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Capftule I INTRODUCZCION.

A -MEMBPANLS CELULARES

Las memsbranas constituven una estructura presente en todas
las células; en algunas celulas eucarioticas. las diferentes
membranas pueden llegar a constitulr bhasta el 80% de la masa
celular seca total. Las membranas sirven no solamenle de barrera
para la. separacién de los compartimientos celulares Ccon
composiciones de solutos diferentesd. siho también c<caono  base
estructiural a las que Se encuentran unidos sistemas
bieguimicos. Entre sus propiedades mis generales podemnos mencionar
que son muy delgadas (entre 6 v 8 nmd,(123. pero flemiblies y

resistentes.

I.A 1 COMPONENTES [E LAS MEMRRAHAS.

La composicidn molecular de las nmembranas plasmaticas vy de
los crganulos imracelulares ¢ mitocondrias. npucleo. reticule
endeplicmics v complejo de Golgrd, de muchaco células centienen
lipldos polarez gue constituyen entre el 204 v el B2 Jde la masa
de la merbrana, dependiendo del tipe de esta. el resto ostd

constitulda mor protelnas en su mavor parte.

I.a2 LIPIDCS,

Les lipidoz son moleculas orqanicas insolubles en &) sgua,

que pucdsn oxtrasrne de las celulas mediante solventes no polaves

conn €l clorefoerma.  e! éter © el bencenc Ewistern diferentes
familias de lipiges. pero les propiedades  distintivas de todos
elloz derivas, de la naturalezsz hidrocarbonads de las cadends

hidréfobas de 39 estruciura v de su anfotericidad,

Loz lipic de fas menbranen desempelian diversias funciones
biol -‘:£7Jcaz: actuan e oinn snentl es estructuriales. como
acarreaderes v ronc onel gAlico; sus principel es
coeapinentes s obnarvan oon la Tar e 1LALLL



Tabla I.A.1.

Principalbés componentes lipidicos de la membrana

plasmatica sn microcrganismos, plantas y animales. (33,080,

ORGANISMOS Y HEMBRANA LIPIDOS
Levadura PC = PL = PE » DPG = PS

Crenbrana totald
Cyanobacteria. MGEG SDGEDG > SObG
Cmembrana totald PG
chl @
Bacteria
Cmonbrana plasmaticad
Gram-posi Li va PG > DPG = PE D amunoacyl -FG

Gram-n,

PlLantas

Animale

Ll

[
=
5.
2
ke

Cren

glicolipides.

egativa FE » PG > DF3

PC > PE > F)
glicalypidos
estercles; estigmasterol

¥y sitosterol.

Fosfoltpidos Tetales C(TFRLT:
plasmilicald PC> PE » Sph > PE ¢ Fi = LFG=
= PG = sulfalipides.

Abreviaciones:
HGDG=di azilgal
SQDG=di acd lnul
chl a=¢larefl

Pl=fosfatidil

PE=fosfalidilserina. Sph:esfingomielina.
actazilaglicerol, DSD’::CIUac.i!dicy:-lactosil:rli':‘:rcl,
faquinovesilglicerol . PG=fosfatidilglicerol,

a a, FC=faosfatidilcecciina, FE=fosfatidiletanalamna.

nesitol . DPGdifoufatidilglicernl Ccardolipinad.,

n



Los lipides se clasifican

en base a las estrucluras de sus
esqueletos en:

a) LIPIDOS SIWPLES.

3¢ caracterizan por que no contienen acidos grases complejos,

aparecen on las celulas v en los tejidos en cantidades menores que

los lipidos complejos pero se enhcuentran entre ellos muchas
sustancias con intensa aclividad biologica, come wvitaminas y
hormonas. Las dero clases principales de lipldos

insaponificables
son los Terpenos y Estercides.

Ter o

Los Terpencs pueden ser moléculas lineales o ciclicas.,

¥
algunos de elloz contienen esiructuras de ambces Lipos. eslos estan
constituidos por dos o mas unidades de Isoprenc, Fig.I. 4 i,

CH = C— CH_~ CH
2 2 3

CcH
3

Fig.I.A.1 Isoprens.

En los vegeotales se ha ident:ficads un numero. muv

éztos  lipidoz simples, muchoz de 1oz cunles

sabores caracleristicos, y son

pPoSeen

cORpEnenLtes  principales  de
acelles esenciales chlentdos de tales planta

Entre los Terpenos nids importantes hav tres

grupo de las vitaminas A0 E, oy H.A

encucntran  en cantidadez muv

membros  del

gue ettas sSUSLaAnCilas se
pequelizs, denempefizn funcfonec
importantes por ejemplo la vitamina E. tocolfercles

{prev.ensr
la farmacién de radicales libresd.

w



tos Esteroides son derivados de! Hidrocarburo tetrasiclico

saturado perhidro-ciclopentano fenantrenc. Fig.I.A. 2.

CH,

Fig.I.A. 2 Hucleo d=! perhidro-ciclopentanc fenantrenc.

los Exteroidez son molédculas liposolubles. complejas., son 4

anillos cendenzados, Un rnportante es el lLancs

]
s
w
s
o
bl
Q
o
o

aue
s uno de les precursores del! Colestercl!. ectos son mie o 0= un
gran subgrups de esterocides llamnados esteroles que scn alcoholec

esteroidec,

£l Colestersl. Fig.I.A 3, y sus & es con acidos grasos de

ster
ontec en de Jaz Jipopreteipas ded

cadens larga

plasma y de la mesbrana celular externa. esta moleculs potes un
arups de cabeza polar, el g@rupo hidrowilo en 1a posicien ¥ del
anillo AL el restc de 1z molesula es une cadena ramificada de B &
més Aomos de carponc en la posicidn 17 Cestructura no polar

relativamenie rigidal.



Loz Estersles se encuentran en las membranas plasmaticas de
las células arimales. hongos y procariontes en  general,
membranas de las células de lax plantas contienen otras clases de
esteroles. particularmente esttemasterol.

CH
I »
HC- CH
l a
Cola no pelar > THZ
’ CH
| z
CH
| 2
HC— CH
cH, | 2
3

cHy

OH

T

Cabeza polar

Fig.I.A.3 Colesterol.

El grupo hidroxilo comstituwve lz

cabeza polar; el resto de la molwcula
es hidrofebica,



b3 LIPIDCS COMPLEJCS.

. Como ejemplos tenemos: a los Esfingoelipldos. Fosfoglicsrides.
Acjilglicéridos v Ceras, a diferencia de 1los lipidos simples,
contlenen 4eidos grases coms componentes. tambien recrten el
nonkbre de lipidos saponificakles porgue producen jabones (saslec de
Acidoz grasesd; los acidos gracos Se encuUentran en canliaandss muy
“grandes como componentes fundamentales en las células v en los
Ltejidoz. Estos acldos grasos poseen una cadena hidrocarbonada
larga con un grupo carboxilo terminal. ésta puede ser ssturada,
coma en el Acida Palmtifco. o pueden lener unoc & mas enlaces

dobles coms en e] Scido Oléico. Fig.l.A 4.

C-CH_-CH- CH_-CH_-CH_-CH_ -CH -CH_~CH_ -CH_-CH_ ~CH_-CH -CH_-CH
2 2 2 z 2 2 2z 2 2 2z z 2 2 7 3

(o]
'_
I

Ho Acido Palmtico.
o]
i
C-CH -CH_-CH_-CH_ -CH_-CH_-CH_~CH=CH-CH_-CH_-CH_ ~-CH_-CH_-CH _-CH_-CH
l 2 2 2 2 2z 2 z 2 z 2 2 E z z E
HO

Acido Dielce.
Fig.1.A. 4 Dos scides grasos.
Los Acldos grasos difieren entre s{ por la longitud de su
cadena v por el nuawre y la posicidn de sus enlaces dobles,
De este grupo de lipidoz complejos mencionaremos algunas
propledades de los  Fosfoglicérides, ya que son componentes
principales caracteristicos de las mentranas celulares,

[



Debido a que los Fosfogliceridos poseen una cabeza polar,
ademis de sus colas hidrocarbonadas no polares. Fig.I.a. 5. reciben

el nombre de lipidos anfipilicos ¢ polares.

