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Resumen

Titulo: Estado del arte sobre modelado de sistemas membranales celulares y su extension a
sistemas conteniendo bicapas lipidicas: exosomas, cuerpos vesiculares y sus aplicaciones.*
Autores: Johan Camilo Herrera Tarazona, Sara Julieth Coronado Sanabria.**

Palabras clave: Sistemas membranales, exosomas, vesiculas, bicapa lipidica, encapsulacion.

Descripcion: El estudio del modelado de sistemas membranales celulares representa un tema de alto
interés en el &rea clinica, y es gracias a la interdisciplinariedad evidenciada luego de realizar una exhaustiva
revision bibliogréafica llevada a cabo mediante la implementacién de diversas bases de datos y softwares
especializados en la identificacidn, clasificacion y organizacion de informacion. A partir de esta revision
se obtuvo informacién relacionada con las diferentes rutas de formacion, funcionamiento, métodos de
obtencion, técnicas de caracterizacion y aplicaciones de los principales sistemas membranales celulares.
Considerando la variedad de aplicaciones que se han desarrollado a medida que avanza el tiempo, se
identificaron cuatro tematicas diferentes: estudio membranal, transporte y encapsulacién, biosensores y
simulacion; enfocados en tres modelos de sistemas: exosomas, cuerpos vesiculares y bicapas lipidicas,
siendo estos los sistemas que generan mayor interés encontrados en la literatura, ya que gracias a sus
propiedades y funciones con miras al tratamiento y diagndstico de enfermedades en el cuerpo humano,
representa uno de los mayores retos en relacion a su vida media y compatibilidad en el mismo, por lo cual,
la posibilidad de funcionalizar, encapsular y combinar las propiedades de los tres sistemas mediante el

estudio de los fendémenos de adsorcién/desorcion es clave en la resolucion de dichos inconvenientes.

Abreviaturas: Bicapa lipidica (SLB), ceramidas (CE), colesterol (COL), cuerpos multivesiculares (MVB),
esfingolipidos (ES), esteroles (ST), fosfatildicolina (PC), fosfatildiserina (PS), fosfatildietilamina (PE),
glicerofosfolipidos (GLY), glicosilfosfatidilinositol (GPI), gangliésidos (GL), hidratacion lipidica (HL)
ultracentrifugacion (UC), ultrafiltracion (UF), resultados de encapsulacion (R.E), vesiculas unilaminares pequefias
(SUVs), vesiculas unilaminares grandes (LUVs) y vesiculas unilaminares gigantes (GUVS)

“ Trabajo de grado.

Facultad Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela Ingenieria Quimica. Directora: Luz Marina Ballesteros
Rueda. Ingeniera Quimica, MSc, Ph.D.UIS. Codirectora: Pilar Cea Mingueza. Ph.D. Ciencias Universidad
de Zaragoza.
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Abstract

Title: State of the art of model cell membranes and their extension to lipid bilayer systems:
exosomes, vesicular bodies and their applications
Author(s): Johan Camilo Herrera Tarazona, Sara Julieth Coronado Sanabria.™

Key words: Membrane systems, exosomes, vesicles, lipid bilayer, encapsulation.

Description: The study of cell membrane systems modeling represents a topic of high interest in the
clinical area and thanks to the interdisciplinarity evidenced after a thorough literature review, through the
implementation of various databases and software specialized in the identification, classification and
organization of information. From this review, information was obtained related to the different ways of
formation, operation, methods of obtaining, characterization techniques and applications of the main cell
membrane systems. Considering the variety of applications that have been developed over time, four
different themes were identified: membrane study, transport and encapsulation, biosensors and
simulation; focusing on three systems models: exosomes, vesicular bodies and lipid bilayers, these being
the most interesting systems found in the literature, thanks to their properties and functions for the treatment
and diagnosis of diseases in the human body, represents one of the biggest challenges in relation to its
average life and compatibility in the same one, therefore, the possibility to functionalize, encapsulate and
combine the properties of the three systems by studying adsorption/desorption phenomena is key in

resolving those drawbacks.

Abbreviations: Supported lipid bilayer (SLB), ceramides (CE), cholesterol (COL), multivesicular bodies
(MVB), sphingolipids (ES), sterols (ST), phosphatidylcholine (PC), phosphatidylserine
(PS), phosphatyldimethylamine (PE), phospholipids glycerol (GLY), glycosylphosphatidylinositol (GPI), gangliosides
(GL), lipid hydration (LH) ultracentrifugation (UC), ultrafiltration (UF), encapsulation results (E.R),
small unilaminar vesicles (SUVs), large unilaminar vesicles (LUVs) and giant unilaminar vesicles (GUVSs).

“ Degree work

** Faculty of Physical and Chemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Luz
Marina Ballesteros Rueda. Chemical Engineer, MSc, Ph.D.UIS. Co-director: Pilar Cea Mingueza.
PhD in Science, University of Zaragoza
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Introduccion

La simulacion de membranas bioldgicas (Fitts et al., 2019; Peng et al., 2015) (Watson,
2015), el desarrollo de dispositivos biomiméticos de diagndstico, encapsulacion y control en la
administracion de medicamentos (Peetla et al., 2009) son las areas de estudio que hoy en dia hacen
parte del tema principal de investigaciones biotecnoldgicas con fines terapéuticos de diversas
enfermedades, principalmente aquellas asociadas con el trastorno de células o tejidos, es decir, el

cancer (Fitts et al., 2019; Wang et al., 2019).

En el recorrido por encontrar nuevas alternativas terapéuticas que ayuden al tratamiento de
enfermedades en el cuerpo humano, se destaca con un gran potencial el uso de sistemas vesiculares
a escala nanomeétrica que sirvan como encapsulamiento y medio de transporte de farmacos
medicinales (Sancho-Albero et al., 2020). En particular, estos vehiculos son conocidos ya sea
como exosomas, que son generados por las mismas células presentes en el cuerpo o bien vesiculas,
gue son liposomas sintetizados a partir de fosfolipidos en el laboratorio. El uso de estos sistemas
poseen caracteristicas atractivas para llevar a cabo los tratamientos clinicos debido a su
encapsulacién y entrega de sustancias en sitios especificos, alto tiempo de circulacion en la sangre
y biocompatibilidad (Gurunathan et al., 2019). Sin embargo, presentan retos para establecerse
completamente como un tratamiento tales como su reproducibilidad, bajo porcentaje de

encapsulacién, inmunoafinidad, entre otros.

El presente escrito, abordard de manera general los aspectos mas representativos de los
exosomas, las vesiculas y las bicapas lipidicas junto con sus metodos de fabricacion, encapsulacion

y caracterizacion desde un sondeo profundo de la literatura que ayude en la contextualizacion,
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entendimiento y vislumbramiento de ideas relacionadas con los sistemas de modelamiento celular,

que permitan en un futuro el desarrollo de proyectos investigativos para el avance en esta area.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo general

Realizar una revision acerca del modelado de sistemas membranales celulares a partir de

su formacidn, obtencion, caracterizacion y sus potenciales aplicaciones en el ambito clinico.

1.2. Objetivos especificos

Clasificar los diferentes sistemas membranales celulares reportados, con sus métodos de

obtencion y caracterizacion.

Identificar con base en la literatura, las potenciales aplicaciones de los sistemas

membranales celulares.

2. Metodologia

El desarrollo de la revision bibliografica basado en el modelado de sistemas membranales
se llevé a cabo a partir de la secuencia de fases recomendada por Gomez-Luna et al. Inicialmente,
mediante el uso de bases de datos y buscadores como Google académico, Elsevier, Springer,
Scopus, Acs publications, Science Direct y Scielo se realizé busqueda de informacion a partir de
las siguientes ecuaciones: “exosomes”, “liposomes”, “model cell membranes”, “nanovesicles”,
“drugs delivery”, “biosensors”, “diseases treatment” y “clinic diagnosis”. Posteriormente,
teniendo en cuenta el auge en investigacion del tema presentado mediante las anteriores bases de
datos, se delimitd el periodo de tiempo en el que se publicaron los articulos cientificos: del afio
2000 al 2021. Luego se realizé la lectura previa a cada titulo, resumen y tabla de contenido con el

fin de identificar el tema principal del articulo, para después, mediante el buscador de palabras de



MODELADO DE SISTEMAS MEMBRANALES CELULARES 12

Adobe Reader, analizar y comparar el nimero de veces que las anteriores palabras clave se
encontraran en cada uno, jerarquizando los articulos de mayor a menor relevancia. Finalmente,
mediante el uso del software “Mendeley”, se organizo y se clasificd cada articulo cientifico en
diferentes carpetas de acuerdo su contenido, facilitando una lectura focalizada y una escritura

coherentemente referenciada (Gomez-Luna et al., 2014).

3. Sistemas membranales celulares

3.1. Membranas celulares

El desarrollo e investigacion del modelado de sistemas membranales, nace de la necesidad
de comprender no sélo el funcionamiento de la membrana celular sino de llegar mas alla, siendo
capaces de simular y alterar su comportamiento de tal forma que se pueda aplicar en diferentes
areas, en las que principalmente se encuentra el area clinica. Mas adelante durante esta revision,
se hara un barrido de las aplicaciones evidenciando la innovacion y desarrollo en este tema, por

ahora, es fundamental comprender el principio de los sistemas membranales.

Los sistemas membranales son un grupo de sistemas comprendidos por diferentes tipos de
modificaciones a una de las estructuras celulares mas compleja y universal en el ser vivo: las
membranas celulares eucariotas, las cuales estan compuestas por una bicapa lipidica que contiene
una alta variedad de lipidos y proteinas transmembranales, integrales o periféricas (Cunill
Semanat, 2017). Asimismo, cabe resaltar que su composicion depende del tipo de membrana.
Segun un estudio publicado en 2008, la membrana plasmatica y algunos organelos celulares como
el reticulo endoplasmaético, aparato de Golgi y mitocondria, estdn compuestos y representan la

principal fuente de produccion de fosfolipidos estructurales, glicerofosfolipidos (GLY),
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esfingolipidos (ES), esteroles (ST) y ceramidas (CE) principalmente. Cabe aclarar que la
composicion de lamembrana es heterogénea y temporal, y a su vez se modifica como consecuencia
de la ejecucidn de sus funciones o en algunos casos por una deficiencia nutricional (Van Meer et

al., 2008; Zimmerberg & Gawrisch, 2006).

Como se ha mencionado, es fundamental comprender de manera general el papel de las
membranas, el cual es no sélo otorgar soporte mecanico, flexibilidad y movilidad sino también
actuar como barrera de difusion gracias a su anfifilicidad, regulando su semipermeabilidad para la
realizacion de procesos biofisicos y bioquimicos como: fagocitosis, gemacion, metabolismo,
fusion-fision celular, intercambio molecular mediante gradientes electroquimicos y de
concentracion (Watson, 2015), transmision y transduccion de sefiales entre el interior y exterior
celular (Deamer, 2017; Lee, 2003; Penkauskas & Preta, 2019). Teniendo claro lo expuesto
anteriormente, durante esta revision bibliografica se trataran dos tipos de sistemas membranales:
los exosomas como sistemas naturales y las vesiculas y bicapas lipidicas como sistemas
artificiales, debido a que, durante las dos primeras décadas del tercer milenio se evidencia un

incremento favorable en el interés despertado por los sistemas mencionados.
3.2. Sistemas exosomicos

3.2.1. Exosomas

Los exosomas son vesiculas extracelulares que como su nombre lo indica, poseen un
tamafo cuyo diametro aproximado se encuentra dentro de 30 a 200 nm (Maravillas-Montero &
Martinez-Cortés, 2017; Pegtel & Gould, 2019a). Estas vesiculas son originadas natural y
mayoritariamente a partir de células eucariotas, como células madre, dendriticas, epiteliales,

intestinales, neuronales, tumorales, fibroblastos y adipocitos. Asimismo, es posible encontrarlas
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presentes en fluidos bioldgicos como liquido sinovial, leche materna, sangre, orina, saliva y liquido
amniotico (Colombo et al., 2014; S. Keller et al., 2011; Palanisamy et al., 2010). Por otro lado, en
cuanto su mecanismo de origen, se obtienen a partir de la fusion entre los cuerpos multivesiculares
(MVB) y la membrana plasmaética de las células; los MV B se forman a partir de la invaginacion o
gemacion de las membranas de los endosomas, generados mediante el proceso endocitosis celular
(ver Figura 1.A). Cabe aclarar, que el anterior mecanismo de biogénesis es uno de los méas
reportados, pero no es el Unico; la biogénesis de exosomas también se puede generar a partir de la
liberacion inmediata por gemacion directa de vesiculas desde la membrana plasmaética (ver Figura
1.B) y por liberacién retardada por gemacion en los compartimentos conectados a la membrana
plasmaética intracelular, seguido de la constriccion del cuello como se puede apreciar en la siguiente
imagen (ver Figura 1.C) (Pegtel & Gould, 2019?%, Egea-Jimenez & Zimmermann, 2018). Los
anteriores métodos se ven afectados por una serie de parametros que se detallan en el Apéndice

A: factores que alteran la biogénesis exosomal.

