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Moédulo de viscosidad
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Abstract

In this thesis we studied the surface properties of lipid mixture DPPC/POPC,
motivated by the biological interest that this mixtures represent, given its impor-
tance as a main component in lung surfactants. In this work, we utilized the expe-
rimental technique of Langmuir monolayers as a model of phospholipid membranes
at the air/water interface. We performed oscilatory compression cycles to obtain
the dilatational rheology from the model membranes, and olso to obtain informa-
tion on the mechanical response of membranes under dilatational strain. The most
important result, was the unexpected negative elastic modulus. These restults were
interpreted assuming a cooperative interaccion betwen DPPC and POPC molecules
that favors the formation of domains, and due to the irreversibility of compression
cycles applied to the model membrane.

Keywords: model lung membranes, compress rheology, negative elasticity.

Resumen

En el presente trabajo de tesis, se estudiaron las propiedades superficiales de
la mezcla de lipidos DPPC/POPC siguiendo el interés biolégico que esta mezcla
presenta, dada su importancia como el principal componente del surfactante pulmo-
nar. En este trabajo, se utiliza como modelo de membrana fosfolipida en la interfase
aire/agua la técnica experimental de la balanza de Langmuir para investigar las
propiedades superficiales de la membrana. Realizamos ciclos de compresion oscila-
toria para obtener la reologia dilatacional de las membranas modelo, y también para
obtener informacién sobre la respuesta mecanica de las membranas después de una
deformacion dilatacional.

La caracteristica mas importante obtenida en estas mediciones, fue que los
modulos de elasticidad tomaran valores negativos. Estos resultados fueron interpre-
tados asumiendo una interaccion cooperativa entre las moléculas de DPPC y POPC
que propicia la formacién de dominios.

Palabras clave: membranas pulmonares modelo, reologa de compresin, elas-
ticidad negativa.



Introduccion

En el presente capitulo se presentan las distintas motivaciones por las que se
eligio estudiar la mezcla particular constituida por los fosfolipidos dipalmitoilfos-
fatidilcolina (DPPC) y 1-palmitoil,2-oleil fosfatidilcolina (POPC), tanto desde los
puntos de vista fisiolégico y médico, como desde el punto de vista de la ciencia basi-
ca. Finalmente se discute brevemente sobre la diferencia estructural entre ambos
lipidos.

0.1. Motivacion por la monocapa mixta DPPC-
POPC

0.1.1. Interés fisiologico por el DPPC y POPC

Cientos de lipidos pueden ser encontrados en cantidades diferentes en los siste-
mas biolégicos, como en los organelos celulares, en las membranas celulares y en el
tejido adiposo. Una funciéon importante desempenada por los lipidos es la de surfac-
tante pulmonar, en donde una capa lipida se encarga de definir la interfase aire/agua
dentro de los pulmones permitiendo la respiracién. Existen dos etapas de interés en
la funcién del surfactante pulmonar:

i) La conversién de las bicapas vesiculares en una capa interfasial resis-
tente al colapso.

Dentro de los pulmones, existen unas céculas especializadas (pneumocitos ti-
po II) en sintetizar moléculas lipidas y proteinas que posteriormente secretan en
forma de cuerpos lamelares (multicapas); formando una mezcla conformada por,
aproximadamente:

s 80 % fosfolipidos, de los cuales 30-40 % es DPPC.



s 5-10 % compuestos que contienen colesterol.

s 5-10 % proteinas surfactantes.

Esta mezcla es adsorbida (mediante un proceso atin desconocido) por la interfase ai-
re/agua en los alveolos. Las cantidades de la mezcla que secretan los pneumocitos es
bien conocida, pues se ha obtenido directamente mediante lavados broncoalveolares
(ver [9] y referencias dentro). Sin embargo, poco se conoce sobre la interfase ai-
re/agua, lo més aceptado es que estd conformada por un surfactante rico en DPPC,
puesto que éste es el tnico capaz de resisitir las altas presiones superficiales (46
mN/m a temperaturas fisiolégicas) que experimenta el surfactante pulmonar duran-
te la exhalacién sin llegar al punto de colapso [9]. Esta propiedad la adquiere gracias
a que, por ser un fosfolipido saturado, su temperatura de fusién es alta (41°C), por
lo que a temperatura fisiologica presenta una fase tipo gel. Mas atn, la resistencia
al colapso implica estructuras con la rigidez de una capa en estado sélido. Se sabe
ampliamente que el DPPC presenta estructuras muy ordenadas en estas condicio-
nes y que resiste altas presiones antes del colapso [3, 11]. Otra propiedad tnica del
DPPC de interés fisiologico, es la de reducir la tension superficial a valores cercanos
a cero [2]. Esto tiene interés fisiolégico puesto que una tension superficial baja en
los alveolos implica que el surfactante es estable [9].

