol y los autores
encontraron en la region de coexistencia propuesta aparece una heterogeneidad en la
membrana cuya naturaleza es estadistica (Favela-Rosales et al., 2019). Esta heterogeneidad
no se observa en las otras regiones del diagrama de fase propuesto. La posible existencia de
una fase mixta en mezclas binarias de colesterol con lipidos de baja temperatura de
transicion abre el debate sobre el origen de la formacion de nanodominios y balsas
lipidicas.

1.3.1. Modelos para el estudio de la membrana celular

Existen diversos modelos que permiten el estudio de las propiedades de las membranas
lipidicas simples. Entre estos modelos destacan las vesiculas, la monocapas de
Langmuir-Blodgett, bicapas pintadas o flotadas (bicapas formadas sobre un poro) y las
bicapas soportadas (bicapas formadas sobre un sustrato solido).

La obtencion de vesiculas de diferentes composiciones sirve como modelo de una
membrana celular en una geometria similar, una esfera. Para su preparacion se aprovecha
el efecto hidrofobico y en general estas técnicas recurren a hidratar capas de lipido que se
auto-ensamblan en bicapas y se cierran en forma de esferas. Se pueden obtener vesiculas
de diferentes tamanos, asi como de una o varias bicapas (unilamelares o multilamelares).
Dependiendo de su tamano, las vesiculas unilamelares se pueden clasificar en vesiculas
pequenas (SUV), grandes (LUV) y gigantes (GUV). Las SUVs poseen didmetros menores a 100
nm, las LUV entre 100 nm y 1 xm y las GUV mayores a 1 um. Las vesiculas gigantes se
pueden observar mediante microscopia de fluorescencia (Veatch y Keller, 2002; Bagatolli,
2006; Morales-Penningston et al., 2010). Mediante Microscopia de Fuerza Atomica se
pueden medir las propiedades elasticas de las vesiculas (Schifer et al., 2015).

Las bicapas soportadas sobre sustrato solido (SLB) (Brian y McConnell, 1984; Richter et al.,
2006) consisten en depositar una bicapa lipidica sobre un sustrato como vidrio o mica. Este
modelo se ha vuelto muy popular para estudiar formacion de dominios (Mou et al., 1995b),
interaccion entre membranas (Kaizuka y Groves, 2004) vy adsorcion de proteinas (Andree et
al., 1992) entre otros. En las ultimas dos décadas han surgido variaciones como bicapas
soportadas por polimeros (Goennenwein et al., 2003), bicapas flotadas (Romer et al., 2004),
bicapas hibridas (Silin et al., 2002) y vesiculas soportadas (Yoshina-Ishii y Boxer, 2003). Este
trabajo utilizara el modelo de bicapas soportadas sobre mica ya que se pretende evaluar el
efecto de colesterol o ergosterol sobre la morfologia de dominios.

1.3.2. Bicapas soportadas sobre un sustrato solido

Las bicapas soportadas son estructuras lipidicas formadas o depositadas sobre un sustrato
solido como vidrio o mica, ver figura 8. Este sistema modelo ofrece la ventaja de observar la
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interaccion de la bicapa con moléculas de interés como proteinas o toxinas (Andree et al.,
1992; Maté et al., 2014).

Existen dos métodos basicos para formar bicapas soportadas. Uno es por deposicion o
transferencia de una monocapa de lipidos a un sustrato solido. Para este método se
sumerge (retira) el sustrato a través de una monocapa de Langmuir de la composicion
deseada de manera que la monocapa se transfiere al sustrato y posteriormente se vuelve a
cruzar la interfase en sentido inverso (retirar/sumergir), transfiriendo una nueva
monocapa. El resultado es una bicapa sobre el sustrato. La transferencia se puede hacer
con el sustrato en posicion vertical respecto a la monocapa, método de Langmuir-Blodgett
(Tamm y McConnell, 1985), o de manera horizontal, método de Langmuir-Schaefer (Li et al.,
2008). La figura 7 muestra un esquema de este proceso. Otro método es por fusion de
vesiculas (Kalb et al., 1992; Mou et al., 1994a; Richter et al., 2003). En este método se prepara
una suspension liposomal con la mezcla de lipidos deseada. Se deposita una gota de
suspension sobre el sustrato solido v se deja incubar. Las vesiculas se adsorben sobre la
superficie del sustrato y posteriormente se rompen, formando una bicapa sobre la
superficie como se observa en la figura 8.

A

I A R

Figura 7. Esquema representativo de la obtencion de bicapas soportadas sobre un sustrato solido mediante (A)
monocapas de Langmuir (Langmuir-Blodgett) v (B) fusion de vesiculas. Imagen adaptada a partir de la publicada
por Mingeot-Leclercq y colaboradores (Mingeot-Leclercq et al., 2008)
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Para lograr una buena fusion de las vesiculas sobre la mica es necesario controlar la
cantidad de lipidos que se utilizan, la salinidad de las soluciones a usarse y la temperatura
de incubacion de las vesiculas sobre la mica. Hasta ahora no se sabe el mecanismo exacto
que logra fusionar una vesicula que esta flotando libremente en el medio y de la cual se
obtiene una bicapa sobre un sustrato solido. Existen varias hipotesis sobre este mecanismo
que es dependiente de los lipidos involucrados, el tipo de sustrato y el medio de incubacion
(Jass et al., 2000; Richter et al., 2003; Lind et al., 2014; Lind y Cardenas, 2016). La figura 9
muestra los diferentes mecanismos que podria seguir una vesicula para formar una bicapa
sobre el sustrato.

Una vez que se obtiene una bicapa soportada se puede observar mediante microscopia de
fluorescencia (Lin et al., 2006), electronica (Mornet et al., 2005) o de fuerza atomica (Mou et
al., 1994a; Rinia et al., 2001; Richter et al., 2003). Esta tltima es la herramienta que se usara
en este trabajo para observar y obtener mediciones de las bicapas soportadas de interés y
poder observar su morfologia y medir sus propiedades mecanicas gracias a la resolucion
que se obtiene mediante AFM. Aunque existe una dura critica al uso de bicapas soportadas
sobre sustratos solidos debido a la influencia que podria ejercer este ultimo sobre las
propiedades estructurales de la membranas, un estudio reciente de dinamica molecular
encontro que los dominios presentes en bicapas soportadas y bicapas flotadas son bastante
similares (Ranz, 2015). Aunque la difusion se ve reducida en gran medida en la bicapa
soportada, otros parametros como ordenamiento y grosor no. La mayor diferencia
observada es el orden de la monocapa en contacto con el sustrato, ya que en esta region
intermedia se encuentra agua atrapada. A temperaturas menores a 310 K estas moléculas
estan ordenadas, pero a 310 K las moléculas se desordenan y provocan corrugacion de la
bicapa. Aun asi, se puede concluir que los dominios presentes en la bicapa soportada se
comportan de manera muy similar a una bicapa flotada.
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Figura 8. Caricatura representativa de la estructura de una bicapa soportada sobre un sustrato solido. La bicapa no
estd en contacto directo con el sustrato, existe una capa de agua de una o dos moléculas de espesor. Imagen adaptada
a partir de la publicada por Catellana y Cremer (Castellana v Cremer, 2006)
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Figura 9. Posibles rutas que sigue una vesicula para formar una bicapa soportada. A) Una vesicula adsorbida rompe
espontdaneamente debido a la interaccion con el sustrato; (B) se adsorben las vesiculas al sustrato, se fusionan y
eventualmente rompen por la tension en los bordes; (C) una vesicula adsorbida rompe debido a la interaccion con el
borde de una bicapa; (D) la lension ejercida por varias vesiculas provocan que una vesicula vecina rompa (cobertura
vesicular critica) como consecuencia de la formacion de una bicapa las demds vesiculas rompen por la interaccion
con el borde, como en el caso (C). Imagen adaptada a partir de la publicada por Richter y colaboradores (Richter et
al., 2006)
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Con el concepto de balsa lipidica en células y la observacion de segregacion de fases en
membranas modelo, se refuerza la idea del papel activo de la membrana en los procesos
biologicos. En este rol activo se cree que las propiedades estructurales de la membrana
determinan fenomenos biologicos v ademas la célula es capaz de modular la estructura
mediante composicion. Como ya se menciono en la seccion anterior, un fenémeno que se
sospecha es regulado por la membrana es la accion diferenciada de los antibioticos
poliénicos sobre bicapas modelo de POPC y ergosterol contra bicapas compuestas de POPC
y colesterol (Gonzalez-Damian y Ortega-Blake, 2010). Las causas por las cuales esto sucede
siguen sin ser esclarecidas. Este trabajo busca obtener mas informacion y proponer un
mecanismo molecular por el cual sucede la selectividad de los polienos. Para ello, se
extendio el estudio de bicapas de POPC con ergosterol o colesterol a mezclas que
presenten segregacion de fases y por lo tanto presencia de dominios. Se utilizo la mezcla
POPC/esfingomielina de huevo (eSM) en una proporcion molar 1/1 que se sabe presenta
segregacion de fases para preparar bicapas soportadas sobre mica. Esta mezcla se preparo
con diferentes concentraciones molares de ergosterol o colesterol en busca de diferencias
en el efecto de cada esterol sobre la morfologia y propiedades de los dominios. Las
distintas bicapas obtenidas se estudiaron mediante microscopia de fuerza atéomica, una
herramienta muy versatil que se ha vuelto muy util para estudiar muestras biologicas.

1.4. Estudio de bicapas lipidicas mediante microscopia de fuerza atomica.

La microscopia de fuerza atomica (AFM) es una técnica basada en el barrido de una
superficie de interés mediante una sonda. Entre sus ventajas se encuentra una resolucion
que sobrepasa el limite de resolucion de la microscopia optica convencional (~200 nm). Al
usarse para barrer muestras solidas en alto vacio se puede obtener una resolucion de
angstroms. En muestras en aire o incluso en agua la resolucion es de algunos nanometros,
lo cual sigue siendo bastante aceptable para muchas aplicaciones.

Las bicapas soportadas fueron de los primeros sistemas biologicos que estudiaron
mediante esta AFM ya que permite la obtencion de imagenes de alta resolucion, tanto de las
bicapas como de moléculas de interés que se adsorben a ellas (Mou et al., 1994a, 1994b,
1995a). EI manejo del AFM en condiciones acuosas que, aunque Lliene ciertas
complicaciones, no es tan complejo y la facil preparacion de bicapas soportadas sobre mica
o vidrio hacen de este sistema uno muy atractivo. En los ultimos anos este modelo de
membrana ha sido muy 1til para el estudio de la interaccion de biomoléculas con la bicapa,
como toxinas o ADN (Maté et al., 2014; Nelson y Schwartz, 2018; Sudhakar et al., 2019), asi
como el estudio de la estructura y coexistencia de fases en bicapas dependiendo de su
composicion (Ip et al., 2010; Alessandrini y Facci, 2014; Borrell et al., 2017; Maekawa et al.,
2019). Debido a estas ventajas y facilidades, en este trabajo se utilizdo este modelo de
membrana y la técnica de AFM.

1.4.1. Uso para el estudio de segregacion de fases en bicapas lipidicas.

La segregacion de fases es un fenomeno que se observa en bicapas lipidicas al mezclar un
lipido cuya temperatura de transicion de fase principal es alta (> 30°C) con uno cuya
temperatura de transicion es baja (< 10°C). Por ejemplo, la temperatura de transicion de
DOPC es de -17°C mientras que para DPPC es de 41°C. Una bicapa compuesta de
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DOPC/DPPC en una razon equimolar presentara una segregacion de fase a temperatura
ambiente simplemente porque a esta temperatura DOPC se encuentra en estado liquido y
DPPC se encuentra en un estado de gel. A esta segregacion de fases también se le conoce
como formacion de dominios (referente a las regiones de gel) o coexistencia de fases.

Debido a la diferente fase de cada lipido, en la bicapa surgen zonas de grosores diferentes,
siendo la region en fase gel mas gruesa que la region en fase liquido. La diferencia de
grosor entre estas regiones es del orden de 1 nm, lo que hace su estudio mediante AFM
muy adecuado. Para lograr observar estas diferencias de grosor, o de altura en el caso del
AFM, es necesario que la muestra sea plana y esté inmovil. Es por eso por lo que las bicapas
SLB son un modelo perfecto para ser estudiado mediante AFM. Como se menciono antes, el
grosor de la bicapa se traduce en altura al medir con AFM y por lo tanto las imagenes que
se obtienen muestran regiones que se encuentran ~ 1 nm por encima del resto de la
muestra. Este fenomeno se ha estudiado mucho en las tltimas dos décadas, tanto las causas
como sus efectos sobre procesos de relevancia biologica (McKiernan et al., 2000; Ratto y
Longo, 2002; Lin et al., 2006; Garcia-Arribas et al., 2015, 2016a, 2016b).

El acceso a un equipo de AFM vy la gran utilidad de SLB como modelo de membrana motivo
su uso en este trabajo en el cual se busca determinar el efecto de agregar colesterol o
ergosterol a una bicapa equimolar de POPC/eSM.

1.4.2. Medicion de la fuerza de ruptura en bicapas soportadas.

Otra ventaja que ofrece la AFM es el estudio de propiedades mecanicas de la muestra
mediante curvas de fuerzas contra distancia (FvD). De ahi se pueden obtener parametros
como constante de resorte, modulo de Young o energia de adhesion entre otros. En el caso
de bicapas soportadas un parametro muy util para caracterizar sus propiedades mecanicas
es la fuerza de ruptura, esto es la fuerza que se requiere aplicar con la punta de la
micropalanca para atravesar la bicapa, o una monocapa (Alessandrini et al., 2011; Kaufmann
et al., 2o11). Se ha encontrado que la fuerza de ruptura cambia con la composicion de la
bicapa. Asakawa y Fukuma encontraron que una bicapa de DPPC tiene una fuerza de
ruptura mayor que una compuesta por DPPC/colesterol (Asakawa y Fukuma, 20009).
Ademas, otros factores como iones en solucion pueden afectar esta medicion (Fukuma et
al., 2007). En este trabajo se busca medir la fuerza de ruptura de bicapas compuestas por
una mezcla equimolar de POPC/eSM con vy sin esteroles (ergosterol o colesterol) en busca
de diferencias. A continuacion, se describe con mayor detalle el funcionamiento del
microscopio de fuerza atomica.

1.5. Microscopia de fuerza atomica

La microscopia de fuerza atdmica o AFM por sus siglas en inglés, se utiliza para estudiar
propiedades estructurales de superficies a nivel nanométrico o incluso de dngstroms (A).
La microscopia de fuerza atomica forma parte de las técnicas conocidas como SPM
(Scanning Probe Microscopy) que incluyen entre otros a la microscopia de escaneo por
efecto tinel (STM), la microscopia de fuerza electrostatica (EFM) y la microscopia por
barrido de conductancia ionica (SICM). Las técnicas SPM obtienen imagenes de superficies
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utilizando una sonda fisica que escanea la muestra deseada. La sonda utilizada para AFM se
denomina micropalanca y obtiene informacion topografica de la superficie que
posteriormente convierte en una imagen digital. El éxito de este tipo de técnica es el
circuito de retroalimentacion, en donde se mantiene constante alguno de los parametros
medibles (deflexion, fuerza o inclinacion) mediante desplazamientos verticales de la sonda.
Ademas de la obtencion de imagenes AFM es capaz de obtener datos de las propiedades
elasticas de un material mediante curvas de fuerza contra distancia (FvD) siguiendo la ley
de Hooke y el modelo de Hertz en una aproximacion lineal o modelos mas complejos como
los de Johnson-Kendall-Roberts (JKR), Derjaguin-Muller-Toporov (DMT) y el de
Canham-Helfrich.

ﬁ Sefial de K

retroalimentacidn

Sefial
Voltajel errorA

Piezo

Ly -

Diferencia
en la senal

Valor fijo

Figura 10. Esquema de la configuracion del AFM. El ldser se dirige a la micropalanca, este lo refleja hacia el
fotodetector. El circuito compara la senial con el valor fijo definido por el usuario (fuerza, amplitud o frecuencia de
referencia). Se genera una senal error y el sistema de retroalimentacion envia una senal al piezo eléctrico para
corregir esta sefial error.

1.5.1. Funcionamiento

Fuerzas entre la punta y la muestra

La técnica de AFM utiliza una sonda llamada micropalanca, la cual consiste en una palanca
de dimensiones micrométricas que cuenta con una punta de diametro entre 5y 30 nm en
su extremo. La geometria de la punta varia dependiendo la aplicacion buscada. Existen
geometrias de piramide invertida, conicas y esféricas, estas ultimas con diametros de
micrometros. La técnica de AFM se basa en medir las fuerzas de interaccion entre la punta
y la superficie de la muestra para obtener informacion de la topografia de dicha superficie
gracias a un circuito de retroalimentacion y un sistema de posicionamiento compuesto de
piezoeléctricos que permiten desplazamientos muy finos, del orden de angstroms, ver
figura 10.
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Fuerzas punta-muestra

En la figura 11 se presenta una curva que muestra cualitativamente las fuerzas que rigen la
interaccion entre la puntay la superficie que incluyen tanto fuerzas de largo como de corto
alcance. A distancia lejanas, mayores a 3 veces las distancias tipicas del sistema, no hay
interaccion, las fuerzas tienden a cero. A medida que la distancia interatomica se reduce,
surge una interaccion atractiva gobernada por fuerzas de Van der Waals. Las fuerzas de
Van der Waals son aquellas que se establecen entre atomos neutros o moléculas sin
momento dipolar permanente, pero polarizable. Asi las interacciones de Van der Waals son
atractivas y se dan entre dipolos eléctricos. En esta region de la curva de fuerza contra
distancia es en donde se realizan mediciones en el modo denominado de no contacto o
dinamico que se trata mas adelante. Cuando la distancia interatomica se reduce lo
suficiente surge un traslape entre las funciones de onda electronica de la capa de
electrones mas externa los atomos que implica una fuerza de corto alcance que puede ser
atractiva o repulsiva. Al alcanzar una distancia critica el traslape ya no es solo de las capas
electronicas mas externas sino de las capas internas que se encuentran en capa cerrada,
por lo cual surge una repulsion electronica mas fuerte que la atraccion de Van der Waals
(ver linea punteada vertical color verde en la figura 11). Esta repulsion se debe no solo a
interacciones electrostaticas sino ademas al principio de exclusion de Pauli. Un tratamiento
mas profundo de estas interacciones implica necesariamente el uso de mecanica cuantica y
la ecuacion de Schrodinger, sin embargo, en este trabajo no se ahonda en el detalle de estas
interacciones que ya han sido descritas en la literatura. Ademas, este tratamiento no es
necesario para el estudio que se llevara a cabo en donde se obtendran imagenes
topograficas de superficies de gran tamano sin detalle atdmico. En esta region se barre la
superficie de la muestra en lo que se denomina modo de contacto donde la punta y la
muestra estan en contacto fisico.

Dada la dificultad para resolver la ecuacion de Schrodinger para un sistema multi
electronico, se recurre a potenciales modelo. Uno de los mas utilizados es el potencial de
Lennard-Jones en donde las interacciones atractivas de largo alcance (Van der Waals) se
) . ) ) 1/7"6 . . . . . AT
modelan como proporcionales a y las interacciones repulsivas de corto alcance

proporcionales a 1/ % De modo que el potencial es:

RNZ /RA\®
U =4Uo [( =) — (=) |,
r r

donde Uo es la profundidad del pozo de potencial, o es la distancia a la cual el potencial
se vuelve cero y r es la distancia entre atomos o en el caso que nos compete, la distancia
entre la punta y la muestra. La figura 11 muestra el potencial tipo Lennard-Jones y la fuerza

asociada a este potencial (£ = —dU(r)/dr),
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Figura 11. Representacion grafica del polencial de Lennard-Fones (A) y las fuerzas (B) que gobiernan la interaccion
enlre dlomos, en nuestro caso los de la punta de la micropalanca y la superficie de la muestra. Las fuerzas
involucradas dependen de la distancia. En el panel (A) la linea color olivo v la linea azul corresponden a la parte
atractiva v repulsiva del potencial respectivamente. A distancia largas dominan las fuerzas de Van der Waals,
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atractivas v de largo alcance, mientras que al llegar a una distancia critica (dFLy/dr =0), linea punteada color
verde, las [uerzas de corto alcance comienzan a dominar, repulsion electrostdtica v de Pauli. Al llegar el potencial al
valor minimo (U0), linea punteada color negro, la fuerza de interaccion se vuelve completamente repulsiva. Figura
adaptada a partir de la publicada por Voigtlinder (Voigtlinder, 2019a).
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Mecanica del contacto punta-muestra

Cuando la distancia entre la punta y la muestra es tal que las fuerzas de interaccion son
repulsivas, surge un efecto adicional a la repulsion de las funciones de onda electronicas.
Hay un reacomodo de los atomos dentro de la estructura solida, es decir, hay una
deformacion. El grado de deformacion depende de las propiedades elasticas del material en
cuestion. En 1882, Hertz introdujo un modelo para describir el contacto y la deformacion de
dos cuerpos elasticos esféricos. El modelo contempla las siguiente suposiciones: i) Los
esfuerzos son pequenos y dentro del limite elastico; ii) El area de contacto es pequena con
respecto al tamano de los cuerpos, i.e. se considera que cada cuerpo es un semi-espacio;
iii) No hay friccion, iv) Las superficies son continuas y no-conformantes (esto implica que el
area de contacto es mucho menor que las dimensiones caracteristicas de los cuerpos
involucrados) y v) no hay adhesion entre los cuerpos. Este modelo permite determinar
profundidades de indentacion y area de contacto entre cuerpos de diferentes geometrias.
Las cinco mas utilizadas son: i) Contacto entre una esfera y un semi-plano elastico; ii)
contacto entre dos esferas; iii) contacto entre dos cilindros con ejes paralelos; iv) contacto
entre un cilindro rigido y un semi-plano elastico y v) contacto entre un indentador conico y
un semi-plano elastico. Para mediciones de AFM el primero y el altimo caso son los de
interés. Aunque basta con estudiar el caso del contacto entre una esfera y un semi-plano ya
que las puntas de AFM disponibles no tienen un extremo puntual, i. e. siempre se puede
aproximar a una esfera.