Figura 1

Mecanismos de biogénesis exosomal

Exosomas
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Nota. Esquema representativo del: A) mecanismo bésico de biogénesis de exosomas a partir de
endocitosis celular, b) liberacion inmediata de exosomas por gemacion y C) liberacion retardada
por gemacion entre compartimientos membranales. Adaptado de Pegtel & Gould, (2019).

Figura 2

Esquema resumen de las funciones y aplicaciones de los exosomas.

FUNCIONEg [ 4
Tratamiento de Pregnahcy,
sefiales
Angiogénesis Homedstasis
Transmision Remodelacién % o {85 3
de moléculas L | celular X i e o
Respuesta Vi r e Apoptosis p v ®
inmune { i /v\ e v celular (<) ngz' & s Exosme sy
: & Biological
Encapsulacién o = Biomarcadores Functions @
1 -
" T \\t\ el i g
Tratamiento Diagnéstico
enfermedades clinico

Administracién
medicamentos

A
) 4PLICACIONES

Nota. A) Esquema resumen de las funciones y aplicaciones de los exosomas. B) Esquema resumen
acerca del contenido y biomarcadores exosomales (Para ver la imagen ampliada, ver Figura A.2.2
iError! No se encuentra el origen de la referencia.) A) Adaptado de Pegtel & Gould, (2019); G

urunathan et al., (2019). B) Tomado de Gurunathan et al., (2019).

Gracias a las propiedades de los exosomas como: la biocompatibilidad, habilidades de
entrega sitio dirigida, larga circulacion corporal, estabilidad estructural, encapsulacién de cargos,
alta penetracion y biodistribucion; y dependiendo de la molécula de ARN que contengan, se
expresan determinados genes que desencadenan en las funciones del exosoma (ver Figura 2.A),

siendo capaces de entregar sefiales combinatorias a través de la participacion y agrupacion de
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receptores afines en la superficie, desarrollar procesos de angiogénesis o regeneracion de matriz
celular - vasos sanguineos y presentacion de antigenos. En adicidn, dentro de las funciones de los
exosomas se encuentra la inflamacion, homeostasis celular y apoptosis o muerte celular
programada, que son repuestas del sistema inmunoldgico con el fin de mantener estable y
compensar las alteraciones en su entorno, mediante el intercambio de materia o energia
(Gurunathan et al., 2019; Shenoda & Ajit, 2016). Cabe aclarar, que dependiendo de su origen, su
biologia, funcién y heterogeneidad es diferente (Gurunathan et al., 2019; S. Keller et al., 2011).

Para conocer méas acerca del contenido exosomico, ver Apéndice A: contenido exosémico.

3.2.2. Metodos de obtencion de exosomas

Se han postulado diferentes metodologias y protocolos para la purificacion exosémica a
partir de diferentes fluidos con fines investigativos y a su vez, ponerlos a prueba con el objetivo
de trasladarlos mas alla de la investigacion, es decir, verificar su aplicabilidad en &mbitos de

tratamiento clinico.

La Tabla 1 resume los principales métodos empleados para la purificacion de exosomas a
partir de fluidos corporales o células parentales. Estas técnicas parten de diferentes principios que
conducen a diferentes niveles de purificacién y poseen ventajas que van desde una alta purificacion
y separacion de los exosomas de lipoparticulas y contaminantes, hasta tiempos cortos en su
obtencion. Por un lado, las técnicas de ultracentrifugacion y ultrafiltracion aplican principios de
separacion fisica con base en la densidad y el tamafio de los exosomas (Lobb et al., 2015; Vaswani
et al., 2019), la cromatografia por exclusion de tamafio y precipitacion polimérica utilizan geles
y polimeros que “atrapan” los exosomas por solubilidad y afinidad en sus redes matriciales

(Martins et al., 2018; Vaswani et al., 2019). Por altimo, la técnica de inmunoafinidad aprovecha
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la interaccién ligando — receptor que existe entre las proteinas ancladas en la superficie del

exosoma y la interaccion con anticuerpos para luego ser separados (Greening et al., 2015).

Tabla 1

Métodos usados en la purificacion exosomica.

Métodos de

S Principio Ventajas Desventajas Referencia
purificacion
., T Alto costo -
. . Implementacion fuerza ~ Eliminacion . .. Vaswani
Ultracentrifugacion fuaa h 6 q instrumentacion |
(UC) centrifuga hasta 10° veces _ e y tiempo de etal.,
el valor de la gravedad  lipoparticulas o (2019)
operacion
Disminucion
. . Tamizado por membrana d? costos y Bajo nivel de Lobb et
Ultrafiltracion (UF) . Y tiempo de al.,
nano/micrométrica - pureza
operacion vs. (2015)
ucC
Fraccionamiento en > [Letge tlerr_lpo
. de operacion .
. columna utilizando geles Alta L Vaswani
Cromatografia por . » Dilusion
- ~ filtrantes como red pureza exosom . etal.,
exclusion de tamafio . > Riesgo de
matricial para atrapar al - . (2019
contaminacio
exosomas 0
> Alta
Implementacién de pureza Martins et
Precipitacion polimeros filtrantes como > No Riesgo de al
polimérica red matricial para facilitar requiere contaminacion (20i’8)
precipitacion exosomal equipos
especializados
Separacion exosomal Alto costo y
mediante usando perlas  Alta pureza mayor Greening
Inmunoafinidad magnéticas exosomal vs. complejidaden  etal.,
funcionalizadas con ucC la separacién (2015);
anticuerpos que UF

Todo los métodos poseen ventajas y/o limitaciones frente a las demas y conducen a
diferentes niveles de purificacion de los exosomas, por lo que se recomienda segun la literatura,

que para el estudio de estos cuerpos nanométricos aplicados en investigacion, se combinen en
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conjunto diferentes técnicas con el fin de obtener exosomas lo méas purificados y libres de
contaminantes como sea posible, puesto que un mayor aislamiento conducira a resultados mas
certeros y caracterizaciones mas concretas (P. Li et al., 2017). Para un acercamiento méas profundo

a las técnicas mencionadas, ver Apéndice A: métodos de obtencidn de exosomas.

3.2.3. Métodos de encapsulacion de exosomas

Segun la literatura, existen dos rutas principales para la encapsulacién de sustancias en el
seno exosomico con el fin de convertirlos en vehiculos para el tratamiento de enfermedades: un
tratamiento a los exosomas previamente purificados y por otro lado, un tratamiento a las células
excretoras de los exosomas. Los tratamientos mencionados para encapsular moléculas terapéuticas
se basan en producir inestabilidad en la membrana con el fin de que en los poros formados se

filtren las sustancias deseadas (Sancho-Albero et al., 2020).

En la Figura 3 se presentan varias vias para inducir estrés en la membrana, ya sea en los
exosomas o directamente en la célula excretora. Por un lado, el tratamiento a través de corriente
eléctrica conocido como electroporacién hace uso de un campo eléctrico, induciendo la formacion
de poros membranales por donde entran las sustancias (Lamichhane et al., 2015). Por otro lado, se
han implementado procesos de encapsulacion a partir de cambios bruscos de temperatura (freeze-
thaw treatment cycles), ya se de calentamiento o de enfriamiento. Dichos cambios repentinos no
permiten que la estructura se organice adecuadamente ni que las proteinas reparadoras de la
membrana actden (Haney et al., 2015). En adicion, existen tratamientos menos agresivos con la
membrana celular tales como la encapsulacién por difusion pasiva, en la cual el sistema es cargado

por la diferencia de concentracion entre el medio interno y externo celular (Hood et al., 2014). En
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el Apéndice A: encapsulacion exosémica, se abordan con mas detalle estas y otras técnicas para

la encapsulacion de nanoparticulas de oro.

Figura 3

Esquema resumen sobre los métodos de encapsulacion exosomal.
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Nota. Metodos de encapsulacion de exosomas con sus respectivos R.E: Resultados de

encapsulacién. Adaptado de * (Sancho-Albero Maria et al., 2019), **(Sancho-Albero, Encabo-

Berzosa, et al., 2019).

3.2.4. Técnicas para la caracterizacion de exosomas

La caracterizacion exosdmica es un pilar de suma importancia en el estudio de dichos
cuerpos nanomeétricos pues conduce a la identificacion, determinacion y analisis de diversas
propiedades tales como su morfologia, distribucion de tamafio, composicion y encapsulacion,

brindando asi valiosa informacion para entender su comportamiento.

Algunas de las propiedades exosomicas méas importantes en la investigacion son el tamafio,

su distribucion y concentracion, razon por la cual se han aplicado diferentes técnicas con el fin de
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obtener andlisis cuantitativos. Los métodos de caracterizacion reportados en la literatura para llevar

a cabo estar labor se muestran en la Tabla 2, en donde se encuentran las técnicas conocidas como

Analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA), Dispersiéon dinamica de luz (DLS), Deteccion

de pulso resistivo sintonizable (TRPS) y Citometria de flujo (FC), que ya sea a través del

seguimiento del movimiento browniano de las particulas o del grado de dispersion de un haz de

luz, permiten la correlacion y cuantificacion del tamafio de particulas (Szatanek et al., 2017).

Tabla 2

Técnicas implementadas en la caracterizacién exosomica.

Técnica de

Caracterizacion Principio Medicion Referencia
Anédlisis de seguimiento SN0 & a vgloudad y _Ima_lgen_y (Dragovic et
. movimiento browniano de las distribucion
de nanoparticulas . ~ al., 2011)
particulas de tamafio
Dispersién dinamica de F_Iuctuacmnes en la mtens_ldad d_e luz Distribucion  (Lyu et al.,
dispersada por interferencia gracias al -
luz L . de tamafio 2021)
movimiento browniano
Deteccion de pulso Resistividad al paso de corriente Distribucion  (Anderson et
resistivo sintonizable eléctrica entre dos electrodos de tamafio al., 2015)
. -~ . Distribucion  (Szatanek et
Luz dispersada en multiples a&ngulos de tamafio e al.. 2017 van
Citometria de flujo de deteccion y nivel de fluorescencia . : N ’
captadas intensidad  der Pol et al.,
fluorescente 2014)
Microscopia de fuerza Fuerza de interaccion entre la Morfologia (Yuanaetal.,
atémica superficie y la punta de deteccién superficial 2010)
Microscopia electrénica Deteccion de el_ectroneg :c,ecundar!o:_s Morfologia  (Sokolova et
i generados en la interaccion superficie )
de barrido - espacial al., 2011)
— haz de electrones incidente
(Sancho-
. . - Deteccidn de electrones transmitidos . Albero,
Microscopia electronica . Morfologia
- en el paso de un haz a través de la - Encabo-
de transmision superficial

muestra

Berzosa, et al.,
2019)
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La distribucién y el tamafio de los exosomas estudiados no constituyen las Unicas
propiedades analizadas en el estudio de estos cuerpos, sino que deben ser complementadas con
identificaciones morfoldgicas que briden informacion de la forma, constitucion y hasta la
composicion de los exosomas. Para esto, se han usado técnicas de microscopia de alta resolucion
como la Microscopia de fuerza atdmica (AFM), que se basa en sensar las interacciones entre la
superficie de lo exosomas y la punta de deteccidn que estd conectada a un laser y un fotodetector,
permitiendo asi construir imagenes morfolégicas de la muestra. Por otro lado, estan las
microscopias electrénicas tales como la Microscopia electrénica de barrido (SEM) y la
Microscopia electronica de transmision (TEM), las cuales a través de la interaccion y posterior
deteccion de electrones, se construyen iméagenes en alta resolucion que permiten llevar a cabo
andlisis tanto cuantitativos como cualitativos (Gurunathan et al., 2019). Para un acercamiento mas

profundo a las técnicas mencionadas, ver Apéndice A: técnicas de caracterizacion exosémica.