R C-O~CH
3 2
I
[+]
R_~C-0~CH
* oH
° :
CH_-0-P-0-X
2
1
o

Fig.1.A.S Estructura general de los Fosfogliceridos.

La porcién “X* es aportada por un alcchel.

El compuesto originario de los Fosfoglicéridos es el acido
Fosfatidico, Fig.I.A.B. Se presenta en cantidades muv pequeras en
las células, pero es un inlermediario importante en la biosintesis

de los Fosfoglicéridos.

CH_-0-C-R
2

|©
R,-C-0-CH

| on

° !

CH_-0-P-OH
2

o

Fig:I.A.6 Acido L-fosfatldico.

Ceonflguracidn esteéreoquimicad,



las propiedades de los Fesfoglicéridos es que son
solublez en muchos solventes no polares que contengan cierta
cantidad de agua, ¥ son exlraldos adecuadamente de las celulas y
los tejidos mediante mexclas de cloroformc-metanol, Cuando jos
Fosfoglicéridos se adicionan al agua se disuelven, pero  en
cantidades muy peqguefMas. La mayor parte del liptdo "Jisuelto” se
enhcuentra en forma de micelas. Fig.1.B.3,E, dispersas en el

T sistema acuoso. (1),

1.A.3 PROTEINAS,

.

Las proteinas de 1a membrana juegan un importante papel en la
estrustura mecinica y permeabilidad de las mismas., Ya que acluan
como transportadores © canales. y en las propiedades de regulacion

S reconocimientos de moléculas.
Cada tipo de membrana contiene varias clases de proteinas y

polipéptidos. las protelnas se clasifican en dos categorias:

- Proteinas trinsecas & Periféricas: Estas se encusntran

débilmente unidas a la superficile de la membrana.

~ Proteinas Intriniezas o Integrales: Conziituyen e! 704 o

mas de la proteina total de la membrana v estan unidas fuertemente
a los lipidos. El estudio de estas protefnazs en diferentes
menbranas ha demostrado gue constituyen un grupo helercgeneo en io
que respecta a su peso molecular. Estas pueden estar wunidas a

Oligosacaridos con los que forman Gluceoprotefnas.



Los «criterios

pro.einas

de membrana.

que se wtilizan

para

diferencsiar a

las

se observan en la Tabla I.A.2.Ca).

Tabla I.A.2 Diferencias entre preteinas

Periféricas e Integrales. (2>,

PROPIEDAD

PROTEINA FERIFERICA

PROTEIHNA INTE

Requerimenios para

su extraccidn.

Asociacidn con

lipidos en solucidn.

Solubllidad,

Ejemplos.

Tratamientos suaves.

Generalmente carecen

de lipidos.

Sclubles en soluciones

aCUDSAS,

Citocroma C.
Espectrina,

Acelilcolinestersa

Tratamientos enérqicos:
datergenter. s=olventec

organiccs.

Generelmente estan

asociados con lipidos.

Gengralmente no son
selubles en salucienes

AcUOS2s.

Enzimas fijaxs 4 la

membrana; receptores
hoermonales v zinapticos;
anti{igenocs do

histocompatitir lidad.

0



B~ MEMEFANADS ARTIFICIALES

1B MODELCS MOLECULARED 0E L4

ELULAF.

i
o

L.

rumbranas biolegicas son el resultindo de la interaccion
de Jeow Jipldos ¥y las proternas constituventec: El  «npleo . de
pelicuwlaz artificiales gencomleculeres.  bicapxse vy multicapas
planss esféricasz. constitusdas por lipideos. zon de considerable
intere: peor conslitutlr madeles relativamente simples  de  las

membe anas paturales,

ya se meancions ciertos lipidos zon impertantes. en éste

fosfolipidns. y& U= se epouentran. en las S Anas

v econitituven un wlemento estructural basice de los

vivos, &3ta fuancidah vital depernde de sus propiedades

Laz moléculian de los Foslfogliceridos cson anfipsticas. ‘1a
parte hidréfoba la constituyen laz largas cadenas de los 4cidos
graszes. la parte hidroftlica es &1 extremo dipolar jonico: el
grups foufato susztituido con sus cargas positiva ¥y negativa, Los
Fosfugl:céridos en la interfase entre dos soluciones acuosas
tienden a formar bicapas. Estas estin conslituidas por dos planos
de maleculas., contactando - sus  exiremss hidrefobos v con sus

extirens: polares hacia los medios acucsos.

10



La interaccien entre les grupos polares oS la principal
responsable de la estructura en bicapa, y existle una union del
orden del 1% de la anterior entre los extremos hidrefcbicos. EL
espesor total ests determinado por la longitud de las cadenas

hidrofébicaz., Fig. I.B.1.

agua
grupo polar  —---w-ow--e- b4 nnﬁﬁnﬁﬁn
e L

Fig.I.B.1 Bicapa de fosfolipidos.

Laz  cadenas hidrocarbonadas Chidrofehiass
se extienden hacia el interior. las
cabezas hidrofilicas se extienden haciz 12

fase acuocsa.

La ectructura molecular de los lipidos se. ha estudiade a
través de  varjor modelos experimentales. los cuales se  han

real izado tantoe con lipidos artificiales como naturales.

Uno de los dispositivos usados para tales estudios es la
"balance de tension superficicl”, realizado por Langmuir en 1917:
en este egqu:pe se hacen monocapas © peliculas monomolecul ares v
multicapaz. Ll procediniento consiste en dispsrsar una solucidn
de la sustancia que se ha de investigar sobre la superficie del
agua contenida en una bandeja. El solvente se evapora y quedan los
lipidos. Fig.I.B.2.,3. Por medio de una barra & barrera movil
flotante, se¢ puede comprimir las moléculas. Fig. I.B.2.b.

11



La tension ejercida sobre ésta se mide por medic de un
sistema de torsién muy sensible. La tension a nivel de una
interfase agua-aceite es de aproxi madamente de 70-50 dinas

por
centimetro. pero la tens:on

superfictal de las membranas
celulares, esta cerca de las

20 dinassecm. (Nagle y Scott,
1878).(5).

Esta baja tensién se supone se debe a la presencia de

las protetnas mezcladas con los componentes lipidicos.

aire

b.
o )ée( . . arra
¢

)5‘ : lotante | 1
—-,__'_ Eagua e ;

a) Se presentan las moleculas orientadas con diferentes

agua

4Anguloz ¢ agregados en grupos; tambien la fuga del
solventle en ésta etapa.
$ moleculas de solvente.
] molecula de lipido.
.
aire
barra flotante l

b> Molécul as agrupadas con alta tension.

Fig.1.B.2 Balanza de Langmuir.

Gorter 'y Grendel en 1826. encontraron que. el contenido
lipidico de una cierta cantidad de eritrocites hemolisados era

suficiente para formar una capa doble continua de 3 a 4 nm de

iz



espesor sobre toda la szuperficie celular, Yy sugiriereon gue la

membrana platmatica estaba formada por una delgada capa unble de

moleculas lipidicas. Exte resultado fue apoyvaudc por medpr:nnées de

impedancia eleéctrica con corriente alterna v otros experimentos,

Posteriormente. en 1835 Raniell: v Davson propusiereon aue la

membrana plasmalica  consistia en  una

bicapa liptdic
proteinas adheridas a ambas intefases lipido-agua.

con

La Fig.I.B.3.A~E, ilustra distintos modelos de me!nbranas

basados en éste conceplo, pero que difieren en la ulucacion

yso conformacién de la proterna.(2),04).

i R
it s

A,proteina tipo 4. B.proteina gl rorutar,

m’é'l{
‘.Ai \ i&\k

C.poros proleicos,

D.protesna en =] :nterior

de las capas liraecas,

e 399000 i

Y

E.micelas en el aqua.
Fig.J.B.3,A-E Modelos propuestos para la
estructura molecul ar de la

membrana plasmatica.