Cuando una esfera de radio R entra en contacto con un semi-plano elastico el material se

deforma una distancia z de su posicion de equilibrio. Considerando el punto de equilibrio
como 2o el modelo de Hertz predice una fuerza de respuesta por parte del material como:

4
Friere(2) = gE*\/E (20 — 2)*?,

donde 2 < 20y 20 — %2 = 0 es la indentacion y E* es el modulo de Young del sistema
punta-muestra:

— 12 2
i _ 1 Vpunta + 1 - Vimnuestra
E* Epunta Emuestra

con Fj y Vi el modulo de Young y la razon de Poisson respectivamente. Recordemos que el
modulo de Young es una medida de la rigidez de un material ya que relaciona la tension
ejercida sobre un cuerpo con su deformacion en un régimen de deformacion lineal. La
razon de Poisson es aquella entre el esfuerzo longitudinal y transversal de un material.
Para deformaciones pequenas se puede obtener de la expansion transversal y la
compresion longitudinal. Para material biologico se utiliza una razon de o.5.

Derjaguin, Muller y Toporov extendieron el modelo de Hertz de manera que incluyo

fuerzas atractivas (Van der Waals) y es conocido como el modelo DMT. La forma funcional
de la fuerza queda definida para dos regiones: i) Dentro de la zona de contacto y ii) fuera de

29


https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=R%250
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=z_0%250
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=F_%7BHertz%7D(z)%3D%5Cfrac%7B4%7D%7B3%7DE%5E*%5Csqrt%7BR%7D%5Cleft(%20z_0-z%5Cright)%5E%7B3%2F2%7D%2C%250
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=z%3Cz_0%250
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=z_0-z%3D%5Cdelta%250
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=E%5E*%250
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=%5Cfrac%7B1%7D%7BE%5E*%7D%3D%5Cfrac%7B1-%5Cnu_%7Bpunta%7D%5E2%7D%7BE_%7Bpunta%7D%7D%2B%5Cfrac%7B1-%5Cnu_%7Bmuestra%7D%5E2%7D%7BE_%7Bmuestra%7D%7D%250
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=E_i%250
https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=%5Cnu_i%250

ella. Asi, cuando una punta esférica de radio R no ha entrado en contacto con la muestra
(2 > 20):

HR

Fpur(z) = Foaw = o2

Mientras que en la region de contacto (2 < 20):

4., HR
FDMT('Z) = FHerzt + deW = gE \/E(ZO — 2)3/2 — W
0

En estas ecuaciones H es la constante de Hamaker que esta relacionada con la densidad
atémica de la punta y del material (°) asi como con la constante de atraccién por pares

entre 4tomos del potencial de Van der Waals, Uwaw(r) =—C/r ° De manera que

H = 7*CppuntaPmuestra, E] modelo DMT es valido para materiales duros con energias de
superficie bajas (esto es la energia en exceso de la superficie en comparacion con la que
tendria en bulto), radio de la punta pequeno y adhesion independiente de la profundidad
de indentacion (Tabor, 1977).

Existen otros modelos como el de Johnson-Kendall-Roberts (JKR) considera la fuerza de
adhesion de corto alcance (Johnson et al., 1971). A diferencia del modelo DMT las fuerzas de
adhesion solo ocurren dentro del area de contacto. Aunque no se discutira este ni otros con
mas detalle ya que no se requieren para el desarrollo de esta tesis. Sin embargo, conocer el
régimen en el que se encuentra la interaccion punta-muestra es muy util para la obtencion
de imagenes topograficas, ya que dependiendo del régimen se pueden utilizar diferentes
modos de operacion.

Modos de obtencion de imagenes topograficas

Existen diferentes modos de operar en AFM que permiten la obtencion de imagenes
topograficas de la superficie de la muestra bajo estudio. En general, y de manera mas
formal, estos modos se pueden dividir en dos grupos: i) modo estatico y ii) modo dinamico.
La principal diferencia es que en el modo dindmico la micropalanca es obligada a oscilar.
En ambos casos la punta de la micropalanca puede encontrarse en un régimen atractivo o
repulsivo, dependiendo de la distancia punta-muestra como se presentd en la figura 11.
Cuando nos encontramos en un régimen repulsivo la punta y la muestra estan en contacto,
mientras que en el régimen atractivo no. Esta es la manera mas comun de describir los
modos de operacion de un equipo de AFM para la obtencion de imagenes topograficas y
sera como se presenten en este trabajo.
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Modo de contacto
En el modo de contacto la punta de la micropalanca se encuentra en un régimen repulsivo

respecto a la muestra. Ademas, este modo se lleva a cabo en modo estatico, es decir la
micropalanca no se encuentra oscilando.

Este modo funciona mediante la procuracion de una fuerza constante entre la punta de la
micropalanca y la muestra. Se escoge cierto valor fijo de la fuerza, que corresponde a un
desplazamiento de la micropalanca, Az. Electronicamente, esto consiste en mantener
cierto valor de la deflexion que se mide en el fotodetector PSPD, AV. Este valor se
mantiene mediante el circuito de retroalimentacion, de manera que cuando la fuerza
cambia, por ejemplo, en un escalon, la deflexion se ve modificada y el circuito de
retroalimentacion ajusta el valor de la posicion vertical a modo de recuperar el mismo
valor de deflexion. Una imagen topografica se genera a partir de los desplazamientos en
cada punto del barrido de la muestra.

En este modo, ademas de la topografia se puede registrar la senal del angulo de torsion de
la micropalanca, es decir, que tanto se desvia en la direccion x-y. Esto brinda informacion
de la friccion o arrastre que existe entre la punta y la muestra y es muy util cuando se sabe
que la muestra consta de dos materiales con rugosidad diferente. Esta diferencia de
rugosidad se vera reflejada como una diferencia en la inclinacion de la micropalanca, ver
figura 12.

Figura 12. Esquema que representa el cambio en la inclinacion de la micropalanca al escanear una muestra con dos
regiones con rugosidad diferente. La direccion de escaneo rapido es de izquierda a derecha. Se observa que al barrer
sobre la superficie azul la traccion es mayor y la micropalanca se inclina.

Los problemas mas comunes de este modo es un limite de resolucion lateral debido a las
dimensiones de la punta de la micropalanca (no puntuales) que se encuentran entre 1 -10
nm. Otro problema es el posible dano tanto a la muestra o a la punta durante varios
barridos, dependiendo cual es mas suave, incluso a fuerzas de contacto del orden de pN.

Modo de no-contacto

Otro modo para obtener imagenes topograficas es el modo de no-contacto. A diferencia del
modo de contacto en este modo la micropalanca realiza un escaneo sin tocar la superficie
mientras oscila cerca de su frecuencia de resonancia. En este modo se tiene control sobre
la amplitud de la oscilacion, por lo tanto, se denomina AM-AFM (Amplitude Modulation
AFM). Si la distancia entre el sustrato y la micropalanca varia, la amplitud de oscilacion
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también cambiara debido a un cambio en la fuerza de Van der Waals entre la puntay el
sustrato, ver figura 11. Al cambiar la distancia entre la punta y la muestra hay un cambio en
la fuerza entre la punta y la muestra que resulta en un cambio en la frecuencia de
resonancia v a su vez en un cambio en la amplitud de oscilacion a esa separacion. El
circuito de retroalimentacion entra en accion para mantener una amplitud de oscilacion
constante. Para lograr esto se corrige el voltaje del piezoeléctrico vertical que controla la
distancia punta-muestra. Este modo permite obtener imagenes topograficas de superficies
con un riesgo menor de danar al sistema. Sin embargo, en algunos medios acuoso con sales
la resolucion se ve afectada debido a cambios en la difraccion del haz.

Una variacion del modo de no contacto que sera utilizado en este trabajo es el modo de
no-contacto por modulacion de frecuencia o FM-AFM por sus siglas en inglés. Una ventaja
de este modo en comparacion con el de modulacion de amplitud es la obtencion de
imagenes topograficas de mayor resolucion. El modo de FM-AFM, consiste en hacer oscilar
la micropalanca cerca de su frecuencia de resonancia excitando foto-térmicamente la
micropalanca mediante un laser y corregir el cambio en la frecuencia de resonancia debido
al cambio en la distancia punta-muestra. La excitacion con laser permite una amplitud de
oscilacion menor que con el modo de amplitud modulada, ~o0.1 vs ~1.0 nm, lo que permite
la deteccion de estructuras a nivel atomico (Kobayashi et al., 2010, 2018; Fukuma et al., 2012;
Miyata y Fukuma, 2018).

En los casos de AM-y FM-AFM la micropalanca oscila sobre la superficie de la muestra con
amplitudes de oscilacion pequena. Al realizar un analisis del movimiento de la punta a lo
largo del eje vertical z como funcion del tiempo tenemos que por segunda ley de Newton y
por ley de Hooke:

F=ma=—kz.

Donde k es la constante de resorte de la ley de Hooke asociada a la micropalanca.

Ademas, podemos escribir la velocidad y la aceleracion de la punta como:

dz

t) = —
o) =g
d?z

Por lo que la ecuacion de movimiento queda como:

d?z

Como la micropalanca se mueve en aire o en agua agregamos un término de
amortiguamiento por friccion que también incluye las pérdidas de energia de la propia
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micropalanca como un resorte real. En ambos casos las pérdidas de energia se aproximan
proporcionales a la velocidad (bv) por lo cual la ecuacion de movimiento se modifica como:

F=ma=—kz— bv,

m% = —kz — bv,
2
m% = —kz — b%
Reordenando obtenemos:
m% + b% +kz =0,
A’z wodz
) + — 0 s + woz 0,
donde:
mwy
b= ?,

| k
Wy = —.
m

El término wo es la frecuencia natural o modo normal y @ se llama factor de calidad y se
puede obtener experimentalmente, de ahi la conveniencia de usarlo.

Finalmente, cuando se llevan a cabo mediciones en estos modos la micropalanca es forzada
a oscilar cerca de su frecuencia de resonancia, w = wo. Por lo cual se debe agregar este

término de forzamiento 2f(t) = Bcoswt Ahora la fuerza de restituciéon del resorte sera

F=—k(z—2z) al agregar esto a la ecuacion de movimiento tenemos:

d?z  muwydz
mw + ?% == —kT(Z — Zf).

Dividimos entre la masa y reacomodamos:

d?>z wodz kz— Ez
W@ Q@ T
d?z wodz

dt2 Q dt + woz = wozf
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Esta es la ecuacion de movimiento de un oscilador armonico forzado y amortiguado y su
solucion tiene la forma:

z(t) = Acos (wt — @),

donde:
wWwo
¢ = arctan [—] ,
Q (wf —w?)
A wiB

V0 w22+ 5

Hasta ahora no hemos introducido la interaccion entre la punta y el sustrato que
normalmente se denomina de Van der Waals, aunque muchas veces sean interacciones
entre superficies y no parejas de atomos.

Definimos esta interaccion como £i(d) y depende la distancia entre la punta y el sustrato,
d. Supongamos que la punta se encuentra a una distancia d del sustrato y la interaccion
atractiva, en este caso, el sustrato provoca que la micropalanca se desplace una distancia [,
con respecto de su posicion de equilibrio o reposo. En el caso estacionario, i.e. cuando la
micropalanca no es forzada a oscilar, existe un equilibrio de fuerzas entre la restitucion
elastica de la micropalanca y la fuerza de interaccion:

Fz(d) - Fresorte(l) = —kl.

Cuando la micropalanca se hace oscilar, tenemos el caso del oscilador forzado y
amortiguado. La diferencia es que ahora debemos considerar el desplazamiento por la
fuerza de interaccion. De modo que la fuerza de restitucion del resorte depende de <> <f y

[ de la siguiente manera £” = —k(z —zp — 1) y ademas debemos agregar el término de la
fuerza de interaccion que ahora depende de la distancia entre la punta y la muestra y los

desplazamientos por la oscilacion, Fi(d+ Z) de modo que la ecuacion de movimiento es:

d?z  muwydz
m@—k 0 E——k‘(z—zf—l)—i—ﬂ(d—kz).

Utilizando la aproximacion de amplitudes de oscilacion pequenas podemos expandir el
término de la fuerza de interaccion alrededor del punto de equilibrio (z = 0):

d d?
Fi(d+z) = Fy(d) + —F,(d + z) -z—i—(’)(@,zz),
z=0

dz
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descartamos los términos de orden superior dado que los desplazamientos son pequenos y
por lo tanto tenemos que la fuerza de interaccion cuando la micropalanca oscila varia de
manera lineal con z. Definimos la derivada como una constante de acoplamiento similar a
la constante de resorte de la ley de Hooke:

d
= - F(d
) dz Z< +Z) z=0.

Sustituyendo la aproximacion lineal en la ecuacion de movimiento tenemos que:

d*z L o dz
m— _— =
a2t o d@

—k(z—zf— 1)+ Fi(d) —a- 2,

como

entonces

d?z LY dz+
nm—- _ =
a0 @

—k(z—zf) —a- 2,

dividiendo entre la masay re arreglando

d22+w0dz k( ) z
— = ——(z—zf) —a—
a2 Q dt m f m’
d?z wodz+ k k 2z
— 4 2= —z;—a—
iz Qdt m m! m’
d2z+w0dz+k+04 k
—_— —— z2=—z
dt2  Q dt m m™
>z  wydz k+a )
W‘Faa‘l‘ z=w0zf,
d22+w0dz K )
— 4 —— 4+ —2 =w§2
ez Qdt ' m 0=/
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donde
E=Fk+a.

La ecuacion resultante es muy similar a la de un oscilador armonico amortiguado con
forzamiento, solo que en este caso tenemos que:

k/m — kK /m = w?
y, por lo tanto
wiB

A= 202
\/(W% - w62)2 + 2;)20

Como podemos observar, la interaccion entre la punta y la muestra provoca un
corrimiento de la frecuencia de resonancia, de manera que:

, k+ «
Wo = Wy =/ —,
m
k « «Q
A8 (0D
wo m<+k Wo ‘|‘k,

De aqui podemos ver que la interaccion entre el sustrato y la punta modifica directamente
la frecuencia de resonancia y por lo tanto la amplitud de oscilacion. Si la interaccion se
anula, o = 0, recuperamos la frecuencia de resonancia original.

Al igual que en el modo de contacto, en este modo se pueden registrar otras senales
ademas de los desplazamientos en z que componen la imagen topografica. Al registrar los
cambios en la fase de la funcion periddica que se ajusta a la oscilacion se puede determinar
un cambio de material en la superficie de la muestra. Al igual que en el caso de contacto y
la medicion de la friccion, este es un modo indirecto de detectar cambios de material o
composicion de dentro de la muestra.

Modo intermitente

Un modo hibrido entre contacto y no contacto es el modo denominado 'tapping' o
'intermitente’ en donde la micropalanca es puesta a oscilar cerca de su frecuencia de
resonancia a una amplitud mayor que en el modo no-contacto. Este mayor rango permite
que la punta toque la superficie cada ciclo de oscilacion, por lo que el contacto es
intermitente y no continuo, de ahi el nombre de este modo. Este modo de barrido utiliza
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tanto las fuerzas atractivas como las repulsivas y tiene la desventaja que el modo de
contacto, si el material es suave, puede sufrir danos por el contacto de la punta sobre ¢l. Si
por el contrario el material es duro, mas que la punta, ésta se desgasta en mayor medida
que en modo no-contacto debido al choque con la muestra durante cada oscilacion, pero
en menor medida que en el modo de contacto. Ademas, para el modo intermitente las
oscilaciones son tales que la amplitud es grande y por lo tanto no se puede aproximar a un
oscilador armonico. El tratamiento debe ser el de un oscilador anarmonico y la solucion
analitica se vuelve mucho mas complicada de obtener (Voigtlinder, 2019b). La ventaja de
resolver este oscilador es el acceso a la informacion precisa del cambio de fase, ya que esta
informacion indica un cambio de material en la superficie.

Para finalizar esta seccion, se hace énfasis en que el modo a utilizar depende mucho de la
muestra. Para muestras solidas se puede recurrir a modo contacto para obtener alta
resolucion con un riesgo muy bajo de dano de la muestra. Sin embargo, si la muestra es
suave, como es el material biologico, es preferible usar el modo no-contacto.

1.5.2. Curvas de fuerza contra distancia y micropalancas

Ademas de la obtencion de imagenes topograficas de la superficie de la muestra de interés,
AFM permite la caracterizacion mecanica de la muestra mediante curvas de fuerza contra
distancia. Esto se logra acercando la micropalanca a la muestra, ésta toca la superficie y se
realiza una indentacion controlando el movimiento del escaner vertical. Se calcula la fuerza
que actua sobre la micropalanca a cada paso del desplazamiento mediante la deflexion del
laser. El resultado es una curva que muestra la fuerza calculada como funcion del
desplazamiento de la micropalanca en la direccion vertical, ver figura 13. Para determinar
las propiedades mecanicas de la muestra se requiere saber la constante de resorte de la
micropalanca, %, la cual se puede determinar utilizando distintos métodos que se tratan
mas adelante. Al aplicar una fuerza a la micropalanca, ésta sufre una deformacion que se
puede cuantificar mediante el control de los desplazamientos.

La deteccion de la deflexion y las fuerzas que actian sobre la micropalanca se miden de la
siguiente manera. Se hace incidir un laser sobre la micropalanca. Las micropalancas
generalmente se encuentran recubiertas con un material reflejante en su cara superior
para favorecer la reflexion total del haz de luz. El laser se refleja hacia un fotodetector
sensible a la posicion (PSPD) que se encuentra dividido en cuadrantes lo que permiten
determinar la deflexion del haz de luz. De esta manera se registran de forma muy precisa
los desplazamientos de la micropalanca. Estos desplazamientos se utilizan en el circuito de
retroalimentacion, ver figura 10.
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Figura 13. Curva tipica de fuerza contra distancia (FvD) obtenida sobre una bicapa soportada con una punta con
constante de resorte de 0.45 N/m. Se muestra la traza o acercamiento (rojo) y la re-traza o regreso (azul). La punta se
acerca a la muestra vy no percibe fuerza alguna (region entre 225 v ~160 nm). Al hacer contacto el brazo detecta se
deforma vy el laser se desvia, con esta deflexion se calcula la fuerza. A pesar del contacto el brazo es desplazado mds en
la direccion vertical lo que genera la respuesta observada, una respuesta eldstica tipo Hooke. A cierto valor de la
fuerza la bicapa no resiste la presion y se rompe, lo que genera una discontinuidad en la traza (~145 nm y ~15 nN).
Una vez desplazada la membrana la punta del brazo hace contacto con el sustrato y se observa una respuesta
homogénea.

La fuerza se calcula a partir de los desplazamientos del piezoeléctrico o de la deflexion de
la micropalanca. En una primera aproximacion lineal se utiliza la ley de Hooke para
resortes dentro de su limite elastico:

F = kdz.

Utilizando la ley de Hooke se calcula la constante de resorte del sistema al evaluar la
pendiente de la curva FvD. Este valor %s es la constante aparente del sistema, es decir
incluye la constante de resorte de la micropalanca, %c, y la constante de resorte del
material, k». Para un sistema de dos resortes en serie las tres constantes de resorte estan
relacionadas de la siguiente manera:

ke
Y kot kyy

La constante de interés, la del material %, se obtiene al despejar:

ek,
iy =

kc_ks.

Con estas dos ecuaciones podemos hacer algunas observaciones importantes. De la
primera se observa que si el material bajo estudio es muy rigido y la micropalanca muy
suave (km >> k) se tiene que ke + km — km y por lo tanto ks — k¢ lo cual no brinda
informacion sobre el material. Por otro lado un material suave estudiado con una
micropalanca muy dura implicaria que ks — km, lo cual es una situacion ideal. Sin
embargo, fisicamente una micropalanca muy dura no sufriria una deflexion por parte del
material suave, sino que penetra sin oposicion deformando el material por completo. De
este analisis se concluye que la micropalanca se debe escoger tomando en cuenta los
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valores de k¢ y km para obtener informacion relevante. Ademas se observa que si ke = ks
la ecuacion de km pierde validez. Este es el caso cuando km >> kc. Lo cual define cierto
limite para los valores de kc que se pueden utilizar, como se observa en la figura 14, en
donde la constante de resorte del sistema tiende a la constante de resorte de la
micropalanca para valores de ~m altos.

ks s by, para distintos valores de k¢
0.3

fL(x)
f20x) ——
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Figura 14. Curvas de la constante de resorte del sistema calculada para distintos valores de la constante de resorte de
la micropalanca y variando la constante de resorte del material. Se observa que cuando el material posee una
constante de resorte mayor que la de la micropalanca, el valor del sistema llega a una meseta en un valor muy
cercano al de la micropalanca. Es por ello por lo que se debe elegir la micropalanca con detenimiento v considerando
valor de la constante de resorte de la muestra.

1.5.3. Calibracion de las micropalancas

De todo lo mencionado anteriormente se puede afirmar que es importante saber con
precision la constante de resorte de la micropalanca ya que la incertidumbre en la
constante de resorte de la micropalanca genera un error en el calculo de las propiedades
elasticas del material, 5m. Para determinar k. se debe calibrar cada micropalanca y existen
diferentes métodos para llevar a cabo la calibracion. Sin importar el método, primero se
requiere conocer la sensibilidad de la micropalanca.

En la ley de Hooke de la cual se obtendra la constante de resorte se utiliza el
desplazamiento en z, Az, sin embargo la cantidad que se mide realmente en el equipo es el

cambio en el voltaje, AV. Una vez conocida dicha sensibilidad, S=Az/ AV ge puede
calcular la constante de resorte. Los mas comun es obtener este parametro de manera
experimental, ya que los métodos analiticos disponibles requieren de variables que son
desconocidas o conocidas, pero con muy baja precision. La manera de calcular la
sensibilidad es acercar la micropalanca y su punta a una superficie dura. Dado que de
entrada no conocemos la rigidez de la micropalanca se utilizan superficies de silicio o
vidrio que son mucho mas rigidos que una micropalanca comun. Se adquiere una curva de
fuerza contra distancia sobre la superficie dura, de manera que el desplazamiento del
piezoeléctricos en la direccion y la deformacion verticales de la micropalanca sean la
misma, es decir no hay indentacion de la punta en la superficie. De la curva obtenida se
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puede calcular la sensibilidad como la pendiente (o pendiente inversa dependiendo del
equipo). Una vez determinado este valor se puede calcular el valor de la constante de
resorte de la micropalanca. Para ello, existen varios métodos.

En este trabajo se utiliza el método de fluctuaciones térmicas. Este consiste en obtener la
densidad espectral de potencia y ajustar una funcion de Lorentz a los datos, ver imagen
figura 15. Este ajuste brinda informacion sobre la constante de resorte de la micropalanca,
asi como de su factor de calidad Q, el cual indica la disipacion de energia de la
micropalanca, a mayor valor de Q menor disipacion y en el caso de la micropalanca
significa obtencion de imagenes en medios acuosos de mejor calidad. El factor de calidad
surge del amortiguamiento y se calcula como la frecuencia de resonancia entre el ancho de
la curva de resonancia.