4.3. Sistemas vesiculares

4.3.1. Vesiculas

Las vesiculas lipidicas o también [lamados liposomas, son estructuras esféricas sintetizadas
en el laboratorio gracias a la disolucidn de lipidos, ya sean naturales o sintéticos en un medio
acuoso (Torrell6 et al., 2002). Con respecto a su composicion, las vesiculas estdn compuestas por
una membrana y una solucién acuosa o buffer. La membrana esta formada por una o mas bicapas
lipidicas que son moléculas anfifilicas, ya que poseen una cabeza polar hidrofilica y una cola apolar
hidrofobica, permitiendo y facilitando su autoorganizacién y a su vez, el acoplamiento de la
solucion acuosa o buffer en el interior de la vesicula (Akbarzadeh et al., 2013; Torrell6 et al.,

2002).
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Estas estructuras se clasifican dependiendo de su lamelaridad y tamafio. Segun su
lamelaridad o numero de bicapas se denominan en unilaminares, oligolaminares y multilaminares.
Segun el tamafio, se dividen en tres tipos: pequefias unilaminares (SUVS), grandes unilaminares
(LUVs) y gigantes unilaminares (GUVSs), con un rango de diametros de 20 a 200 nm, entre 200
nm— 1 um y mayor a 1 um respectivamente. Las vesiculas unilaminares contienen una sola bicapa
lipidica, que separa el contenido interno del medio externo en el que se encuentre; por otro lado,
las vesiculas multilaminares y oligolaminares, contienen varias bicapas concéntricas separadas
entre si por solucién acuosa y se diferencian en el nimero de bicapas; las oligolaminares poseen
de 2 a 5 bicapas y un didmetro 0,1-1 um, en contraste con las multilaminares que contienen mas
de 5 bicapas y un didmetro de aproximadamente 0,5 um. En adicion, dentro de las vesiculas
multilaminares existen un tipo de vesiculas o cuerpos multivesiculares (MVB) que poseen bicapas
no conceéntricas en su interior con un diametro externo mayor a 1 um (Akbarzadeh et al., 2013; C.

Has & Sunthar, 2020a; Jesorka & Orwar, 2008).

La sintesis de vesiculas lipidicas se realiza con el fin de imitar la membrana envolvente
celular y exosémica para llegar a simular y entender su comportamiento; con lo anterior, es posible
diagnosticar y tratar diferentes enfermedades a partir del encapsulamiento de determinados
medicamentos 0 nanoparticulas. Sin embargo, a pesar de estar caracterizados por la facilidad de
fabricacidn, alto rendimiento y flexibilidad en la modificacion de la estructura (Alavi et al., 2017),
su aplicacion clinica sigue siendo limitada debido a la toxicidad, falla en la especificidad del
objetivo, vida media corta, baja solubilidad y riesgo de agregacion durante el almacenamiento (Das
et al., 2019; Soltani et al., 2015), ya que al ser vesiculas sintetizadas, es decir, cuerpos extrafnos,

son eliminados por el sistema inmunologico tan pronto este los detecta.
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Teniendo en cuenta lo descrito en el parrafo anterior, es posible notar que algunas
desventajas de los liposomas con respecto principalmente a la capacidad de entrega y
encapsulacién de medicamentos, son las ventajas descritas con anterioridad de los exosomas (ver
Figura 4) (Fu et al., 2020), por lo cual nace la idea de sintetizar un hibrido entre las dos
nanoestructuras logrando asi, aprovechar las ventajas de las dos (Sato et al., 2016). Dentro de los
métodos mas reportados para sintetizar hibridos por medio de la fusiébn de membranas, se
implementa el método de ciclos de congelacion y descongelacion (freeze-thaw treatment cycles),
sonicacion, extrusién e incubacion (Elkhoury et al., 2020; Fu et al., 2020; Sato et al., 2016). El
tratamiento térmico con ciclos de congelacion y descongelacion resulta de gran utilidad en la
fusion de las membranas, sin embargo, posee menor eficiencia de encapsulacion que el método de
sonicacion, incubacién y extrusion, pero aun asi, los anteriores métodos inactivan las proteinas
superficiales, induciendo dafios en la membrana y generando agregacion de nanovesiculas (Fu et

al., 2020; Haney et al., 2015).

Figura 4

Esquema comparativo entre liposomas y exosomas.

Exosoma (E)
Vesicula natural
i,
: o wﬂ-""%;w,
o
Diferencias if o Kl Semejanzas

% i /'lj\ L 3 v

Citotoxicidad: E<L
Tamano

(30<D<200nm)

i

I

Biocompatibilidad: E>L &, L A
: L
Vida media: E> L Membrana compuesta por
Liposoma (LJ bicapa de lipidos

Contenido y composicién: E 5L Tesi sintéri
: Vesicula sintética Capacidad de encapsulacién

- Entrega sitio-dirigida: E> L de agentes externos




MODELADO DE SISTEMAS MEMBRANALES CELULARES 24

Nota. Esquema resumen sobre las principales semejanzas y diferencias entre liposomas y
exosomas. Autores de la revision bibliogréafica basados en Sato et al., (2016); Alavi et al., (2017);

Soltani et al., (2015); Das et al., (2019); Fu et al., (2020).

4.3.2. Métodos de preparacion de vesiculas

A través del tiempo se ha explorado ampliamente el campo de la formacidn de vesiculas
de manera sintética, es decir, a partir de fosfolipidos, proteinas y demas constituyentes con el fin
de recrear a sus analogos naturales generados por sistemas vivos (Kim, 2016). Se han explorado
diversas metodologias basandose en diferentes propiedades de sus constituyentes que van desde el

autoensamblaje hasta la formacion por induccion eléctrica (ver Figura B.3.1.B)

El mecanismo de la formacidén por autoensamblaje de los fosfolipidos para formar
vesiculas se remonta a la naturaleza de estos precursores. Debido a que los fosfolipidos son
sustancias anfifilicas, se distribuyen en medio acuoso con el fin de minimizar la energia libre. Las
cabezas polares por su interaccion con las moléculas de agua se reorganizan estructuralmente para
aumentar el area de contacto. Por otro lado, la cola hidrocarbonada al ser apolar evita a toda costa
estar en contacto con las moléculas polares. Estas contribuciones de atraccion — repulsion de la
molécula lipidica conducen a su reorganizacion en conjunto con otras moléculas, induciendo la
unién de las colas apolares con otras colas formando un sistema molecular: medio acuoso — cabeza
— cola — cola — cabeza — medio acuoso. Esta estructura formada minimiza el area de contacto de la
cadena hidrocarbonada y favorece el contacto de la parte polar con el medio y es conocida como
bicapa lipidica (ver Figura 5.E ). En este sentido, las demas moléculas de fosfolipidos presentes
en el medio se conectan formando lo conocido como un disco de bicapa lipidica. Sin embargo, los

discos formados son termodinamicamente inestables debido a la exposicion en el borde de las
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cadenas de hidrocarbonos, por lo que después de haber crecido hasta superar un didmetro critico,
dicha energia de borde alcanza valores considerablemente altos y el crecimiento deja de ser
favorable. En este punto, otras contribuciones energéticas adquieren protagonismo como lo es la
energia de curvatura, la cual favorece el crecimiento del disco en forma flexionada hasta cerrarse
en él mismo. De esta manera, las contribuciones energéticas dadas por la atraccion y repulsion de
las moléculas anfifilicas y sus modulos elésticos encuentran un punto termodinamica y
energéticamente estable, formando asi las vesiculas fosfolipidicas (Chandra Has & Pan, 2020;
Karatekin et al., 2003). El anterior proceso de formacién vesicular se ve afectado por una serie de

factores, descritos en el Apéndice B: factores que afectan la preparacion vesicular.

Se han implementado a su vez técnicas de formacion nanovesicular teniendo como base el
mecanismo descrito anteriormente por autoensamblaje molecular, como lo son: los métodos de
hidratacion, métodos a granel (Bulk) y los métodos basados en electroformacién. A continuacion,
en la Tabla 3 se nombran y describen algunos de los métodos méas usados en la preparacion de
vesiculas lipidicas; dentro del primer grupo se encuentran: método de hidratacion lipidica e
hidratacion asistida por lecho empacado; en el segundo grupo, los métodos a granel estan:
inyeccion de etanol y sistemas microfluidicos; y para terminar se encuentra la electroformacion
(C. Has & Sunthar, 2020b). Para comprender més detalladamente los métodos mencionados, ver

Apéndice B: métodos de preparacion de vesiculas.
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Tabla 3

Métodos més usados para preparacion de vesiculas lipidicas.

26

Métodos de
preparacion Principio Caracteristicas Referencia
vesicular
Crecimiento vesicular a partir » Necesita técnicas
i L . L ; (C. Has &
Hidratacion de una bicapa fosfolipidica complementarias como Sunthar
lipidica (HL)  formada por accion del medio sonicacion, extrusion, etc. :
: - . . - 2020Db)
acuoso bajo presion de vacio > Heterogeneidad en el tamafio
» Mayor control de la
Modificacion HL mediante la dlstrlbu_cmn de tamafio
. . . liposomal (Sundar &
implementacion de particulas L :
Lecho empacado s . » Usado en encapsulacion Tirumkudul
de alumina mejorando la .
. farmacos u, 2014)
transferencia de masa ;
» Mayor transferencia masa vs.
HL
» Presencia de disolventes
., e organicos residuales en las
Inyeccion de solucion lipidos- ;
i - vesiculas
Inyeccion de etanol en solucion acuosa > Baia eficienci laci6 (Gouda et
etanol (IE) bajo temperatura y agitacion Sl GB G encapsuracion ) 2021)
» Mayor produccion de SUVs a
controlada . .
» Vesiculas mas estables vs.
HL
Inyeccion de solucion lipidos- » Produccién de SUVs y LUVs
Sistemas alcohol y solucién acuosa por » Mayor transferencia masavs. (Jahnetal.,
microfluidicos medio de un sistema de IE 2010)
microcanales > Alta eficiencia encapsulacion
Implementacion de campos
eléctricos que favorecen la > Garantizan la unilamelaridad
< . S ” . (Z. Wang et
Electroformacion  reorientacion y flexion de vesicular vs HL al., 2013)
bicapas en un medio » Mayor produccién de GUVs N
electrolitico

4.3.3. Técnicas de caracterizacion de vesiculas

Dada la cercania existente entre los exosomas y sus homdlogas sintéticas, las técnicas que

son aplicadas en las investigaciones exosdmicas son validas y adecuadas para las vesiculas. Los

analisis de distribucion de tamafio efectuados en DLS, NTA o FC son también reportados y usados
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en el analisis cuantitativo de la distribucion de tamafio, de la misma forma que AFM, SEM y TEM

para anélisis morfologico principalmente.

Otras técnicas usadas para caracterizar vesiculas (y exosomas también) se muestran en la
Tabla 4, en donde haces de rayos X o de neutrones son bombardeados sobre su superficie y
dependiendo del perfil de densidad electronica que estos posean, se determina su cristalinidad y
composicién. Por otro lado, la Resonancia aprovecha la absorcion de radiacion de ndcleos de
fésforo o hidrogeno para determinar la composicion de la muestra a analizar (Kucerka et al., 2007;
Miele et al., 2021; Picas et al., 2009). Para un acercamiento méas profundo a las técnicas

mencionadas, ver Apéndice B: métodos adicionales de caracterizacion vesicular.

Tabla 4

Ténicas adicionales implementadas en la caracterizacion de vesiculas.

Técnica de Caracterizacion Principio Medicion Referencia
Reflexometria de rayos X Intensidad d;e(l haz de rayos Crlstalln!dﬂd y (Nickel, 2008)
composicion
Reflexometria de neutrones Intensidad del haz de Crlstalln_ld_a,d y  (Kucerka et
neutrones composicion al., 2007)
(Ter-
Microscopia de fluorescencia Deteccidn de fluorescencia Tamafio Ovanesyan et
al., 2017)

Absorcion de radiacion en
nacleos atdbmicos bajo un Composicion
campo magnético

Resonancia magnética nuclear
(RMN)

(Veatch et al.,
2004)
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4.4. Bicapas lipidicas

4.4.1. Bicapas lipidicas

Con el objetivo de estudiar a profundidad los diferentes fendmenos de transporte,
interaccion y funcionamiento de las membras celulares, se han investigado y preparado sistemas
artificiales para modelar sus propiedades y asi acercase mas hacia su entendimiento. Las bicapas
lipidicas soportadas (SLB) se postulan como sistemas de estudio atractivas para la imitacion de
las membranas celulares debido a caracteristicas tales como: estar formadas por fosfolipidos en
una disposicién idéntica, posibilidad de evaluar interacciones de ligando — receptor, facilmente
caracterizables a través de distintas técnicas, gran potencial para acoplar y estudiar sistemas de
deteccion sensorial y en combinacion con sistemas de microfluidos, investigar los fenémenos
asociados al acoplamiento de anticuerpos con sus respectivos antigenos (Castellana & Cremer,

2006) (ver Figura 5.E).