13



Afics  mias tarde. este modelo fue sitmplificade por  J.D.

Rebertson, transformindese en Ja hipolesis de la “menbrana
unttaria”™. Robertson fue el primerc en ver al M eroscoplo
eleclronico en 16850 dicha membrana unitaria Se postulo que

esta, estaba constituida por una bicapa de lipides pelares mixtos
con sus cadenas hidrocarbonadas hacia el interior. formande una
fase conlinua de hidrocarbure v sus cabezas hidreorilicas

wrientadas hacia el planc exterior de la membrana.

Se supuso que cada superflcie estaba recubierta por una capa
monorel ecul ar de moléculaz de preotetna con  las cadenas
polipeptidicas en forma extendida. El espesor total de la rembrana
unitaria que se estimd era de unos 8.0 a 2,0 nm, y el de 1a brcapa

lipidica de unos 8.0 a 7,0 nm.

En 1983, Bangham defini® a los liposomas como olro moaszlo de

n'.exr.bravna . esla es unas forma especial de fase lamelar., en la cue el
agua se encuenbtra inclutda. Los liposomas son estruciur as  de
bicapas vesicularez completamente cerradas. que se forrman por
exposicidn de suspensiones de lipidos en aua a

ultrazonido. Fig.7.B. 4.

Loz sistenas de bicapas de esta clase han sido es!udiados
extensamente como modelos de membranas naturxzles gue parecen
contener bicapas fosfolipidicas polares como su fase continua;
también son muv  uliles para ectudiar les mecant emos de
permeabilidad, asi come para ebtener informacidn sobre  la

interaccidn lipido~proteina de la membrana.C1D,

14
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Fig.1.B.4 Seccidn transversal de un liposoma.
La bicapa fosfolipidica forma una

vesicula completamente cerrada.

I.B.2 MODELO DEL MCGSAICO FLUIDO.

El mis reciente modelo de estructura de n;em!;rana. es el del
“Hosaico Flulde', Fig.1.B.5, postulado per S.J. Singer. y G.L.
VNicolson en 1STZ. Propusieron que la matriz ¢ fase continua de
estructura de mopbyana, es unad bicapa lipidics polar. Lé bitapa es
fluida porque las colas hidrofébicas de sus lipidos polarcs eslan
constituidas por una mezcla apropiada de Acidos grasos saturados y

no saturados gque es fluida a 1a Tesperatura nermal de la celula,

is



Este modelo preopene Gue las  protelnas  tntegrales e la
membrana poseen qrupos R hidrofobicos de los amincacidos sofre sus
superficies, lo que prevocaria que estas proteinas “se
Integrasen” en la porcidn central hidrefébica de la bicava Por
otra parte. tamblén propons que las proteinas peritericas ©
exirinsecas de la membrana posesn;  gr upos R ecens)altente
hidrofilicos sobre sus superficies. que se encuentran unmides por
acclédn elecilrostatica a las cabetas polares., hidrofilicas. con

carga eloctrica de los llpides de la bicapa.

Las proteinas integrales de la membrana. entre lzs que se
encueniran enzimas v sistemas de transporte, son itnact:vas 3 menos
que se hzallen situadas en el intertor del nucles hidrorobpico de la
bicapa, e! gual induce la conformacioen tridimensicnal adesuada

para que exhiban su actividad,

El modelo del "Mosaico Fluideo' permite ademas. qu- las
protelinas de la membrana se desplacen lateralmente. Las protelnas
periféricas  "flotan”, literalmente, sobre la supe:f:icie que
constituyve la bicapa, mientras que las proteinas intears!e:d se
encueniran sumergidas. casni completamente. en ] nuclen

hidrocarbenads.

La libertad de movimiante lateral de las proterpas e la
membrana. en 1a bicapa lipldica. purde erperinentar resiricclones
debide a las atracciones entre las proteinas de la mpemprana. con
lo que se formarian agrupaziones como  resultade  de las
interacciones. Por lo tanto.existe un mosalco & distribucidn
superficial de proteinas de la membrana en la bicapa lipidica
fluida,

Ze ha sugerido que tales agrupaciones de las proternas de la
membrana se desplaran later almente en la bicapa. lo que explicaria
el hocho de gue en wl ciclo vital de algqunos tipos de cejulas,
algunas protetnas puedan desplazsarse hacia un sitio especifico &

zona de mebrana. enh un procesc llamado recubrimtento.

16



Este modelo puedo explicar muchas de las propiedades fisicas,
quinicas y biologicas de las membranas v ha sido aceptaco
ampliamente como la ordenacion mas probable de los lipides v de

las protelnas de }as membranas,

También explica la variacidédn de ezpesor de diferentes tipos
de membranas, interpreta la asimetria de las membranas naturales,
“ya que permite que las proteinas de diferentes tipoz puedan
ordenarse en cada una de Jaz dos superficies de la uwicapa
lipidica. También provee un nodelo que explica las propiledades

eléctricas v de permeabllidad de las membranas,C1).

Fig.I.B.G Mzdelo del Mosaico Fluido para la
estructura de la membrana propuesto

por Singer-Hicolson.
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C. - BICARAS LIPIDICAT NEGRAS

Como ya se mentiond anteriormente. Danielll v Davscon en 1835,
fueron los primeros en postular la existencia de una membrana
celular formada por bicapas lipidicas, las cuales constituirian la
estructura elemental en todas las memdbranas biolooicas. Estas
bicapas son modeladas con Ligosomas (simetria esféricad v Eicapas

Lipidicas Nesras ( BLM. simetria planal.(7>,

Una BLH puede ser formada por una vari:edad de soluciones de
lipidos simples & mezclados (de materia blanca de cerepre de
bueyd, lewvaduras & haciéndolas a partir de monocapas lipldicas sin

solvente.

I.C.1 PROPTEDADES OPTICAS DE LAS BICAPAS LIFIDICAT HEGRAS,

Apenas depositade el lipido disuelto. £e observa con una
buena: dluminaciédn  una superficie brillante con colores  de
interferencia. luego se llega gradualmenie a una situacion en que
se reflej)a muy poca luz v se le llama “"membrarna negra™. & simple

vista la BELM se observa como una area grisd.

La formacien de la pelicula negra a menudo comenr: con
ciertas Trmanchas". las regiones negras se chservan irnicialmpente
comne sirculos. estos se extienden., se fusionan y rinalmente ocupan
el area entera del agujero, salve el borde engrosade llamado de

Flateau-Gibbs.

La solucidn del lipido es desplazada especialmente hacis el
borde " lateral vy superior, aungue hay microgotas suspendidas
moviéndose en el Area de la bicapa.(9),(8). Estas ultimas se

suponen quée son microgotas de solvente puro (microlentws).
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I.C.2 PROFIEDALES ELECTRICAS DE LAS BICAPAS LIPIDICAS NEGE

51 a cada lado de la membrana. en cada une de los
compartimentes se pone un par de electrodeos. medilante los cuales
se le aplican pulsos cuadrados de d.c. & a.¢c.. a traves de una
Resistencia conocida. el potencial transmembranal se registra por

medio de un Osciloscepto y un Graficador de papel.

Ahora bien. por medio de estos registroc se puesde estudiar

las propiedades electricas pasivas de las BLM.

Las membranas Jlipidicas negras pretentan cilertas propiedades
semejantes & las de las membranas biolegicas. pero difieren por su
mayor Resistencia eléctrica y por el heche de que carecen de
selectividad idnica. (8.

Algunas de las propiedades electricas de las membranas

bioldgicas v de las BLM se presentan en la Table I.C.1.