=007 —

X500 =

3
E

S 008 — L1 |
n== -

IEkH i iy o] My
Frespasny (He
Fagh Fieqancy WHz] 7115 Pk Ampltudelrom " 28] |3 rgsaie?
Poseens [Vimra™2) | QOGOITINA
Dually lschr [ 47 open Feses Constard [ 00428501 Mt

Figura 15. Curva tipica obtenida de realizar un barrido de frecuencias v un andlisis de fluctuaciones térmicas de una
micropalanca. A partir de esta curva se realiza un ajuste del cual se obtiene el factor de calidad 9, la frecuencia de
resonancia y la constante de resorte de la micropalanca. Imagen obtenida de la pagina web de Park Systems.

Una vez que se tiene la constante de resorte de una micropalanca se puede decidir si es la
adecuada para obtener propiedades elasticas de cierta muestra de interés. Recordando la
figura 14, si el material bajo estudio es mucho mas rigido que la micropalanca no
mediremos sus propiedades elasticas y ademas en el caso contrario de que la micropalanca
sea mucho mas rigida que la muestra, ésta sufrira dano, podemos concluir que la
micropalanca debe tener una constante de resorte del mismo orden de magnitud que el
material. Estudios previos (Liang et al., 2004; Steltenkamp et al., 2006; Ovalle-Garcia y
Ortega-Blake, 2007; Ovalle-Garcia et al., 2011) indican que la constante de resorte de
bicapas no-soportadas y de vesiculas se encuentran en el rango de 1-5 mN/m. Actualmente
existen diferentes opciones de micropalancas comerciales con estas propiedades para el
estudio de materiales biologicos e. g. Biolevers de Bruker, lo cual brinda una seleccion de
micropalancas con diferentes propiedades adecuadas. De las micropalancas
comercialmente disponibles se puede acotar el rango de kc a aquellas con valor 10-250
mN/m para modo contacto.
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1.5.4. Sustralos

Para poder observar una muestra mediante AFM se requiere que ésta se encuentre
depositada y/o sujeta a un sustrato rigido. En el caso de muestras bioldgicas, los sustratos
mas comunes son mica, vidrio y grafito (Morris et al., 2010).

Mica

El sustrato mas popular para muestras biologicas es la mica, particularmente para estudiar
moléculas individuales debido a su bajo costo y alta disponibilidad. Otra caracteristica que
la hace muy popular es que se pueden obtener superficies atdbmicamente planas. Esto es
gracias a que la mica consiste en una serie de planos cristalinos que se pueden separar
facilmente al aplicar una fuerza de corte. Esto se logra con una navaja insertada por un
costado o con cinta adhesiva que retira la capa superior. El resultado es una capa fresca,
que no ha sido expuesta a la atmosfera, que posee regiones planas que se extienden por
micras. No es una sola capa ya que en la practica se retiran varias capas y algunas se
fracturan lo que deja mas bien una serie de escalones. Dependiendo del tipo de mica, la
superficie tendra expuestos unos u otros iones. Es importante tener esto en cuenta ya que
si se usa agua a pH neutro o aire la superficie de la mica tendra una carga neta que se debe
contemplar al depositar la muestra de interés.

Vidrio

Este es el sustrato de eleccion cuando se quiere obtener imagenes de células, y donde la
resolucion molecular no es necesaria. Al igual que la mica, el vidrio en forma de
cubreobjetos es barato y de alta disponibilidad. El mayor cuidado que se debe tener es la
limpieza, para evitar contaminar las células.

Grafito

Este sustrato se utiliza cuando se requiere un material conductor. Usualmente se utiliza si
ademas de imagenes de AFM se pretende obtener imagenes de microscopia por efecto
tanel. También se utiliza para descartar efectos causados por sustratos hidrofilicos como
mica o vidrio gracias a que el grafito es hidrofobico.

1.5.5. Problemas

Como toda técnica, AFM tiene sus problemas y desventajas. A continuacion, se describen
algunas de las problematicas mas comunes.

Deriva térmica

Este problema es mas evidente cuando las muestras se encuentran en un ambiente liquido,
como la mayoria de las muestras bioldgicas. El problema se da cuando el liquido y el
ambiente alrededor de la celda liquida tienen una diferencia de temperatura significativa
ya que surgen corrientes térmicas que pueden desviar la micropalanca. Adicionalmente, el
material reflejante que recubre las micropalancas, tipicamente oro o aluminio, puede sufrir
de expansion diferenciada debido al grosor de la capa. Esto provoca que la micropalanca se
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doble, incluso si no hay corriente de agua. En general hay dos situaciones que sugieren la
presencia de deriva térmica: i) El laser se desvia con el tiempo, debido al doblamiento de la
micropalanca, lo que puede ocasionar que la muestra se raye o que la punta se despegue
mientras se adquiere una imagen; ii) Se observa una deriva en el plano XY de la imagen
obtenida. La manera en que se previene este problema es asegurarse de dejar que el
equipo, la muestra y el ambiente alcancen un equilibrio que reduzca las diferencias de
temperatura. Dependiendo del tamano de la muestra esto puede variar entre 10 y 60
minutos.

Efectos de punta

Esta es la mayor fuente de errores y de problemas ya que la punta es la sonda que barre la
superficie. Uno de los problemas mas comunes es la punta doble o punta maltiple. En este
caso la punta ha sido danada o se encuentra contaminada de manera que la punta presenta
mas de un apice. Esto resulta en una repeticion o copia de las estructuras presentes en la
muestra que se esta estudiando, una por cada apice adicional. Aunque es un problema
molesto, en muestras sencillas es facil de identificar debido a la simetria que surge en la
imagen topografica resultante. Cuando la muestra es mas compleja se vuelve mas dificil
reconocer este problema y requiere de un analisis mas detallado de las imagenes para
notar un exceso de repeticiones de la estructura. Si se identifica este problema lo mas
directo y sencillo es cambiar de punta. Si se tiene cierta certeza de que podria deberse a
contaminacion se pueden realizar barridos grandes a altas velocidades sobre un sustrato
duro para desprender el contaminante, aunque este proceso podria danar la punta por lo
que no es lo mas recomendable.

Interferencia optica

Cuando el haz laser no es enfocado de manera adecuada sobre la micropalanca, parte del
haz incide en la superficie de la muestra. Si la muestra es reflejante o si la muestra se
encuentra en medio acuoso, este remanente del haz puede ser reflejado hacia el
fotodetector. Esto ocasiona un efecto de corrugacion en el fondo de la imagen debido a
interferencia constructiva y destructiva entre los rayos reflejados de la micropalanca o de
otra fuente. Cuando solo se requiere de informacion topografica este problema se resuelve
en un tratamiento posterior a las mediciones, mediante procesamiento de imagenes. Sin
embargo, si se requiere la obtencion de curvas de fuerza contra distancia la interferencia
vuelve la tarea dificil ya que imposibilita la deteccion de fuerzas pequenas y los registros
tienen mucho ruido.

Rugosidad de muestra

La altura tipica de una punta es de 3 pm. Esto limita el tipo de superficies que se pueden
barrer con una punta de AFM para obtener una buena imagen topografica. Si la muestra de
interés tiene estructuras cuya altura es mayor a la punta de AFM, tendremos un barrido
realizado por el brazo de la micropalanca en lugar de la punta. Esto obviamente afecta la
calidad de la imagen que pierde la mayor parte del detalle.
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Movilidad de la muestra

La movilidad de la muestra, es decir que la muestra no se encuentre debidamente fija al
sustrato o que presente cambios en su superficie, es comun al estudiar muestras en un
medio acuoso. La mayoria de los materiales biologicos reaccionan al agua, va sea que se
hincha o que adquieren movilidad. El mayor problema en este caso es que la muestra se
despegue del sustrato. Estos problemas se resuelven de manera particular para cada caso.

Imagenes en condiciones acuosas

En general, como ya se ha mencionado, adquirir imagenes topograficas mediante AFM de
muestras en un medio acuoso es mas complicado que si las muestras estuvieran en aire.
Hay tres consideraciones importantes: i) Equilibrio térmico: Si hay una gran diferencia de
temperatura entre la muestra y el equipo (porta-muestra) se generan corrientes
convectivas que afectan la toma de imagenes; ii) Cuidado con las fugas: Las fugas de
solucion acuosas pueden generar danos en el equipo que son muy costosos y ademas
peligrosos por lo que se debe tener mucho cuidado al llenar la celda liquida y asegurarse en
cada uso de que no haya fugas. iii) Limpieza: Cualquier tipo de contaminacion genera
problemas al realizar mediciones en condiciones acuosas. Por ejemplo, particulas en el
medio acuoso que podrian chocar con la micropalanca o interferir con el haz del laser o
también sedimentos que cambien las imagenes topograficas. Siempre se debe trabajar con
material limpio y en condiciones de poco polvo.

1.5.6. Uso de AFM en este trabajo

Debido a las limitaciones de los microscopios Opticos al observar estructuras menores a
200 nm se han buscado alternativas como la microscopia electronica (SEM y TEM) y la de
fuerza atomica (AFM). Sin embargo, en la tltima década ha surgido una preferencia por el
uso de AFM en la adquisicion de imagenes con resolucion nanométrica de muestras
biologicas ya que, a diferencia de SEM o TEM, se pueden observar sistemas bioldgicos en
condiciones fisiologicas y, contrario a TEM, AFM permite obtener imagenes de alta
resolucion sin danar la muestra. Estudios previos han logrado obtener imagenes de células,
proteinas de membrana y filamentos de actina (Marti et al., 1988; Butt et al., 1990; Edstrom
et al., 1990; Gould et al., 1990; Henderson et al., 1992), liposomas (Jass et al., 2000, 2003;
Liang et al., 2004) y bicapas (Kalb et al., 1992; Mou et al., 1994a; Rinia et al., 2001; Richter et
al., 2003; Khadka et al., 2015). Los estudios por AFM han permitido observar la interaccion
de proteinas, toxinas y farmacos con la bicapa lipidica en condiciones fisiologicas (Mou et
al., 1996; Lawrence et al., 2003; Maté et al., 2014) e incluso observar que las propiedades
elasticas de células saludables se ve modificada al volverse cancerosas (Cross et al., 2007;
Osmulski et al., 2015; Han et al., 2016; Deng et al., 2018; Svetlizky et al., 2019). Es por eso por
lo que hoy en dia se considera a la microscopia de fuerza atdbmica como una herramienta
poderosa para el estudio de sistemas biologicos. Como ya se ha mencionado, en este
trabajo se utilizara el modelo de bicapa soportada sobre mica para la evaluacion de su
estructura y dinamica mediante AFM.

Imagenes topograficas de AFM obtenidas de bicapas soportadas han permitido observar la
presencia de dominios en la membrana. Estos dominios son parches de membrana que
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presentan un grosor diferente al del resto de la bicapa, generalmente un grosor mayor.
Esta diferencia de grosor, usualmente de ~1 nm, se puede detectar con AFM. Las mezclas
de lipidos que llevan a la formacion de dominios generalmente involucran un lipido de
cadenas de acidos grasos saturados, por ejemplo, dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), con un
lipido que contenga una o sus dos cadenas insaturadas como por ejemplo
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC). La saturacion o insaturacion de las cadenas de acidos
grasos genera una diferencia considerable en la temperatura de transicion un lipido de una
fase liquida a una fase gel. Por ejemplo, la temperatura de transicion de DOPC es de -17 °C
mientras que para el DPPC es de 41 “C. Debido a esto una membrana formada por DOPC y
DPPC a temperatura ambiente se compondra de DOPC en fase liquida y de DPPC en fase
gel o solida, lo que se traduce en zonas de membrana con grosores distintos. La figura 16
muestra una imagen topografica de una bicapa soportada compuesta de DOPC y DPPC a
una razon equimolar.
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Figura 16. Segregacion de fases en una bicapa lipidica soportada compuesta por DOPC/DPPC a una razon equimolar.
Se muestra la imagen topogrdfica obtenida mediante AFM y un perfil de altura trazado sobre la misma imagen.
Imagen topogrdfica de 15 um x 15 pm y un rango en z de 10 nm. Imagen adaptada de la publicada en (Kirat et al.,
2010).

Como se menciond anteriormente, existe evidencia que la membrana de levadura presenta
formacion de dominios (Klose et al., 2010; Aresta-Branco et al., 2011b). La existencia de
estos dominios podria ser una via de acceso de los antibidticos poliénicos hacia la
membrana. Asimismo, hay evidencia experimental de que la accion ionoforética del
antibiotico poliénico Nys se ve incrementada por la presencia de zonas de fase gel
presentes en la membrana de liposomas (Dos Santos et al.,, 2017). Esto sugiere una
hipotesis, que la zona de interfase podria facilitar la penetracion a la membrana. Por tanto,
se alienta un estudio mas profundo sobre la estructura de la membrana y la presencia de
dominios en esta. Ademas, recordando que las membranas de hongo y de mamifero
presentan un esterol diferente, ergosterol y colesterol respectivamente, se muestra como
evidente estudiar el efecto que estos esteroles tienen sobre la morfologia, estructura y
dinamica de membranas dominios. Para llevar a cabo esta comparacion se escogio el uso de
bicapas soportadas sobre mica como el modelo mas adecuado, asimismo el estudio
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mediante AFM de estas bicapas permite no solo la obtencion de imagenes sino también de
propiedades mecanicas.

En una colaboracion con los Drs. Nakabayashi y Kobayashi de la Universidad de Saitama se
tuvo la oportunidad de observar los sistemas modelos estudiados hasta ahora en su
microscopio de fuerza atomica que tiene la capacidad de obtener imagenes topograficas en
modo de no-contacto mediante modulacion de frecuencia, FM-AFM. Se observaron bicapas
soportadas de POPC/eSM 1/1a 0y 20 mol% de ergosterol. En particular se busco esclarecer:
i) Que las diferencias de altura observadas son reales ya que en los experimentos de
contacto se podria comprimir la bicapa y modificar las alturas relativas. Por ello se
utilizaron las mezclas mas relevantes en este sentido, la binaria y a 20 mol% ergosterol; ii)
La morfologia de los dominios de la bicapa binaria ya que se observan no-uniformes en las
imagenes obtenidas hasta ahora. Se busco aprovechar que la técnica FM-AFM tiene una
mayor resolucion.

1.5.7. Limitaciones

Los resultados de AFM son observaciones fenomenologicas y no son suficientes para
proponer una explicacion de su origen. Para estudiar sistemas bioldgicos moleculares y
celulares existen diversas técnicas y metodologia aplicables. La tabla 1 muestra las técnicas
mas comunes, asi como sus ventajas, fuentes de error, resolucion y limitaciones. Entre las
mas versatiles y de mejor resolucion posible se encuentra la microscopia de fuerza atomica
elegida para los estudios de topografia y fuerza de ruptura. Equiparables o incluso mejores
en cuanto a resolucion le siguen las técnicas de microscopia electronica y las simulaciones
numéricas, sin embargo, las primeras tienden a danar la muestra, ademas de que no se
puede estudiar en su ambiente nativo. Las microscopias de super-resolucion requieren del
uso de marcadores fluorescentes, en este caso lipidos. La morfologia y la dinamica de las
membranas es muy sensible al cambio de composicion, incluso en pequenas proporciones
(e. 2. 5 mol%). Por lo cual introducir lipidos con algun marcador fluorescente podria
modificar la estructura y dinamica de las membranas de manera significativa. Es por ello
por lo que se recurrid a las simulaciones numéricas de dinamica molecular y calculos
cuanticos de las moléculas de ergosterol y colesterol con el fin de obtener informacion a
nivel molecular y poder asi proponer una explicacion mecanistica de los fenémenos
observados hasta ahora. Estas herramientas se muestran como las mas adecuadas dado que
permiten un estudio detallado de las moléculas de interés y creemos que la presencia de
dominios esta intimamente relacionada con las interacciones entre POPC y eSM con los
esteroles. En la siguiente seccion se discute este tema de manera mas amplia.
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Tabla 1. Comparacion de técnicas de imagen de alta resolucion en biologia molecular y celular. Se consideran
experimentos en: célula completa, membranas extraidas o artificiales, proteinas purificadas v dcidos nucleicos.
*Sobre proteinas de membrana se logra una resolucion de < 1 nm, sobre células de mamifero ~50 nm v sobre células
microbianas ~10 nm. **STED, agotamiento de emision estimulada; PALM, microscopia de localizacion foto-activada;
STORM, microscopia optica estocdstica de reconstruccion. Tabla obtenida de la publicacion de Dufréne vy

colaboradores (Dufrene et al., 2017) y modificada para incluir simulaciones numéricas.
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1.6. Calculos Cuanticos y Simulaciones De Dinamica Molecular

Lograr una descripcion mecanica y determinista de la materia y la naturaleza ha sido un
objetivo de las ciencias exactas desde que Newton dedujo sus ecuaciones de movimiento
hasta la fecha. La idea era, desde entonces, que conociendo todas las condiciones iniciales
de las particulas de un sistema, asi como las fuerzas de interaccion involucradas seria
posible describir el estado del sistema a un tiempo posterior cualquiera. El avance en la
capacidad de computo de las ultimas cinco décadas permitio el desarrollo de herramientas
digitales dirigidas al estudio de procesos e interacciones a nivel molecular y atomico. El
conocimiento obtenido de estos calculos y modelos moleculares permite entender y
predecir propiedades macroscopicas. A pesar de algunas predicciones de este tipo por
medio de simulaciones numéricas siempre se debe tener en cuenta que son una
aproximacion y que los atomos y moléculas no se rigen por las leyes de la mecanica clasica,
sino la cuantica. Entre los estudios de sistemas modelo utilizando herramientas
computacionales se encuentran las simulaciones de Dindmica Molecular (DM). Estas
simulaciones parten de modelos computacionales de atomos y moléculas de interés y, por
un tiempo determinado, permiten que el sistema evolucione libremente bajo la accion de
fuerzas de interaccion determinadas. El resultado es la visualizacion del movimiento de los
atomos y moléculas, asi como la caracterizacion de las interacciones entre ellos que
permiten reproducir y predecir comportamientos y propiedades macroscopicas. En las
ultimas tres décadas surgio un gran interés por el estudio de sistemas biologicos mediante
herramientas computacionales como las simulaciones de DM. El trabajo de refinar tanto las
programas y algoritmos como los parametros de los campos de fuerza utilizados permitio
el desarrollo de diversas herramientas capaces de simular sistemas biologicos, como
bicapas lipidicas y proteinas (Brooks et al., 1983; Berendsen et al., 1995; Pearlman et al., 1995;
Enkavi et al., 2019). Al dia de hoy los resultados de DM, ya sea con diferentes campos de
fuerza empiricos o con calculos cuanticos ab initio de gran precision, han sido capaces de
reproducir propiedades y mediciones experimentales (Wang et al., 2016; Bennett et al.,
2018). Esta validacion de las herramientas computacionales permite su uso para estudiar y
medir propiedades inaccesibles experimentalmente. Aunque siempre debemos tener en
cuenta la advertencia de Haile (Haile et al., 1993): “Tenga en cuenta que utilizar una
maquina para calcular el comportamiento de un modelo de varios cuerpos no garantiza que
el comportamiento calculado sea representativo de ese modelo, y mucho menos que el
modelo imita la realidad.”

1.6.1 Dindmica Molecular ab initio

Existen diferentes técnicas computacionales para lograr una descripcion adecuada de un
sistema atomico o molecular. El sistema bajo estudio y sus propiedades determinan el
método y nivel de calculo mas apropiado. En particular para el estudio de atomos y
moléculas, se debe utilizar la ecuacion de Schrodinger dependiente del tiempo. A este nivel
de calculo cuantico, sin el uso de parametros experimental o ad-hoc, se le denomina nivel
ab initio y bastaria con calcular las funciones de onda de los atomos, nucleos y electrones,
para resolver el sistema y poder predecir su dinamica a cualquier tiempo. Sin embargo,
para sistemas de mas de dos atomos resolver las ecuaciones del sistema se vuelve muy
complejo y se debe recurrir a métodos aproximados como por ejemplo el método
Hartree-Fock (ab-initio) o la Teoria de Funcional de Densidad (no ab-initio) entre muchos
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otros. Para una descripcion de las diversas técnicas para calculos ab initio se pueden
consultar el texto de J.M. Haile y el texto de P. B. Balbuena y J. M. Seminario (Haile, 1997;
Balbuena y Seminario, 1999).

1.6.2. Métlodo de Hartree-Fock

El método de Hartree-Fock es una aproximacion para obtener la funcion de onda y la
energia de un sistema cuantico estacionario de varios cuerpos. En este método el sistema
de N-cuerpos se aproxima a la solucion de N-orbitales de espin. Esta funcion de onda de
varios electrones es la combinacion lineal de funciones de onda de un electron. El método
supone ademas que cada una de estas funciones de onda de un electron se pueden escribir
como una combinacion lineal de una base de funciones de onda y que cada electréon del
sistema tiene una interaccion con el campo promedio generado por los demas electrones y
nucleos. Gracias a esta expansion en una base arbitraria de funciones de onda, la solucion
puede converger a la solucion exacta si se escoge una base apropiada i.e. completa.
Desafortunadamente este método se vuelve computacionalmente caro, ya que escoger una
base completa para la descripcion de cada una de las funciones de onda de los electrones
hace que el tiempo de computacion crezca enormemente. Por lo tanto, se debe llegar a un
compromiso entre precision y tiempo de computacion al momento de elegir la base.

El método de Hartree-Fock simplifica el sistema haciendo cinco aproximaciones:

1. La aproximacion de Born-Oppenheimer se considera implicita. La funcion de onda
del sistema se puede separar en la funcion de onda del nucleo(s) y la funcion de
onda de los electrones.

No se consideran los efectos relativistas.

3. La solucion es una combinacion lineal de funciones de onda de una base, la cual es
finita y casi completa.

4. Cada funcion propia de la energia se puede describir mediante un determinante de

Slater, un producto antisimétrico de las funciones de onda electronicas.

La aproximacion de campo medio es utilizada. El efecto del colectivo de cuerpos del
sistema sobre una particula individual se aproxima como una sola interaccion de
ésta con el promedio de las interacciones.

En términos matematicos, resolver el problema cuantico de N-cuerpos con el método de
Hartree-Fock consiste en encontrar soluciones a la ecuacion de valores propios:

Ul

F(i)ﬁbl,i = €i¢1,z‘

donde:
e i son un conjunto de funciones de onda de un electron.
e ¢ eslaenergia propia de cada funcion de onda electronica.

o Fli)esel operador de Fock actuando sobre el i-ésimo electron y se define como:
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n/2

F(i) = hi)+ 3 [2]3(0) = K(0)]

donde:

e N(i) es el Hamiltoniano para el i-ésimo electron.

e n es el namero de electrones y n/2 es el ntimero de orbitales ocupados en un
sistema de cascaron cerrado.