4.4.2. Métodos de preparacion de SLB

A medida que avanza el tiempo se han implementado diversos métodos para la formacion
de bicapas lipidicas, aplicando una amplia gama de conocimientos que abarcan el autoensamblaje
de lipidos y el campo de la ciencia interfacial, asimismo, en algunas técnicas se evidencia la
necesidad de equipos altamente especializados (Ferhan et al., 2019). Dentro de los métodos de
preparacion de SLB, se encuentran: deposicion Langmuir - Blodgett / Langmuir - Schaefer, fusion
de vesiculas, recubrimiento por centrifugacion, impresion por micro contacto, deposicion de
intercambio solvente, micelas de surfactante lipidico, ensamblaje inducido por evaporacion,
deposicion de colapso de burbuja y nanolitografia de pluma lipidica (Hardy et al., 2013). Por su

relevancia y uso, se describen los 2 primeros métodos mencionados:
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4.4.2.1. Método de fusion de vesiculas. Gracias a su simplicidad, versatilidad y
accesibilidad, el método de fusion de vesiculas se ha convertido en uno de los mas implementados,
ya que no requiere de equipos sofisticados para producir bicapas lipidicas de alta calidad (Hardy
et al., 2013). En adicion, segun los reportado por varios autores, es adecuado para la investigacion
y simulacion del comportamiento de las membranas celulares, de tal forma que es posible analizar
la formacion de dominios lipidicos, procesos de membrana tales como la adsorcion de proteinas
superficiales, el autoensamblaje de proteinas, la localizacion de proteinas en los limites de fase
lipidica y comprender la organizacion celular como interacciones membrana - citoesqueleto o

sinapsis inmunoldgica (Rebaud et al., 2014).

Esta técnica se basa en el rompimiento y posterior fusion de vesiculas sobre la superficie
de un soporte especifico, siendo este mica, silice, oro, oxido de titanio, entre otros. EI mecanismo
de fusion inicia con la deposicion de una solucién de pequefias vesiculas unilamelares (SUVs)
sobre la superficie del sustrato, éstas se adhieren y adsorben, para luego de forma espontanea o por
medio de la influencia de factores externos, generar su ruptura y posterior formacion de parches
bicapa. La adhesion y adsorcion vesicular, se determina a partir del balance energético entre la
energia ganada por la vesicula al adherirse a la superficie sélida y la energia de flexién o rigidez
de la bicapa lipidica. Anélogo a lo mencionado en los métodos de formacion de vesiculas, la
vesicula se rompe cuando el radio de curvatura supera al radio de curvatura vesicular critico,
formando discos o parches bicapa, que posteriormente creceran para dar lugar a la formacion de
una bicapa lipidica uniforme (Reviakine & Brisson, 2000). Para profundizar acerca de los factores

externos ver Apéndice C: factores que alteran la formacion de bicapas lipidicas.
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Figura 5

Esquema representativo de los mecanismos de ruptura vesicular.
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Nota. Esquema representativo de los mecanismos de ruptura vesicular a partir de A) una sola
vesicula, B) dos vesiculas formando un parche bicapa, C) una vesicula y un parche bicapa, D) dos
vesiculas y un parche bicapa para generar la ruptura y E) posterior formacién de una bicapa
lipidica uniforme. Adaptado a partir de R. P. Richter et al., (2006).

Ademas del mecanismo de ruptura espontanea de las vesiculas, se pueden encontrar
diferentes mecanismos de formacién de SLB, dentro de los cuales se encuentran: fusion entre
vesiculas, fusion vesicula - parche bicapa y fusion inducida por parches bicapa, los cuales se

representan en la Figura 5 (R. P. Richter et al., 2006).

La fusion de vesiculas se genera a partir del rompimiento de sus membranas como se
evidencia en la Figura 5.B, fusionandose entre si y generando una vesicula con mayor diametro
que al llegar a la concentracion o cobertura vesicular critica (definida por las interacciones entre
vesiculas sobre la superficie solida, y debido a la tension y estrés inducido entre membranas y la
superficie) se produce la ruptura y la expansion de la bicapa sobre el sustrato. De igual forma,

sucede en la imagen C y D, en donde los parches bicapa inducen el rompimiento de las vesiculas
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vecinas, formando asi SLB de mayor tamafio (E) (Hardy et al., 2013). A medida que transcurre el
tiempo, se han identificado y realizado algunas modificaciones a este método con el fin de

aumentar su efectividad (ver Apéendice C: modificaciones del método de fusion vesicular).

4.4.2.2. Metodos Langmuir - Blodgett y Langmuir — Schaefer. La necesidad de
simular membranas celulares con minimos defectos, controlar la simetria de la cara exterior como
de la interior, la distribucion lipidica, entre otras, son pardmetros con conducen a la aplicacion de
técnicas de formacion de bicapas con mayor rigurosidad y control en cada paso. Las metodologias
de deposicion de Langmuir — Blodgett (LB) o Langmuir — Schaefer (LS) se disponen como via de
generacion de bicapas sin defectos, con alta simetria y con un control de adsorcion ultra sensible

gracias a la instrumentacion y el principio utilizado en ellas (Girard-Egrot & Blum, 2007).

Para llevar a cabo la formacion de membrana bajo estas modalidades, se debe disponer de
un canal de inmersién donde estard un fluido que generalmente es agua o solucion buffer y
sumergir en su totalidad el sustrato a usar (ver Figura 6 ). Sobre la superficie agua — aire que
existe en el canal, los fosfolipidos previamente disueltos en solventes organicos en su totalidad
son agregados gota a gota. Al evaporar el o los solventes utilizados, los fosfolipidos estaran
orientados de tal manera que la cabeza polar quede en contacto con el medio polar. Con un sistema
superficial de barrido, los fosfolipidos en la interface son aglomerados controlando la presién
superficial sobre el canal y posteriormente, el sustrato es emergido a una velocidad lo
suficientemente lenta como para permitir el acople de los fosfolipidos en la interfase al sustrato.
Este proceso de deposicion corresponde a la técnica LB y constituye el primer paso para la
formacion de la membrana (ver Figura 6.B) (Kurniawan et al., 2018). Para completar la bicapa,

se debe repetir el proceso, pero esta vez, el sustrato con la monocapa interior es sumergido al canal
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con los fosfolipidos para permitir el anclaje de la monocapa exterior (ver Figura 6.A). Por otro
lado, la técnica de deposicion por LS posee el mismo principio, pero la deposicion no se da por la
emersion/sumersion en vertical del sustrato, sino que éste es aproximado a la interfase de manera
totalmente horizontal (ver Figura 6.C). Generalmente, ambas técnicas se usan de la mano, es
decir, la monocapa interior es acoplada por LB y la monocapa exterior por LS con el fin de evitar

problemas de desorcidn al momento de acoplar la segunda monocapa por LB (M. Li et al., 2008).

Figura 6

Esquema representativo de los mecanismos de formacion de bicapas por metodologias de
Langmuir-Blodgett/ Langmuir Schaefer.
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Nota. Esquema representativo de los mecanismos de formacion de bicapas por: A) Inmersién
Langmuir-Blodgett, B) emersion Langmui-Blodgett y C) deposicion Langmuir-Schaefer.
Adaptado a partir de Ballesteros, (2012).

Si bien estas técnicas generan membranas lipidicas soportadas de alta calidad, es necesario
tener un control exhaustivo de pardmetros tales como la rugosidad, limpieza y velocidad de
aproximacion del sustrato, control constante en la presion superficial, fase lipidica, temperatura y

otras mas que sumadas a la sofisticada instrumentacion, hacen que esta via de formacion sea
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compleja (Kurniawan et al., 2018) y en adicién, se han reportado problemas en la asociacion
proteica en la membrana debido a su desnaturalizacién en la interfase aire — agua (Castellana &

Cremer, 2006).

4.4.3. Técnicas de caracterizacion de las SLB

La caracterizacion de las bicapas lipidicas soportadas esta enfocada principalmente en la
identificacion de la formacion de estas sobre un sustrato en especifico, es decir, en corroborar que
estan dispuestas sobre el sustrato de manera adecuada. Entre las técnicas reportadas en su estudio,
se destacan las técnicas ya mencionadas de microscopia, fluorescencia, dispersiones de rayos, etc.
Sin embargo, en esta area se destacan nuevas técnicas tales como la microbalanza electroquimica
de cristal de cuarzo (EQCM), la resonancia de plasmones superficiales (SPR), entre otras, las
cuales brindan informacion valiosa y precisa para el estudio de este sistema lipidico.

Tanto en EQCM como en elipsometria, es posible determinar la masa adsorbida sobre el
sustrato, es decir, hacer un seguimiento a la formacion de la bicapa ya sea monitoreando los
cambios en la frecuencia de oscilacion de un piezoeléctrico o por la variacion de los angulos
elipsométricos respectivamente (R. P. Richter & Brisson, 2005). Por otro lado, con la técnica de
SPR que hace uso de laseres de He-Ne que excitan las moléculas para emitir un espectro
caracteristico, permitiendo el seguimiento de la formacion de la bicapa (Tawa & Morigaki, 2005).
Finalmente, el AFM también permite una caracterizacion en tiempo real de la morfologia de la
bicapa formada, e inclusive su progresion desde vesiculas (Lind & Cardenas, 2016). Para mas
detalles sobre las estas y las técnicas mencionadas en apartados anteriores aplicadas a bicapas, ver

Apéndice C: técnicas de caracterizacion de bicapas lipidicas.
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Tablas

Técnicas implementadas en la caracterizacion de bicapas lipidicas soportadas.

Técnica de

R Principio Medicion Referencia
Caracterizacion

Microbalanza

L . Frecuencias de oscilacion de Masa adsorbiday  (Kanazawa
electroquimica de cristal

q un cristal de cuarzo disipacion de energia & Cho,
e cuarzo
2009)
: . . (R. P.
Cambio de los angulos Morfologia y masa i
. . . o . X Richter &
Elipsometria elipsométricos asociados a la adsorbida o Brisson
reflexion desorbida 2005)
. Excitacion de moléculas con  Morfologia y (Tawa &
Resonancia de plasmones 12 : I . aki
superficiales aseres y monitoreo de p_rc_)plede}de_s Morigaki,
espectro emitido fisicoquimicas 2005)
: . Fuerza de interaccion entre la (Lind &
Microscopia de fuerza - . .
L superficie y la punta de Morfologia y espesor  Cardenas,
atémica -
deteccion 2016)

5. Aplicaciones

Las membranas cumplen con un rol de suma importancia en los seres vivos al ser la capa
protectora y el soporte para las células, como también el ente regulador de muchos de los procesos
de intercambio y comunicacion de las células con el medio exterior, otras células, tejidos y
sustancias en su entorno cercano (Watson, 2015). Debido a su participacién en procesos tan
importantes de regulacion, control y comunicacion, las membranas se han establecido como
objetivos de investigacion claves para el entendimiento de dichos procesos, puesto que comprender
e interpretar su interaccion y funcionamiento, constituye la base para la formulacion de sistemas
de tratamiento que permitan controlarlos (Van Meer et al., 2008). Sin embargo, debido a la

complejidad y la basta cantidad de compuestos que conforman una membrana real, su estudio se
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dificulta en grandes proporciones, incentivando asi el traslado de estas investigaciones hacia
modelos més simples, pero con las caracteristicas esenciales para asegurar validez y aplicabilidad
en los sistemas reales, tales como los sistemas vesiculares y bicapas lipidicas soportadas. Gracias
a los estudios y avances logrados con estos sistemas, se ha extrapolado este conocimiento para
investigar los procesos basicos en los que la membrana celular interviene, mayoritariamente en
aras de formular tratamientos terapéuticos para procedimientos clinicos, terapias para el control y
recuperacion de enfermedades, biosensores para la deteccién de sustancias y como también el

transporte de compuestos activos de medicacion (Siontorou et al., 2017).

5.1. Estudio membranal

La membrana celular cumple diferentes actividades tales como permitir el intercambio de
sustancias, proteger y dar soporte a la célula y marcar el limite entre el medio intra y extracelular.
Toda aquella sustancia que intente ingresar o salir de la célula debe pasar por la membrana, la cual,
dependiendo de las necesidades celulares, afinidad y factores externos como pH o presion
osmotica, permitira o no el paso de tal compuesto. Por otro lado, la membrana no solo esta
compuesta por lipidos, sino que también estd constituida por proteinas, enzimas y canales de
intercambio que ademas de agregar complejidad a la membrana, cumplen funciones biologicas de
suma importancia tales como la autorregulacion, reparacién y comunicacion (Tanaka &
Sackmann, 2006), las cuales han sido objeto de estudio gracias a la implementacion de las

membranas artificiales.

Asimismo, la distribucion lipidica de la membrana no es ni homogénea, ni es la misma en
las monocapas tanto interior como exterior, sino que esta conformada por lo que se conoce como

canales 0o microdominios, los cuales afectan las propiedades fisicoquimicas de la membrana
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principalmente en su fluidez y permeabilidad, y propiedades bioldgicas al existir preferencias en
las interacciones entre las proteinas ancladas y moléculas del exterior. Con esto, se han llevado a
cabo estudios que han permitido evaluar tanto la funcionalizacién de la membrana con nuevas
proteinas, enzimas y deméas moléculas, con el fin de alterar la composicion local de la membrana
y asi promover el anclaje de nuevas sustancias, controlar y regular las funciones celulares y la

propagacion de mensajeros (Escriba et al., 2015).