Tabla I.C.1 Propiedades elé¢ctricas de las menbramnas. (30D .90,

MEMEREANAS BIOLOGICAS ELH
Espezor 4,0-12.0 1.5-7.5 ¢ nmd
Permwabilidad al aaua 0. 25-400 1 (10%cmssd
Capacitancla 0.5~-1.3 0.4-1.2 CuFsem’
Resislencia 10*-10" 107 -10° Coren'd
Tenzién Superficial 1 0-5 Cdinas/zcmd
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Los ectudics experimentales v tecricos de las BLM prossen una
importante herramienta para el estudic electrira de las renbranas
bielogicas. ¥ su naturaleza corduetiva Tamb:en Traveen
informacidn tmpartante para las membranas bioloaicas en areas conm
transporte activo., fosforilacion. visidn, inmunelogla, conduccion

nerviosa ¥y transduccidn de energia. (7D,

I1.C.3 ANTIBIOTICOS POLIENOS COMO MODIFICADIRES DE LAS
BICAPAS LIPIDICAS NEGRAS.

El interés bioldgico de los antibidédlicoes polienos e debe a
su habilidad para hacer “canales acuosos-, produciendo un marcade
cambic de Ceonductancia en pembranas lipldicas haturales ©
artificiales. asi come la alteracidédn de las propredsiss  de
permeabilidad ldénica vy de la estructura msma en resbranas
lipidicas biologicas.C112,C(13),

Los antabidticos poliencs comprenden urn grupo de  :gentes
fungic:das producidss por bacterias de! generc reptomve-=:  Todos
los m embros de esta clase presentan un an:tile L xclona
polyhidrorilico de 23-37 atomss de carbono. con. 4-7 aobles

ligaduras de carbeno conjugadas en el anillo; tambien pre--n*an un
grupo carboxylo y un grupo mcesamino glucosidivamente uni v x el

anilla. €110,

La estructura de la Nistatina es parecida & 1+ de la

Anfotericina (3, Fig.l1.C. 2, las diferencras cons:sten en 1 cambic
en la posicidn de los grupes hidroxiles en.el txitio hidrefrisce de
la molecula. y una interrupcion del sislems de la oorble ) gagura
con jugada. En la Anjotericina (3 estan conjugadas 7 dobles
ligaduras., mientras que en la Nistatina €} sistema a- dobles

ligaduras esla separada entre la doble ligadura 2 v 4 w5 dos

grupos tmetlloenos. La interrupcidn del sistems de dolle 1roadura

pPermite un doblaje (encerramtentod de su regieon rigida, C1en
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Fig.I1.C.2 Estructura de Antibidticos Folienos.

I.C.3.1 EFECTO DE LA NISTATINA EN LA RESISTENRIIA Y
CONDUCTANCIA DE LAS BICAFAS LTFIDICAS NEGFAS,

Los antibioticos polienos juegan un papel importants en 1a
calda de la Resistencia de las BLH. debido a la formacion de

canales que hacen a la membrana permeable 2 :ones univalentes.

- Efecto de 1a Histatina en un lado de )}z BLM.

i

Cuands la Nistalinag se afiade de un sélo lado de una ALM que
contiene esteroles. después de un corte Liempo, la cenductancia
aumenta  exponencialmente (dependiendo de la concentracion de
antabidlice aladidald. La Conductancia e proporcichal de la da. a

Sa. potencias de la Corcentracton de MNistalina. Fig.I.C.3.
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Las membranas tratadas con Nistatina de un =olo lado son mas

perreables

virtualmente

Ci6).C145,

A cationes unituvalentes que a aniones., b4 son

1mpermeables a cationes divalenles. Czex.exd, 18y,

La respuesta

Colesterol.

conductiva de una membrana gque contiene

cuandec se le afade Nistatina a ambos lados de la BLH.

es similar a la oblenida cuando se le aKade de un solo lado. El

estado estacionario de la Conductancia. es proporcional alrededor

de la Ba.

Nistatina.

a 1Za.

relacion de potencia de la Concentrazion de

La Conductancia es conseguida generalmente con  menos

Concentracién de antibidlico cuando se agrega a ambos lados,

Fig.1.C.3.

Conduslanecia (0 ')

SR
S

o 1 0 162

Concentracion de Histatina (gD

Fig.1.C. 2 Relacidn entre ta Conduclancta v la

Concentracion de Nislatina,
o Niztatina de un solo lado de la BLM.
e Nistatina a ambos 1ados de la BLM. (140,
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Estas membranas son mis permeables a aniones univalentes que
a cationes.y son casl impermeables a aniones divalentes. (13).(24),

€1312.,€253.,0363.,C14D.

I.C.3.2 FORMACION DE PGOROS EN LAS BICAPAS LIPIDICAS NEZRAS,
CCOMPLEJO COLESTEPOL-NISTATINAD.

A partir de los estudios basados en la permeabilidad de las
membranas lipidicas, se ha propuesto un madelo de paros
Conductores formados por el complejo Colesterol-Nistatina. En 1973
y 1874, y.1875, Andrecli, Finkelstein y Holz, De Kruijff y Demel,
¥y Ridaura R.. (213,(20>,012>.C26 >, propusieron que el canal
consiste de dos medios pores formados en uno v otro lade de la

membrana. (15),

Se preopone que los poros estan formados por B8 meleculas de
antibidtico Cel antibidtico =ze alade a amboes lados de  la
merbrana). & de ¢ a 18 moléculas. dependiendo del tipe de esterol
que se utilize C(segun Cass. A., Finkelstein, A. and FKrespi,
V.2,041), interdigtadss con B moléculas de esterol. en forma de

cilindre.

Las ecaractertsticas de las moleculas  hacen posible el
complejo Nistatina CAND - Colesterel (). en el cual la molecula de
Colestero! se acomoda parcialrmenle en los andllos de las moleculas
Jde Nistatina contiauas, el (olesteral estd en contacto intimo
solamente con el doble sistema de ligaduras (pe hay contacto
direets entre Jlosz grupss hidrofilicos de la Nistatinag v del
Colesterold, Como> la nolecula de Colesterol puede estar presente
on amboz lados del sistema de doble licadura de la molecula de
Nistatina. dos complefjos equivalentes N-C y C=N pued=n ser
visualizades., El comnpleje conduce a un arrealo circular de 8
unidades de N-C formando un compleja de (—H-C.‘;ﬂ Cmerdl o5 poros de

forma cilindricad. como se muestra en la Fla. 1.C. 4.
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Fig.I.C. 4 Complejo Mistatina-Colestercl ~N—C-Z'“A

El interior del complejo (~h‘-:—>a es hidref1lico det:du - los

grupos hidr

los de las moleéculan de MNistatinoa. menhtras cus el
exterier es hidrofshkica debido al  sistema conugads i d=hles
ligaduras de las naletulas de Nisl!atina y la digltac:an de las
moléculas de Colesterol. El arups hidrosileo del Colecisre!l v de

lon grupos cargados de la Nistatina se local:

en el n:am lado

del complejo. E5los residuos son 1mporiantes pera la

ian

del complese er la bicapa laptdica. Loo grupa:s. cargede= pusden

eslar . coplanares’ con los resids polares die las moleculas
Ffosfolipidiecas., Los sontlenes apolares de Nistatina v (el=ssrerol
Lienen crientacion paralelia a laz cadepas de acide graso del

fosfol {pido.
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pcroc a cada lado de la bicapa lipidica son

necezatios pars coerpletar un pero conductor. Fi1g9.1.€C. 5. Lon grupos
hidrexitos de la Nistatina., los cuales estan alineados en el
interior del poro, pueder estar implicados en fijar los dos medics

poros. estabilizando as! el canal conductor.(12).015).

F1g.1.C, 0 Ezsqguena representativo de los poros

formados por Nistatina y Colesterol

en una Bicaps Liptdiea Megra,
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PROPOSITOS DE {A TESIS.

Debido a la complejidad de la estructura de laz membranas
biolédgicas, se han implementado una serie de métodos para la
formacién de membranas artificiales, ya gque suU  estructura

molecular es mais sencilla y por lo tanto de mas facil modelaje.