ii)La redistribucién del surfactante

Durante la inhalacién, el surfactante pulmonar necesita redistribuisre en la
monocapa, implicando deformaciones y flujo del tipo de cizallamiento, para lo cual,
deberia ayudarse de otras fosfatidilcolinas insaturadas (como el POPC) y otros lipi-
dos surfactantes que disminuyan la temperatura de transicién de la mezcla ayudando
a que sea mas fluida [2]. De ahi el interés por estudiar las mezclas del DPPC con
otros fosfolipidos, dcidos grasos y lipidos neutrales. Lo mas deseable es que se llegue
a conocer la funciéon de cada uno de los otros componentes lipidos en el surfactante,
por lo que es importante estudiar las distintas mezclas. Tal como se comenta en [20],
trabajos recientes apuntan al hecho de que las capas lipidas presentan viscosidad,
propiedad que puede contribuir a su gran estabilidad. Por esta razon es de gran
importancia conocer también las propiedades dindmicas de estas mezclas de lipidos
en la interfase aire/agua.

Interés médico

Un objetivo adicional al de entender el mecanismo molecular asociado a la
funcién del surfactante, es el de definir los requerimientos minimos en la composicion



0.1. MOTIVACION POR LA MONOCAPA MIXTA DPPC-POPC

de un surfactante terapéutico efectivo. Una de las mayores causas de mortalidad
en recién nacidos, es la del sindrome de dificultad respiratoria infantil (IRDS por
sus siglas en inglés), que es debida a que los pulmones de los bebés prematuros
todavia no producen la cantidad necesaria de surfactante, puesto que dicho sistema
culmina su desarrollo en las ultimas semanas de gestacion. También se presentan
casos de dificultad respiratoria aguda (ARDS por sus siglas en inglés) causada entre
otras cosas, por un mal funcionamiento del surfactante pulmonar, el cual produce la
filtracién de componentes sanguineos a las vias respiratorias, para finalizar en una
insuficiencia respiratoria grave. Aunque ya existen surfactantes exdgenos para tratar
el IRDS y forman incluso parte de la rutina en la practica terapéutica, no se tienen
surfactantes efectivos para tratar el ARDS (ver [19] y referencias dentro), lo cual
nos invita a tener una comprensién méas amplia del surfactante pulmonar, tanto de
sus propiedades quimicas, como de sus propiedades mecanicas y termodinamicas.

0.1.2. Interés en el efecto de la insaturaciéon y en la diferen-
cia de tamano de las cadenas de hidrocarburos

Es clara la importancia biolégica del DPPC y sus mezclas con otros fosfolipi-
dos, sin embargo, es necesario justificar las razones por las que se eligié la mezcla
particular DPPC-POPC. El POPC es un fosfoliipido estructuralmente muy similar
al DPPC, salvo porque contiene una cadena insaturada (con un enlace doble entre
carbonos, como se verd en el capitulo de materiales y métodos) en uno de los dcidos
grasos que lo componen. Esta caracteristica de insaturacion disminuye su punto de
fusién, de manera que en esta mezcla especial, coexisten la fase en gel del DPPC
y la fase liquida del POPC, aparentemente formando dominios. La reologia de es-
ta mezcla no se ha reportado en la literatura y es poco lo que se conoce sobre el
efecto de la insaturacion en las mezclas de lipidos. Es también importante enfatizar
una diferencia importante mas: el largo de las cadenas de carbono no es el mismo;
los 4cidos grasos que contiene el DPPC (acidos palmiticos) tienen cadenas de 16
carbonos, mientras que el POPC contiene una cadena de acido palmitico y una de
acido oleico, la cual consta de 18 carbonos. Esta diferencia en el largo de las cadenas
también es un factor a tomar en cuenta en el comportamiento de la monocapa.
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Capitulo 1