A

o Jili)esel operador de Coulomb (fuerza repulsiva entre los electrones iy j).

o Kj(1)esel operador de intercambio (intercambiar dos electrones)
1.6.3. Teoria de perturbaciones Moller-Plesset

Una mejor aproximacion se obtiene de considerar la correlacion electronica, descartada en
el método de Hartree-Fock. Para ello se debe resolver la ecuacion de Schrodinger para un
sistema multi-electronico mediante el método de perturbaciones. En este caso iniciamos
con un sistema del cual conocemos su solucion (sistema no-perturbado) que ademas se
parezca al sistema que queremos resolver (sistema perturbado). Al aplicar teoria de
perturbaciones al sistema no-perturbado podemos calcular la perturbacion al nivel de
precision deseado. Este método se denomina Teoria de Perturbaciones de Moller-Plesset y
utiliza el Hamiltoniano obtenido por el método de Hartree-Fock, es decir del Hamiltoniano
del sistema no-perturbado. A partir de este Hamiltoniano se resuelven las ecuaciones de
perturbacion a cualquier nivel u orden deseado, mientras la capacidad computacional lo
permita. La energia a orden cero es la energia de los orbitales ocupados. La primera
correccion a la funcion de onda corresponde a las correcciones de segundo y tercer orden
de la energia (Métodos MP2 y MP3) v la segunda correccion a la funcion de onda resulta en
las correcciones de cuarto (MP4) y quinto (MP5) orden de la energia. La gran ventaja de los
métodos de MP es que son consistentes de tamano, por lo cual son muy utilizados en
quimica.

1.6.4. Teoria del Funcional de la Densidad

La Teoria del Funcional de la Densidad (DFT por sus siglas en inglés) se ha convertido en
una de las técnicas fundamentales para el estudio de la materia a la escala atomica. El
método DFT esta basado en el teorema de Hohenberg-Kohn el cual establece que el valor
esperado de cualquier observable en el estado base es un funcional tnico de la densidad del
estado base. Por tanto, la energia, que es un observable, posee un caracter variacional
dependiente de la densidad electronica que al minimizarse da como resultado la densidad
del estado base. La utilidad de la densidad electronica radica en la reduccion de la
complejidad del problema desde un punto de vista numérico. Para un sistema de N
particulas la funcion de onda contiene 3N variables mientras que la densidad electronica es
siempre una funcion de 3 variables. El teorema de Hohenberg-Kohn se ha extendido a
sistemas que no son el estado base.
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A pesar de la importancia del teorema de Hohenberg-Kohn, este no presentd ejemplos
practicos de como realizar los calculos para obtener soluciones. El procedimiento
Kohn-Sham atendi6 este tema al dar procedimientos practicos para resolver la ecuacion de
Schrodinger mediante DFT.

El éxito de los métodos DFT radica en su precision para la solucion de sistemas
moleculares sin recurrir a una base funciones tan extensa, lo que reduce el costo
computacional. Sin embargo, llegar a una solucion para un problema en particular no es
tan directo y tiene su grado de complejidad, donde el mayor problema es encontrar la
forma mas precisa del funcional de la energia en términos de la densidad electronica es
aqui en donde entra el uso de parametros ad-hoc que permitan obtener un funcional que
se ajuste a observaciones experimentales.

Una mejora a los métodos de DFT es la introduccion explicita de la dependencia que tienen
los funcionales de correlacion e intercambio de los gradientes de las densidades
(electronica y de espin). Esta aproximacion se denomina de gradiente generalizada (GGA).
Historicamente existen dos maneras de aplicar la aproximacion GGA: i) Encontrar
funcionales de intercambio-correlacion que cumplan las restricciones fisicas del sistema
de manera que mientras mayor numero de restricciones se cumplan, mayor precision de
las predicciones; ii) Se parametrizan los funcionales y se ajustan utilizando datos
experimentales. Este método se denomina semiempirico.

Dentro de la categoria de los métodos GGA de DFT no-empiricos se tiene PWo1 (Perdew et
al., 1992, 1993). PBE (Perdew et al., 1996, 1998) y RPBE (Hammer et al., 1999) entre otros.
Dentro de la categoria de los métodos empiricos el mas utilizado es el B3LYP (Becke, 1993;
Hammer et al., 1999), un hibrido HF/DFT. Este ultimo método sera utilizado en el presente
trabajo para calcular las configuraciones de minima energia de los esteroles estudiados.

B3LYP

El método de calculo de B3LYP utiliza la energia de correlacion de Lee-Yang-Parr (Lee et
al., 1088) en lugar del esquema de energia de correlacion corregido mediante gradientes de
Perdew-Wang (Perdew, 1986; Becke, 1988) utilizado por Becke (Becke, 1993). Ademas, utiliza
el intercambio no-local de HF y lo mezcla con la energia de correlacion-intercambio de la
aproximacion GGA. Los coeficientes se ajustan y pesan utilizando datos experimentales de
termoquimica de algunos atomos y moléculas. En calculos moleculares de anfotericina B en
donde se utilizo B3LYP con un término de dispersion, este funcional resulto ser el mas
cercano a los calculos cuanticos MP2 lo que demuestra que puede ser una muy buena
opcion para evaluar las conformaciones moleculares de colesterol y ergosterol.

1.6.5. Simulaciones de Dindamica Molecular

El calculo de las configuraciones de minima energia para una molécula de interés no es
suficiente para una prediccion de sus propiedades macroscopicas. Para ello se deben
estudiar conjuntos de muchas de estas moléculas a cierta temperatura. A partir de estos
conjuntos se pueden obtener promedios que se relacionan con las propiedades
macroscopicas que ademas se pueden medir experimentalmente. Dado que el interés de las
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simulaciones son los promedios del conjunto y no el detalle atdmico se pueden hacer
algunas simplificaciones, si el sistema asi lo permite. Entre estas simplificaciones existen la
asociacion de varios atomos como una sola particula, reducir las libertades de movimiento
a un grupo de coordenadas, considerar las particulas de un solvente como un campo medio
que afecta al resto del sistema etc. Para generar y estudiar estos conjuntos estadisticos
existen dos maneras: i) Simulaciones de Monte Carlo y ii) Simulaciones de Dinamica
Molecular (DM). Aunque las simulaciones de Monte Carlo son mas simples de llevar a cabo
que las de DM, en la mayoria de los casos no brindan mas informacion. Por ello el método
preferido en la literatura es el de simulaciones de DM y también lo fue para este trabajo.

Las simulaciones de DM resuelven las ecuaciones de movimiento de Newton para cada
particula involucrada en el sistema.

2
Donde las fuerzas son el negativo de la derivada de la energia potencial (V') del sistema:
p__ 9V
Y Ory

La simulacion se lleva a cabo calculando la posicion de cada particula a diferentes tiempos
separados por un intervalo corto. El producto final de una simulacion son las posiciones de
las particulas como funcion del tiempo llamadas trayectorias. A partir de estas trayectorias
se pueden obtener promedios que brindan informacion sobre propiedades macroscopicas
del sistema.

Aunque las simulaciones de DM son muy utiles siempre se debe estar consciente de sus
limitaciones. Entre estas limitaciones se encuentra el hecho de que se tratan los atomos
con las ecuaciones de Newton, es decir un tratamiento clasico de atomos, los cuales que
pueden presentar efectos cuanticos, pero el tratamiento clasico no puede predecir estos
efectos cuanticos. En este caso se pueden hacer correcciones a la energia total del sistema
0, en caso de ser posible, tratar los enlaces entre atomos como restricciones de las
ecuaciones de movimiento, en lugar de osciladores armonicos. Existen otra limitaciones
importantes que solo se enlistan a continuacion: i) Los electrones se encuentran en su
estado base, por lo que no se pueden simular estados excitados; ii) Los campos de fuerza
(V) son aproximados, por lo que se deben refinar constantemente y para cada caso
particular; iii) Las interacciones de larga distancia se hacen cero a cierta distancia de corte,
esta distancia de corte es algo empirica; iv) Las fronteras del sistema no son naturales,
usualmente se manejan condiciones de frontera periodicas pero atn asi se debe evaluar la
posible interaccion del sistema con su “reflejo”.

Existen distintos programas computacionales para llevar a cabo simulaciones de DM. Uno
de ellos es GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulations) (Berendsen et al.,
1995; Abraham et al., 2015) es un programa de libre acceso muy utilizado. Funciona en
distintas plataformas como Windows y Linux entre otras. GROMACS utiliza la
configuracion inicial de un sistema (puede ser una molécula o un sistema de N moléculas)
almacenado en un archivo extension .gro, una topologia inicial almacenado en un archivo
extension .top y/o .itp y por ultimo un archivo con los parametros de dinamica
almacenados en un archivo con extension .mdp. Adicionalmente se pueden utilizar
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diferentes campos de fuerza como por ejemplo CHARMM (Brooks et al., 1983), Slipids
(Jambeck y Lyubartsev, 2012), MARTINI (Marrink et al., 2007) y AMBER (Case et al., 2005).
Cada campo de fuerza utiliza una aproximacion distinta para facilitar los calculos, es por
ello por lo que importante la eleccion de un campo de fuerza dependiendo de las
propiedades que se quieren estudiar.

CHARMM36

CHARMM (Chemistry at HARvard for Macromolecular Mechanics) (Brooks et al., 1983) es
tanto un programa para realizar simulaciones de DM como una serie de campos de fuerza
que se pueden utilizar en otros paquetes y programas para realizar simulaciones
desarrollado en la universidad de Harvard por el grupo de Karplus . Existen diferentes
versiones de los campos de fuerza para diferentes aplicaciones. Por ejemplo, para
simulaciones que involucran proteinas existen CHARMMi9 (dtomo-unido o extendido) y
CHARMM22 (todo-atomos) (MacKerell et al., 1998) entre otros. Para lipidos existen campos
como CHARMM36 (Klauda et al., 2010), CHARMM22 (Schlenkrich et al., 1996) y CHARMM27
(Feller et al., 1997). Estos campos de fuerza para lipidos son todo-atomos. Para este trabajo
se utilizo CHARMM36 ya que este es el campo de fuerza mas reciente y preciso para
estudiar lipidos de la familia de CHARMM.

Slipids

Slipids (Stockholm lipids) es un campo de fuerza desarrollado por Joakim Jimbeck y
Alexander Lyubartsev especificamente para realizar simulaciones de DM de lipidos y
membranas lipidicas. Actualmente tienen parametrizados aproximadamente 30 tipos de
lipidos diferentes. Debido a la especificidad hacia lipidos se utilizo este campo de fuerza en
conjunto con CHARMM36 para validar los resultados de las simulaciones de DM.

De todo lo expuesto hasta ahora se puede concluir que los antibioticos poliénicos son
farmacos que poseen una alta efectividad para atacar infecciones fungicas sistémicas y
efectos colaterales graves que limitan su uso clinico. Sin embargo, la falta de un
entendimiento preciso de su mecanismo de accion molecular es un factor importante que
ha limitado tanto su aplicacion de forma mas segura como la busqueda de un farmaco
igualmente potente con menos efectos nocivos. La evidencia acumulada en los ultimos
veinte anos sugiere que la estructura de la membrana es determinante para la accion
ionoforética de los polienos, y no asi la sola presencia de esteroles como sugiere el modelo
clasico de formacion de poros. Estructuras lipidicas de particular interés para estudiar el
modo de accion de polienos son los dominios que se forman en bicapas con segregacion de
fases o coexistencia de fases. Se ha encontrado evidencia de la existencia de estos dominios
de tamano de micrometros en la membrana de Saccharomyces cerevisiae. Por su parte, en
membranas de mamiferos se ha encontrado evidencia de su existencia, pero de tamanos
menores, decenas de nandmetros. Aunado a esta evidencia se tienen resultados que
muestran que Nys tiene mayor actividad ionoforética a mayor porcentaje de lipido en fase
gel en la bicapa. AFM es una herramienta muy adecuada para observar la segregacion de
fases presente en bicapas soportadas (SLB) asi como la interaccion de biomoléculas de
interés con dichas bicapas. Considerando todo lo anterior, este trabajo de tesis se dedica a
estudiar de manera sistematica el efecto de diferentes concentraciones de colesterol o
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ergosterol sobre SLB con segregacion de fase mediante AFM. Se busca encontrar alguna
diferencia que se pueda relacionar con la presencia de dominios en membranas fungicas y
mamiferas y con la mayor actividad ionoforética de polienos en bicapas con mayor
presencia de lipidos en fase gel. Adicionalmente se recurrira a Simulaciones de Dinamica
Molecular y Calculos Cuanticos con la ayuda de expertos en esta técnica computacional
para explicar las observaciones de AFM.



Capitulo 2: Justificacion

La microscopia de fuerza atomica (AFM) es una herramienta muy versatil que permite
obtener informacion topografica de una superficie con una resolucion del orden de 0.1 -1
nm incluso en condiciones acuosas. En el laboratorio de biofisica del Instituto de Ciencias
Fisicas se cuenta con un equipo de AFM y con el material y experiencia para la obtencion
de vesiculas de diferentes composiciones y tamanos. Aunque se contaba ya con la
infraestructura, hacia falta la pericia experimental para la obtencion de bicapas soportadas
sobre un sustrato solido (SLB) de manera cotidiana, para poder acceder a un modelo de
membrana que ofrece grandes ventajas al usarse con AFM. Este sistema experimental es
apropiado para estudiar las propiedades mecanicas y morfologicas de bicapas y su
interaccion con polienos, como se ha hecho con otras toxinas. Un mejor entendimiento del
papel que juega la membrana celular y su estructura en la actividad ionoforética de
polienos ayudara a describir de mejor manera el mecanismo molecular de accion de estos
compuestos y desarrollar sistemas de entrega o derivados mas seguros e igualmente
potentes. El primer paso es estudiar los efectos de ergosterol y colesterol sobre la bicapa.
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Capitulo 3: Hipotesis y objetivos

3.1 Hipotesis

Ergosterol y colesterol modifican de manera distinta las propiedades de bicapas
compuestas por una mezcla equimolar de palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina y esfingomielina
de huevo, en particular la segregacion de fases.

3.2 Objetivo general

Evaluar los efectos de ergosterol y colesterol sobre bicapas compuestas por una mezcla
equimolar de palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina y esfingomielina de huevo y evaluar la union
de AmB y A21 a dichas bicapas.

3.3 Objetivos particulares

)

92 §

Evaluar el efecto de agregar distintas concentraciones de ergosterol y colesterol
sobre la presencia y morfologia de dominios presentes en bicapas compuestas por
una mezcla equimolar de palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina y esfingomielina de huevo
mediante microscopia de fuerza atomica.

Evaluar el efecto de agregar distintas concentraciones de ergosterol y colesterol
sobre respuesta mecanica de bicapas compuestas por una mezcla equimolar de
palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina y esfingomielina de huevo mediante microscopia de
fuerza atomica.

Utilizar simulaciones de dinamica molecular para estudiar propiedades moleculares
de ergosterol y colesterol y ofrecer una explicacion molecular a los fendmenos
observados en bicapas lipidicas de mezclas ternarias mediante AFM.

Evaluar la adsorcion de anfotericina B y su derivado A21 en bicapas con presencia de
dominios.



Capitulo 4: Materiales y métodos

4.1. Materiales

Se utilizaron los siguientes lipidos: palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina (POPC) de origen
vegetal y esfingomielina de huevo (eSM) adquiridos de Avanti Polar Lipids (Alabaster,
Alabama E.E.U.U.). Ergosterol y colesterol fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, Toluca,
Edo. México. La figura 17 muestra esquemas moleculares de los lipidos utilizados. Se utilizo
anfotericina B (AmB) en polvo de Beijing Mesochem Technology (Beijing, China) con un
grado de pureza de 88 % y su derivado A21 sintetizado en la FES Zaragoza de la UNAM con
una pureza de ~84%. Dimetilsulfoxido (DMSO) de Sigma Aldrich (Toluca, México) grado
reactivo. Se utilizaron micas de la marca SPI, West Chester, Pensilvania E.E.U.U., que
poseen un diametro de 9.9 mm y de grado V-5. Se uso buffer fosfato salino (PBS-P4417
Sigma-Aldrich) en pastilla que al disolverse en 200 ml de agua contiene 10 mM de buffer de
fosfato (PO 4‘3), 2.7 mM de KCl y 137 mM de NaCl. También se utilizo buffer fosfato salino de
Dulbecco (DPBS) de 1 litro compuesto por 2.7 mM de KCI, 1.8 mM de KH,PO, 137 mM de NaCl
y 10 mM de Na,HPO, (anhidro) adquiridos de Sigma-Aldrich, Toluca, Edo. México

Figura 17. Lipidos utilizados en este trabajo. Se utilizo un esfingolipido, un fosfolipido y dos esteroles. (A)
sn-1-palmitoil-2-oleoil fosfatidilcolina o POPC. (B) Palmitoil-eritro-esfingomielina o SM. (C) Ergosterol. (D)
Colesterol.



4.2. Obtencion de vesiculas

Para la obtencion de bicapas soportadas se utilizaron vesiculas unilamelares pequenas o
SUV (~30 nm de diametro) que se fusionan con el sustrato. Los lipidos se disolvieron en
cloroformo o cloroformo/metanol (s6lo eSM) segun sea el caso. Los lipidos se agregaron a
un matraz de vidrio de fondo redondo de 5 ml en las cantidades de acuerdo con las
proporciones requeridas de cada mezcla de lipidos. Para preparar 1 ml de emulsion
liposomal a partir de soluciones de POPC y eSM a 25 mg/ml y colesterol y ergosterol a 10
mg/ml a una concentracion final de lipido total de o0.25 mg/ml se requieren: i) 5.17 ul de
POPC v 4.83 ul de eSM para la mezcla POPC:eSM 1:1; ii) 5.05 ul POPC, 4.73 eSM y 0.677 ul de
colesterol (0.69 ul ergosterol) para la mezcla POPC:eSM 1:1 + 5 mol% colesterol (ergosterol);
iii) 4.62 ul de POPC, 4.32 ul de eSMy 2.93 ul de colesterol (3.14 4l ergosterol) para la mezcla
POPC:eSM 1:1 + 20 mol% colesterol (ergosterol); iv) 3.83 ul de POPC, 3.58 ul eSMy 6.50 ul de
colesterol (6.66 ul ergosterol) para la mezcla POPC:eSM + 40 mol% colesterol (ergosterol).
El matraz se coloco en un rotavapor Biichi para evaporar el solvente mediante dos pasos de
una hora mientras el matraz rota lentamente. El primero a 40°C y 400 mbar evapora los
solventes organicos y el segundo a 40°C y 72 mbar evapora rastros de agua. Se retiro el
matraz incrementando la presion mediante la inyeccion de nitrégeno de alta pureza para
evitar oxidar los lipidos que se depositaron en las paredes del matraz. Los lipidos se
hidrataron con agua desionizada a una concentracion de lipido de 0.25 mg/ml. Utilizar agua
desionizada favorece la formacion de liposomas, a mayor fuerza ionica de la solucion
menor es la produccion de liposomas.

Una vez hidratados los lipidos, se agregd nitrogeno al matraz y este se tapo
herméticamente para ser sumergido en un bano ultrasonico por 45 minutos o hasta que la
emulsion cambio de color blanco turbio a azul transparente. En este momento la emulsion
de liposomas tiene una distribucion de tamanos mas angosta y las vesiculas se asumen
unilamelares. Esta emulsion posee en su mayoria vesiculas unilamelares pequenas (SUV),
de diametros entre 20 y 100 nm, aunque también podria tener una poblacion de vesiculas
de diametros mayores.

4.3. Formacion de bicapas soportadas

Utilizando la emulsion SUV (Paternostre et al.,, 1996) se obtuvieron SLB sobre mica
mediante el método de fusion (Kalb et al., 1992; Mou et al., 1994a, 1996). Se utilizaron micas
de moscovita de grado V-5 en forma de disco y con diametro de 9.9 mm. La mica se adhirio
al centro de una caja se Petri de 3 ml Nunclon de Thermo Scientific (153066) (Sigma Aldrich,
Toluca, México) mediante cinta doble cara transparente (Tuk, México). La caja de Petri
utilizada es de 30 mm de diametro, lo cual permitio su uso en conjunto con el microscopio
de AFM XE-Bio.

Antes de usarse, las micas se lavaron con etanol, se tallaron con panuelos para tareas
delicadas que liberan poca pelusa (Kimwipes) y posteriormente se lavaron con agua
desionizada. Se colocaron en una plancha a 35°C por 1 hora para evaporar el agua. Las
micas deben ser desbastadas previo a la toma de imagenes. De esta manera se retira la capa
externa de la mica, exponiendo una capa nueva. Se procedio a depositar 8o xl de emulsion
liposomal y 20 ¢l de una solucion 4 mM de CaClz. Se incub6 la muestra a 40°C. Tras un
intervalo de tiempo definido se lavo la gota con 3 volumenes de 50 ul de agua desionizada.
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Se repitio el lavado un total de 3 veces respetando el tiempo inicial entre la deposicion y el
primer lavado. Se dejo reposar la muestra a temperatura ambiente (21°C). El tiempo entre la
deposicion y el primer lavado depende de la mezcla de lipidos. No hay una regla
establecida, pero hay una tendencia. Las mezclas con bajo contenido de esterol requirieron
entre 5 y 7 minutos, para valores de esterol alto se requirieron 15 minutos. Esto es
interesante y parece indicar un comportamiento de ruptura de las vesiculas diferente
dependiendo del contenido de esterol. Finalmente, antes de iniciar la toma de imagenes se
lavo la gota con 5 volimenes de 50 gl de PBS o DPBS. El PBS de Dulbecco (DPBS,
Sigma-Aldrich, Toluca, México) conteniendo 137 mM de cloruro de sodio, 2.7 mM de cloruro
de potasio, 10 mM de fosfato de sodio y 1.8 mM de fosfato de potasio a un pH de 7.4. Las
pruebas realizadas en Saitama se hicieron con una tableta de PBS disuelta en 200 ml con
concentraciones de 137 mM de cloruro de sodio, 2.7 mM de cloruro de potasio, 10 mM
fosfato de sodio y 10 mM de fosfato de potasio a pH de 7.4.