Ademis es un modelc de membrana natural que necc sirve como
1nstrumento en la reprocuccion de {enomenos biclogices
significativos como son: transporte activo, excitabilidad,
selectividad de 1iocnes, reacciones antigenc-cuerpoc y efectos

fotoeléctricos,

Las i{nvestigaciones realizadas a la fecha aportzn muy poca
informacion referente a les parametros que afectan la estabilidad
y las propiedades el éctricas pasivas de las menbranas
artificiales.

Existiends tal problematica por definir se propuss establecer
el presente trabajo para aclarar y- o incrementar el conocimiento
con respecto al efecto que tivnen e! antibidtico polieno Mistatina
la Temperatura y los Soluentes sobre la Resistencic y la

Capacitancia de las Bicapas Lipidicas Negras.

- En base & este, se llevaran a cabo una cerie de experimentes
en les cuales se verd el efecto que tlienen Conzentraciones

crectentes del antibiotico pelienc Nistatina sobre las BLM,

- Se pretenders establecer una relacién entra ia Tempeératura
¥ la Resistencia de las membranas, viende el efecto que causa la
variacién de Temperatura en la formacién de los Sitios

Conductores.

~ Finzlmente se estudiara el eflecto que producen los
Solventes: Detano, Xileno, Tolueno y Benceno en la respuesta
Capacitiva de las membranas, (Z = constatnle de Tiempod.
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Capitulo 11

MATERIAL Y HETODO.

1.= Arreglo Experimental.

ad> Parte Mecanlica.

Se cuerta con una camara de acrilico,(vd, Fig.1I.1, la cual
tiene dos compartimentos, unc para el Termometlro graduade en “c.
€ed, con !l cual! <o nmonitores la Tenperature durante los
experimentos, ¥ el olrc para introducir una cémara de teflén &
PVC,(d>, que tiene una forma cilindrica de aproximadamenta S cm.
de capacidad. con un agulerc en su superficie lateral de
aproximadamente 1 mm, de diametre, (PVC de 0.3 mm. de diametrod,

sobre el cual ce forma la BLM.

Fig.11.1 Camaras de Acrilicc y de Tefldn.



Cuande las BLM se encontraban ya {ormacas. estac eral may

fragiles, cualquier vibracion fuerte las podls

esto, las camaras que sostenian Ja menbranz se deben colocar sobre

una mesa antivibratorta (a3, Fi1g.1T.2. (8.

f - jaula

N

=111

agua
9 agua

Fig.I1,2 ad Mesa Antivibratoria, b)) Agitador Magnetico.
cl Camaras para la formacidn de las membranas

y aczesorios.

Ambas camaraz Cacrilico y teflén © PVD) son llensdas con 10
cn’de Una solucion iénica ¢ de composicion variabled 'y dentro de
cada una se colocan pequefics imanes. (ed, los cuales son movides
por medio de un agitados magnetics, (2, que e encuentra ubicado

la

bajo lac camaras » que manliene homogénea sclucien.
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2. - Instrumentacidn Periféraica.

De zada camara csale un puente de Agar, (gh, gue conecta a un
par de vasos de § en® de capacidad, (K, que zZontienen la soluciodn
de KCl 2.8 M y donde se encuentran los elecirodos de ag-AgQl, (12,
los cuales 5e conectan hatia un Estimuladeor, (D, cen el que e
puede elegir la Duracion y la  Amplitud del pulso cuadrade que se
apliea a la memorana., ¥y a un Amplificader. (L), que cuenta con una
serie de Resistencias de retroal:imentzcidn, (10 K, 100 K, 1 M, 10

M, 100 K, 635 M>,las cuales se pueden elegir, Fig.lI.3.

L

Setector,
\,

oM AAA

Ampliticador

Fig.I11.3 Equivalente del Circuito Eléctrico para las
medidas de impedancia de las membranas, donde:
vln' es el Voltaje de entrada,
I. es la Corriente Eléctrica & traves de 1z Membrana,

R_., es la Resistentcia de lz Membrana,

(2]
#

. s la Capac:itancia de la Msmbrana,

a

, es la Impedancia de la Membrana,

cen las Resistencias de retroalimentacidn, y

< ™ N
0 3

, es el Veltaje de salida.
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El Arreglc Experimental y e! Circuite Elestricce usade para
lac medidas de las propredades eléciricas de las membranas, 1o

muestra a groso mode la Fig.I11.4.

ey R

PR T G —

Fig.I1.4 Arregla Experimental y Circuiteo Elécirice.
ad Ciémaras con sclucidn idnica dende se forman
las BLM, b2 Esiimulader, <) Amplificador,
d> Graficador, e) Osciloscepio, I) Sentide

de la Corriente Eléctirica.

El Cirzuito Eleécstrices intluye ademas urn, Sraf j 12, el
cual registra y guarda las medidas de la seflal elécirica
CResistencia de la nembrana, F), de los pulzes de salida. Tambieéen
se tiene un Osciloscopic, (m), por e! cual se monitorean las
sefiales de entrade y de <salida;, lz sekal

fars

registrada en el

loscopic y en el

Fpete de

ar uda, ya que se
puede  ‘saber s1 la solucisn formacora de membrana ha sidc co.\ocacaj
en el agujerc de la camara, ¥y si se ha formade la bicapa, por
medio de las medidas de resiclencias menitoreadass.



Parte del Arregle Esperimental (cémarac, puentes de Agar,
electrodes v lampara), =se encuentran dentrc de una  jaufa de
Faraday, <n), para ewv:ta sefales  parasitas gque  se  puedan
itntroduser en el circurte y aumerdiar e! rulds electrice en los
registroz=. Se utiliza una buena tierra fizica para este

dispositive y circurte.

al Parte Optica.

Se cuenta con una lampara, (], cuva lux incide scobre la BLM,
Fig.I1.5. Esta permite localizar el lugar de formacion de Jla
membrana y seguir la evclucion de esta; ya que esta formadz la

bicapa, esta casi no refleja lux.

En algunos experimentos se utilizd un Laser de He-Ne, el cual
se uso también para la 1luminacidn, ya que con égie e evitaba que
hubiera un aumento mas rapide de Temperatuwre en la solucion ibnica
y de la BLM, pudiendo controlar azd esta variable, Ahora bien, la
luz incidia i1gtalmente come en la Fig.ll1.5, ayudando a seguir el

cambic de espescr de lac Bicapas Lipidicas Megras.

Fi1g. I1.5 Lampara utilizada para la fluminacion de las BLM.
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Frente a las

se coloca una lupz, (>, <con la cual se
puede observar en detalle el degarrelle v la formacion de las BLH.
En la Fig.11.6 e puede chiervar el

=

Arreale Experimental

Cormpleteo.

Fi1g.11.6 Arregle Experimental Completo.

2) Mesa Antivibratoria,

d) Camara de Teflon. e Imanes, 1) Agitador

g) Puentes de Agar, h) Vasos de prec:ipiladc

i) Elecirodoz Impolarizablec. 32 Estimulador

1) Graficader., m Oscilescepio, nr Jaula de

pa Lupa.

w
ny

b> Camara de Acrilico,

e Termemediro,
Magnetico,

con £alucisn 1ohical
., k) Amplificador,

Faraday,



3.~ Preparacién de Sco

hA
[
a
e
o
3
@
w

-

a3 soluzién feorrmadora de membranas 5¢  prepard de ©
similar al metodc usade por T Tien, 18983 (€1 e prepard  un
sclusién de Ceolesterol cxidado al 0.5%, tomanas 1 g, de Colesterol

envejecido (B, y se disclvie en

de Decanc., Posteriormenie

se burbujec con Argen de 15 a 20 nenules. ¥

deipues se colzz? s

selucidn en f{rascoc celor ambar . burbuteands nuevement cada unc

por uncs minutes v (inalmente a unz Temgercture de
[N

4 C

Para la preparacien de! antibidtlce Nistctinz ce utilizaron

Lres letes, cada unc de ellos

:leza de la G B, Coneclac:icen
Horez C., de los Laborator
.V,

teg Sguibkk and Sons de Mauice S A, de

El antibkiftice fue disuelteo en Metancl & DMSD (sclucion
Mzdred, en cada experimento e toms una pequela cant:idad y

disclvid en Metanol.

se

Ahora bien,el llguide que baRaba las membranas
solucién de Nall 0.1 M.

era Una

Para la preparacion de loz puentes de Agar se ulilizaron
pequefios capilares (henozitometricos? de 10 cm. de longitud y 2
mm. de diametre, dcblados ceme lo muestra lz Fig. II.7.