En especifico, haciendo un seguimiento a el comportamiento membranal, se ha encontrado
evidencia que relaciona la proliferacién de células cancerigenas cuando la relacién de los
fosfolipidos presentes cambia (Escriba et al., 2015), la interaccion de &cidos grasos en la
modificacion de la superficie y fallos en organelos en enfermedades cardiovasculares (Gao et al.,
2020) y cambios en la fluidez membranal de las bicapas protectoras de las mitocondrias, las cuales
afectan el proceso de produccion de ATP y consumo de oxigeno reactivo, lo que conlleva a una
oxidacion lipidica, apertura de canales ionicos y dafios mitocondriales que desembocan en
enfermedades neurodegenerativas (Eckmann et al., 2013). Por otro lado, gracias a la flexibilidad
de la membrana al anclar nuevas moléculas, ha sido posible la evaluacion de canales de
intercambio i6nico y su papel en la regulacion celular al implementar sistemas membrana —
electrodos que permitan el rastreo de los iones al interior o exterior de la célula y el monitoreo de
proteinas ancladas a través de mediciones de resistencia e impedancia (Tanaka & Sackmann,

2006).

5.2. Biosensores

Como la membrana lipidica se postula como una plataforma ideal para el estudio e

interaccion de moléculas con enzimas, proteinas, péptidos, entre otras, se ha aprovechado esta
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posibilidad para formular sistemas que respondan a dichas interacciones y estimulos para asi llevar
un monitoreo de las funciones bioldgicas de la célula, los cuales son conocidos como biosensores.
Estas plataformas para la deteccion se basan en el anclaje de las moléculas de estudio hacia
ligandos previamente preparados, que con la interaccion liberan una sefial que relaciona la cantidad
de moléculas ancladas o presentes en el medio. Para esto, se hacen uso de biomarcadores que
pueden estar contenidos en el interior de un exosoma o una vesicula y al momento del anclaje, ya
sea por medios espontaneos o por estimulos externos, se liberan y son sensados a través de técnicas
de caracterizacion convencionales. Entre los marcados mas utilizados se encuentran aquellos que
provocan una sefial ya sea en intensidad de color, fluorescencia y de tipo electroquimica o

quimiluminiscente (Liu & Boyd, 2013).

Por otro lado, se han formulado detectores bioldgicos que permiten el monitoreo de iones
como Mg*2, Pb™ y Zn*2 en tiempo real en presencia de hormonas haciendo uso de células
manipuladas genéticamente en su superficie con cadenas de ADN especificas para dichos iones

(Qiu et al., 2014).
5.3.  Transporte y encapsulacion

La idea de tratar enfermedades a partir de la administracion de medicamentos
especificamente en la zona de afectacion ha venido en aumento debido a la posibilidad de
encapsular sustancias activas que controlen su proliferacion y crecimiento. Gracias a las cualidades
que ofrecen los sistemas membranales celulares, éstos se postulan como vehiculos para transportar
enzimas, material genético como ADN y ARN, medicamentos o nanoparticulas y asi, a través de

diversos mecanismos bioquimicos controlar la células o tejidos malignos (Chen et al., 2020).
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Dentro de las caracteristicas que poseen los sistemas membranales mas relevantes para la
encapsulacién de sustancias, se encuentra la afinidad estructural con el cuerpo humano, lo que le
confiere invisibilidad ante la accion del sistema inmune y largos tiempos de vida media dentro del
organismo (Luk et al., 2016). Por otro lado, sus caracteristicas morfoldgicas le permiten encapsular
gran variedad de sustancias tanto hidrofilicas como hidrofdbicas, selectividad al entregar
directamente la carga en los sitios especificos, funcionalizacion con material polimérico que
mejoran sus propiedades mecénicas y la capacidad de responder ante estimulos o interacciones
con otras moléculas, lo que permite controlar la carga y descarga de los principios activos (Tan et

al., 2015).

Una significante cantidad de sustancias han sido investigadas puesto que sus propiedades
para controlar enfermedades se ven mejoradas gracias a su encapsulacion, como el caso del
Doxorubicin, un medicamento altamente usado para tratar el cancer y que al estar encapsulado y
ser entregado directamente en la zona afectada, inhibe efectivamente el crecimiento e induce a la
apoptosis, es decir, a la muerte celular (Peng et al., 2015). Sin embargo, otras sustancias tales como
antifngicos, antipsicoticos e inclusive antibiéticos como la Azitromicina han sido estudiados
debido a su fuerte interaccion lipido-proteina en la membrana y su afinidad por dominios bajos en

esfingomelin y colesterol (Peetla et al., 2009).

De igual forma, los sistemas membranales permiten estudiar y formular nuevos
medicamentos terapéuticos a través de la evaluacion de factores como la toxicidad, bloqueos de
canales de intercambio, cambios de permeabilidad en la membrana al contacto con el
medicamento, coeficientes de particion para relacionar el nivel de encapsulacion logrado (Peetla

etal., 2009) y a su vez, se prestan como plataformas idoneas para evaluar parametros que aumenten
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la eficacia tanto de la encapsulacion como el tratamiento, tales como: Relacion lipido/droga, pH,
concentracion de sales y polaridad del medio, nivel de disociacion, carga e interaccion de los

potenciales medicamentos implementados (Zucker et al., 2009).

No solo los sistemas membranales tratados en esta revision son los utilizados para la
encapsulacién sino que también se estudian células directamente para aprovechar ain mas su
inmunocompatibilidad, como los globulos rojos, los cuales son tratados a través de métodos de
carga como los ya mencionados en apartados anteriores, es decir, a través de electroporacion,
6smosis, incubaciones y junto con otros, evaluar su efectividad y aplicabilidad en tratamientos

clinicos (Peng et al., 2015).

5.4. Simulacién

A pesar de contar con la variedad de técnicas de caracterizacion vesicular mencionadas
anteriormente, es gracias a la implementacion de determinados softwares o programas
computacionales que es posible comprender, describir y modelar no so6lo la estructura,
organizacion y el funcionamiento de la membrana celular, sino también los procesos a nivel
molecular que se llevan a cabo dentro de esta. Asimismo, las simulaciones representan puntos de
referencia para comparar el resultado de la fase experimental con respecto a la simulacion
realizada, de tal forma que sea posible realizar un analisis de los parametros experimentales

utilizados para posteriormente optimizar la experimentacion (Venable et al., 2019).

Los softwares son disefiados a partir de determinados algoritmos, que siguen leyes o reglas
en especifico modeladas matematicamente por ecuaciones diferenciales, en funcion de parametros
moleculares que a su vez dependen del tipo de proceso o analisis a implementar. Dentro de los

algoritmos de simulacion mas comunes, se encuentra la dindmica molecular, la cual es capaz de
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describir a resolucién atomica las interacciones entre la totalidad de los componentes del sistema
(Marrink et al., 2019), caracterizar propiedades mecénicas de la bicapa lipidica, analizar la
formacion de poros en la membrana, modelar e identificar la posicion y movimiento de proteinas
y lipidos membranales, etc. De igual forma, ademas de la caracterizacion anterior, fenémenos de
transporte y energia como calor, luz y sonido son descritos por algoritmos de simulacion como:
Monte Carlo, dindmica de Langevin, mecénica cuantica molecular, hidrodindmica de particulas
suaves, dinamica browniana y particula disipativa, que a su vez han sido implementados como
paquetes de simulacion en softwares como AMBER, CHARMM, NAMD, OpenMM, LAMMPS,
DESMOND, ESPRes- So y GROMACS (Bunea et al., 2020; Marrink et al., 2019; Xu et al., 2020),
los cuales se diferencian por las bases de datos, tiempo de equilibrio y parametros que cada uno
maneja, dependiendo de la cantidad y tipo de sustancias que consideren, familias de lipidos,
proteinas, acidos nucleicos, moléculas de medicamentos, etc. (Marrink et al., 2019). Por el
ejemplo, en el caso de estudio analizado por Venable et al., se implementa el software CHARMM,
el cual utiliza la variacion de permeabilidad entre solutos (Ley de Overton), la razén de flujo a
través de las membranas (La primera ley de Fick) o modelos de difusién molecular (Ecuacién de
Smoluchowski) para evaluar la permeabilidad de la membrana celular compuesta principalmente

por glicerofosfolipidos, en presencia de agua y oxigeno (Venable et al., 2019).

Por otro lado, la simulacion de procesos se ha usado no s6lo para comprender de manera
general el funcionamiento de la membrana celular sino también para analizar el efecto e interaccion
con otras sustancias externas, como ocurre en la encapsulacion y administracion de nanoparticulas
y medicamentos respectivamente. Ejemplo de ello, se evidencia en el estudio realizado por Pakdel
et al., en donde a partir del paquete de simulacion contenido en GROMACS 5.1.2 y partiendo de

dindmica molecular, se predice las interacciones entre el medicamento anticancer Doxorubicin
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con nanotubos de carbono de pared simple, y a través de dindmica molecular dirigida se analiza
la penetracidn del anterior sistema de encapsulacién en membranas de bicapa lipidica en presencia
y ausencia de Nicotina; todo esto con el fin de evaluar la capacidad de penetracion y administracion

de dicho medicamento intracelularmente. (Pakdel et al., 2020).

6. Conclusiones

Basados en la revisién bibliogréfica acerca del modelado de sistemas membranales
celulares, se llevd a cabo el estudio a profundidad de principalmente tres sistemas: exosomas,
cuerpos vesiculares y bicapas lipidicas, y que, junto con las técnicas de caracterizacion usadas,
propician una plataforma confiable y acertada para modelar y estudiar las membranas celulares
con alto nivel de rigurosidad, dadas sus caracteristicas fisicoquimicas y sus principios de
funcionamiento a pesar de sus fortalezas en cuanto a la estabilidad, sensibilidad y reproducibilidad,
y sus debilidades como afinidad, citotoxicidad, interferencias en las mediciones y complejidad en
la preparacion de las muestras. La importancia de su estudio se ve reflejado en la basta cantidad
de métodos de preparacion, purificacion y caracterizacion que se han formulado, puesto que su
uso combinado conduce a recrear, controlar y realizar seguimientos dindmicos de los sistemas que
permiten simular los comportamientos membranales de suma importancia bajo un punto de vista
practico, tales como sus interacciones con el medio, tejidos y otras células, fendmenos de

transporte, difusion de moléculas y afinidad biomolecular de anclaje.

Asimismo, la identificacion hecha de las aplicaciones refleja la importancia y la relevancia
del estudio de estos sistemas dado el potencial que poseen, principalmente en el &mbito clinico,
dado que conocer y comprender a profundidad los fendmenos asociados a las membranas, permite

abrir un camino para lograr manipularlas y controlarlas con el fin de formular tratamientos
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terapéuticos focalizados, terapias genéticas y servir como plataforma para la evaluacion de nuevos
farmacos y diagnostico para la identificacion temprana de enfermedades. A futuro, su estudio no
solo conduciria a un acercamiento a la realidad de dichos tratamientos, sino que contribuiria en
grandes avances en quimica biomolecular, ampliando asi el alcance y la aplicabilidad de esta
ciencia en nuevas tecnologias terapéuticas, y adicionalmente, fomentaria la investigacion hacia
sistemas no estudiados, tal como la posibilidad de funcionalizar y encapsular sustancias a partir de
bicapas lipidicas formadas por el rompimiento previo de exosomas mediante el control de

fendmenos de adsorcion/desorcion.
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Apeéndice

Apéndice A: Informacion complementaria para los sistemas exosémicos

Factores que alteran la biogénesis exosomal

Los mecanismos de biogénesis exosomal se ven alterados por diferentes factores: uno de
ellos es la forma de los lipidos presentes en la membrana, en el caso de los fosfolipidos como los
lisofosfolipidos o el acido fosfatidico; su forma cénica inversa promueve el mecanismo de
biogénesis (Pegtel & Gould, 2019?%; Egea-Jimenez & Zimmermann, 2018). Por otro lado, el tipo
de célula de origen altera la produccion de exosomas, tal como se evidencia en las células madre
mesenquimales, en donde la produccion de exosomas es significativamente mayor que la
produccidn dada a partir de células dendriticas inmaduras (Tian et al., 2014; Yeo et al., 2013). De
igual forma sucede con la presencia de diversos estimulantes, como los son los ionoforos,
encargados del transporte de cationes de calcio a través de la membrana exosomal, los cuales

inducen la secrecion de nanovesiculas extracelulares (Gurunathan et al., 2019; Yeo et al., 2013).

Contenido exosémico

Al ser nanovesiculas provenientes de células, son ricas en una amplia variedad de
moléculas (ver Figura A.2.1Nota. Esquema representativo de la composicion exosomal.). Segin un estudio
realizado en el 2016, se han reportado en total alrededor de 3000 proteinas presentes en diferentes
exosomas (J. Li et al., 2016). Cabe aclarar que, debido al tamafio de los exosomas, estos no pueden
contener una alta cantidad de proteinas como es el caso de los exosomas secretados por

presentadores de antigeno, los cuales contienen altos niveles de proteinas MHC de clase Il y
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proteinas co-estimuladoras, mientras que los exosomas liberados de otros tipos de células carecen

de estas proteinas (Pegtel & Gould, 2019b; Shenoda & Ajit, 2016).