Para las muestras utilizadas en la Universidad de Saitama se modifico el protocolo debido a
la configuracion del sistema. Se utilizaron micas de 15 mm de diametro. La deposicion de
liposomas con solucion de cloruro de calcio a 4 mM sobre la mica fue de 200 l en total.
Para las mezclas de POPC/eSM se uso la razon volumen/volumen 125:75 (Emulsion:Solucion
de calcio) y para la mezcla POPC/eSM/Ergo se utilizo 175:25. Se incub6 el volumen 15
minutos a 40°C. Pasados los 15 min se lavo con 5 volumenes de 100 gl de agua desionizada y
se permitio la incubacion por 10 minutos a 40°C. El proceso de lavado e incubacion por 10
minutos se repitio 2 veces para un total de 45 minutos de incubacion a 40°C. Pasados estos
45 minutos se lavo la muestra con 5 volumenes de 100 xl de PBS.

4.4. Obtencion de imagenes topograficas

Se utilizo el microscopio de fuerza atomica XE-Bio de Park Systems, Corea, que posee una
camara para muestras bioldgicas que permitio la medicion y visualizacion de sistemas en
condiciones acuosas. Cuenta ademas con un controlador de temperatura, una mesa
anti-vibratoria y todo el sistema esta encerrado en una caja actstica que ademas sirve de
jaula de Faraday para evitar la interferencia ocasionada por ruido eléctrico o acustico del
exterior. El equipo cuenta con un sistema para la calibracion de las micropalancas
mediante el método de fluctuaciones térmicas.

Se utilizaron micropalancas de silicio con constantes de resorte menores a 1 N/m (1,000
mN/m). Principalmente se utilizaron micropalancas de Bruker modelo MSNL-10 de
constantes elasticas de 10, 30, 100 y 600 mN/m. Este conjunto de varias micropalancas
permitio la obtencion de imagenes topograficas en modo contacto (micropalancas de 10 y
30 mN/m) de muestras suaves. Ademas, la sensibilidad de la micropalanca de 600 mN/m
permitio la visualizacion de la ruptura de la bicapa en las curvas de FvD. Se obtuvieron
imdgenes topograficas de 5 x 5 pm* de cada mezcla de lipidos de al menos 3 preparaciones
distintas. Se utilizaron 5 de las imagenes de mejor calidad (i.e. aquellas con menor niimero
de artefactos como rayones o deriva) y se utilizaron para el calculo de valores promedio.
Para el caso de la union de AmB y A21 sobre bicapas se repitio la medicion en dos
preparaciones diferentes para cada caso y se presente la imagen con mejor calidad.



Una vez que la micropalanca se sumergio en la solucion acuosa se dejo reposar durante 30
minutos para minimizar fluctuaciones del laser, dependiendo de la sensibilidad de la
micropalanca a veces requiri6 de 1 hora. Cuando el laser dejo de mostrar desviaciones en el
tiempo la micropalanca estaba lista para usarse. Las imagenes topograficas se barrieron a
frecuencias de adquisicion entre 1y 3.5 Hz. Las fuerzas aplicadas se mantuvieron menores a
1 nN. Las imagenes constan de 256x256 pixeles a menos de que se mencione lo contrario.
Las imagenes obtenidas se analizaron con el software propio de Park Systems (XEI). Se
recurrio a un aplanado lineal de las imagenes, a menos que se indique lo contrario. En el
caso de las imagenes de adsorcion de polienos se utilizo el programa de acceso libre
Gwyddion (Necas y Klapetek, 2012) dada la dificultad para el aplanado de dichas imagenes
con el programa XEI.

4.5. Obtencion de curvas de fuerza contra distancia

Las curvas de fuerza contra distancia (FvD) se obtuvieron con la micropalanca de 600
mN/m hasta un maximo de 30 nN de fuerza. Los desplazamientos totales de la curva fueron
de entre 200 v 400 nm con fuerzas de contactos menores a los 1 nN y velocidades de
acercamiento menores a 0.5 xm/s. Las mediciones se hicieron en mapas de 8 x 8 curvas en
diferentes regiones de la membrana. Se escogieron los dos mejores mapas de cada mezcla
de lipidos para su analisis, es decir aquellos con menor niimero curvas truncas o faltantes.
Los datos se analizaron con una rutina escrita en Matlab. Para llevar a cabo este analisis se
conto con la colaboracion del Dr. Armando Antillon Diaz del ICF UNAM para elaborar dicha
rutina. La rutina busco el punto de ruptura y evalud el grosor de la bicapa. Valores de
grosor fuera de rango, i.e. menores a 1 nm y mayores a 8 nm, fueron descartados ya que no
corresponden a una bicapa.

La fuerza de ruptura que se midié con este procedimiento esta relacionada a la presion
lateral (Patra, 2005; Ollila et al., 2007a, 2007b) que existe entre los lipidos que componen la
membrana. La presion lateral tiene su origen en las interacciones entre las colas de los
lipidos de la membrana y se opondria a que la punta de la micropalanca lograra penetrar la
bicapa. Si la presion lateral se ve afectada por cambios en la composicion o estructura de la
bicapa, la fuerza de ruptura también debe presentar algin cambio. Esto es importante ya
que la presion lateral se pueda estudiar mediante simulaciones de dinamica molecular lo
que seria un complemento para validar los resultados que se obtengan con AFM.

4.6. Calculos cuanticos de conformaciones de minima energia

En colaboracion con el Dr. Jorge Hernandez Cobos del ICF UNAM, se llevaron a cabo
calculos ab-initio de alta calidad con una base 6-31+G* para las moléculas de colesterol,
ergosterol y coprosterol con el programa Gaussian o9 (rev. D. o1) (Gaussian y Incorporated,
2013). Se utilizaron 2 niveles de calculo para incluir la energia de correlacion electronica, el
método de perturbacion de Mdoller-Plesset hasta segundo orden (MP2) y calculos de DFT
con el funcional de B3LYP con la version D3 de la dispersion de Grimme vy la funcion de
amortiguamiento original de D3 (GD3) (Grimme et al., 2010). Se escogié B3LYP con un
término de dispersion debido a que este funcional resulto ser el mas cercano a los calculos
cuanticos MP2 para polienos. Se observo que también en el caso de colesterol y ergosterol
B3LYP reproducia los valores de MP2. Para evaluar el efecto de solventes sobre las
configuraciones y las energia relativas se llevaron a cabo calculos utilizando el campo SCRF
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(Self Consistent Reaction Field) con el método PCM (Polarizable Continuum Model)
(Marenich et al., 2009). Las imagenes de las estructuras tridimensionales se generaron
utilizando el paquete de MOLDEN (Schaftenaar et al., 2017).

4.7. Simulaciones de Dinamica Molecular

En colaboracion con el Dr. Jorge Hernandez Cobos del ICF UNAM, se llevaron a cabo
simulaciones de dinamica molecular (DM) con el programa de simulacion GROMACS
version 5.0.2 tanto con el campo de fuerza CHARMM36 como con Slipids para validar y
tener certeza en los resultados obtenidos. Se llevaron a cabo simulaciones de una sola
molécula sin condiciones de frontera periodicas. Para los calculos de minimizacion de
energia se utilizo el método de maximo descenso (steepest descent method) con un criterio
de convergencia de la fuerza de 0.1 k] mol™ nm™. Se llevo a cabo un “molde simulado”
(simulated annealing) durante 40 ns con pasos de 2 fs para cada sistema. Cada molécula se
calentd a 303.15 K para luego ser enfriado a o K en repetidas ocasiones. Cada paso de
calentar-enfriar tuvo una duracion de 2.5 ns. Se utilizo el termostato de Nosé-Hoover para
controlar la temperatura. Para explorar el espacio conformacional de las moléculas se
llevaron a cabo simulaciones de DM a 303.15 K. Pensamos que esta temperatura nos
proporcionara un mayor rango de posibles conformaciones. También aqui se utilizo el
termostato de Nosé-Hoover para controlar la temperatura y también se simuld por 40 ns
con pasos de 2 fs. Cada o.2 ps se almacenaron las configuraciones en el archivo de
trayectoria. Las trayectorias se analizaron utilizando las herramientas de superposicion de
conjuntos y de ctimulos de conjuntos del programa UCSF Chimera (version 1.13.1)
(Pettersen et al., 2004).
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Capitulo 5: Resultados

5.1. Morfologia y dinamica de bicapas soportadas

5.1.2. Efecto de los esteroles sobre la morfologia de los dominios

0%

nm

Bl

5%

2.5

B2

20%

B3

40%
5

ERGOSTEROL COLESTEROL

Figura 18. Imdgenes topogrdficas de AFM representativas de cada mezcla estudiada. Se muestran dreas de 5 x 5 gm2
para bicapas soportadas compuestas de POPC/eSM 1/1 mol/mol con o (A), 5 (Bt y C1), 20 (B2 y C2) y 40 mol% de
esterol (Bs vy C3). El rango en z es de 10 nm v es el mismo para lodas las imdgenes. Color café claro indica mayor
altura mientras que café oscuro indica alturas menores. La escala es de 1 um. Las imdgenes de la columna de la
izquierda corresponden a ergosterol (Bi-B3) y las imdgenes de la columna de la derecha corresponde a colesterol
(C1-C3). Imdgenes topogrdficas obtenidas mediante modo contacto con una micropalanca tipo MSNL-10 con
constante de resorte de 20 mN,/m.

La figura 18 muestra imagenes topograficas de 5 x 5 wm? caracteristicas de cada mezcla
estudiada. Se muestran dos columnas correspondientes a cada esterol para una mejor
comparacion. Se observa que la mezcla binaria de POPC y eSM presenta dominios de gran
tamano, ~ 4 um?* de diametro. Estos dominios presentan agujeros, es decir zonas donde la
mica no se cubrio por lipidos, y por tanto los dominios no son uniformes. Al agregar 5 mol%
de esterol la morfologia cambia ligeramente en ambos casos. La cobertura de los dominios,
area relativa, sigue siendo amplia pero su morfologia en la bicapa que contiene colesterol
es mas bien de filamentos, ademas de que los dominios no son uniformes, similar a la
mezcla binaria. En la bicapa con ergosterol a 5 mol%, los dominios parecen ser mas
uniformes que en el caso binario y su morfologia es variada, aunque parece predominar
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una estructura de disco. A concentraciones de 20 mol% de esterol se observa una clara
diferencia entre los dos esteroles. El colesterol reduce la formacion de dominios a esta
concentracion mientras que el ergosterol sigue presentando dominios de didmetros de
micras, aunque de dimensiones menores que en el caso de 5 mol%. La cobertura de
dominios presentes en la bicapa con ergosterol se ve reducida, aunque sigue siendo
apreciable, ver figura 20. A 40 mol% de concentracion de esterol los dominios se pierden
tanto para colesterol como ergosterol y las bicapas se observan homogéneas. Un analisis
mas minucioso muestra que para el caso de membranas con ergosterol existen
fluctuaciones de alrededor de 0.4 nm. Esto se tratara mas adelante.

Para cuantificar el efecto de los esteroles sobre los dominios se generaron histogramas de
altura a partir de los datos de las imagenes topograficas. En la figura 19 se muestran los
histogramas obtenidos a partir de las imagenes topograficas de la figura 18. Los valores de
las alturas de las regiones de bicapa y dominio son los presentados en la figura 21y la tabla
2. Estos valores se obtuvieron al medir la diferencia de altura entre regiones de mica y la
bicapa o los dominios. Se eligio presentar los resultados de este modo para observar al
mismo tiempo el cambio en la diferencia de altura entre ambas regiones y el
engrosamiento de dichas regiones. Se muestran por separado las diferentes
concentraciones de esterol, 0-40 mol%. A 0 mol%, evidentemente solo hay un histograma, y
a las concentraciones de 5, 20 v 40 mol% se muestran los resultados obtenidos con ambos
esteroles para su comparacion. Lo primero que se observa claramente es la presencia de
dos picos en 3 de las 4 concentraciones. El primero, de mayor altura, corresponde a la
region enriquecida en POPC que denominamos bicapa. El segundo pico, de menor altura,
corresponde a la region enriquecida en eSM que denominamos dominio. Al agregar esterol
a la mezcla de la bicapa el segundo pico se ve modificado (figura 19 A vs B-D). Ademas, el
efecto es distinto si la bicapa contiene colesterol o ergosterol. Para o mol% de esterol la
diferencia pico -pico es de ~1 nm, i.e. una diferencia de altura promedio entre la bicapay el
dominio. Al agregar 5 mol% de esterol la ocurrencia de ambos picos se desplaza a la
derecha, es decir a grosores mayores, sin embargo, en el caso de ergosterol la diferencia de
altura (diferencia entre picos) es de ~2 nm mientras que en el caso de colesterol esta
diferencia es de ~1 nm, parecida al caso sin esterol. A concentraciones de 20 mol% de
esterol el segundo pico se ve bastante reducido en altura y area para ambos esteroles en
comparacion con los casos de o y 5 mol% de esterol. Esta reduccion es mucho mas
dramatica para el colesterol, en donde el segundo pico es casi inexistente. En el caso de
ergosterol a pesar de la reduccion del altura y area, el segundo pico se resuelve con
claridad y se observa una diferencia de altura entre ambas regiones de ~2 nm. El segundo
pico, correspondiente a los dominios, se pierde por completo a 40 mol% de ambos
esteroles de acuerdo con lo observado en las imagenes topograficas de la figura 18, aunque
en este caso se observa que los grosores de ambas membranas incrementaron
considerablemente con respecto al caso sin esterol. En el caso de o mol% esterol el grosor
de la bicapa era de ~3 nm y de los dominios de ~ 4 nm. Mientras que para el caso de 40
mol% de esterol el grosor de la bicapa es ~5 nm para el caso de colesterol y de ~5.5 nm para
el caso de ergosterol.
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Figura 19. Histogramas de altura oblenidos a partir de imdgenes topogrdficas de AFM. Histogramas de alturas
obtenidos a partir de las imdgenes topogrdficas de la figura 18 correspondientes a bicapas soportadas compuestas por
POPC/eSM 1/1 mol/mol con 0 mol% (A), 5 mol% (B), 20 mol% (C) y 40 mol% de esterol (D). Los histogramas de
alturas para los casos sin esterol (negro), con colesterol (rojo) vy con ergosterol (azul) se muestran con colores
diferentes para su mejor comparacion. En todos los casos se observa un pico mds alto correspondiente a la region
enriquecida en POPC o bicapa. En los casos de o, 5 vy 20 mol% de esterol (A-C) se observa un segundo pico
correspondiente a los dominios enriquecidos en eSM. El segundo pico alcanza su mdximo nimero de cuentas en
distintos valores dependiendo de la cantidad v tipo de esterol presente. En el caso de 40 mol% de esterol el segundo
pico no se observa.

Al realizar un ajuste gaussiano a cada histograma de alturas correspondientes a o, 5y 20
mol% de esterol se puede obtener mas informacion de la altura relativa entre los dominios
y la bicapa, asi como la cobertura de los dominios. Se realizo este ajuste a 5 imagenes
topograficas diferentes para cada caso y se obtuvo el promedio y su desviacion estandar.
También se calculo el valor P mediante una prueba t de Student para los valores obtenidos
para una misma concentracion de esterol (colesterol vs ergosterol). Estos resultados se
muestran en la figura 20. En la figura se observa como al agregar esterol a la mezcla de la
bicapa, se afecta la altura relativa entre la bicapa y los dominios, figura 20 A. Este cambio
no es muy pronunciado para el caso de colesterol a 5 y 20 mol%, mientras que para el caso
de ergosterol el cambio es dramatico. La diferencia de altura aumenta un 100% al pasar de 1
a 2 nm para ergosterol a 5 y 20 mol%. En contraste, colesterol solo presenta un cambio de 1
a ~ 1.3 nm al comparar el caso sin esterol con el caso de 20 mol%. En el caso de la cobertura
de los dominios se observa que ambos esteroles la aumentan cuando estan presentes a una
concentracion de 5 mol%, sin embargo, a 20 mol% la cobertura disminuye. En el caso de
colesterol la cobertura cae incluso por debajo del valor de cobertura inicial a cero esterol.
Para ergosterol a 20 mol% el valor es similar al valor a cero esterol, a pesar de que el
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tamano de los dominios es menor como se puede observar en la figura 18. El caso de 40
mol% no se presentd dado que no habia presencia de dominios a esta resolucion.
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Figura 20. Graficas comparativas de la altura relativa de los dominios (A) y del porcentaje de cobertura de estos (B).
Bicapas soportadas compuestas de POPC/eSM 1/1 mol/mol + esterol. Se muestra el caso sin esterol (amarillo) y los
casos con 5y 20 mol% de colesterol (azul) v de ergosterol (naranja). Valores graficados muestran promedio y
desviacion estdndar de 5 dreas de 5 x 5 umz distintas para cada caso v de al menos dos preparaciones distintas. El
caso de 40 mol% de esterol no se muestra debido a que dichas mezclas no presentan formacion de dominios suficiente
para obtener datos. Valores P obtenidos de una prueba-t de Student para dos muestras independientes, del mismo
tamario muestral y de igual varianza: *P=0.000073; **P=0.000035; ***P=0.192; ****P=0.00000052.

Para tener una idea del efecto de engrosamiento de la bicapa se buscaron imagenes de
todos los casos en donde se observara una region sin bicapa que correspondiera a la mica
limpia. A partir de estas imagenes se pudo calcular el grosor de la bicapa y los dominios. La
figura 21 muestra las imagenes utilizadas, un perfil de altura y los valores de grosor de la
bicapa y de la diferencia de altura entre la bicapa (cursores rojos) y el dominio (cursores
verdes). La diferencia de alturas se calculé con el programa XEI de Park Systems. Se
recurrio a la utilidad de diferencias promedio en donde se escogié una region amplia de
cada zona de interés. Los valores presentados, son entonces, promedios entre las regiones
de interés. En el caso de 40 mol% se dieron dos situaciones interesantes que cabe
mencionar. En el caso de 40 mol% ergosterol se observan ondulaciones que, al medir la
diferencia de altura promedio, estan a ~o0.5 nm por encima de la region mas plana. Esto
sugiere que aun a esta concentracion hay presencia de dominios, aunque por sus
dimensiones se pierden al hacer un histograma de alturas. En el caso de 40 mol% colesterol
se observa lo contrario, la region de bicapa es completamente lisa. En este caso ambos
cursores, rojo y verde, muestran la altura de la bicapa de ~5 nm. Utilizando los valores de
las mediciones se calcularon los valores del grosor de los dominios en cada caso y se
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muestran en la tabla 2 para una mejor comparacion del efecto de los esteroles sobre este
parametro.

ERGOSTEROL COLES;3EROL

Figura 21. Perfiles de altura de bicapas soportadas de POPC/eSM 1/1 mol/mol con diferentes concentraciones de
esterol. Imdgenes topogrdficas y perfiles de altura de bicapas soportas que presentan dominios y defectos para poder
medir la altura de cada region de la bicapa. Se presentan los casos de o (A), 5 (B1y C1), 20 (B2y C2) y 40 (B3 y C3)
mol% de esterol. Imdgenes de la columna izquierda corresponden a ergosterol (Bi-Bs) mientras imdgenes de la
columna derecha corresponden a colesterol (C1-C3). En todos los casos se muestran dos cursores (rojo y verde) de
altura promedio proporcionados por el programa de andlisis XEI de Park Systems. Para los casos o, 5y 20 mol% de
esterol (A, B1, B2, C1, C2) v para 40 mol% ergosterol (B3) los cursores corresponden a la altura entre la mica y la zona
enriquecida en POPC (rojo) v a la altura entre la zona enriquecida en POPC y la zona de dominio, enriquecida en
eSM (verde). En el caso de 40 mol% colesterol (C3) ambos cursores corresponden a la altura entre la mica y la zona
enriquecida en POPC. Imdgenes lopogrdficas obtenidas mediante modo contacto con una micropalanca tipo
MSNL-10 con constante de resorte de 20 mN/m.

En la tabla 2 podemos observar que hay una diferencia en el efecto de engrosamiento de la
bicapa producido por colesterol o ergosterol. En particular para el caso de los dominios,
que se supusieron enriquecidos en eSM, hay una diferencia significativa en el
engrosamiento producido por ambos esteroles. Desde concentraciones bajas el ergosterol
incrementa en mayor medida el grosor de los dominios. En la bicapa que contiene 20 mol%
de ergosterol el grosor de los dominios incrementa en un factor de 2 con respecto al grosor
a cero esterol. Esto es algo realmente sorprendente que se tratara mas adelante. En
contraste el grosor de los dominios de la bicapa con 20 mol% de colesterol incrementa en
un ~60%, un incremento significativo, aunque menor que en el caso de ergosterol. Algo
muy sorpresivo es que a 40 mol% de esterol, el grosor de la bicapa se volvié homogénea, o
casi homogénea en el caso de ergosterol, con un valor intermedio entre los valores del
grosor a cero esterol y a 20 mol%. Siendo el grosor final mayor que en el caso sin esterol y
menor que en caso de 20 mol%. Este fenomeno se discutira mas adelante.
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Tabla 2. Datos del grosor obtenidos a partir de la figura 21. Se denomina Dominio 1 a los dominios de mayor altura,
mientras que se denomina Dominio 2 a los dominios de menor altura.

Ergosterol Colesterol
0,
mol’ Grosor Grosor Grosor
esterol Grosor S o oY
Dominio 1 (nm) Dominio 2 Dominio 1 Dominio 2

(nm) (nm) (nm)

0 2.771 4.114 2.771 4.114

5 2.895 5.085 2.931 3.933
20 5.978 8.157 5.008 0.943
40 5.330 5.813 5.139 N/O

Las imagenes topograficas resultantes se muestran en la figura 22. La misma figura
muestra un perfil de altura para cada imagen. Se muestran imagenes topograficas de una
bicapa equimolar de POPC/eSM con oy 20 mol% de ergosterol. Las imagenes obtenidas por
FM-AFM son barridos de un area de 1 x 1 xmz2, esto es un area menor que las obtenidas
anteriormente para poder observar con mayor detalle la superficie de las bicapas. En el
caso de la bicapa binaria se observa la existencia de dominios de dimensiones de ~200 nm
aglomerados en racimos. Esto sugiere que lo que se observdo como un dominio de gran
extension en las imagenes topograficas de contacto, realmente son racimos de dominios de
menor tamano. En el caso de la bicapa que contiene 20 mol% de ergosterol, se observa que
los dominios son mas uniformes. No tienen la misma forma de racimos de dominios
pequenos. Al medir la diferencia de alturas entre ambas regiones de la membrana, se
observa que si hay una diferencia con respecto de las alturas relativas medidas en modo
contacto. Las alturas relativas medidas con FM-AFM son mayores. En el caso de la mezcla
binaria POPC/eSM la altura relativa aumento de ~1.0 a ~1.5 nm mientras que para la mezcla
ternaria POPC/eSM + 20 mol% ergosterol ésta aumento de ~2.0 a ~2.4 nm. En ambos casos
la diferencia es de ~0.5 nm.
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Figura 22. Imdgenes topogrdficas de FM-AFM vy perfiles de altura de bicapas soportadas de POPC/eSM 1/1 mol/mol a
0 v 20 mol% de ergosterol. Imdgenes topogrdficas (A y B) de FM-AFM de 1 x 1 umz de drea escogida de una zona con
presencia de dominios. El aumento en la resolucion permite observar que los dominios no son uniformes y que estdn
conformados por multiples discos. Se muestran perfiles de altura correspondientes a cada imagen topogrdfica (Cy D).
Los pertfiles de altura son el resultado del promedio de 5 lineas contenidas dentro de las lineas punteadas. La altura
relativa (Ah) entre la zona enriquecida en POPC v la enriquecida en eSM se muestra en cada perfil. Los valores
obtenidos para Ah son ligeramente mayores que los valores correspondientes obtenidos mediante AFM de contacto lo
que sugiere un efecto de compresion al utilizar el modo de contacto de AFM. Las imdgenes topogrdficas se filtraron
utilizando un filtro gaussiano de 3 x 3 para resolver mejor los dominios. Imdgenes topogrdficas obtenidas mediante
modo no contacto con una micropalanca tipo NCHRAuD con constante de resorte y frecuencia de resonancia
nominales de 42 N/m y 150 kHz.