La solucién de KCL 2.0 M
puentes de Agar ¥y en la soluc:

electrodor; esta sclucion se util

debido a que les i1ones v Y c1o pozeen stgual movilidad en el agua,

ev:tands asl, durante la difusign, una diferenciz de Polencizl.

Come ya se menclond anter:crmente, se ulilszaron electrodes
impolarizables de Plata Clecrurada, ya gue ectcs dejan pasar
corriente electir:ic a traves suyc sin producir diferencia de

Potencial y modificazion quimica del medio.

Estos electrodes impslar:zables, consistern en un alamcre de
Plata rezubierto electroliticamente de Clorure de Plata C(Agll, sal
inscluble en agual, en la cual se llevan a cabs los intercambios
de electrelilc-melal; esta capa puede cambiar sin aflectar al

medi o.

Ademas el alambre se encuentra sumergide en una

sclution de Clorurc cuva wiluzisn hacia fuera del
elecirodo tiende a ser muy peguells gracias & una capa de Agar,
evitande asi diferencias de Poclenc:al, Fig.ll.g.

——>cabie

esplrai de
Ag-AgCl

———>» KC! 3N

t———»Agar y KCI

F1g.11.8 Electrodos impolarizakles de Plata Clorurada.
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Para ver el efecto del Sclvu

o

con variat solucicnes preparatas
colucion nicial de Crolesterc!

ol

loe Solventes a ectudiar, Xtlens,

una preporeion 11:12.

4.- Formacion de Bicapze Lipidicas Negras.

Scbre el agujerc que presenta la canaraz de teflén ¢ PVC, se
ccloca una gota de solucien formadera de membranas con un pincel ©

con una jeringa que Lieére unz canule er la punta, Fig.l1.9.

Fig.I1.8 2) Jeringa con canula util:zada para depesitar

la solucidn formadera de Membranas.

b) Pincel utilizado cen el misms propssite anterior,

Se puede observar gque al inicio de la formacicn de las BLM,
estas reflejan luz, pcster:crmente se Y
Anterferensia, ¥ firalnmente eztas se chservan negras ¢ grises, (ng
reflejan iuz?>.



Sirendz el tellorn
Colesterol enpt

presion

comienla

Una

la bicapa en la cual se pudiersn cbservar a mple
puntos brillantes. s sor. agr upaciches de moléculas de
Solverntes 11 <rna  de mayor espesor
{eercana a 1} & camarad, llamada zona de
Plateau-Gibbs. en =

no hay formacien

o /

'.
MR

13
Nits

7
i
//

I

Frg.II.10 Formacien de la Bicapa Lipid:
ad Gota de solusidn de Colesterol =I5
hidrofilicas se e
colas hidraf 3
bd Bicapa Liptdicza }

mayor espesor llamad

a3
ki



Ya gue se habla fornads
uncs 18 minutos a que or eztabilizaras ¥ pulses de
corriente a Lravesw mara meed

Poscerformente se le acicicnabz una cantidad delerminacda de
antibictice MNistolina (3 entre 1 v Hi & las seolucicnes gue
bafiaban a2 la membrana, El antibrdtice fue afadids con una jeringa

graduadz er pl.

ntidades

El antibiotice se segula adicionande en pejustiat ca
que variaron de S-50 ul, tambien les pulscs de corriente  se
segulan pasands a traves de la merbrana hasta gue emperaba a caer
la Fesistenzte, que era regisirsd: en el Graficader, ce esperaba
unos minutos a que ce estabri:zara la membrana y nuevamiehte Se
adicionaba Nistattina.

La primera Fesistencla gue se msdla era la de! agujerc de la
chimara, la cual nos servia de comparacion para s:zber s: habla o no
membrana, dJdespues se media la Resistencia de la ELM, vy linalmente
las Fesistenctas de esias 2l adicicnar el antibittico

E.~ Limpleza ¥y Tratamiento del mzterial.

Siendo las PBicapas Lipildicas Negras muy sensibles a la
contaminacion, fud necesaryio darle un tratamento adecuads de
limpteza a el material! utilizado para la formacidén de éstas.

AMga muy 1mportanie en esta parte edperimental fué la
ttalizacidn del agua bidestilacda en el lavade de) rmaterzal,



Eslas camarazs fuercn lavadas con un detergente liguics muy

suave, postericrmente Se  eniuRgaroch  ©Sn agua varias  veces,
finalmerte se enjuagarcn con Metanol, {(ecte dltims para eviter

residucs conlam nantesl.

b> Cararas de Teflzn.

Este tipe de cénmaras necesild un Lratamento de limpiexa mas

"

rigurosc, ya gque era nhecezaric remover todo tipce de resisuo
centaminantes gue hubieran gusdado en ellas.

-~ Primerarmente eran lavadas <on un detergente ligquido muy
suave y S\?gh‘lC-’:.’!‘Q.’]LG e eh_yuagabah con agua varlias veces,

- Posleriormente se dejaban remsjandc durante 24 hr. en NAOH.
.

3:3
y nuevamente se enjuagaban con agua.

- inalmente se colocaban en una solucion de HC1 a una
concentracidén 0.1 M. durante 1 hr.,(estec se hacia para neutraltzar

el NAOHY, y por ultimo eran enjuagsdas con agua.
~ Los pinceles y las jJeringas con canula utilicados para la

fermacién de las membranac Se lavabar unicamsnte con Decano, ya

que este es un disolvente del Colesterc!.
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Capitule 111,

PESULTADOS ¥ CONCLUSIONES.

Conz se obrerva en la Fig. l11.4A. 1, las BLM gqu

D
v
o
L3
"
5
Q
=
W
3y
o
3

presentaren diferentes Ffeststencias tniciales, (se le llama PR
la PFesistencie que presenta la Membrana ant=2c  de estar en
presencia del antibiético Ailstatined, gue podr:a ser debide a

una & més cde las sigurent

1.- Que en el mo

© de pintar ura membrana con la sclucton

formadoras de membranas, Se pudo tener Una gota de la rasmai en el

lugar dcnde so esperaba formar la BLM, a esto se puecen deber las
3 P 154

Fesistencias m4as allas,; cuando esto era detectzde, se rompla Ja

membrana formada desechards la 1nformalion recabada scobre ella.

2.~ También se tuvieron KReststencias muy bajas porque
probablerente al formar las BLM estas estaban contaminadas con
residucs de Nistatina. Aguellas con un valer por debale ce 3 x

10'°0 €450 MR x end fueron descartadas,

Supoent end

[
£
c
L4

-
n-

~
)

a

b9

b

-

3]

i+l

afecta la fluidez de lasr
membranas, esperabamos encontrar canbies en la Reststensia nictel
en las BLM formadas 2 cdaferenten Terperaturgs. Sin embargd cono e
muestra en la fig

de 21°C a

nzda. en el range de Temgerature
en las Fesistercias
tniciales, gque la Temperalura no
afecta lz
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Pelaczion entra lac Fesislenzias
o

La Temperatura que se n

que bafaba 2 las membranz
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A pezar de estos resultados,
5

presentan

provocando

transiciones de fase <ce

Temperatura; © Ses. S5: Se tiene una

Tenperaturas,

camblc €1 Se

mas fluida.

la respuesta a aneste

estec  pueden ser alterados por cambios en el eztade de la

membrana.