Conceptos Fundamentales

1.1. Termodinamica de las superficies

1.1.1. Conceptos de superficie e interfase

En la fisica de superficies, se atiende a las propiedades debidas a la formacion de
la zona intermedia entre dos estados de agregacion de una misma sustancia, o bien,
entre dos sustancias con diferentes propiedades moleculares; estén o no en el mismo
estado de agregacién. Dicha zona intermedia es lo que se conoce como interfase,el
cual es un concepto mas bien matematico, que ayuda a entender el sistema desde
el punto de vista macroscépico. Lo que a simple vista puede parecer una superficie
delgada, con un perfil de equilibrio bien definido, a nivel molecular es una regiéon
con gran agitacion. Un liquido coexistiendo en el equilibrio con su fase gaseosa
tendra en la interfase un intercambio balanceado de moléculas de la fase liquida
a la fase gaseosa con aquellas que condensen de la fase gaseosa a la fase liquida.
Habré también moléculas moviéndose hacia capas profundas del liquido y otras que
suben a la “superficie”. Asi, la densidad promedio de particulas del sistema (o la
concentracion si es una mezcla), varia de manera continua al pasar de una fase a
otra o de un medio a otro. Debido a esta falta de fronteras definidas en la region
interfasial, se hace necesario inventar una division matemaética de la superficie. La
definicion termodinamica de la superficie es la siguiente: se asignan las cantidades
termodinamicas extensivas a cada fase asumiendo que estas no cambien salvo en la
region superficial. Los valores del sistema como un todo no seran iguales a la suma
de las cantidades de cada fase; la diferencia entre estas y los valores totales seran
consideradas como cantidades termodindmicas propias de la regién superficial. Es
decir, si definimos V', u, S y n como volumen, energia, entropia y niimero de moles,



1.1 Termodinamica de las superficies

respectivamente, tenemos:

V=Vt Vi (1.1)
u=u"+u’ +u. (1.2)
S =9%+57+ 8. (1.3)
ni:n?+nf+n§’. (1.4)

Donde los superindices v y 3 se refieren a las dos fases en contacto inmiscible y las
cantidades con superindice o son referidas a la interfase [1].

1.1.2. Tension superficial

Abordemos el tema primeramente desde un punto de vista molecular. Como
ejemplo de explicacion, consideraremos la interfase aire/liquido, la cual es la que
concierne a este trabajo. Dentro de un liquido, las moléculas tienen cierta atraccion
entre ellas'. La forma de esta atraccién depende de las propiedades de la sustancia.
En el agua, las fuerzas de los enlaces hidrégeno tienden a configurar redes hasta
cierto punto bien definidas, de manera que la fuerza neta en cada molécula (inmer-
sa en el volumen del liquido) es nula, puesto que experimentan fuerzas atractivas
hacia todas sus moléculas vecinas, es decir, hacia todas direcciones (ver figura 1.1).
Las moléculas que se encuentran en la superficie del liquido experimentan un des-
equilibrio de fuerzas debido a que no son atraidas hacia todas direcciones, sino que
tienen mayor atraccién hacia la regiéon liquida que hacia la region gaseosa, en la cual,
las moléculas estdan muy separadas unas de otras y su interaccion con ellas es mas
débil. Por esta razdn, la fuerza neta atractiva estara dirigida preferentemente hacia
la regién liquida. Por lo tanto, la interfase aire/agua tenderd a minimizar su érea y
consecuentemente se contraera.

Macroscépicamente, lo que se observa es una fuerza que tiende a contraer la super-
ficie. Considerando que esta fuerza sea uniforme en una regiéon de la superficie, es
conveniente definir una densidad de fuerza por unidad de longitud . Esta densidad
de fuerza es lo que se conoce como tension superficial. El concepto macroscépico se
comprende mejor mediante el siguiente ejemplo cotidiano: consideremos una pelicula
de jabdn estirada sobre un marco delgado con un lado mévil (figura 1.2).