5.1.3. Efecto de los esteroles sobre la respuesta mecdnica de la membrana

Los mapas de curvas FvD se analizaron para obtener los valores de la fuerza de ruptura. De
los mapas de curvas FvD también se obtuvieron las posiciones de cada medicion sobre la
membrana. De esta manera se pudo relacionar cada ruptura a una zona de dominio o
bicapa. Con esto datos se graficaron los histogramas de fuerza de ruptura que se muestran
en la figura 23. Los histogramas en rojo corresponden a valores obtenidos sobre la bicapa.
Los histogramas en azul corresponden a valores de fuerza de ruptura obtenidos sobre un
dominio. Para los casos de 20 mol% colesterol y 40 mol% esterol solo se distingue una sola
fase en las imagenes topograficas por lo que solo se presenta el histograma verde, que
indica una superficie homogénea. En el caso particular de 40 mol% de ergosterol se
observan algunos puntos alrededor de 20 nN. Las posibles implicaciones de esto se
discutiran mas adelante.

Los histogramas del caso de cero esterol muestran un pico bien definido en ~5 nN y otro
mas ancho centrado ~7 nN. Al agregar 5 mol% esterol a la mezcla binaria se observa un
cambio en las fuerzas de ruptura que son distintas para ergosterol y para colesterol.
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Ergosterol incrementa sustancialmente la fuerza de ruptura de los dominios respecto al
valor a cero esterol, de ~7 a ~15 nN. Pero el valor de las regiones de bicapa se mantienen
cerca del valor a cero esterol, ~4 nN. Por su parte colesterol incrementa la fuerza de
ruptura promedio de ambas regiones, aunque el incremento es menor al pasar de ~5y ~7
nN a ~9 y ~11 nN para las regiones de bicapa y dominio respectivamente. Al igual que los
resultados de cobertura de los dominios, a 20 mol% esterol hay una diferencia muy
pronunciada entre colesterol y ergosterol. Mientras que el histograma de la bicapa con 20
mol% colesterol muestra un solo pico alrededor de 4 nN, para el caso de 20 mol% de
ergosterol se observan claramente dos picos. Los valores del centro de los picos para este
caso son de ~5y ~10 nN para la bicapa y los dominios respectivamente. Finalmente, como
ya se menciond para 40 mol% esterol ambos casos presentan un solo histograma, lo que
sugiere una bicapa homogénea mecanicamente hablando.
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Figura 23. Histogramas de las fuerzas de ruptura resultantes al perforar bicapas soportadas compuestas de
POPC/eSM 1/1 mol/mol a diferentes concentraciones de esterol. Se muestra los histogramas de fuerza para o (A), 5 (Bi
v C1), 20 (B2 y C2) vy 40 mol% (Bs y C3) de esterol. Histogramas de la columna izquierda corresponden a ergosterol
(B1-Bs3) mientras que histogramas de la columna derecha corresponden a colesterol (C1-C3). Los valores obtenidos se
catalogaron dependiendo de la region donde se obtuvo la medicion, ya sea la region enriquecida en POPC (rojo) o de
la enriquecida en eSM (azul). En los casos en los que las imdgenes topogrdficas no permitieron resolver la existencia
de dominios se les catalogo como “homogéneo” v los histogramas correspondientes se muestran en color verde.
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5.1.4. Nanodominios en bicapas de POPC/eSM v 40 mol’% de ergosterol

De las imagenes topograficas de la figura 21 y del histograma de las fuerzas de ruptura
correspondientes a la bicapa con 40 mol% de ergosterol se observa que existen
irregularidades de altura y eventos de ruptura fuera de la distribucion central, esto sugiere
la existencia de dominios de menor tamano que no se resolvieron a la escala escaneada y
que si se detectaron al medir la fuerza de ruptura. Vale la pena mencionar que en la figura
18 no se observan estas irregularidades topograficas debido a la escala en z que no permite
resolver estas pequenas estructuras. Se obtuvieron imagenes topograficas de bicapas con
40 mol% de esterol en un area de 1 x 1 gm? La mejor imagen obtenida se muestra en la
figura 24. Se observa una estructura en la bicapa que contiene ergosterol mientras que en la
bicapa con colesterol no se observa una estructura definida que sugiera la existencia de
dominios de menor tamano. La dificultad en obtener una buena imagen a esta escala
podria deberse al modo de contacto con el que se obtuvieron. Se debe repetir en modo de
no-contacto y modo FM-AFM.

40 % esterol pm

200

100

M) Aot ™

B2

ERGOSTEROL COLESTEROL

Figura 24. Imdgenes topogrdficas de AFM v varios perfiles de altura de bicapas soportadas de POPC/eSM 1/1 mol/mol
+ 40 mol% ergosterol (A) o colesterol (B). Imdgenes obtenidas mediante barridos de 1 x 1 umz2. En el caso de la bicapa
que contiene ergosterol se observa una estructura de una altura significativa, aunque el barrido no es muy limpio. En
el caso de la bicapa que contiene colesterol no se observan estructuras que se pudieran considerar dominios. Barras de
escala de 200 nm. Imdgenes topogrdficas obtenidas mediante modo contacto con una micropalanca tipo MSNL-10 con
constante de resorte de 20 mN/m
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5.2 Adsorcion de AmB y A21 sobre bicapas soportadas. Resultados preliminares.
Como se menciono en el Capitulo 1, se tiene evidencia que sugiere que la estructura de la
membrana juega un papel importante en el mecanismo de accion de antibiéticos poliénicos
como AmB y Nys. En particular existe evidencia que sugiere que los polienos ven favorecida
su insercion en la membrana y su actividad ionoforética en membranas lipidicas que
presentan una coexistencia de fases de una fase desordenada y otra ordenada (I,+l; o
liquido-gel), incluso sin la presencia de esteroles. Es por eso por lo que se decidio estudiar
la adsorcion de AmB y de su derivado A21 en las bicapas soportadas estudiadas
anteriormente. En particular aquellas mezclas en donde se observa claramente la presencia
de dominios de fase gel.

Para la evaluacion del lugar de adsorcion de los antimicoticos polienos AmB y A21 en
bicapas con presencia de dominios se obtuvieron imagenes topograficas de bicapas
soportadas en presencia de polienos. AmB se disolvio en DMSO a una concentracion de 5
mM vy A21 se disolvio en agua desionizada con 10 mM de HEPES y a un pH de 7.3 y una
concentracion de 5 mM. Se agrego el polieno en volimenes correspondientes a 0.5 uM y se
dejo reposar la muestra 10 minutos. Posteriormente se adquirieron imagenes topograficas
en modo contacto con micropalancas de constante de resorte de 0.05 N/m. Se agrego el
polieno hasta observar un cambio en las imagenes, como la presencia de agregados,
remocion de bicapa o cambio en la morfologia de los dominios. Se utilizaron las mezclas
POPC/eSM 1:1 con o y 20 mol% esterol debido a que con y sin ergosterol las bicapas
muestran dominios mientras que la mezcla con colesterol no presenta una clara formacion
de dominios, lo cual permite evaluar diferencias en el efecto de polienos en a membranas
modelo de hongo y de mamifero.
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Figura 25. Imdgenes topogrdficas de AFM y un perfil de alturas de bicapas soportadas formadas por POPC/eSM a
razon equimolar sin (A) y con 1 uM de AmB (B). En el caso en el que hay AmB presente se observan estructuras mds
altas que el resto de la bicapa, particularmente en los bordes. Barras de escala de 500 nm. Imdgenes topogrdficas
obtenidas mediante modo contacto con una micropalanca tipo MSNL-10 con constante de resorte de nominal de 30
mN/m.

La figura 25 A presenta una imagen topografica y un perfil de altura que muestra la
presencia de dominios tipicos de la mezcla sin esterol, con una diferencia de altura de ~1
nm. Al agregar 1 4M de AmB se nota la presencia de zonas de compresion, ver figura 25 B.
Estas estructuras podrian ser zonas donde se ha insertado AmB y obliga a la bicapa a
reducir su grosor. Estas regiones podrian contener canales ionicos de AmB. La figura 26
muestra el efecto de agregar A21 a la misma mezcla. Se observa un comportamiento
parecido, sin embargo, existe adsorcion y agregacion de A21 en los bordes y el interior de
los dominios, ver figura 26 B. Estas estructuras se observan a una concentracion de 2 uM,
una concentracion mayor que en el caso de AmB. En ambos casos, AmB y A21, no parece
existir un efecto pronunciado sobre los dominios, pero si sobre la fase liquida.
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Figura 26. Imdgenes topogrdficas de AFM y un perfil de alturas de bicapas soportadas formadas por POPC/eSM a
razon equimolar sin (A) y con 2 uM de A21 (B). En el caso en el que hay AmB presente se observan estructuras mds
altas que el resto de la bicapa, tanto en los bordes como en las regiones internas de los dominios. Barras de escala de
500 nm. Imdgenes topogrdficas oblenidas mediante modo contacto con una micropalanca tipo MSNL-10 con
constante de resorte de nominal de so mN,/m.

Las imagenes topograficas y perfiles de altura de bicapas soportadas compuestas de la
mezcla POPC/eSM 1:1 + 20 mol% ergosterol en presencia de AmB y A21 se muestran en la
figura 27 vy figura 28. Al igual que en el caso anterior para A21 se observa la aparicion de
estructuras altas en los bordes de los dominios, aunque ahora en el caso de 1 uM de AmB
también se observan. Para el caso de A21 se muestran imagenes para1y 2 gM, figura 28 By
C respectivamente, ya que para esta mezcla se observd, ademas de la aparicion de
estructuras altas, un cambio en los dominios. De las imagenes topograficas se puede
observar que el dominio se ensancha, aumenta su tamano en el plano XY. Esto esta
acompanado de una reduccion en la altura relativa entre los dominios y el resto de la
bicapa. En los paneles Ay B, o y 1 M respectivamente, la altura relativa se encuentra entre
1.5y 2 nm. Al agregar 2 uM de A21 la altura relativa se encuentra entre 1y 1.5 nm, panel C.
Desde 1 uM se observa la aparicion de estructuras altas en los bordes de los dominios. A 2
uM, ademas de los agregados se observa remocion de lipido de la bicapa.
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Figura 25. Imdgenes topogrdficas de AFM y un perfil de alturas de bicapas soportadas formadas por POPC/eSM a
razon equimolar + 20 mol% ergosterol sin (A) vy con 1 uM de AmB (B). En el caso en el que hay AmB presente se
observan estructuras mds altas que el resto de la bicapa, particularmente en los bordes, aunque hay algunos en el
interior de los dominios. Barras de escala de 1 um. Imdgenes topogrdficas obtenidas mediante modo contacto con una
micropalanca tipo MSNL-10 con constante de resorte de 20 mN/m.
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Figura 28. Imdgenes topogrdficas de AFM y un perfil de alturas de bicapas soportadas formadas por POPC/eSM a
razon equimolar + 20 mol% ergosterol sin A21 (A), con 1 uM de A21 (B) y con 2 uM de A21 (C). En los casos en que hay
A2t presente se observan estructuras mds altas que el resto de la bicapa, particularmente en los bordes, aunque hay
algunos en el interior de los dominios. Al agregar A21 se observa un cambio en la morfologia de los dominios, se
ensanchan y a mayor concentracion se reduce la altura relativa. En el caso de 2 uM de A21 se observa un efecto de
detergente sobre la zona enriquecida en POPC. Barras de escala de 500 nm. Imdgenes topogrdficas oblenidas
mediante modo contacto con una micropalanca tipo MSNL-10 con constante de resorte de 20 mN/m.
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Se evalud también la adsorcion de AmB y A21 sobre bicapas compuestas por cantidades
equimolares de POPC y eSM con 20 mol% de colesterol. A pesar de que en este caso no hay
presencia de dominios de gran tamano se busco encontrar alguna diferencia que pueda
explicar la mayor seguridad de A21 frente a AmB. La figura 29 muestra el efecto de agregar
AmB a la bicapa ternaria con colesterol. Sin polieno presente, panel (A), se observan hoyos
de mediano tamano (cientos de nanometros) en la bicapa que llegan a la mica, asi como
algunos dominios de menor tamano. En la presencia de 2 xM de AmB, panel (B), aparecen
estructuras de gran altura que podrian ser agregados de AmB, sin embargo, esto no se
puede afirmar tan facilmente como en los casos anteriores que presentaban claramente
dominios de gran tamano. Adicionalmente, se observa la aparicion de nuevos hoyos de
menor tamano sobre la superficie de la bicapa. Esto parece ser un efecto del polieno,
actuando como detergente sobre la bicapa.
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Figura 29. Imdgenes lopogrdficas de AFM vy un perfil de alturas de bicapas soportadas formadas por POPC/eSM a
razon equimolar + 20 mol% colesterol sin AmB (A) v con 2 uM de AmB (B). En presencia de AmB se observan
estructuras mds altas que el resto de la bicapa v la bicapa presenta nuevos defectos, de menor tamano de los presentes
sin AmB. Barras de escala de 1 pm. Imdgenes topogrdficas obtenidas mediante modo contacto con una micropalanca
tipo MSNL-10 con constante de resorte de nominal de 30 mN,/m.

En la figura 30 se muestran las imagenes topograficas y perfil de alturas de bicapas de
POPC/eSM + 20 mol% colesterol con y sin A21. También se observan hoyos en la bicapa
debido a una cobertura sub-6ptima. En este caso se requirio de una concentracion de 5 uM
de A21 para observar un cambio significativo sobre la bicapa que, ademas, es diferente que
en el caso de AmB. Aparecen estructuras sobre la bicapa de gran tamano, tanto en
cobertura como en altura. Ademas, los hoyos hacia la mica se redujeron sustancialmente,
esto se corroboro con varios barridos. En conjunto, estos resultados sugieren la agregacion
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e insercion de A21 en la bicapa. Sin embargo, no parece existir un efecto de detergente
como en el caso de AmB. Esto es una clara diferencia en el modo molecular de accion entre
AmB y A21 que podria estar relacionado con la diferencia en su toxicidad colateral hacia
tejido de mamifero. Esto se discutira mas adelante.
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Figura 30. Imdgenes topogrdficas de AFM y un perfil de alturas de bicapas soportadas formadas por POPC/eSM a
razon equimolar + 20 mol% colesterol sin A21 (A) y con 5 uM de A21 (B). En presencia de A21 se observan estructuras
mds altas que el resto de la bicapa. Barras de escala de 1 pm. Imdgenes topogrdficas obtenidas mediante modo
contacto con una micropalanca tipo MSNL-10 con constante de resorte de nominal de s0 mN,/m.

5.3. Libertades conformacionales de ergosterol y colesterol

5.3.1. Conformaciones de minima energia de colesterol, ergosterol v coprosterol

La figura 31 muestra los conformeros de minima energia correspondientes a los calculos
realizados con Gaussian 09 a nivel de B3LYP/6-31-G*. Se presentan ergosterol, colesterol y
coprosterol. Se observa una clara diferencia en la estructura de los tres conférmeros.
Ademas, se senalan los sitios de dobles enlaces en cada estructura. Ergosterol tiene tres
sitios con enlaces dobles, colesterol solo uno y coprosterol ninguno. Estas diferencias
tienen un efecto sobre los conformeros de minima energia, como se observa en la figura 31.
Ergosterol posee una estructura plana lo que sugiere una estructura ordenada y rigida.
Colesterol tiene un doblamiento de la cola de hidrocarburos hacia la cara sin presencia de
metilos, que se denomina cara suave. La cara que contiene metilos se denomina cara
rugosa. Es sorprendente que un doblamiento semejante sea de baja energia. El coprosterol
en su conformero de menor energia es aun mas doblado que el colesterol. Tanto la cabeza
polar como la cola de hidrocarburos se doblan hacia la cara suave. Esta configuracion es
aun mas sorpresiva que la de colesterol. El coprosterol se utilizO para comparar
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conformeros de minima energia de esteroles que se sabe tienen diferentes capacidades
para promover la formacion de dominios o balsas (Xu et al., 2001). La literatura menciona
que ergosterol tiene mayor grado que colesterol y finalmente coprosterol no solo tiene bajo
grado de promocion, sino que incluso llega a inhibir la formacion de dominios y/o balsas.
Esta diferencia en la induccion de dominios se puede explicar en cierta medida por la
estructura de los conformeros obtenidos de los calculos, esto se discute mas adelante.
Dado que ergosterol y colesterol promueven la formacion de dominios y solo varian en el
grado, en los siguientes calculos se utilizaron solo ergosterol y colesterol para vislumbrar
la razon de esta diferencia.

ERGOSTEROL

COLESTEROL

Figura s1. Geometrias de los conformeros de minima energia calculados al nivel de BsLYP/6—31 + G* utilizando
Gaussian para ergosterol, colesterol v coprosterol. Las imdgenes en sD se obtuvieron con el programa Molden. Se
indican con flechas rojas los sitios de doble enlace. Se observa una clara diferencia entre los 3 esteroles. Ergosterol es
plano mientras que colesterol tiene la cola de hidrocarburos doblada y coprosterol tienen tanto la cabeza hidroxilada
como la cola de hidrocarburos doblada.

Se evalud la existencia de otros conformeros de minima energia, o energias cercanas a la
minima para obtener una mejor imagen del espacio conformacional de los esteroles ya que
la libertad rotacional no soélo depende de los valores minimos sino también de las
diferencias en energia entre diferentes conformeros. Para ello se hicieron nuevas
minimizaciones utilizando diferentes estructuras iniciales. Se utilizaron ocho estructuras
iniciales obtenidas de la base de datos de PubChemsD (Bolton et al., 2011a), de una
optimizacion obtenida con Gaussian 09 a nivel de B3LYP/6-31-G* y a partir de un molde
simulado realizado con CHARMM36. Se realizaron comparaciones entre los calculos al nivel
de MP2 y de B3LYP de las estructuras de colesterol para evaluar la consistencia de este
ultimo, el cual requiere menor tiempo de calculo. Las energias calculadas de estos
conformeros se muestran en la tabla 3. Se observa que la jerarquia de energias es muy
parecida entre los dos niveles de calculo. Debido a esta similitud, los calculos para
ergosterol se realizaron a partir del nivel B3LYP. Las energias optimizadas para el
ergosterol se muestran en la tabla 4. En ambas tablas se asigna una geometria para evaluar
de manera cuantitativa el paisaje conformacional de los esteroles. Las geometrias se
definen de acuerdo con la alineacion de la cola de hidrocarburos y el anillo enlazado a la
cabeza polar, anillo A, respecto a las diferentes caras. Asi tenemos las siguientes
geometrias: L es plano; TS indica que la cola esta doblada hacia la cara suave; TR indica que
la cola esta doblada hacia la cara rugosa; AS indica que el anillo A y la cabeza estan dobladas
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hacia la cara suave; AR indica que el anillo A y la cabeza estan dobladas hacia la cara rugosa.
Para visualizar mejor estas geometrias ver la figura 32.

Tabla 3. Energias relativas de los conformeros de colesterol optimizados utilizando diferentes niveles de cdlculo,
MP2/6-31-G*, B3LYP/6-31-G* v GROMACS con diferentes campos de fuerza, CHARMM36 v Slipids. El conformero 1 se obtuvo
a partir de un molde simulado realizado con CHARMMS36. El conformero 2 es una optimizacion previa realizada al nivel B3LYP
hecha con Gaussian 09. Los conformeros del 3 al 8 se obtuvieron de la base de datos de PubChemsD (Bolton et al., 2011b). Los
conformeros estdn ordenados de manera ascendente con respectos a las predicciones al nivel BSLYP.

Conférmero MP2/-6-31-G* B3L‘;’i/s (;)_g;s_n(;; mas gﬁgg{\}&iﬁ' GROMAGS - Slipids
Niimero Geomelria AE AE AE AE
(keal/mol) (keal/mol) (keal/mol) (kcal/mol)

1 TS* 0.00 0.00 0.00 0.00

2 LB 0.20 0.21 1.92 1.16

3 TS 0.27 0.42 1.67 0.74

4 TR 132 1.20 2.89 1.29

5 L 2.99 2.71 4.27 2.93

6 TR 2.77 2.99 3.20 3.34

7 ASP 4.75 5.16 8.90 8.15

8 TR/AS 7.38 7.57 11.27 10.21

A(ola doblada hacia cara suave; ® Plano; “Cola doblada hacia cara rugosa; PAnillo A doblado hacia cara suave

Tabla 4. Energias relativas de los conformeros de ergosterol optimizados utilizando diferentes niveles de cdlculo
B3LYP/6-31-G* v GROMACS con diferentes campos de fuerza, CHARMMS6 vy Slipids. Los conformeros 1, 3, 5, 6, 7y 8 se
obtuvieron de la base de datos de PubChemsD (Bolton et al., 2011h). El conformero 2 es una optimizacion previa realizada al
nivel BsLYP hecha con Gaussian 09. El conformero 4 se obtuvo a partir de un molde simulado realizado con CHARMMS36. Los
conformeros estan ordenados de manera ascendente con respectos a las predicciones al nivel BSLYP.

Niimero Geomelria AE AL AB
’ (kcal/mol) (kcal/mol) (keal/mol)
1 LA 0.00 0.00 0.00
2 L 0.01 -0.02 0.00
3 L 0.32 1.28 -1.07
4 L 0.59 -0.61 0.14
5 TS® 1.01 1.39 -0.23
6 L 1.27 1.39 -0.44
7 ARC 3.76 10.41 8.87
8 TS/AR 5.02 12.22 8.35

APlano; 2Cola doblada hacia cara suave; “Anillo A doblado hacia cara rugosa.
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Geometrias

Figura 32. Las diferentes geomelrias definidas en este trabajo para comparar los diferentes conformeros de ergosterol
y colesterol. Se muestran en orden descendente la geometria plana (L), cola doblada hacia cara suave (TS), cola
doblada hacia cara rugosa (TR), anillo doblado hacia cara suave (AS) y anillo doblado hacia cara rugosa (AR).
Imdgenes en 3D generadas con el programa Molden.