Para comprender y profudizar ain mas en el contenido exosémico, éste se subdivide en dos

subtemas: la composicion de la membrana y la composicién interna del exosoma.

Composicion de la membrana. La membrana de los exosomas esta compuesta
principalmente por una bicapa de lipidos, en los cuales se encuentran ancladas covalentemente
diferentes tipos de proteinas que provienen de la membrana plasmatica de origen. De igual forma,
la corteza interna de los exosomas es rica en proteinas que unen sus colas citoplasmaticas entre si.
Los lipidos que se encuentran ubicados en la membrana del exosoma son los encargados de formar
la bicapa lipidica que representa la base de la membrana exosomal. Dentro de los lipidos reportados
se encuentran ES, CE, fosfatildicolina (PC), fosfatildiserina (PS), fosfatildietilamina (PE),
colesterol (COL), glicosilfosfatidilinositol (GPI) y gangliésidos (GL), dentro de los cuales PC, PE,
COL y GPI hacen parte de los lipidos que se comportan como punto de anclaje de algunas proteinas
(Pegtel & Gould, 2019a). En adicidn, cabe resaltar que segun lo reportado por varios autores, la
bicapa lipidica en su exterior estd formada mayoritariamente por PS y PE (Booth et al., 2006;
Dillon et al., 2000).

Dentro de los tipos de proteinas es posible encontrar proteinas periféricas, capaces de
transmitir sefiales complejas autocrinas y paracrinas como las proteinas de matriz celular y las
tetraspaninas (CD81, CD82, CD63, CD37), encargadas de aportar estabilidad a la membrana y de
la oligomerizacién de otras proteinas presentes en esta (Hemler, 2003; Pegtel & Gould, 2019a).
Asimismo, se encuentran proteinas internas aciladas como RAS, que desempefian un papel muy

importante en las rutas de transduccién de sefiales implicadas en el crecimiento y la diferenciacién
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celular (Dpto. Biogquimica y Biologia Molecular, n.d.), proteinas retrovirales, proteinas de
transporte, proteinas inhibidoras, integrinas e integrales, donde estas ultimas son las encargadas de

la adhesion y entrega sitio dirigida de las sefiales (Pegtel & Gould, 2019a).

Composicidn interna del exosoma. Al ser de origen celular, el exosoma internamente
contiene una amplia gama de moléculas dentro de las que se encuentran: enzimas, proteinas, acidos
nucleicos y material genético. Las enzimas son las encargadas del metabolismo y modificacion del
contenido exosomal, mientras que las proteinas son responsables de producir células cuando se
encuentran en un medio ambiente que provoca cualquier tipo de estrés (HSC70/HSP90)?, proveer
soporte interno en las células, organizar las estructuras internas e intervenir en los fendmenos de
transporte, trafico y division celular, regular la transduccion de sefales y localizar determinadas
moléculas en areas especificas de la célula oexosoma (Scaffolding, ezrin-radixin-
moesin (ERM)?)(Neisch & Fehon, 2011). De igual forma, el material genético correspondiente a
las cadenas de ARN y ADN provenientes de las células de origen son las encargadas de alterar la
expresion de una célula vecina y contener o expresar determinados genes (Pegtel & Gould, 2019a).

El contenido exosémico se analiza por medio de diferentes técnicas de caracterizacion,
donde es posible encontrar biomarcadores que pueden ser proteinas, lipidos, enzimas o material
genético. Los biomarcadores determinan el origen de las nanovesiculas, estableciendo si provienen

de células tumorales benignas o malignas, tejidos y determinados 6rganos, haciendo a estas

1 HSC70/HSP90: Proteinas de choque térmico.
2 ERM — Ezrin-radixin-moesin: Proteinas reguladoras de sefiales e intermediarias en la
interaccion de la membrana y corteza celular.
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nanovesiculas llamativas para la realizacion de diagndsticos clinicos y analizar el estado

patologico de su origen. (Gurunathan et al., 2019) (ver Figura A.2.2).

Figura A.2. 1.

Esquema representativo de la composicion exosomal.
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Maravillas-Montero & Martinez-Cortés, (2017); Gurunathan et al., (2019).

En la Figura A.2.2 es posible observar y relacionar algunos biomarcadores con su origen,
por ejemplo, en el caso en el que se encuentre la proteina tetraspanina CD81, se deduce que hay
fibrosis en el tejido o que hay sospecha de hepatitis C (Welker et al., 2012); asimismo, al detectar
la presencia de determinadas cadenas de mi-RNA, se puede inferir que se estan desarrollando
células cancerigenas en el pulmén, prostata, faringe, entre otros drganos, ya que este tipo de carga
participa activamente en procesos de metastasis y angiogénesis celular (Gurunathan et al., 2019;

Mitchell et al., 2008).
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Figura A.2. 2.

Esquema resumen acerca del contenido y biomarcadores exosomales.
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Métodos de obtencion de exosomas

Entre la variedad de técnicas reportadas en la literatura (ver Figura B.3.1.A) se destacan
las metodologias basadas en tratamientos de ultracentrifugacion, en donde la muestra es sometida
a fuerzas centrifugas hasta miles de veces el valor de la gravedad (Vaswani et al., 2019). Gracias

a la accion de esta fuerza sobre la muestra, ésta es separada en sus constituyentes en donde es
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posible la purificacion exosémica de lipoparticulas, complejos proteicos y contaminantes
presentes. Si bien se han reportado variaciones en la técnica como la ultracentrifugacion
diferencial, en donde la muestra es ultracentrifugada en varios pasos obteniéndose exosomas méas
puros, la técnica sigue presentando inconvenientes a la hora de postularse como candidata para
trasladarse a aplicaciones en tratamientos clinicos, debido a la cantidad excesiva de tiempo
empleado para lograr una purificacion aceptable y el alto costo de la instrumentacion involucrada

(P. Lietal., 2017).

Otras técnicas de purificacion se han propuesto con el fin de minimizar el tiempo empleado
en dicho proceso y reducir los costos de instrumentacion, como la ultrafiltracion, que se basa en
tamizado por tamafio a través de una membrana con tamarfios de poro desde la escala nanométrica
hasta la micrométrica. Esta técnica, separa los exosomas presentes en la muestra por su tamario, el
cual le permite atravesar el poro de la membrana y asi separarse de las demas sustancias presentes
(Lobb et al., 2015). Sin embargo, este tamizado no proporciona una separacion unica de los
exosomas de la muestra debido al pobre control que hay sobre las sustancias que pueden atravesar
la membrana, puesto que independientemente de que material sea, si posee un tamafio menor al
tamarfio de poro, éste se filtrara y reducira el nivel de pureza de los exosomas obtenidos (Zeringer

etal., 2015).

Nuevas técnicas han sido reportadas en la literatura para la purificacion exosémica tales
como la cromatografia por exclusion de tamafio o la precipitacion polimérica (en inglés, descritas
como Size-Exclusion Chromatography y Polymer precipitation), en donde estos son separados de
la muestra haciendo uso de geles filtrantes y polimeros respectivamente (Martins et al., 2018;

Vaswani et al., 2019). La separacion ocurre principalmente debido a que los exosomas son
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“atrapados” en las redes matriciales de las sustancias usadas. Segun lo enunciado en la literatura,
estas técnicas son candidatas especiales para trasladarse a aplicaciones clinicas debido a la
practicidad y nivel de pureza alcanzado, aunque por otro lado, las sustancias utilizadas en la
separacion deben ser previamente evaluadas, puesto que pueden quedar rezagos de estas en los
exosomas, que luego al entrar al cuerpo humano pueden aumentar la respuesta autoinmune

inutilizando el tratamiento (Ibrahim et al., 2014).

Las técnicas mencionadas son realizadas debido a las propiedades fisicas de los exosomas,
por lo otro lado, cada exosoma liberado por una célula tiene asociado consigo receptores
especificos los cuales son usados para guiarse y localizar los objetivos en donde deben llevar a
cabo el proposito de su segregacion; estos receptores en su membrana celular es la razon por la
cual es método de inmunoafinidad fue propuesto. Esta técnica aprovecha la afinidad bioquimica
que existe entre las proteinas receptoras presentes en la membrana exosémica y su respectivo
anticuerpo. Dependiendo de la naturaleza de los exosomas a purificar, pequefias perlas magnéticas
son recubiertas con anticuerpos con el fin de que cuando estén en contacto, los exosomas se
acoplen por la interaccion ligando — receptor para posteriormente ser separados del medio haciendo

uso de un campo magnetico externo (Greening et al., 2015).

Encapsulacion exosomica

Las teécnicas mencionadas fueron utilizadas por Sancho-Albero Maria et al. para el
encapsulamiento de nanoparticulas huecas de oro en exosomas producidos por células
cancerigenas, con el fin de evaluar su potencial uso en tratamiento de hipertermia gracias a que el
oro nanométrico absorbe radiacion infrarroja. Las nanoparticulas fueron sintetizadas vy

posteriormente cargadas por los diferentes métodos, obteniendo resultados de encapsulacion del:
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7% en electroporacion, 9,1% 18,2% en tratamiento de choque térmico, 13,7% y 16,4% en difusion
pasiva en ausencia y en presencia de detergentes. El uso de esta ultima sustancia en el medio de
carga promueve la generacion de poros por la interaccion con el colesterol presente en la
membrana. Adicionalmente, en dicho estudio hicieron uso de otras técnicas tales como la
sonicacioén, en donde por medio de ultrasonido lograron encapsular las nanoparticulas con una
eficiencia del 19,3%. Por otro lado, los autores reportaron una significante mejoria en la eficiencia
cuando pasaron de encapsular las nanoparticulas directamente en los exosomas a aplicar
tratamientos en las células excretoras. Al manipular inicialmente las nanoparticulas con moléculas
de polietilenglicol para formar un hibrido, éstas fueron incubadas en un medio en presencia de
células cancerigenas; posteriormente fueron aislados los exosomas y se determin6 una eficiencia

de encapsulacion por encima del 50% (Sancho-Albero, Encabo-Berzosa, et al., 2019).

Finalmente, un novedoso método de encapsulacion fue realizado en el 2019, en el cual
iones de paladio*? fueron tratados en incubacion - ultracentrifugacion con exosomas derivados de
células cancerigenas y que posteriormente fueron reducidos en una atmdsfera de CO, con el fin de
formar laminas nanoestructuradas de paladio®. Segun los autores, el sistema exosdmico reportado
posee caracteristicas terapéuticas atractivas para tratar el crecimiento de las células cancerigenas

parentales de los exosomas (Sancho-Albero, Rubio-Ruiz, et al., 2019).

Técnicas de caracterizacion exosémica

En la técnica de andlisis de seguimiento (NTA), las lecturas de distribucion de tamafio de
particulas en suspension se llevan a cabo a través de la luz dispersada por éstas y por su medida de
velocidad. Sus medidas estan intrinsecamente relacionadas con el movimiento Browniano que a

través de correlaciones y con ayuda del seguimiento analisis de imagenes obtenidas por un sistema
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microscopio-camara, se logran obtener medidas de distribucion e ilustraciones de la suspension.
Por otro lado, la técnica de dispersion dinamica (DLS) facilita la medicion con mayor sensibilidad,
basandose en las fluctuaciones de la intensidad de la luz dispersada por las particulas en
suspension. Sin embargo, no provee imagenes en tiempo real de la solucién analizada y en una
distribucion no homogénea de particulas, es decir, particulas de diferente tamafio se pueden inducir

errores en la medicién (Gurunathan et al., 2019; Szatanek et al., 2017).

La técnica de citometria de flujo como las 2 técnicas anteriormente mencionadas, también
se basa en la luz dispersada debido al movimiento browniano de las particulas, sin embargo, las
particulas medidas a través de esta técnica son marcadas con materiales fluorescentes, lo que
provee de informacion extra para la determinacion de la distribucion de tamafio. EI marcado de los
exosomas se da a través del uso de anticuerpos que logran acoplarse a través de las interacciones
ligando — receptor como se menciond en la técnica de purificacion de inmunoafinidad. Gracias a
esto, esta técnica no solo brinda informacion del tamafio sino también se logra identificar la
proveniencia de los exosomas estudiados, puesto que los anticuerpos usados son escogidos para
acoplarse a unos exosomas en especifico, dependiendo de la célula por la cual fueron producidos

(Szatanek et al., 2017).