LAqui la palabra atraccion se refiere a las interacciones del tipo de potencial a pares w(r), que
son principialmente de naturaleza electrodindmica (interaccién carga-carga, carga-dipolo, dipolo-
dipolo) y cudntica (enlaces covalentes). En el caso del agua, juegan un papel importante los efectos
entrépicos. Todas estas interacciones se discuten ampliamente en la referencia [10]
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Figura 1.1: Tensién superficial en la interfase aire/agua. Figura adaptada de refe-
rencia [§]

Figura 1.2: Una pelicula de jabdn estirada a través de un marco delgado con un lado
movil. Figura adaptada de referencia [1]

Experimentalmente se observa que una fuerza actia en el lado mévil en direccion
opuesta a la flecha del diagrama. Si v es la fuerza por unidad de longitud, entonces
la fuerza que actia en el movil es F' = vl y el trabajo hecho para extender el lado
mévil una distancia dr en direccion de la flecha del diagrama es:

dW = ~ldz
= ~dA. (1.5)

Con dA = ldx el cambio en el area. De esta manera, una segunda formulacién
de la tension superficial consiste en tratarla como una energia por unidad de area.
Notemos que conceptualmente esta es una energia mecanica. Las unidades usuales de
7y son # o bien N/m [1, 8]. Existe otra forma de derivar la tensién superficial dentro
del contexto termodinamico. Esta conexion se hace posible mediante el concepto de
energia libre del sistema. Para entender esto, pensemos en otro sistema hipotético,
consistente en un liquido que llene por completo un recipiente. Consideremos que
este recipiente tiene una tapa deslizable y el material es tal, que la tension interfasial

entre el liquido y la tapa es cero (figura 1.3).
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Figura 1.3: Creacién ideal de una superficie. Figura adaptada de referencia [1]

Si la tapa se desliza de manera que descubra una cantidad de superficie dA de forma
cuasiestatica, el trabajo requerido para hacerlo serda dWW = vdA. El cual es un trabajo
reversible. Estableceremos las siguientes hipotesis: el proceso se realiza a temperatura
y presion constante y el nimero de moles de las sustancias que componen el liquido
no cambia. Ahora bien, recordemos que por definicién, la energia libre de Gibbs (G)
es:

G=u+PV =TS, (1.6)

con u la energia total del sistema y con P, V', T y S; presion, volumen, temperatura
y entropia. Luego, la diferencial dG es:

dG = du+ VdP + PdV — SdT — TdS, (1.7)

y la energfa total del sistema es, de manera general; con u’ y n; el potencial quimico
y el nimero de moles, respectivamente de la i-ésima sustancia en el sistema:

du="TdS — PdV +» _ p'dn; + dWu, (1.8)

donde T'dS es el cambio de calor debido a la naturaleza reversible de nuestro proceso
y dWy es una cantidad de trabajo no expansivo ni quimico [6](dWy; es pues el
trabajo que hicimos sobre el sistema para crear la superficie). Sustituyendo du en
dG, tenemos:

dG = " pidn; + AWy + VdP — SdT. (1.9)

Puesto que el proceso se ha efectuado a temperatura y presién constantes, y el
nimero de moles se mantiene también constante, tenemos que

dG = dW . (1.10)

Es decir, que el trabajo requerido para crear la superficie resulta ser igual en mag-
nitud a la energia libre de Gibbs [6]. Asi, nos es posible escribir:

dG = vdA. (1.11)
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1.1 Termodinamica de las superficies

De esta manera podemos definir la tension superficial como una energia libre de la

superficie:
oG
= —= =G°. 1.12
= (5),, ¢ 2

Donde o denota el cardcter superficial del potencial de Gibbs (G7), acorde con
nuestra notacién previa. De forma similar, partiendo de la definiciéon de la energia

libre de Helmholtz [6]

F=u-TS. (1.13)
Tenemos
dFF = du—SdTI'—-TdS (1.14)
= AWy — SdT — PdV + ) piidn,.
Finalemente:

OF .
v = (a_A>T,V = F°. (1.15)

De forma andloga, el cambio en la energia libre de Helmholtz es igual (la igualdad
se cumple sélo cuando los procesos son reversibles) en magnitud al trabajo hecho
sobre el sistema durante una transformacion bajo las siguientes condiciones: que la
transformacion se realice a T constante, siendo T la temperatura del ambiente y
que el sistema intercambie calor sélo con el ambiente [6]. Bajo estas dos condiciones,
tenemos que

W = AF = ~A, (1.16)

donde o denota el caracter superficial. Como F' es una funcién potencial, podemos
simplemente escribir:

F° =~A. (1.17)
Finalmente:
_ (1.18)
== .

Noétese que, dadas las hipotesis hechas para encontrar esta ecuacién, solo es valida
cuando un liquido puro esta en equilibrio con su vapor saturado en la interfase plana.
Las dos formulaciones de la tensién superficial ya discutidas (en términos de trabajo
mecéanico y de los potenciales termodindmicos) son ttiles tanto conceptualmente
como experimentalmente.