De las tablas se observa que para colesterol los tres conféormeros de menor energia
calculados con MP2 y B3LYP tiene geometrias muy distintas. Una es plana, y las otras
presentan un doblamiento de la cola hacia la cara suave y rugosa respectivamente. Esto
sugiere que para colesterol una barrera energética baja entre una geometria plana y una
que presente un doblamiento de la cola. En el caso de ergosterol los calculos al nivel B3LYP,
las geometrias de los conformeros con menor energia, por debajo de 1 kcal/mol de
diferencia, son planas. Doblar la cola o la cabeza presenta una barrera energética mayor
que en el caso de colesterol. Esto sugiere un espacio de conformaciones mas amplio y
flexible para el colesterol y uno mas acotado y plano para el ergosterol.

De las tablas 3y 4 se observa ademas que en el caso de colesterol los calculos realizados con
GROMACS-CHARMM36 y GROMACS-Slipids predicen una jerarquia muy parecida al nivel
B3LYP. En el caso de CHARMM36 solo dos conformeros estan fuera de lugar y para Slipids
es solo 1. En el caso de las optimizaciones con ergosterol es evidente la falta de coincidencia
entre los valores obtenidos con B3LYP y aquellos obtenidos con GROMACS y los diferentes
campos de fuerza.

Estos calculos nos brindan una idea del espacio conformacional de ambos esteroles, el cual
podria regir las interacciones favorables para cada uno. Dado que ergosterol se muestra
mas plano y rigido que colesterol se podria uno imaginar que esta diferencia cambie las
posibles interacciones entre ellos y los lipidos dentro de una membrana. Se debe tomar
nota que estos calculos se realizaron en vacio, por lo cual los resultados podrian cambiar
cuando los esteroles se encuentren dentro de una membrana. En un intento de despejar
esta duda de manera rapida aunque aproximada se realizaron las mismas optimizaciones
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en dos medios, n-hexadecano y cloroformo, utilizando el campo SCRF (Self Consistent
Reaction Field) con el método PCM (Polarizable Continuum Model) (Marenich et al., 2009).
N-hexadecano tiene una constante dieléctrica parecida al interior de la membrana y el
cloroformo es un solvente natural de los esteroles. Las energias resultantes en hexano o
cloroformo no modifican el orden de los conféormeros, lo que da confianza en los calculos
en vacio. Adicionalmente las geometrias optimizadas tanto en n-hexadecano como en
cloroformo varian muy poco con respecto de las geometrias en el vacio. La variacion raiz
cuadratica media (rmsd) mas grande fue de 0.013 A.

El nimero de configuraciones utilizado hasta ahora es limitado. Por lo que se realizaron
simulaciones de Dinamica Molecular para obtener mucha mayor informacion de las
posibles configuraciones de cada esterol.

5.3.2. Espacio conformacional de colesterol y ergosterol

Los resultados de las simulaciones de DM utilizando GROMACS y dos campos de fuerza,
CHARMM36 y Slipids, se analizaron utilizando el programa Chimera que permite
superponer los conformeros resultantes de la dinamica considerando que los anillos
centrales B, C y D, constituyen el marco de referencia. Esta superposicion se divide en
cumulos. Los diferentes camulos se dibujaron de colores diferentes, como se puede
observar en la figura 33. El mismo programa nos permiti0 obtener el porcentaje de
conformaciones en cada cumulo. Los tres caimulos mas poblados se presentan en la figura
33. En el caso del colesterol, para ambos campos de fuerza, se observa que la cola de
hidrocarburos se puede doblar en un rango de casi 180 grados. Al observar a detalle los
valores de los tres camulos mas poblados para cada esterol se nota una diferencia entre los
campos de fuerza utilizados.
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Figura 33. Ciimulos de geomeltrias v geometrias representativas mds pobladas resultantes de cada simulacion de DM
utilizando CHARMMS36 (A) o Slipids (B) para ergosterol y colesterol. Las geomelrias representativas tienen el
porcentaje de poblacion correspondiente a cada una. Las simulaciones se realizaron utilizando el paquete GROMACS
v el andlisis mediante ctimulos con el programa Chimera. Para el caso de colesterol ambos campos de fuerza generan
un paisaje conformacional muy similar. Para ergosterol ambos campos de fuerza muestran una region “vacia” o
“prohibida” en cuanto al movimiento de la cola, pero CHARMMSs6 muestra un doblamiento del anillo de la cabeza en
todas sus geometrias lo cual puede ser un error en la definicion de pardmetros del ergosterol para CHARMMS6.
CHARMM36 muestra una clara preferencia de ergosterol por la geometria plana, mientras que Slipids se divide entre
una plana y una doblada hacia la cara rugosa (L vy TS). CHARMMS36 presenta una distribucion de colesterol
equiprobable entre las 3 geometrias mds pobladas (L, TS vy TR) v Slipids presenta la mayoria de las geometrias
distribuidas en dos grupos (L v TS).

Para el caso de colesterol CHARMM36 como Slipids presentan un espacio conformacional
parecido. Las poblaciones mas pobladas son también muy parecidas, con la unica
diferencia de que Slipids posee menos geometrias con un doblamiento pronunciado hacia
el lado rugoso.
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Capitulo 6: Discusion

6.1. Efecto de ergosterol y colesterol en la morfologia de dominios en bicapas
equimolares de POPC/eSM.

A partir de la figura 18, figura 19 y figura 20 se puede observar un claro efecto de agregar
esterol a la mezcla binaria de POPC/eSM (1/1 mol/mol). De las imagenes de topografia por
AFM se observa una disminucion en el area de cobertura de los dominios, regiones
enriquecidas en eSM, al incrementar el contenido de esterol. La disminucion de la
cobertura se ve mas marcada con el incremento en la concentracion molar de colesterol en
comparacion con ergosterol. Esta diferencia se observa claramente a 20 mol% de
concentracion de esterol. Mientras que para ergosterol se distinguen claramente los
dominios para colesterol los dominios son de areas menores, muy dispersos y poco
frecuentes. Esto se corrobora tanto en la figura 19 como en la figura 20. En el primer caso
se observa que el pico del histograma correspondiente a los dominios es casi inexistente en
el caso de colesterol a 20 mol% mientras que a esta misma concentracion el pico
correspondiente en ergosterol sigue presente y bien definido. En la figura 20 observamos
como a 20 mol% el porcentaje de cobertura de los dominios en las bicapas con colesterol es
de alrededor del 5% mientras que para ergosterol el porcentaje de cobertura es de
alrededor 20%, es decir 4 veces mayor cobertura a la misma concentracion molar. Para
ambos esteroles, los dominios dejan de observarse por completo, a esta resolucion de 5 x 5
4mz2, en membranas con 40 mol% de contenido molar de esterol.

El hecho de requerir de una mayor concentracion de ergosterol respecto a colesterol para
lograr una bicapa mas homogénea sugiere una interaccion diferente entre éste y los lipidos
involucrados, POPC y eSM, y a su vez una interaccion distinta con respecto a la de
colesterol con estos mismos lipidos. En la literatura el colesterol es mucho mas estudiado
que el ergosterol por lo que la informacion sobre el efecto de ergosterol sobre bicapas y
membranas es mas limitado y en ocasiones contradictorio. Sin embargo, existe consenso
en que ergosterol y colesterol tienen un efecto similar en el orden de las cadenas de
hidrocarburos de los lipidos y en su condensacion (empacamiento) y solo varian
ligeramente en grado (ver el trabajo recopilatorio de Mannock y colaboradores (Mannock et
al., 2010a)). Se tienen reportes en la literatura de que ergosterol ordena en mayor medida el
lipido saturado dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) en fase liquida (liquida desordenada o
liquida ordenada+desordenada) en comparacion con colesterol, sin embargo el colesterol
forma regiones de liquido ordenado en bicapas de DPPC en fase gel o liquido desordenado
en mayor medida (Hsueh et al., 2005). Estos resultados implican un mejor ordenamiento
del DPPC por parte del ergosterol, al menos en fase liquida, con un leve efecto de
condensacion. Otro trabajo en que utilizan DMPC, un lipido saturado, muestra que en
vesiculas unilamelares con o, 20 y 47 mol% de ergosterol, colesterol o lanosterol el
incremento en el grosor de la membrana es similar para los tres esteroles, sin embargo el
coeficiente de expansion térmica es distinto (Pencer et al., 2005). El coeficiente es mayor en
lanosterol, seguido por colesterol y menor en ergosterol. El coeficiente de expansion
térmica esta relacionado con la condensacion de una membrana lipidica, por lo que los
resultados de Pencer y colaboradores sugiere un efecto de condensacion muy diferente en
cada uno de los tres casos. La evidencia de esta tesis, en conjunto con la evidencia en la
literatura, sugiere que ergosterol tiene una interaccion con eSM que favorece un
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incremento en el orden de dicho lipido llevando la region de gel a un estado ain mas
ordenado, mientras que en la region enriquecida en POPC la interaccion, aunque existe, es
menor. Por otro lado, el colesterol tiene una interaccion distinta, la desaparicion de los
dominios a concentraciones de colesterol entre 20 v 40 mol% sugiere una interaccion entre
colesterol y eSM que da lugar a la formacion de regiones de liquido ordenado y no de gel
ordenado. El efecto diferenciado sobre la region enriquecida en eSM, ordenamiento por
parte del ergosterol y licuefaccion por parte del colesterol, se nota claramente a 20 mol%
tanto en las imagenes topograficas como en los histogramas de alturas. El efecto de
ordenamiento de la region enriquecida en eSM por parte del ergosterol es notable, incluso
a concentraciones bajas de esterol se observa un incremento del 100% en la altura relativa
entre los dominios y el resto de la bicapa. Este efecto tan dramatico sugiere una interaccion
favorable entre eSM y ergosterol. Ademas, este efecto sobre la diferencia de altura entre las
fases no se observa en colesterol.

Desde los estudios de Chapman hace mas de 50 anos (Ladbrooke et al., 1968; Oldfield y
Chapman, 1972), se comprobo que colesterol modifica la temperatura de transicion de
gel-liquido de fosfolipidos y desde entonces se concibio la idea de que colesterol regula la
fluidez de las cadenas de hidrocarburos de los lipidos de la membrana celular a modo de
tener acceso a dominios rigidos y fluidos (o tipo liquido). Ademas, en estos trabajos se
demostro que el colesterol suprime la transicion gel-liquido de lecitina a una
concentracion de 50 mol%, algo que ha sido corroborado para este y otros lipidos. Este
efecto podria explicar la desaparicion de los dominios de fase gel en las bicapas estudiadas
debido a un cambio en el comportamiento termotropico de las fases de los lipidos al
agregar 20 y 40 mol% de colesterol dado que estequiométricamente seria parecido al caso
de lecitina con 50 mol% colesterol.

En resumen, el efecto de ergosterol y colesterol sobre bicapas de POPC/eSM con formacion
de dominios es claramente diferente, incluso a bajas concentraciones en donde el
ergosterol aumenta la altura relativa entre los dominios y el resto de la bicapa y mantiene
la formacion de dominios hasta concentraciones intermedias de esterol. Mientras tanto el
colesterol mantiene constante la diferencia de altura entre fases a bajas concentracionesy
la reduce a concentraciones intermedias. Ademas, a concentraciones intermedias y altas
inhibe la segregacion de fases, i.e. la formacion de dominios. Todo lo anterior indica una
interaccion claramente diferente entre los esteroles, ergosterol y colesterol, con POPC y
eSM que se debe investigar con mayor detalle.

6.2. Los esteroles incrementan el grosor de la membrana de manera
no-monotonica.

Como ya se menciond anteriormente, el ergosterol aumenta la altura relativa entre los
dominios y el resto de bicapa lo que sugiere un incremento del grosor de esa region de la
membrana. Los perfiles de altura que se muestran en figura 21 indican el aumento en la
altura entre la primera region de la bicapa, la region enriquecida en POPC, y el sustrato, es
decir, la mica. Definimos esta diferencia de altura como grosor de la bicapa. Se observa que
ambos esteroles tienen un efecto similar sobre el grosor de la bicapa. Al agregar
concentraciones bajas e intermedias de esterol el grosor incrementa, sin embargo, a
concentraciones altas el grosor se ve reducido. El incremento en el grosor de la membrana
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esta relacionado con el efecto de condensacion, es decir reducir el area promedio por
lipido (Lecuyer y Dervichian, 1969; Demel y De Kruyff, 1976). Los resultados sugieren que
ambos esteroles presentan este efecto de condensacion, lo que va en contradiccion con
observaciones previas de que ergosterol no presenta efecto de condensacion en
membranas de POPC y DOPC (Hung et al., 2016). Esto podria ser conciliado si pensamos
que el efecto del incremento en el grosor de la fase enriquecida en POPC se ve afectada por
la presencia de eSM con un mayor grado de orden. En cualquier caso, se observa que el
incremento en el grosor de la membrana en cualquiera de las fases es no-monotonico para
ambos esteroles ya que inicialmente incrementa y a concentraciones altas de esterol
regresa un valor intermedio.

Un fenémeno sorprendente es el incremento por un factor de 2 en el grosor de la region
alta, presumiblemente enriquecida en eSM, de ~4 nm a ~8 nm. Este valor del grosor en
cualquier bicapa es extremo y requiere de una explicacion. La primera y la mas sencilla es
la existencia de dos bicapas sobre la mica. Aunque esta explicacion se descarta
rapidamente al observar que en las imagenes topograficas existen hoyos en la bicapa que
llegan a mica (corroborado por curvas de FvD sin ruptura). Otra posible explicacion es la
elongacion total de la esfingomielina en presencia de ergosterol. Segun el modelo
propuesto por Matamala (Matamala, 2016) la longitud de un octano y decano elongados es
de 12.93 v 15.44 A respectivamente. Extrapolando al niimero de enlaces (~24) a lo largo de
N-palmitoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina o 16:0 SM, que es la esfingomielina mas
abundante en la esfingomielina de huevo con un 86%, se obtiene una estimacion de ~33.3 A.
Para una bicapa de pura esfingomielina 16:0 elongada, el grosor seria entonces 66.6 A i.e.
6.6 nm. Entre la bicapa y el sustrato existe una capa de agua que suma al grosor que se
mide entre la mica y la superficie de la bicapa. Se especula que la capa de agua atrapada
entre bicapa y mica se encuentra ordenada y se ha calculado que una capa ordenada de
agua tiene una extension aproximada de ~3.5 A (Carrillo-Tripp et al., 2004). Con lo anterior
se llega a una extension maxima de 7.2 nm. Esto sigue siendo menor que el valor
encontrado en este trabajo de 8 nm. Existe en la literatura un estudio de AFM de bicapas
soportadas compuestas de diferentes tipos de esfingomielinas y el grosor de las bicapas al
variar la temperatura (Jiménez-Rojo et al., 2014). En este trabajo se observa que el valor
promedio de la altura de bicapas de esfingomielina 18:0 (18:0 SM) a 23 °C es de 7.2 nm, justo
en el valor de nuestra aproximacion para 16:0 SM, sin embargo, hay valores extremos que
superan los 8 nm. La temperatura de transicion de la 16:0 SM es de ~40 "C y para la 18:0 SM
es de ~44:0 "C (Kodama et al., 2012; Jiménez-Rojo et al., 2014) por lo que a 21-23 °C se podria
esperar un parametro de orden ligeramente mayor en la 18:0 SM, atribuible a una mayor
extension de la cadena N-acil de este lipido. Por ello el valor de 8 nm de la fase alta de la
mezcla POPC/eSM + 20 mol% ergosterol se podria explicar como un valor extremo del
grosor de una bicapa compuesta de SM (16:0 18:0 y/0 22:0 que se encuentran en la eSM) con
una elongacion maxima provocada por la presencia de ergosterol. Adicionalmente, estudios
recientes de DM de las mezclas POPC/eSM/esterol muestran un fenoémeno de
desfasamiento vertical por parte de la 16:0 SM al agregar esterol que podria aportar a la
explicacion de este valor de 8 nm en el grosor de la fase alta de la bicapa en cuestion, ver
Anexo 1. Aunque estos estudios siguen en curso se puede estimar una separacion de
alrededor de ~5 A entre monocapas enriquecidas en 16:0 SM en una bicapa de POPC/16:0
SM + 20 mol% ergosterol, por lo que el grosor estimado de estos dominios seria de 7.7 nm.
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Este valor coincide bien con la distribucion de alturas observada en la figura 19. Claro que
esto se sustenta en una interaccion muy fuerte entre ergosterol y esfingomielina (16:0, 18:0
y/0 22:0) que debe ser estudiada a detalle.

6.3. Respuesta mecanica de las bicapas: Ergosterol afecta principalmente a eSM;
Colesterol modifica la respuesta de toda la membrana, POPC y eSM.

El incremento en la fuerza de ruptura al agregar colesterol (5 mol%) sugiere un incremento
en el empaquetamiento tanto de la zona enriquecida en POPC como en la enriquecida en
eSM. Un efecto similar se observa al agregar ergosterol (5 mol%) aunque solamente en la
zona enriquecida en eSM. En la zona enriquecida en POPC se observa un ligero incremento
en la fuerza de ruptura al agregar ergosterol (5 mol%) pero es minimo, lo que sugiere que el
efecto de condensacion es mucho menor que en el caso de colesterol. Esta diferencia en el
efecto de condensacion entre ergosterol y colesterol ha sido abordada en otro estudio
(Hung et al., 2016). Agregar concentraciones intermedias de esterol (20 mol%) muestra un
efecto claramente distinto para ambos esteroles. A diferencia de lo que se observa de las
imagenes topograficas para el caso de 20 mol% colesterol, la bicapa es una superficie
homogénea mecanicamente, ya que presenta un tnico pico en su histograma de fuerzas de
ruptura cuyo centro es alrededor de 3 nN. Sin embargo, las imagenes topograficas
muestran algunas regiones de dominio, aunque de area reducida. Esto sugiere una
respuesta elastica de estos dominios muy parecida al resto de la membrana a pesar de
contar con un grosor diferente. Esto refuerza la idea de que colesterol licua la region
enriquecida de eSM mientras que ordena y empaca la region enriquecida en POPC de
manera que la bicapa se vuelve homogénea. En el caso de 20 mol% de ergosterol, similar a
las imagenes topograficas, se observan dos regiones con respuesta mecanica distinta. Los
centros de estas distribuciones corresponden a ~5 y ~10 nN. Finalmente, a 40 mol% de
esterol ambas bicapas muestran un solo pico en su distribucion de la fuerza de ruptura.
Esto sugiere una bicapa homogénea en ambos casos, aunque para ergosterol se observan
eventos alejados de la distribucion principal, ~20 nN. Para ambos esteroles se observa un
efecto no-monotonico en la respuesta mecanica de la bicapa. Si bien ergosterol afectd
unicamente la region de eSM, ésta se volvio mas dura al agregar 5 mol% con respecto a o
mol% y al agregar mas esterol (20 mol%) se volvio algo mas suave, aunque atin mas dura
que sin esterol (~9 nN -> ~15 nN -> ~10 nN). En el caso de colesterol, ambas regiones se
vieron modificadas al agregar 5 mol% a la bicapa, siendo mas dura con esterol, sin
embargo, al agregar 20 y 40 mol% de colesterol la bicapa se vuelve homogénea en su
respuesta mecanica al presentar un solo pico en el histograma de fuerzas de ruptura cuyo
centro es alrededor de 4 nN. Este valor es parecido a la region de POPC de cero esterol,
pero es un valor menor que cualquiera de los presentes a 5 mol% de colesterol, ~9 y ~ 11 nN
para ambas regiones.

6.4 Ergosterol mantiene la segregacion de fases a concentraciones altas:
nanodominios.

De la figura 21 se observa que a 40 mol% ergosterol, la bicapa equimolar de POPC/eSM
muestra alguna irregularidad. Ademas del histograma de fuerzas de ruptura en esa misma
mezcla se observan algunos eventos lejos del pico principal. Esto sugiere la existencia de
nanodominios que no se lograron medir a la resolucion escaneada. De la figura 24 se
observa que con el equipo con el que se cuenta podemos observar una estructura con una
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altura sobre el nivel del resto de la membrana de ~ 400 pm. Esta estructura podria ser un
dominio de dimensiones nanométricas o nanodominio. Esta suposicion tendra que ser
corroborada haciendo escaneos de areas menores y con el modo FM-AFM para poder
resolver con detalle estas estructuras en la siguiente visita al laboratorio del Dr. Kobayashi.
Sin embargo, la posible existencia de estos dominios favorece la idea de la selectividad por
la presencia de interfases y zonas de lipido muy ordenado en fases gel. En membranas
biologicas la cantidad de esterol varia entre el 20 y el 40 mol% y es aqui en donde las
bicapas estudiadas muestran diferencias en cuanto a la presencia de dominios. La
presencia de ergosterol sigue presentando dominios en este rango mientras que para
bicapas con colesterol estos mismos dominios son casi imperceptibles desde una
concentracion de 20 mol%. La hipotesis estructural de la selectividad que se ha manejado a
lo largo de este trabajo sugiere que moléculas como los polienos cuya accion sea favorecida
por la coexistencia de fases, en particular gel-liquido, tendrian en estas bicapas de mezclas
ternarias una fuerte preferencia por aquellas con contenido de ergosterol.