E. - Desarrolleo en el Tiempo de la Pezisgtlencia intcial de la

Membr ana.
A estas BLM se les esiudid 198 cambics en Sy Fesistencig
trutctal con recpectc al Tirempo, dependarende s1 eItas  fuercr

realizadas en ausenciaz ¢ en presencla de! antibidtico Nistetina.

ad) Membraras formadas en aucenclila de Nistatlina,

Estas membranas fuercn fernadat en ausencia del antipidtices
Nistatinag,y se esperaba gue no hubtera cambics en gus EResisténcies
tntcirales sin embarge en la Fi1g. I111.8.1 y Fig.1I1.BR &, se cobserva

que la BLM presenta con el Tiempc una calda de Resislencia.

Estos cambios de FPesistenciz pudieron deberse a que talvex
lag BLM no estatan bien fermadas y presentaban agujerss en ella,
les cualesdificuliaban lac medicicres de esta, y por lo tanto edn

el Tiemps, las membranas presentarcen una Kesistencia muy baja

En este case a las BLH que ce formaronh se les agregs cierta
concentraczidn de Nistating (X entre 1 y 10 upld,en la soluciédn gue
bzafiaba las membranas, para comprobar que eézie antibidtico es el
responsable de la calida de Reststencia de lac mambranas.

En la F1g.I11.B. 3, se puede ver gque en un Tiempo muy grande
la membrana tuve wuna disminucion de Kesistsncia, eonh unz

]

concentracidn de Nistatina de 11.75x10°° M (55 1), a diferencia

de la membrana de la Fig.l1II1.E. 4, la cual con un Tiemps menor 3

o

con una Conceniracién de Nistatine de 18.56x10 ° M €D uld, se

obtuve una disminuclen en su Fesistencta mas rapida,

Estas diferenziaz

que en la primera no Se Lenla la bicapa formada., cino gque =e tenla
una rmembrana gruesa, la cual dié lugar a gue se necesitar un
Tiempo muy grande para que la Nistatine reaccionsra, hubiera
formacien de pores a traves de ella y se cobluviers urnz catda de

Reststensia.
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10 4

10 A

10 i = ; T
0 - 4 10 16 22

(min)

Fig.7I1.8B.1 Relacion entre la Resgistencrz de la Membrana (R
y el Tiemps (min.J.
4 - Membranz forrada en ausencia de Nistatina,

Ajuste Estzdiziice: m = ~ 0.068 b = 6,160 & = -14.705
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Fig.I11.B. 2 Pelacidn entre la FResistencia de ja Hembrana CR>
y el Tiempo Cmin.D.
X ~ Memfrana formada en ausenc:ia de Nistatina.
£

stadistice: m = - 0.082 b = 6,881 &8 = - 12,195

Ajuste



4
10 4 .

MO

3
10 7

2
10

10 4

10 T 1 w —*
80 83 86 39 9.2

F1g.111.B.3 Relacidn entre 1a F

de la Membrana. (R

® - Membrana realizada en precsencia de Nistatina: [N1= 11.75 x 107° M.

Ajuste Estadistice: m = - 0.33 b = 10,803 & = = 3,030
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F1g.I11.B.4 Relacidn entre la Resistencia de la Membrana (RD
y e! Tiempc (min.D.
D - Membrana realizada en presencia de Nistatina: [Nl= 1B.585 x 10—5 M.

Ajuste Estadistico: m = ~ 0.16 b = 37,897 & = -6.2%



&
y la Concerntrac:an de tistatina.

clieno Mistaling

Es cenocide gue la

, presentan clertas

en m anas lipidicas gue

caracteristicas.
o

Una de estas ez que 2 cierla concentracion (X 10°° W de

la Fesistencia decrece

antibiotice a ambes lados de la menbr
gesde valores % 10'C fron® a % 10° f-en”.C11D,
Ahora bien, se observa que hay formacidn de cristzles unicoz

-
en BLM 's desde concentracviones aproMimadamente ge 10 © M, 015D,

niracion de

La relacidn log, Pes:slencia entr
Nistatina, son como los de la Fig.IIT. pendiente
puede fluctuar entre 4.5 a valocres tan altes szsome &0-30,

dependiende del tipc de esteral. (133,

Lep Pesistencia (f~em'2
|
7%
[
L
4~

2 -{;._ngv.x, JURE N N L

Fig.111.C.1 Relacidn entre el
-Memprana (R} y el
Histatira [N1.C133.
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En nuestroo
correspondientes
Concentracig; de
Moy 167 M

Resistercia entre log. Concentracidn de Nistatina estoevieron entre

madamente, aunque se presentan frecuentenente

&7 y 1.0

valores muy altes (% 2305,

10F==--=--

BJ

-6

Fig.111.C. 2 Felzcidn entre e! log. Fesistencia de la Mernbrana (R) .

v el log. de la Concentracien de Nistatina (N].

Velores Experimentales: Ajluste Ectadistico:

C - NY= 51.42 x 10°¢ M. m= - 1.8 b = 0.78

+ - [N)= 21.17 x 10°° M. m = - 6.68 b = - 27.08
e - [H)= 13.85 x 10 ° H. m==x oo b =0



Ceon los resultadse obt

aprox:ma
bien,

(peres

modi ficacidn

La formacidn de carales ocurre cuands e una
Coencentracion umbral del antibistico en la sclucidn,

chrana. shor

El valer de la pendrente

come la meleculsridad ( © zes,

n un

Nistatinz, que for

Les peros ACUTEDS ne

Tenperotura se pueden farmar

delante,

Conductores), como se verid mas

W



D. ~ Relaciern entre la Conzentracion de

v la Tenperatura.

Para gque una BLM pueda formar Sitics G

Mzztatina Unbral

e necesita que el polienc se encuenlre a 1guzl Cansentraciadn en
ambos lados de lz membrana y que la Tergerafturs €sté en un rango
adecuade (22-28°C).
En la Fi1g. I11.D.1, polemos observar losg vileres obirensdes
de nuestros experimentes,
o),
-4
10
.
-
. B
.
-5 . *
101 SO
. . .
.
.
.
-6 T
10 L T T T
22 24 26 28 30

¢td

3

Fig.ill.D.l Relacidén entre la {NiSVatani]

¥ l& Temperatura c°co,
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En ésle catc vemos gue se necesitla cierta Concentraz:on de
Nistotino y cierta Temperaoture para gque haya uUna disminucidn en ia

Pesistencia de la bicapa.

Se puede observar gue la cantidad de Cencentracion de
Nistatinag que se le agrega a la bicapa va disminuyende a medida en

at
madamente hastla los &8°C,

que la Temperaturz aumenta, aprod

Come veremos en resultades posteriores, a Tempsraturas altas,
la- Conductancie decrece probablemente por la rolura de los Sitios

Conductores.,



E.- Pelacidn entre la Resistencia de la Membrana y la

Temperawura a Concentracien de MNietatina constante.

experinentales

Comz  he sefalado, con las concert

spropiadas de Nistatina a cierta Temperaturs,

el polienc reduce la

se cbgerva en las Figuras

come

Resistensia de las bicapaz.(130, me

I11.E.1 , JI1.E. 2.y ¥11.E. 2

LogR

109
o
8-
T
7 T T T ¥
20 23 26 29 32

Fig.1I1.E.1 Pelacién enire e! log. PResislencia de la Membranz (B>

y ia Tewperatura C°C) a [Histatinal .
Ajuste Ectadisticeo:
8 ~ {MNistatina) = 0.431 % 10 M. m = -0.24 b = 15.22



Log R

8-
+
_i..i'—‘—————*-ﬁcr—'/_TT———M
7 . . . T
23 27 31 35 39

ien entre el log. Fesistencia de la Meszrana (R2

¢Sy 2 CNiztatina)l

al: Ajuste

S E =3
+ - [Nistatinal = 2,585 x 100 M. ms 0.010 b = 7.045

cte
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LogR

104 X

Fig 111 .E. 2 Pelacidn entre el leg.

vy la Temperatura e
Valor Experimental:

x ~ [Nistatinal o= 1.068 x 10 °

X3

o

Ajuste Estadistico:

m = - B5.65 b =



En las

apreciar g 1

Temperctura, estor cambios de Fesictencia se pusden deber a2 la

creacien (kD y pérdida (k2 de sitios cohduslores Cuande la
s

Temperatura se incrementa muche L7

la rotura Qe s:itios cenductores
[

provocands asi canrbics en la hicapa.