En la técnica de deteccion de pulso (TRPS), el tamafio de los exosomas es correlacionado
con la resistividad que estos poseen al paso de la corriente eléctrica. Haciendo pasar las particulas
en suspension a través de un poro a escala nanométrica que permita el paso individual de los
exosomas entre dos electrodos por los cuales fluye corriente, se inducira una resistencia debido a
la obstruccion del flujo de electrones. La intensidad de la resistividad esta asociada con el tamafio

de la particula que ha pasado por el poro (Anderson et al., 2015).
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En AFM, los exosomas son suspendidos en un sustrato soporte y posteriormente, a través
de barridos de superficie, las lecturas morfoldgicas son tomadas en modo no contacto por el paso
de una punta fluctuante. Las fuerzas de Van der Waals provocadas por la interaccion entre la
superficie y la punta, son leidas a través de un sistema laser — fotodetector, lo que es correlacionado
para construir una imagen de la superficie analizada. Por otro lado, en TEM los exosomas son
bombardeados por un haz de electrones en vacio, obteniendo imégenes de alta resolucion con la
cual se pueden determinar los diametros, cargas y morfologia de los exosomas visualizados. Sin
embargo, los exosomas deben ser laboriosamente preparados para que la muestra sea utilizable
bajo las condiciones del microscopio, lo que puede inducir a cambios en sus propiedades; por esto,
se ha implementado esta microscopia bajo condiciones criogénicas con nitrégeno liquido, evitando
pasos en la preparacion de la muestra tal como la deshidratacion; este congelamiento provoca que

los exosomas mantengan su estado como si estuvieran en su medio natural (Szatanek et al., 2017).

En la Figura B.3.1A se destacan tanto los métodos de preparacion como caracterizacion

vesicular.
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Apéndice B: Informacion complementaria de los sistemas vesiculares

Factores que afectan la preparacion vesicular

El proceso de formacidn de vesiculas se ve afectado por una serie de parametros que alteran
la energia de borde y curvatura/flexion de la bicapa lipidica. Dentro de estos factores, la
temperatura juega un papel muy importante, ya que posee una relacion de proporcionalidad directa
con el tamafo vesicular, es decir, el aumento de temperatura ejerce un efecto positivo en la energia
de borde o capacidad de las colas hidrofobicas que forman la bicapa de estar presente en un medio
acuoso, haciendo que el disco de bicapa lipidica crezca aun mas, y en el punto en donde
termodinamicamente la energia de borde sea mayor a la energia de curvatura, el disco se doblara
y cerrara formando una vesicula de mayor didmetro. Por otro lado, la carga de los lipidos que
forman la bicapa contribuye a la carga superficial de la membrana vesicular, ya que una alta
concentracion de lipidos cargados genera la repulsion entre sus cabezas disminuyendo las
ondulaciones de lamembrana y aumentando la rigidez de las vesiculas. En adicion, la composicion
de los lipidos como en el caso del colesterol, aumentan la rigidez a la flexion de las membranas

con cadenas saturadas y monoinsaturadas (Chandra Has & Pan, 2020).

Métodos de preparacion de vesiculas

A medida que transcurren los afios, se han implementado diferentes técnicas de formacion
nanovesicular teniendo como base el método de autoensamblaje molecular (ver Figura B.3.1.A),
tal como el método de hidratacion lipidica, el cual posee una amplia gama de variaciones que
conducen a diferentes cepas de vesiculas. En general, este método esta basado en el crecimiento
vesicular a partir de una bicapa fosfolipidica ya formada por accion del medio acuoso.

Inicialmente, se deben disolver los fosfolipidos en solventes o mezclas de solventes organicos y
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posteriormente ser expuestos a una evaporacion a baja presion. Al evaporar los solventes, los
fosfolipidos se organizan en multiples bicapas en el fondo del recipiente. Finalmente, se debe
agregar un medio acuoso el cual se filtrara a través de la bicapa méas externa, despegéndola de las
demas y por medio del crecimiento descrito anteriormente y con ayuda de fuerzas mecanicas de
agitacion como la sonicacion, ésta cambiara su configuracion morfologica por aquella

termodinamicamente mas estable, es decir, en vesiculas (C. Has & Sunthar, 2020b).

Como se menciono, esta técnica posee variaciones metodoldgicas que se reflejan en el
tamarfio y la distribucion de las vesiculas obtenidas y como también, el nivel de encapsulamiento
alcanzado. Lo anterior se debe a que las vesiculas pueden ser cargadas en su interior con alguna
otra sustancia en el transcurso de su formacion. En este sentido, estas metodologias propuestas en
la literatura enuncian procesos de calentamiento funcionalizado con glicerol para aportar
estabilidad vesicular, cambios bruscos en el pH o choques osmoéticos en el medio con el fin de
romper y reestructurar vesiculas previamente formadas y a su vez, hidrataciones a temperaturas
criogénicas o a través de la formacion de emulsiones con cambios de los medio acuosos y aceitosos
usados. Todas estas variaciones metodoldgicas se traducen en diferentes tamafios vesiculares que

van desde 20 nm hasta varias unas pocas micras de diametro (C. Has & Sunthar, 2020b).

Por otra parte, otras técnicas de asistencia se han propuesto para el crecimiento vesicular
encadenado a la hidratacién, tal como el método de lecho empacado en la cual los fosfolipidos se
hacen pasar a través de un lecho con pequefias particulas de alimina, donde son adsorbidos y
posteriormente transformados en vesiculas al hacer pasar un medio acuoso (Sundar &
Tirumkudulu, 2014), el método de crecimiento asistido por gel con el cual se mejora la

transferencia de masa acuosa hacia los fosfolipidos con ayuda de polimeros, método de
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crecimiento por irradiacion, método de hidratacion sobre perlas de vidrio, método de
calentamiento, liofilizacion, entre otros mas (C. Has & Sunthar, 2020b). En adicién, se ha
reportado el crecimiento de vesiculas haciendo uso de microfluidos, con el fin de controlar la
formacion de las vesiculas debido a las pequefias muestras que son usadas. Sin embargo, estas
metodologias pueden presentan desventajas dependiendo de la naturaleza de los fosfolipidos
usados o demas factores que se discutirdn en la seccién posterior, que van desde bajo
encapsulamiento, contaminacion, baja reproducibilidad y poco control en la distribucion de

tamario (C. Has & Sunthar, 2020b).

En adicién al método de hidratacion, existe el método de formacion de vesiculas haciendo
uso de corriente eléctrica, conocido como electroformacion (Z. Wang et al., 2013); en este método,
los fosfolipidos son adecuados en multiples bicapas como ya se menciond, pero con la diferencia
que la transicién de bicapa a vesicula se da por la induccion de corriente eléctrica entre 2 electrodos
en un medio electrolitico. El transito de corriente a través de este sistema induce la formacién de
un campo eléctrico que reorienta y redistribuye las cargas presentes en la bicapa, haciendo que se
flexione y promoviendo la transfiguracion hacia las vesiculas. El tipo de corriente utilizado es
preferencialmente la corriente alterna puesto que genera burbujeo adicional en el medio, lo que
favorece el rompimiento de la bicapa en discos (C. Has & Sunthar, 2020b; Chandra Has & Pan,

2020).

Finalmente, el método de inyeccion de etanol se basa en la inyeccién de una solucion
organica (etanol/lipidos) a una solucién acuosa/buffer, bajo estrictos parametros de temperatura,
velocidad de inyeccion, velocidad agitacion, pH, viscosidad de la solucion acuosa, entre otros.

Asimismo, se han disefiado diferentes variaciones del anterior método, disefiando un sistema de
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microcanales con el fin de generar una interfase de transferencia de masa entre la solucion acuosa
y la solucidon orgénica de lipidos, logrando asi, la produccion de SUVs y LUVs con alta eficiencia
de encapsulacion. Gracias a sus resultados, este método ha sido modificado para llegar a ser un

proceso escalable industrialmente (Gouda et al., 2021).

Métodos adicionales de caracterizacion vesicular

La caracterizacion de las vesiculas no es tarea facil, debido a su tamafio nanométrico y
composicién quimica. Aun asi, se han reportado una variedad de técnicas con las que se puede
determinar la distribucién de tamafio, morfologia, composicidén quimica y entre otras propiedades

de interés dentro de este campo de estudio (ver Figura B.3.1.B).

Dentro de las técnicas de caracterizacion implementadas, se encuentran las técnicas de
microscopia tales como AFM, SEM y TEM (de Freitas, Calori, da Silva, et al., 2019; Reviakine &
Brisson, 2000). A través de ellas es posible obtener informacién morfoldgica, diametro y curvatura
vesicular gracias a las imagenes en alta resolucion y gran sensibilidad a tan pequefia escala. Por
otro lado, técnicas méas sencillas como la microscopia Optica han sido usadas para obtener
iméagenes a escala de las vesiculas apoyandose de materiales fluorescentes (Bhatia et al., 2015), es
decir, haciendo uso de marcadores, las vesiculas son tinturadas para mejorar la imagen obtenida a

través del microscopio y asi determinar su morfologia y su didmetro vesicular (Miele et al., 2020).

Por otro lado, investigadores reportan el uso de técnicas de dispersion de luz para conocer
la distribucion del tamafio de las vesiculas formadas en sus estudios como las que fueron
mencionadas en los exosomas. Sin embargo, la técnica mas reportada es la dispersion dinamica

de luz (DLS), con la cual es posible determinar con una alta sensibilidad los diferentes posibles
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tamafios de las vesiculas dispersadas en solucion (de Freitas, Calori, Tessaro, et al., 2019;

Kandsova & Nesmérak, 2017).

Para caracterizar las vesiculas y la bicapa fosfolipidica de la cual estan formadas, se han
utilizado técnicas de dispersion de rayos X y de neutrones (Kucerka et al., 2007), (Nickel, 2008).
Estas técnicas se basan en la cuantificacion de la intensidad de un haz de rayos X / neutrones al
interaccionar con las moléculas de los fosfolipidos que constituyen el cuerpo de las vesiculas,
proveyendo informacion de interés en cuanto a cristalinidad, espesor y composicion de la bicapa
(Lind & Cérdenas, 2016). La técnica de dispersion de neutrones se superpone por encima de la de
rayos X debido a que estos son capaces de atravesar mas profundamente y con mayor facilidad las
moléculas de la bicapa aun estando en solucion (Kucerka et al., 2007). Otras técnicas para
caracterizar la composicion de la membrana y la presencia de dominios lipidicos son los diferentes
andlisis de resonancia magnética nuclear: basada en la deteccién de fosforo (Picas et al., 2009),

hidrégeno (o protdnica) y carbono (Miele et al., 2020).

En la Figura B.3.1.B se destacan tanto los métodos de preparacién como caracterizacion

vesicular.
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Figura B.3. 1.

Esquema resumen acerca de A) los métodos de obtencidn y caracterizacion exosomal. B) los

métodos de preparacion y técnicas de caracterizacion vesicular.
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4 A\ b nuclear yrayos X
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Nota. Adaptado de A) (Vaswani et al., 2019; Lobb et al., 2015; Martins et al., 2018; Vaswani et
al., 2019 Lamichhane et al., 2015;Gurunathan et al., 2019); Szatanek et al., 2017; Anderson et al.,
2015). B) Reviakine & Brisson, (2000); ; Kucerka et al., (2007); Nickel, (2008); Bhatia et al.,
(2015); Kanasova & Nesmérak, (2017); de Freitas, Calori, da Silva, et al., (2019); Chandra Has &

Pan, (2020); C. Has & Sunthar, (2020); Miele et al., (2020).
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Apéndice C: Informacion complementaria de bicapas lipidicas

Factores que alteran la formacidn de bicapas lipidicas

El método de fusion de vesiculas a pesar de poseer las ventajas expuestas, tiene ciertas
restricciones con respecto a la naturaleza de los componentes lipidicos que la conforman. De
manera andloga a los factores que alteran la preparacion de vesiculas, ciertos parametros
experimentales influyen en la formacion de SLB, tal es el caso de la temperatura, pH, fuerza ionica,
estrés osmatico, naturaleza de soporte, concentracion lipidica y tamafio vesicular (Hardy et al.,

2013).

La temperatura juega un papel muy importante en la estabilidad de las vesiculas como en
la formacidn de las bicapas lipidicas soportadas, ya que, si la temperatura supera la temperatura de
transicion (Tm) de los lipidos que la conforman, las vesiculas seran inestables debido a que se llega
a una fase fluida desordenada, de tal forma que las vesiculas alcanzan el valor de cobertura
vesicular critica en menor tiempo, favoreciendo asi su deformacion y posterior formacién de SLB.
Por el contrario, si al obtener la SLB se disminuye la temperatura por debajo de la T, se obtendra
una bicapa lipidica de mayor rigidez y estabilidad. Cabe aclarar, que la temperatura de transicion
depende de la naturaleza de la mezcla de lipidos implementados en la preparacion de las vesiculas

(Hardy et al., 2013; Y. Wang et al., 2016).