La tension superficial es responsable de efectos interesantes y cotidianos como la
formacién de meniscos en tubos estrechos, la formacién de gotas por liquidos en aire
o en otros liquidos, la formacion de peliculas delgadas, la forma ondulatoria de los
filamentos del agua al caer en una llave. Un efecto similar de esto 1iltimo pero que
se puede apreciar de forma estatica, es la forma ondulada de los hilos de telaranas
1, 10].
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1.2 Capas superficiales de Langmuir y surfactantes

1.2. Capas superficiales de Langmuir y surfactan-
tes

Una capa de Langmuir consiste de materiales adsorbidos en la interfase, ya sea
liquido-liquido o liquido-gas; que son activos superficialemente, es decir, materiales
que tienen la propiedad de cambiar la tensién superficial del sistema. Por esta razén
reciben el nombre de surfactantes o tensoactivos. Los surfactantes son moléculas
anfifilicas, esto es; tienen una parte hidrofilica y una parte hidrofébica. Los grupos
hidrofilicos experimentan una atraccién hacia medios polares (como el agua) y las
fuerzas que actian sobre ellos son predominantemente tipo Coulomb (1/r?%), ejem-
plos de estos son los acidos carboxilicos, sulfatos, aminas y alcoholes. Los grupos
hidrofébicos son mucho menos solubles en agua (si no es que del todo insolubles) y
las fuerzas que actian sobre ellos son predominantemente del tipo van der Waals
(1/r'2 y 1/r9), ejemplos de ellos son los alcanos, grasas y lipidos. Debido a esta
caracteristica tan especial en la estructura de las moléculas anfifilicas, estas pueden
ser atrapadas en la interfase aire/agua.

Cuando los surfactantes, disueltos en un solvente volatil organico”, son depositados
en la superficie de un liquido polar, el solvente se evaporara dejando a los lipidos
orientados en la interfase liquido/gas: los grupos hidrofilicos estaran inmersos en el
agua y los tallos hidrofébicos apuntaran hacia el aire. La formaciéon de una mono-
capa (capa de una sola molécula de espesor) sélo serd posible si existe el balance
necesario entre las partes hidrofilica e hidrofébica. Si el grupo hidrofébico es de-
masiado corto (si no es suficientemente hidrofébico), las moléculas pueden formar
peliculas delgadas en multicapas en la superficie o incluso pueden evaporarse [8]. La
pelicula producida mediante este método es conocida como capa de Langmuir®. La
balanza de Langmuir consiste en colocar unas barreras deslizables sobre la superficie
del agua que comprimen el area en donde se encuentran las moléculas surfactantes,
haciendo que la monocapa sea mas compacta y las moléculas se ordenen en alguna
configuracion cristalina.

El interés cientifico por el estudio de las capas monomoleculares se remonta al ano
1774, cuando Benjamin Franklin reportaba [7] ante la Royal Society su descubri-
miento sobre la observacion de que la amplitud del oleaje en un estanque disminuye
al verter una cucharada de aceite sobre su superficie (lo que el not6 fue el efecto de la
disminucion en la tensién superficial). Posteriormente, Agnes Pockels mostré cémo
las peliculas delgadas podrian ser confinadas por medio de barreras, encontré tam-

2

2No todos los surfactantes son solubles en solventes orgénicos, sélo los lipidos y algunos &cidos
grasos, los cuales se trataran mas a fondo.

3Un método similar pero con anfifilos que son solubles en agua constituye lo que se denomina
capa de gibbs. En la cual los anfifilos son adsorbidos por la interfase aire/agua y las moléculas se
encuentran “acostadas“ en la superficie.
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1.3 Presién superficial

bién que la tensién superficial en las capas de acidos grasos cambiaba muy poco
hasta que fueran confinados a un area correspondiente a 20A° /molécula. Sus ideas,
expresadas en cartas a Lord Rayleigh fueron publicadas [21] en 1891. Irwin Langmuir
en 1917 ideo el dispositivo para el estudio de peliculas monomoleculares desarrollan-
do la técnica usada por Pockels. Confiné la monocapa con una barrera rigida pero
ajustable en un lado, y una barrera movible en el otro lado. Para evitar que las
moléculas de la monocapa escaparan de la barrera movible, introdujo pequenos cho-
rros de aire. También ided la forma de medir directamente la presién superficial[l],
término que serd explicado a detalle en la siguiente seccion.