Con estos resultadoz ce puede cdecir gue la interaccidn de la
Nistatinz en las BLM, noc podria ayudar para conoccer los efectos

que presentan los polienss en sistemas mas complejes

bicléglzos, dandoncs una Util :nformacidn para conscer alguncs de
les mecanismos que regulan el transporte de i1d¢nes a traves de las
membranas. ayudindonos también a entender las modificaciones que
se producen en las propiedades de permeabilidad i1onica cu

realizan estudios con diferentes tipoes de drogas.

F.~ Formacién de Membranas con Diferentes Solventez.

En esta fase experimental, e fermaron membranacs 2 las cualec
se les agregéd los Sclventes Decano, Benceno, Toluano ¥ Xileno, con
1

Una preoporcisn de (1:12 a la solucién formadora de membranac.

La Tabla ITI.F.1 presents algunas caracteristicas de los

Hidrecarburce usades.



Tabla III.F.1 Caracteristic

Caracteristiicas

s de leos Hidr

Estructura

Peso molecular

Solubilidad:

HzO

Decano Benceno Tolueno
CH
)
iote
142.29 78.12 Qz.15
insoluble & insoluble

CH,

106.17

insoluble

En 1la
{ormadas

prepercion

prezentan una

Tabkla.111.¥.2 se pusde
cen diferentes Sclvent
mayer

mavor Kesistency

apreciar gue lae

que la utilizada en las

Ta promadic.
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Tabla 111.F.2 Membranas Formadat con Diferentes Solventes.

Solvenle Proporcion Resistencia promedio Rm
Col. + Decano. Soluci¢n normal. 12,964

Col. 4 Decano. €1:1) . 15,739

Col. + Benceno. €1:1) . 16,269

Col. + Xilenao, ) C1:1> 15,678

Col. + Tolueno. €1:10 16, 086

Nota: cCol. ;Colewterol.

Estas diferencias de Resistencia promedic puede deberse a que
las membranas que contienen mayor Concentracién de Solvente en su
plane medic (parte hidrdfobad, afecle este la estructura de la
membrana ¢ su composicliodn quimica, dificultands as! migracién de
iones a Lraves de ella. También puede deberse a que la absorcion
de los Hidrocarbures en el interfor de las &LM, produzca un

incremento en su espesor produciendo asi una mayor Resistencra.
Hemos observado (y es un hecho conocided, (18), gque un

adelgazamientc en el ecpesor de las BLM puede ser producide por

medic de la aplicacidn de Campos elécliricdos a través de ella.
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Estoc Campos eléctrices provocan un cambic en el eguilibriz
de la bicapa y un aumento de! Potencial quimico de los Scluventes
en ezta, resultandc un dest:zamientc (miQraciond de los Scluentes
hacia los microlentes {agrupacticnes de meleculas de Scolvented, ¥

el Torus.

E} deslizamento se puede atribuir a una Frestorn
electrostrictive alta en la bicapa, esta electrostriczién e la

que induce el process de adelgatemiento.

Ahora bien, en la Tabla II11.F.32, se observa el estudic de
Analisis de Varianza de esta parte experimental, para evaluar s
existe Diferenciz Significativa entre leos grupos de Solvenies

estudiados.

Tabla II1.F.3 An&dlisic de Varianza para los diferentec

al

grupes de Dclventes estudiades.

Frente de Suma de Gradoc de Varianza Razen de

Yarfacion Cuadrados tibertad VYarianza (F2
- *s e

TRATAMIENTOS 25, 492, 374 4 6,373, 094 40.58

REPLICAS 456, 698 3 152, 233 0.9

ERROR 1, 884, 260 12 157, 022

Total 27,833, 332 19

4 \J 157,022
MDS = e 458

NEEE

T o= 4 X X X X ¥
Mo S; xscl . rermat xnw:a'sc x.‘(\lﬁr.c x-rr,Lu.v.c X”““N
13,258 15, 752 16,085 15, 088 16,272
"R, 26-O5%
Ti. 4% - pON
O, 52 - oo O

o
o



La razen erire
(8,373,004> y por faciores
que excede el wvalor !

que aparecen gper acci

ensayce, llenande lcs

de F calculados sobre tablas llenados

El 99% de los wvalcres

con dalos al azar son infericres a2 ©.4.

ze en el 99

El valor de F = 40.58 nc pe unc de los que apar
de los casos, cuando la unica fuente de variazion ez el azar.
Luego, se rechazza la Hipdtesae HMHula y =e confia (a mvel de

cenfiancta del 98'D en gue edislte deficirencia entre tratamientes.

Ahora kien, la Minima Diferencia Significativa, es la mencr
diferencia que Lendria que existir entre des premedios muestirales
para que los respectives Intervalos de Confianza correspondientes

de leos Promedicn Poblarcicnales e evcluyesSen mutuamente.

X X
1 2
s s,
1 z
Si
= i Sz =
X X
1 \’ n, 2
{ E—— f— - }
X‘— 25; Xx‘ ZS"‘ X2-4ZS;2 X:+ 25"2

En este caso n re Yy sSe supcne que exisle una

. ez el
Varianza Corun (la del Error?.

[Varizs:
SE“DR ~ N \! arianza

NTR N

ERROR

sy

CESTA TESSS NO DEBE
SALR DE LA BIBLIOIEC



G. Modificacion Qe la Constatinte de Tiemps de la Membrana

por agregaac de Solvenles.

por una doble capa lipo-prote:ca, la cual e elécirizamente
aielante pero presenta la fazultad de permitir mevim ento de ifohes
a traves de ella, Se puede consiruir un modelo eléctrico para las
propiedades elestricas pazivas, el cual confiste en un Circulte
R-C.

El comportanuento electrice del Circulte de Membrana R-0, al
inyectarle pulscs de corriente constantes y registrande st

Diferencia e Potencial, cbedece 2 lz siguienle ecuscion:

Veve(1 =0 """

Cuande cesz el estimule, el Voltaje a través de la membrana

zigue la relacion expernens=ral:

-t Re
e

donde Vo = valeor maximo alcanzade.

= Cehstante de Tirempo del Circuito.

La Constante de Tiempo, (& D, tiene que ver con los
parametres pasivoes de la membrana, y ez & = RC; para obtener ol
valor numérice de este parametro se aplica logaritmos a la

ecuavidn exponenclal y se tiene:
vor Ve VT
(a\'=cnve-—-:‘é:-—cl> ’
en dende fn Ve = ordenada al origen.

—:z:" = ¢(REO™! = valor de la pendiente..
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Con rezpestoc a nusstres resulta oxpe =ntales, ze pusde
cbservar en la Fig.11I.G.1, gque l!as membranas con distintos
Soluentes presentan diferentes Consiantes de Trempe, C = RC2,

estas +varlacicnes pueden ectar dadas por la Fesistencia ¢ la

Capac idad.

o
10+

(MV)

10

-2
10 T L) t

3
(#iin)

Fig.I11.6.1 Modificacien de la Constante de Tirempo de la Membrana
C &Y per agregado de Solventes.

Valeres Evperimentzles: Ajuste Estadistice:
4+ - Teluenc ‘m o= - 0.22 b = 0.85 o=
* - Xilenc m= - 0.25 v = o.72 T =
A ~ Bencenc m = - 0.32 b= 0.79 T =
© - Dacanc m = - 0.39 b= 0.90 T -

€1

4.545
4.00

3.12%
2,864



la FRestistencia come la Capactidad dependen

p ¥y £ J. ¥y geomnétricos (longitud y espescr

al adicionar los Scluentes uytilirvades.

o
w

de factores

que podrian
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