Al alterar el pH de la solucion buffer en la que se encuentran las vesiculas, se disminuyen
las fuerzas electrostaticas de repulsion entre las cabezas lipidicas de la superficie de la membrana,
promoviendo la atraccion entre la superficie del soporte y las vesiculas, como su deformacion y
posterior ruptura, dando lugar a la formacion de SLB. De igual forma ocurre con la fuerza ionica

de la solucion buffer; siendo ésta alterada por una minima concentracion de cationes divalentes
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como Mg?*, Ca?* 0 Sr?*, los cuales se adsorben en la superficie del grupo de la cabeza hidrofilica,
aumentando el potencial de la superficie lipidica y las fuerzas de atraccién entre las vesiculas y el
sustrato solido de carga negativa (Dacic et al., 2016; Hardy et al., 2013; Reviakine & Brisson,
2000). Por otro lado, al generar un gradiente de fuerza idnica a través de la membrana vesicular e
implementar vesiculas de menor tamafio (50-100nm), aumenta la tension de la membrana,
promoviendo una diferencia en la presion osmotica que da lugar a la ruptura de las vesiculas y por

consiguiente a la fusion y formacion de SLB (Hardy et al., 2013; Seantier & Kasemo, 2009).

Por otro lado, la naturaleza del soporte desempefia un papel indispensable en la formacion
de bicapas, ya que es sobre la superficie de éste donde se llevara a cabo su proceso de formacion,
razén por la cual es importante conocer sus propiedades como la rugosidad, hidrofilicidad, carga
superficial, entre otras. Con respecto a la rugosidad, segun lo reportado en R. P. Richter et al., la
formacion de bicapas lipidicas se ve afectada a nivel nanométrico por la rugosidad del soporte, no
obstante, segin un estudio realizado por Mornet et al. se determin6d que la bicapa se acopla
idealmente a la superficie de una particula de silice, ain en los lugares en donde se encuentran

pequefias rugosidades a escala nanométrica (Mornet et al., 2005; R. Richter et al., 2003a).

Como se menciond anteriormente, las propiedades fisicoquimicas de la superficie del
soporte como la carga y la afinidad con agua o hidrofilicidad, propician la adhesion, movilidad y
adsorcion vesicular, fendmenos claves en el proceso de ruptura y fusion; tal es el caso de soportes
como silice y mica, en donde los parches bicapa formados sobre la superficie de silice presentan
ciertas restricciones de deslizamiento y movilidad, en comparacién con la facilidad en el
deslizamiento y desplazamiento presentada sobre los soportes de mica; esta facilidad genera la

induccidn de estrés adicional a la cobertura vesicular critica, propiciando el proceso de ruptura
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vesicular (R. P. Richter et al., 2006; R. P. Richter & Brisson, 2005). Asimismo, algunos autores
reportan que soportes como el Au, SrTiO2, TiO; y Pt desfavorecen el proceso de ruptura y fusion,
dejando asi a soportes a base de silicio (SiO-, SisN4, vidrio, entre otros) y mica como los méas
implementados por este método, por presentar menos dificultades para llevar a cabo los fendémenos
de adhesion, adsorcién y movilidad vesicular (C. A. Keller et al., 2000; C. A. Keller & Kasemo,
1998). Sin embargo, cabe resaltar que se han realizado algunos estudios en donde se lleva a cabo
el método de fusion vesicular en soportes como Au y TiO2, manejando estrictamente algunos de
los factores externos mencionados con anterioridad, como la fuerza electrostética,
funcionalizacién de superficie y bajo la presencia de diferencias de potencial por medio de campos
eléctricos (Rossetti et al., 2005; Zawisza et al., 2007). Actualmente, se han implementado nuevos
tipos de soportes mecanicamente estables con la habilidad de reducir las limitaciones de adsorcién,
como lo son los materiales porosos, polimeros, aerogeles, xerogeles, cristales coloides, entre otros

(Goksu et al., 2010).

Modificaciones del método de fusion vesicular

A medida que transcurre el tiempo, se han realizado modificaciones a este método con el fin de
aumentar su efectividad y los tipos de soportes que se pueden utilizar; una de ellas, denominada
fusién inducida por bordes bicapa, consiste en implementar varios micro canales fluidicos,
encargados de transportar solucién de vesiculas hacia el soporte sélido donde se encuentra la
bicapa, gracias a la fuerza hidrodinamica se produce la colision entre vesiculas-bicapa propiciando

asi la formacion de SLB uniforme de mayor tamafio (Hardy et al., 2013).

Por otra parte, con el fin de ampliar la gama de soportes implementados en el método de

fusion vesicular, segun lo propuesto por Cho et al. y Hardy et al., es posible inducir esta
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fusion a partir del contacto entre la membrana lipidica Yy determinada concentracion
de péptidos anfipaticos virales (AH) en sustratos de Au, TiO,,
Cr y superficie polimérica de Nafion (Cho et al., 2007; Hardy et al., 2013); esta modificacion
requiere que las interacciones soporte-vesicula sean significativamente fuertes, para formar una
monocapa en la superficie del soporte y resistir un lavado con solucién buffer con el fin de eliminar
el exceso de vesiculas en la superficie, por lo cual Mager & Melosh, proponen la
siguiente modificacion, que requiere de menor energia de adhesién entre vesicula-soporte,
denominada deposicion por colapso de burbujas (BCD): en un soporte de alimina (Al203), se
fomenta la formacion de SLB a partir de una monocapa de lipidos soportada en una burbuja de
agua; esta burbuja se deposita sobre el soporte sélido para posteriormente con la aguja eliminar el
aire contenido en la burbuja y formar la bicapa lipidica sobre la superficie del soporte (Hardy et

al., 2013; Mager & Melosh, 2007).

Técnicas de caracterizacion de bicapas lipidicas

Dependiendo del principio por el cual estd basado la técnica de caracterizacion, se pueden
obtener diferente informacion acerca de las bicapas. En el caso de los métodos Opticos, estos
proveen informacién relacionada con la masa seca adsorbida o desorbida, tal como es el caso de
la técnica de Elipsometria, en donde un haz de luz es polarizado elipticamente al ser reflejados en
una superficie. La medida del cambio de los angulos elipsométricos asociados a la reflexion, brinda
informacion acerca de la presencia de pequefias capas adsorbidas sobre la superficie de estudio a
través del tiempo. Esta capacidad de medicion en tiempo real proporciona a la técnica ventajas
para monitorear la formacion de la bicapa sobre el sustrato y en adicion, detectar si la bicapa
formada es estable, es decir, que no ocurran procesos de desorcion del material (R. P. Richter &

Brisson, 2005).
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Si bien en los apartados anteriores se mencionaron las técnicas de reflexometria de rayos
X'y de neutrones para la caracterizacion de vesiculas, estas técnicas también son aplicadas en el
area de las bicapas. Rayos x / neutrones monocromaticos son disparados sobre las bicapas que,
dependiendo del &ngulo de incidencia y de las multiples reflexiones y transmisiones, se obtiene
espectros de intensidad que son asociados a la profundidad de los perfiles de densidad de electrones
/ neutrones (Nickel, 2008). Estas densidades estan relacionadas directamente a la estructura
quimica, espesor, distribucion y composicion lipidica de la membrana. Como explicacion, se
reporta que éstas técnicas han sido Utiles para la identificacion de perfiles de composicion en la
formacion de bicapas a partir de la fusion de vesiculas, las cuales no necesariamente presentan la

misma distribucion de fosfolipidos en la bicapa que en la vesicula (Lind & Céardenas, 2016).

En adicidn, otra técnica Optica utilizada en el estudio de las bicapas es la resonancia de
plasmones superficiales (SPR, por sus siglas en inglés), en donde un laser de He-Ne incide sobre
la muestra, excitando las moléculas y reflejando un espectro caracteristico que es monitoreado por
un fotodiodo. Cuando se producen cambios en el area de impacto, el espectro SPR es desplazado,
por lo que resulta util en la deteccion de la formacion de una bicapa (Tawa & Morigaki, 2005). La
técnica SPR ha sido utilizada para obtener informacion acerca del espesor de la bicapa
principalmente, sin embargo, la energia entregada por el laser puede excitar no solo a las moléculas
presentes en el objetivo, sino que también mejora las propiedades fluorescentes de algunos
materiales. El aprovechamiento de la fluorescencia con la resonancia de plasmones desemboca en
la técnica reportada como resonancia de plasmones superficiales fluorescentes o SPFR. Gracias a
esta union, es posible caracterizar la morfologia de la bicapa y sus propiedades fisicoquimicas
dependiendo de las mediciones de intensidad fluorescente detectada (Tawa & Morigaki, 2005).

Por otro lado, otra mejora a la técnica SPR es la reporta por Parkkila et al., en donde gracias a
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modelos y software sofisticado como el “Fresnel — layer Analysys” es posible determinar
propiedades Opticas, indices de refraccion, entre otras propiedades de la bicapa (Parkkila et al.,

2018).

Entre las técnicas de microscopia, la mas usada es la microscopia de fuerza atomica, la
cual ya fue expuesta en apartados anteriores. En el campo de las bicapas, esta técnica provee
informacidn relevante puesto que es posible visualizar como es la interaccion, formacion y
estabilidad de la bicapa (Lind & Céardenas, 2016). En el caso de la formacidn a partir de vesiculas,
el microscopio puede detectar la morfologia de las vesiculas que son adsorbidas y a través de
imagenes continuas, verificar su transformacién por rompimiento hacia las bicapas, ya sea por su
fusion con vesiculas continuas o por coalescencia, es decir, que discos ya formados rompan
vesiculas adyacentes. Su aplicabilidad en esta area es fundamental para el estudio de las bicapas
por la informacion morfoldgica que brinda, sin embargo, posee limitaciones a nivel instrumental
dado que, para monitorear la formacion de las bicapas es necesario que la celda usada en la
deteccion sea operable en flujo continuo, es decir, la solucion con lipidos debe ser inyectada y
extraida continuamente con el fin de que exista la adsorcién sobre el sustrato, lo cual dificulta la
lectura de la muestra (R. Richter et al., 2003b). Por otro lado, otros parametros deben ser
minuciosamente definidos, en especial el modo y velocidad de lectura y la fuerza de interaccion
entre la punta y la muestra, puesto que se puede dar el caso en que la punta induzca al rompimiento

de las vesiculas en la deteccion (R. P. Richter & Brisson, 2005).

Por altimo, la técnica tanto méas reportada como con mas importancia en el estudio de las
bicapas es la microbalanza electronica de cristal de cuarzo (EQCM). Esta técnica esta basada

principalmente en el funcionamiento de su sensor, un piezoeléctrico que oscila a una determinada
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frecuencia base que es funcién de las propiedades del material tales como la densidad y de la
geometria del mismo como el espesor. Esta oscilacion se debe a que el sensor estd en medio de
dos electrodos los cuales lo excitan a través del paso de corriente eléctrica. Debido a esto, cuando
algin material es depositado sobre la superficie del sensor, la frecuencia entregada varia y esta
correlacionada con la masa adsorbida sobre él (Kanazawa & Cho, 2009). Gracias a este
comportamiento, la microbalanza permite la identificacion en tiempo real de la formacion de las
bicapas sobre el sensor, es decir, a través del monitoreo en el tiempo de los cambios en la
frecuencia de oscilacion, se determinan los procesos de adsorcién y rompimientos de vesiculas y
formacion de bicapas. Por otro lado, la medicion de la frecuencia no es lo Unico medido por el
equipo, sino que también existe otro pardmetro importante llamado disipacion, asociado a la
energia disipada y almacenada por el sistema sensor — material de estudio cuando la corriente
eléctrica es apagada. Con esto, es posible determinar andlogamente si el material adsorbido son
vesiculas o si son bicapas (Biolin Scientific, n.d.). En conclusion, a través de los cambios en
frecuencia y en la disipacion en el tiempo se determinan la adsorcion de las vesiculas, su
interaccion con la superficie del sensor, su rompimiento y su transformacion hacia bicapas

lipidicas estables.

Dado que la deposicion de las vesiculas fosfolipidicas se dan sobre la superficie del sensor
y estos estan hechos de materiales especificos, R. Richter & Brisson disefiaron una metodologia
para recubrir ingeniosamente los sensores con mica, un sustrato que posee caracteristicas atractivas
por su afinidad con los fosfolipidos. Este recubrimiento descrito en su trabajo se da bajo un
minucioso cuidado con el fin de no alterar el funcionamiento del sensor (R. P. Richter & Brisson,

2004).



MODELADO DE SISTEMAS MEMBRANALES CELULARES

Figura C.3. 1.

Esquema resumen de las técnicas de caracterizacion SLB.

BICAPA LIPIDICA

TECNICAS DE CARACTERIZACION

Micro balanza electroquimica de cristal de cuarzo
(EQCM)

Elipsometria
Reflexometria de rayos X y de neutrones
Resonancia de plasmones superficiales (SPR)
Microscopia de fuerza atémica (AFM)

Microscopia de fuerza atémica de flujo continuo
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Nota. Autores de la revision bibliografica basados en (R. P. Richter & Brisson, 2004; R. P. Richter

& Brisson, 2005; Tawa & Morigaki, 2005; Kanazawa & Cho, 2009; Nickel, 2008; Lind &

Cérdenas, 2016; Parkkila et al., 2018).