1.3. Presion superficial

Como se discutié anteriormente, la interfase libre aire/liquido posee un exce-
so de energia libre, es de esperar, por tanto, que la formacién espontdnea* de una
monocapa al colocar un surfactante anfifilico sobre la superficie liquida, afecte la
tension superficial. La region hidrofilica de las moléculas de la monocapa surfactan-
te hard que estas interactien entre si de forma repulsiva y el efecto resultante sera la
reduccién de la tension superficial. Si el area superficial disponible de la monocapa
es reducida (lo cual es posible mediante las barreras méviles de la balanza de Lang-
muir), la distancia intermolecular decrece y la tensién superficial disminuye, pues
la fuerza de repulsién de los grupos hidrofilicos es mayor. Macroscépicamente, se
detecta un andlogo bidimensional a la presion, debido a la fuerza que las moléculas
ejercen sobre las barreras. Este efecto se denomina presién superficial I y se define
como|8]:

M= — 7, (1.19)

donde vy es la tensién superficial del liquido puro y v es la tensién superficial de
la superficie cubierta por la monocapa. Es decir, II representa la reduccién de la
tension superficial del liquido puro por la presencia de la capa interfasial.

1.4. Fases de las monocapas de Langmuir

Como se vio previamente, la presion superficial II es un analogo bidimensional
de la presion, parece intuitiva entonces, la necesidad de tener un diagrama de fase

4Aqui, la palabra espontdnea tiene el significado usual en el contexto de la fisica: tedrica y
experimentalmente, el sistema es estudiado una vez que la monocapa estd formada, es decir, cuando
las moléculas que la constituyen han sido colocadas de tal manera que llenan uniformemente un
area conocida de superficie (puede definirse un drea molecular promedio) y el solvente utilizado se
ha evaporado.
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1.4 Fases de las monocapas de Langmuir

de estos sistemas bidimensionales. A continuacién se presentan las diferentes fases y
mesofases de las monocapas de Langmuir. En la Figura 1.4 se muestra un diagrama
caracteristico. En la referencia [11] se hace una recopilacién de diagramas obtenidos
experimentalmente discutiendo las fases y sus transiciones.

L

T

Figura 1.4: Diagrama de fase caracteristico de sistemas monocapa adaptado de [1].
Se muestran las fases liquido expandido (L), liquido condensado (Ls y Lj), liquido
sélido (LS), estado sélido (S) y cristal sélido C'S

Si bien, los diagramas de fase como el mostrado en la Figura 1.4 son muy ilustrativos
y permiten conocer en qué parametros se encuentran las diferentes fases de las capas
de Langmuir, su obtencion experimental es un trabajo arduo y no existe ain una
ecuaciéon de estado general para estos sistemas. Una ruta mas facil de conocer acerca
del estado de una monocapa consiste en el analisis e interpretacion de sus isotermas.
De esta forma, las isotermas son una de las caracteisticas mas fundamentales de
un sistema de monocapa. Con ellas es posible obtener parametros importantes del
sistema como: la presién superficial de colapso, el médulo de compresion, la tension
superficial méaxima y las dreas moleculares promedio. Aun asi, las isotermas muestran
caracteristicas dificiles de interpretar actualmente, como la naturaleza no horizontal
(presién no constante) del plano que exhiben las isotermas de muchas monocapas de
lipidos correspondiente a una coexistencia de las fases liquida expandida y liquida
condensada. Esto ha sido causa de debate hasta nuestros dias [11]. En la Figura
1.5 se muestra dicho comportamiento en el DPPC, reportado en [3] para diferentes
temperaturas y con experimentos llevados a cabo mediante compresién y expansion;
mostrando la naturaleza reversible del procedimiento.
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1.4 Fases de las monocapas de Langmuir

70+

—— Compression

=]
Q
1

—— Expansion

Surface Pressure, mN/m
n (5] - [4)]
(=] (=] (=] Qo
1 1 1 1

-
(-]
1

Coexistence
0 — r—TTT r
50 60 70 80 90

2
Molecular Area, A“/molecule

Figura 1.5: Isotermas caracteristicas del DPPC. Lineas negras indican compresion
y grises expansién. Se observa la regin del estado liquido expandido (LE) en dreas

mayores a 704 /molécula y la regién del estado liquido condensado (LC) en areas
menores a 55 A /molécula. Adaptado de [3].