6.5. AmB y A21 se agregan alrededor y dentro de los dominios.

Aunque los resultados obtenidos en este sentido son preliminares se pueden plantear
algunas conclusiones sobre la adsorcion y agregacion de AmB y A21 sobre las bicapas
estudiadas. Al igual que otras toxinas, como la e-hemolisina y Cyt2Aa2 (Maté et al., 2014;
Tharad et al., 2019), AmB y A21 tienden a agregarse en los bordes o interfases de los
dominios presentes en bicapas que presentan segregacion de fase a las concentraciones
utilizadas para la bicapa con ergosterol, mientras que para la bicapa sin esterol esto se
observo solo para el caso de A21. A diferencia de AmB, A21 se agrega tanto en los bordes
como en el centro de los dominios de fase gel (eSM). Para la bicapa sin esterol AmB muestra
un efecto de adelgazamiento de la bicapa, no llega a ser un efecto de detergente, pero se
modifica claramente la estructura de la bicapa. A21 muestra un efecto de detergente sobre
la bicapa, particularmente sobre la region liquida. Esto sugiere un mecanismo de accion
diferente entre AmB y A21 para este caso. En el caso de agregar 20 mol% ergosterol a la
bicapa se observa claramente que los dominios de fase gel se modifican en presencia de
A21. El dominio se ensancha y su diferencia de altura con respecto del resto de la bicapa se
reduce. Este efecto es parecido al observado por Dos Santos y colaboradores, donde Nys
produce dominios de fase gel en bicapas de POPC/eSM o POPC/DPPC (Dos Santos et al.,
2017). Sin embargo, ellos no observan agregacion del polieno para las concentraciones
utilizadas, algo que si se observa en los resultados presentados en este trabajo. Los
resultados sugieren que la presencia de dominios de fase gel favorecen la adsorcion, y
posiblemente la insercion, de AmB y Az21, ya sea por la presencia de bordes o por la fase gel
de mayor orden presente en la membrana. Las implicaciones de este resultado sumado a
los resultados de Dos Santos y colaboradores son importantes para el mejoramiento del
uso y accion antimicotica de polienos. Dos Santos y colaboradores sugieren que la
presencia de dominios de fase gel promueve la selectividad de polienos entre una
membrana y otra. En este trabajo se observo que ergosterol mantiene la presencia de
dominios en una bicapa de cantidades equimolares de POPC y eSM hasta concentraciones
de 40 mol% de esterol, mientras que agregar colesterol reduce el tamano y la cobertura de
dominios de manera significativa desde 20 mol% de contenido.
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Adicionalmente, se observa una diferencia entre la accion de AmB y A21 sobre la bicapa que
presenta colesterol. A21 no presenta un efecto de detergente a las concentraciones
utilizadas. Ademas, A21 presenta un claro efecto de agregacion sobre la bicapa. Este efecto
no se observo en las otras dos mezclas de lipidos bajo la accion de A21 (POPC:eSM 1:1+ 0y
20 mol% ergosterol) en donde los presuntos agregados eran de menor tamano dentro de
los dominios. Por otro lado, AmB tiene un efecto de formacion de hoyos de gran tamano
que sugieren un efecto de detergente sobre la bicapa con colesterol. Esta diferencia podria
tener consecuencias en la selectividad de estos farmacos hacia membranas celulares de
hongo contra las de mamifero. Los estudios de canal unitario realizados para caracterizar
A21 mostraron que la concentracion umbral para observar actividad de canales en
membranas de POPC:ergosterol 7:3 era muy parecida a la actividad de AmB, 10 vs 5 uM
respectivamente (Antillon et al., 2016). Mientras que para membrana de POPC:colesterol 7:3
existe una gran diferencia en esta concentracion umbral entre A21 y AmB, 200 vs 15 uM
respectivamente. Con eso en mente se puede relacionar esta selectividad con los resultados
obtenidos aqui. Para las bicapas con ergosterol la aparicion de agregados se observa a una
concentracion similar para ambos farmacos, ~ 1 M. Mientras que para bicapas con
colesterol no solo presenten un efecto a concentraciones diferentes (2 uM para AmBy 5 M
para A21) sino que ademas el efecto es distinto. Recordando que la concentracion umbral
para actividad ionoforética de A21 en bicapas de POPC:colesterol 7:3 es de 200 uM podemos
proponer que en el caso de las bicapas soportadas A21 no se ha insertado en la membranay
solo se esta acumulando en la superficie.

De los resultados y la discusion se puede concluir lo siguiente: i) A21 presenta efecto
detergente sobre regiones en fase liquido ademas los dominios de fase gel facilitan la
insercion de A21 en la bicapa; ii) AmB presenta efecto detergente sobre fases liquidas de la
membrana con y sin la presencia de fase gel. Las membrana celulares de mamifero no
presentan grandes dominios de fase gel, pero las observaciones de Aresta-Branco y
colaboradores (Aresta-Branco et al., 2011a) sobre la existencia de dominios de fase gel en
Saccharomyces cerevisiae agregan sustento a la hipotesis estructural de la selectividad de
polienos. Aun hace falta mas informacion que explique las diferencias entre A21 y AmB.

6.6. Espacio conformacional de ergosterol y colesterol

De los calculos cuanticos y de las simulaciones de dinamica molecular salta a la vista de
inmediato que ergosterol es mayormente plano. En particular en el caso del campo de
fuerza CHARMM36 la geometria plana representa mas del 60%. Mientras tanto colesterol
tiene una poblacion menor de conformeros con geometria plana. Es con el campo de fuerza
Slipids en donde tiene mayor presencia la especie plana con 41%. Otro detalle interesante
es una region “vacia” o “prohibida” en la superposicion de conformeros de ergosterol. Esto
podria deberse al doble enlace presente en la region de la cola de ergosterol que limita la
flexibilidad de esta.

Dada la mayor preferencia de ergosterol por una geometria plana se propone que
ergosterol tendra una interaccion mas favorable con lipidos cuya geometria sea también
plana. Esto implica lipidos con mayor parametro de orden, i.e. que dentro de la membrana
su angulo de inclinacion respecto a la normal de la bicapa sea cercano a cero. Lipidos como
SM y DPPC cuyo grado de saturacion implica que a temperatura ambiente se encuentren
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en fase gel tendran mayor orden. Por otro lado, lipidos con menor orden, e.g. POPC que se
encuentra en fase liquida a temperatura ambiente no lograran una interaccion favorable
con una molécula tan rigida como el ergosterol. El colesterol si tendria una interaccion con
lipidos como POPC dado que posee mayor flexibilidad. En este caso colesterol posee tanto
conformeros con geometrias planas como dobladas hacia alguna de las caras. Esto favorece
la interaccion de colesterol con ambos tipos de lipido, ordenado y saturado o desordenado
e insaturado.

En la literatura hay mucha evidencia de que los esteroles, a grosso modo, licuan
membranas de gel y ordenan membranas liquidas. En términos generales promueven la
formacion de una fase de liquido ordenado (Beattie et al., 2005), la cual es un intermedio
entre liquido desordenado y gel. Debido a esto creemos que colesterol logra transformar la
bicapa equimolar de POPC/eSM que presenta segregacion de fases a una bicapa homogénea
a concentraciones mas bajas de lo que lo hace ergosterol ya que colesterol tiene
interacciones favorables con ambos lipidos, licua uno y ordena otro. Mientras que
ergosterol tiene interacciones mas favorables con lipidos ordenados como eSM y los lleva a
una fase de liquido ordenado. En la region de liquido desordenado ergosterol podria
intervenir de manera directa o indirecta, e. g. a través de las moléculas de eSM que se
encuentran en fase liquida.

Los resultados de los espacios conformacionales de ergosterol y colesterol presentados
aqui contradicen la hipotesis y estudios anteriores de Mannock y colaboradores (Mannock
et al., 2010a, 2010b). Mediante espectroscopia de fluorescencia por reflexion total interna
ellos encuentran que ergosterol y colesterol ordenan de manera similar bicapas de DPPC
en fase cristal-liquido, pero ergosterol promueve un mayor numero de enlaces de
hidrogeno con los grupos carbonilos de la columna de glicerol de los fosfolipidos. Esto los
lleva a proponer que diferencias en la dinamica y la conformacion de estos esteroles
podrian explicar las diferencias observadas. Sin embargo, a diferencia de los resultados
obtenidos en este trabajo ellos proponen que colesterol posee un conformero de minima
energia completamente extendida o alargada (equivalente a la conformacion L de este
trabajo). Por otro lado, ergosterol posee dos conformeros dominantes, una con ergosterol
extendido y el otro con la cola de hidrocarburos doblada hacia la cara suave. Estos
resultados en conjunto con la hipotesis del desfase hidrofobico explicarian las diferencias
entre ergosterol y colesterol dado que el largo efectivo de colesterol seria mayor que el de
ergosterol y por lo tanto tendria menor desfase hidrofobico. Esta hipotesis predice que
ergosterol desordena en mayor medida lipidos en fase gel como DPPC o eSM, algo que
parece contradecir lo observado en este trabajo. Sin embargo, las estructuras
tridimensionales utilizadas para plantear esta hipotesis se realizaron con estructuras
quimicas minimizadas con el campo de fuerza de Dreiding el cual considera una fuerza y
geometrias generalizadas en lugar de asignar una a cada atomo lo que puede ocasionar
errores en las predicciones. El estudio presentado aqui utiliza campos de fuerza
atomisticos por lo que se tiene un mayor grado de confianza, aunque no sea infalible.

6.7. Predicciones de los campos de fuerza
Las jerarquias de las energias obtenidas con calculos cuanticos y con los distintos campos
de fuerza muestran claramente que la molécula de ergosterol requiere de mayor
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refinamiento dadas las ligeras discrepancias en las poblaciones conformacionales
obtenidas para cada esterol. La molécula de colesterol no presenta demasiadas diferencias
entre los calculos cuanticos a diferentes niveles de calculo y los campos de fuerza
utilizados, CHARMM36 y Slipids. Debido a esto se seguira trabajando en refinar los
parametros que describen al ergosterol en los distintos campos de fuerza de manera que
los calculos y simulaciones que se hagan tengan mayor grado de confianza. Esto es
importante ya que se podrian generar hipotesis erroneas a partir de calculos y
simulaciones cuyos parametros no son los adecuados.

6.8. Importancia de la estructura quimica de los esteroles

Inicialmente se consideroé la presencia de enlaces dobles en la estructura de los esteroles
como un elemento que tiene efectos importantes sobre las conformaciones posibles (ver
figura 31). Sin embargo, la isomeria cis-trans juega un papel igualmente importante. Si solo
importara la presencia y nimero de enlaces dobles en la estructura, las conformaciones de
coprosterol y colestanol serian idénticas ya que ambos tienen la misma formula quimica, a
saber, C,H,O. Sin embargo, entre los anillos A y B se presentan como isomeros cis
(coprosterol) y trans (colestanol). La figura 34 muestra las estructuras planas, dos
dimensional, y un conféormero en tres dimensiones visto de forma lateral y superior de
cada uno de los siguientes esteroles: colesterol, ergosterol, colestanol y coprosterol. Las
imagenes se obtuvieron de la pagina web de PubChem. Se observa claramente como los
dobles enlaces modifican el conformero de ergosterol respecto al de colesterol, pero
ademas entre colestanol vy coprosterol existe una gran diferencia en la torsion de la cabeza
hidroxilada, en una configuracion tipo silla, debido a la configuracion cis del coprosterol.
Mientras que colesterol y colestanol tienen una geometria muy parecida, con la cola de
hidrocarburos doblada hacia la cara suave y la cabeza hidroxilada en el plano de los anillos,
a pesar de ser diferentes quimicamente. La idea de que el estudio de la dindmica y espacio
conformacional de los esteroles podria explicar los fendmenos observados en bicapas y
membranas no es nuevo. Mannock y colaboradores (Mannock et al., 2010a) ya lo habian
propuesto e incluso comenzado a estudiar con base en la hipotesis del desfase hidrofobico.
Como ya se mencioné anteriormente, estos estudios no usaron todo el potencial de los
campos de fuerza atomisticos por lo que los resultados estaban limitados a s6lo una
conformacion plana para colesterol y dos conféormeros fuera del plano para ergosterol. En
este trabajo demostramos que existen mas conformeros posibles y que los conféormeros
mas probables son diferentes a los encontrados por Mannock y colaboradores.
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COLESTEROL

COLESTANOL

COPROTEROL

Figura 34. Representacion quimica en dos dimensiones v conformacion probable en tres dimensiones vista de forma
lateral v superior de: Colesterol (CAS: 57-88-5), ergosterol (CAS: 57-87-4), colestanol (CAS: 80-97-7) y coprosterol
(CAS: 360-68-9). Estructuras obtenidas de la pdgina web de PubChem.
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Capitulo 7: Conclusiones

7.1. Conclusiones
De los resultados de AFM y de DM en cuanto a las diferencias en el efecto de ergosterol y
colesterol sobre bicapas equimolares de POPC/eSM se concluye lo siguiente:

01

La membrana compuesta de cantidades equimolares de POPC y eSM, que presenta
formacion de dominios, se vuelve una membrana homogénea al incrementar el
contenido de colesterol o ergosterol. Este efecto es mas rapido al agregar colesterol.
La fuerza de ruptura de la bicapa se ve afectada al agregar concentraciones bajas e
intermedias de esterol.

o El colesterol aumenta la fuerza de ruptura de la membrana en ambas
regiones, los dominios y el resto de la membrana.

o El ergosterol no modifica la fuerza de ruptura de la region enriquecida en
POPC. Sin embargo, presenta un efecto mucho mayor en la zona enriquecida
en eSM.

o Para cantidades elevadas de esterol la fuerza de ruptura es la misma para
ambos esteroles y ademas es similar al valor de la region enriquecida en
POPC en el caso libre de esterol.

El efecto diferenciado de ergosterol y colesterol sobre la formacion de dominios y la
respuesta mecanica de los lipidos involucrados sugiere una interaccion diferente
entre estos esteroles y los lipidos.

o Ergosterol muestra una interaccion con regiones enriquecidas en eSM

o Colesterol muestra una interaccion similar en toda la membrana.

La libertad conformacional de los esteroles es diferente.

o Ergosterol tiene una conformacion plan como la mas probable mientras que
colesterol no muestra ninguna estrictamente plana dentro de las tres
conformaciones mas probables.

o La configuracion plana, mas rigida, de ergosterol sugiere que tendra una
interaccion favorable con lipidos cuya conformacion sea también plana u
ordenado como eSM. La configuracion curva, mas flexible, de colesterol
sugiere que podria tener interacciones favorables tanto con lipidos planos y
ordenados como eSM, como con lipidos con alguna curvatura o
desordenados como POPC.

La distinta modulacion de los dominios por parte de ergosterol y colesterol podrian
estar involucrados en la interaccion de la membrana con moléculas de interés
farmacologico como los antimicoticos poliénicos, los cuales presentan una accion
diferenciada entre membrana con colesterol y con ergosterol.

La presencia de dominios de fase gel de gran tamano (diametros de micras) y el
aumento en la diferencia de altura relativa (de 1 a 2 nm) que se observa para bicapas
con ergosterol a 5 y 20 mol% contrasta con la desaparicion de dichos dominios para
el caso de colesterol. Estas diferencias en area de fase gel, region de interfase y
region expuesta (escalon entre fases) podrian ser la mayor razon de la selectividad
de polienos por membranas de hongo.



De los resultados de la adsorcion de AmB y A21 se concluye que.

AmB se adsorbe y agrega en los bordes de los dominios entre la fase gel y la fase
liquida para bicapas POPC/eSM con ergosterol.

A21 se adsorbe y agrega en los bordes y dentro de los dominios entre la fase gel y la
fase liquida para bicapas POPC/eSM con y sin ergosterol.

A21 ensancha los dominios de fase gel.

A21 presenta un efecto detergente sobre la fase liquida en bicapas POPC/eSM con 'y
sin esterol.

AmB presenta un efecto de adelgazamiento sobre la fase liquida en bicapas
POPC/eSM y de detergente en bicapas POPC/eSM con colesterol.

Los resultados la una accion de polienos dependiente de la estructura de la bicapa, en
particular de la presencia de dominios, nos permite avanzar en la propuesta sobre el
mecanismo molecular de accion antifingica de polienos:

La adsorcion e insercion de polienos sobre membranas lipidicas se ve favorecida
por la presencia de segregacion de fases, i.e. por la presencia de dominios. Esto se
debe tanto a la presencia de una fase gel como por la interfaz de ésta con la fase
liquida.

La presencia de ergosterol en la bicapa aumenta diferencia relativa de alturas entre
las fases lo que favorece atn mas la adsorcion y la insercion de polienos en la
bicapa.

La diferencia entre la accion ionoforética de polienos sobre membranas celulares de
mamifero y de hongo se pueden explicar en términos de la presencia de ergosterol
y esfingolipidos en la membrana celular de hongo, lo que induce dominios de fase
gel de mayor tamano y con mayor grosor que los que se encuentran en la
membrana celular de mamifero que presenta colesterol. Ademas, A21 requiere de la
presencia de estos dominios para insertarse e inducir inestabilidad en la fase
liquida de las bicapas, para las concentraciones estudiadas, contrario a AmB, lo que
esta en concordancia con la menor actividad citotoxica en globulos rojos y tejido
renal por parte de A21.

Adicionalmente, del proceso de investigacion realizado se llega a otra conclusion
importante en el aspecto técnico:

El uso de microscopia de fuerza atomica y de simulaciones de dinamica molecular
de manera simultanea y complementaria demostro ser una bateria de herramientas
muy adecuada y util para el estudio a nivel molecular de bicapas lipidicas y
bio-moléculas con accion sobre ella y que permite obtener informacion molecular,
estructural y dinamica validada.

En este trabajo de tesis quedan establecidas las bases para futuros estudios de sistemas
similares. Considerando que tanto AFM como simulaciones de DM siguen presentando
avances significativos y refinamiento, su uso como herramienta principal para el estudio de
bicapas promete ser de gran utilidad para aclarar los temas que actualmente se encuentra
en fuerte debate, como las balsas lipidicas vs dominios.
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7.2. Perspectivas

Los resultados presentados en este trabajo invitan a continuar expandiendo la hipotesis
estructural de la selectividad de polienos. En particular se sugiere probar membranas de
DOPC/eSM y de DPPC/eSM para tener una comparacion del comportamiento del sistema
cuando se tiene un fosfolipido saturado (DPPC), insaturado (DOPC) y mixto (POPC) que fue
el que se utilizo en este trabajo. Las conclusiones que surjan de esta comparacion
ayudarian en gran medida nuestro entendimiento del efecto directo de lipidos muy
similares quimicamente en la estructura y dinamica de la membrana. Finalmente se puede
extender este estudio a utilizar otro tipo de esteroles, en particular observar el efecto de los
dobles enlaces y la isomeria cis-trans. Colesterol posee un enlace doble, ergosterol tres, asi
que utilizar coprosterol, que no cuenta con enlaces dobles, y 7-dehidrocolesterol, que tiene
dos, asi como colestanol que es el isomero trans de coprosterol serian buenos candidatos
para entender la importancia de los distintos esteroles y su estructura quimica dentro de la
membrana celular. Por ultimo, la hipodtesis de una interaccion entre ergosterol y
esfingomielina que logra ordenar y extender de manera extrema los dominios altos es un
caso digno de estudio que merece un trabajo dedicado aparte, considerando otros
esfingolipidos y otros esteroles. Todo esto servira para mejorar nuestro entendimiento de
los polienos y lograr reducir su toxicidad colateral.
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Apéndice A. Grosor de la region gel de la bicapa POPC/eSM con 20
mol% de ergosterol.

Como se mostro en los resultados la bicapa cuya composicion es de una razon equimolar
de POPC vy esfingomielina de huevo con ergosterol a una concentracion de 20 mol%
registra una region de fase gel con un grosor de ~8 nm. En el texto se ofrecié una
explicacion, sin embargo, considero pertinente agregar mas informacion a dicha
explicacion apoyado con resultados preliminares de simulaciones de dinamica molecular
realizados por el grupo de biofisica. Como continuacion del trabajo presentado en esta tesis
se llevaron a cabo simulaciones de dinamica molecular a nivel atomistico con el paquete
GROMACS y el campo de fuerza Slipids de las mezclas utilizadas. A saber, POPC vy
esfingomielina 16:0 (16:0 SM) a una razon equimolar ya sea solos o en conjunto con
ergosterol y colesterol a 20 y 40 mol%. Los resultados muestran claramente que la
presencia de esterol ordena de manera sustancial las cadenas de hidrocarburos de los
lipidos, aunque en mayor medida de la esfingomielina (16:0 SM). Este efecto se observa mas
marcado a mayor concentracion de esterol y ademas el efecto se nota mejor con ergosterol.
Adicionalmente a este ordenamiento se observa un fenomeno muy peculiar en el espacio
entre monocapas, particularmente entre regiones de esfingomielina. Este espacio
inter-capa se incrementa al aumentar la concentracion de esterol y a 40 mol% de
ergosterol el espacio se nota muy ancho. La figura S1 muestra un corte transversal de las
bicapas simuladas. Se presentan de color verde las moléculas de POPC y de morado las de
16:0 SM. Se muestran solo bicapas con o mol% y 40 mol% esterol ya que a esta
concentracion se observa de manera clara el efecto a resaltar. Se puede observar en la
figura que inicialmente (o mol%) POPC se encuentra en un estado desordenado y PSM se
encuentra mas ordenado, aunque no tanto como se podria esperar de un esfingolipido.
Para el caso de 40 mol% de esterol se observa claramente como ambos esteroles ordenan
las cadenas de hidrocarburos de POPC y de 16:0 SM comparadas con el caso binario. Sin
embargo, este efecto de orden se observa de manera mas dramatica para el caso de PSM
con ergosterol. Adicionalmente se observa una mayor agrupacion de las moléculas de 16:0
SM en el caso de 40 mol% ergosterol que en los otros dos, sobre todo en la monocapa
inferior. También a esta concentracion de esterol se observa un incremento en la distancia
entre las monocapas cuando se presentan unicamente las moléculas de 16:0 SM, algo que
no se observa cuando se observan unicamente las moléculas de POPC, y esta diferencia se
nota mayor para el caso de ergosterol. De ser un efecto real, este ultimo fendmeno suma a
la explicacion ofrecida en el texto acerca de una extension o elongacion maxima para la
esfingomielina por parte del ergosterol dado que existe este espacio inter-capa que
aumenta el grosor de la bicapa. Hasta ahora no tenemos una evaluacion cuantitativa del
fenémeno, solo cualitativa, y se sigue investigando la causa de esta elevacion por parte de
16:0 SM ademas de que se busca qué otra componente (POPC, esterol) ocupa ese espacio
“vacio”. Se espera que en los proximos meses se tengan datos numéricos de las diferencias,
asi como una explicacion molecular del origen de este fenémeno.
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40 mol% ergosterol

Figura S1. Cortes transversales de las bicapas simuladas. Bicapas compuestas de POPC/16:0 SM en una razon
equimolar con o v 40 mol% de colesterol o ergosterol. En la columna izquierda se muestra POPC en cada caso (verde)
v en la columna izquierda se observa 16:0 SM para cada bicapa (morado). Simulaciones llevadas a cabo con
GROMACS y Slipids a 295 K con un total de 1024 lipidos por bicapa. Tiempo de simulacion: 500 ns para o mol% vy
1000 ns para los otros dos casos. Resultados preliminares del grupo de biofisica compuesto por el Dr. Fernando
Favela, el Dr. Forge Herndndez Cobos, el Dr. Ivdn Ortega Blake y el M. en C. Arturo Galvdn Herndndes.
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