17



1.5 Fases condensadas

1.4.1. Fase Gaseosa

A bajas densidades y presiones superficiales, el area disponible por molécula
es mayor que la seccion transversal de la monocapa y se obedecen las ecuaciones
de estado bidimensionales, por ejemplo, el andlogo bidimensional de la ecuacién de
estado del gas ideal:

Ila = KT. (1.20)

Con a el drea molecular promedio y K la constante de Boltzmann [1].

1.4.2. Transiciones de fases de gas a liquido

Bajo una mayor compresién, este gas bidimensional puede condensar en una
fase liquida expandida L; mediante una transicion de fase que segun la evidencia
experimental, es de primer orden (existe un calor latente de vaporizacién y coexis-
tencia de fases a presién constante en las isotermas, esta coexistencia fue observada
por primera vez en 1984 usando microscopia de fluorescencia utilizando DPPC [24]).

1.5. Fases condensadas

Durante la transicion de gas a liquido, las capas de Langmuir presentan varias
fases intermedias entre el estado liquido y el estado cristalino, conocidas en la teoria
de cristales liquidos como mesofases. Sin entrar en mucho detalle, sera til saber un
poco sobre su clasificacién general, la cual se basa en los siguientes aspectos [23]:

Orden Traslacional.

Orden de orientacién de las moléculas (cuando todas apuntan a una sola di-
reccion, ésta se conoce como director.)

Correlacién entre capas (esto sélo en el caso tridimensional).

Existencia de quiralidad.

Tipo de estructura cristalina.

En el caso de las monocapas, se presentan mesofases del tipo esmécticas [1, 11], las
cuales se caracterizan por tener orden, tanto orientacional como traslacional. Por
ejemplo, en la fase smectic A, el director es perpendicular al plano; en la fase smectic
B, el director también es perpendicular al plano pero las moléculas se organizan
en una red de hexagonos; etc. Bajo esta clasificacion, estan las fases esmécticas
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1.5 Fases condensadas

hexdticas; como son las smectic B, smectic F, smectic I; las cuales forman todas redes
de hexagonos y se diferencian en sus orientaciones y en el rango de las correlaciones

23].

1.5.1. Liquido expandido L,

En esta fase las moléculas forman un arreglo bidimensional e isotrépico. Recibe
su nombre debido a que el area molecular promedio es mucho mayor que en los
liquidos tridimensionales, en los cuales la fase liquida es de alrededor del 10 % menos
densa que su correspondiente fase sélida, mientras que una monocapa puede tener
areas moleculares del doble de las de su estado sélido. No existe ain una ecuacion
de estado para describir esta fase, pero se ha modelado con ecuaciones tipo Van der
Walls modificadas y con simulaciones de Monte Carlo [1, 11].

1.5.2. Liquido condensado L,

Es considerado como una capa semisolida formada por las cabezas polares
hidratadas. Tiene un orden posicional de corto alcance con suficiente seccion de
area para permitir la rotacion libre de las moléculas. Las moléculas se encuentran
inclinadas un cierto angulo respecto a la normal y dicho angulo varia con la presion.
Exhibe un comportamiento aproximadamente lineal en las gréficas II — o de las
isotermas. Se le identifica también como fase rotatoria o smectic I.

1.5.3. Liquido condensado L
LQ*

Difiere de la fase L, en la direccion de inclinacion: Mientras que en la fase
L, las moléculas se inclinan hacia sus vecinos mas cercanos, en esta fase (Lox) las
moléculas experimentan interaccion con los siguientes vecinos cercanos. Esta fase
recibe el nombre de smectic F.

Sx
Comprende las regiones de mayor I y menor 7" en el dominio de L. Esta con-

formada por una red de parejas de diferente orientacién llamada smectic H o fase
de inclinacién tipo herringbone cuya traduccién literal es “espina de pescado”.
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1.6 Fluidos complejos y su dindmica

1.5.4. Liquido sdlido LS

En esta fase, las moléculas estan orientadas en direcciéon normal a la superficie y
forman un arreglo tipo hexatico. Las moléculas pueden rotar de forma axialsimétrica.
Esta fase recibe el nombre de hexdtica esméctica BH.

1.5.5. Estado sdlido S

En esta fase las cadenas hidrofébicas se orientan normalmente a la superficie
en celdas rectangulares, esto hace que cada celda tenga una rotacién mas restringida
que en las fases hexaticas. Recibe también el nombre de smectic E. Se considera que
la transicién de la fase L — S a S es de segundo orden (no se observa una regién de
coexistencia a presién constante).

1.5.6. Cristal soélido C'S

Existe orden traslacional de largo alcance y las moléculas continian orientadas
verticalmente, formando asi un cristal s6lido bidimensional bien definido. La fase L}
es también un tipo de cristal sélido altamente ordenado [11].

1.5.7. Punto de colapso

Si la capa de Langmuir continiia comprimiéndose, llegara un punto en que las
moléculas no puedan compactarse mas y la capa colapsara, esto se ve experimen-
talmente en las isotermas como una repentina disminucién en la presion superficial.
Sin embargo, no se conoce aun la forma precisa en que ocurre el colapso. Se piensa
que las moléculas podrian encimarse, o hundirse por debajo de la superficie liquida.

1.6. Fluidos complejos y su dinamica

Cuando se ejercen fuerzas externas sobre un sélido o un elemento de fluido,
este reaccionara segun las propiedades del material que lo constituye. Para conocer
la dindamica del material, es necesario una ecuacién que relacione la fuerza aplicada
sobre él y la forma en que responde (tal como en la ecuacién de Hooke). Dicha
ecuacion recibe el nombre de ecuacion constitutiva. En las siguientes subsecciones
se presentan los elemenos basicos para construir este tipo de ecuaciones.
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1.6 Fluidos complejos y su dindmica

1.6.1. Tensor gradiente de deformacion

El tipo de respuesta que un material presentara a un esfuerzo aplicado sobre
él, dependerd de la razén entre el tiempo de relajacion del sistema (el cual es un
parametro estadistico que tiene su origen en el tiempo promedio de duraciéon de los
enlaces intermoleculares) y el tiempo durante el cual se le aplica el esfuerzo [10].
Por esta razén, nos interesa conocer la “historia” de la deformacion del material.
Consideremos un punto en el material que en algin tiempo de referencia anterior a
la deformacién (t) ocupé la posicion 7(x1, xo, x3), y que en el tiempo posterior a la
deformacién (t') reside en la posicién 7 (x], 24, 24). El desplazamiento de este punto
debido a la deformacion esta dado por 77 — 7. Asi, definimos al vector desplazamiento
(@) como:

u; = 2, — ;. (1.21)

Cuando el cuerpo es deformado, las distancias entre sus puntos cambian. Conside-
remos dos puntos cercanos, si el radio vector que los une ante de la deformacién es
dx;, el radio vector que los une en el cuerpo deformado es:

dz; = dx; + du;, (1.22)

mientras que la distancia entre los puntos antes de la deformacién es: dl = /dz? + da3 + dx?
y luego de la deformacién dl’ = /da? + da’? + dx’2, de manera que, omitiendo la
sumatoria, dI”* = (dl + du;)? o mds explicitamente di"* = dI* + 2dldu; + du?. Lue-

go, como las coordenadas del punto desplazado z) son funcién de las coordenadas

del punto antes del desplazamiento x;, entonces u; = u;(x;) = g;‘; dxy. Por lo que
podemos escribir:

ou; Ou; Ou;
dl"”? = di? + 2=—dx;d — —dxd 1.2
+ D T;dxE + D2 D7, Tpaxy, ( 3)
que se puede reescribir como:
Oou; Ou; Ouy Ou
dl”? = di? : L L) dada 1.24
+ (&Uk + ox; + Oz, Ox; TRALE ( )
o bien:
dl* = dI?* + 2udadr; (1.25)

donde definimos al tensor de deformacion como el tensor simétrico [13]:

(1.26)

21



1.6 Fluidos complejos y su dindmica

Algunas definiciones acerca de la deformacién

Si la deformacion es pequena, cuando las fuerzas externas que causaban la
deformacién dejan de actuar sobre el cuerpo, este regresa a su estado original sin
deformar. Tal deformacién se conoce como eldstica.

Cuando la deformacion es grande, el remover las fuerzas externas no resulta
en la desaparicién total de la deformacién, de tal manera que el estado del cuerpo
no es aquel que existio antes de que las fuerzas fueran aplicadas. Este fenémeno se
conoce como comportamiento pldstico.

La traza u;; es el cambio de volimen en la deformacién [13]. El que su suma es
cero, significa que el volimen del cuerpo no ha cambiado por la deformacién, sélo
ha sido alterada su forma. Tal deformacén se conoce como cizallamiento puro.

Cuando la defomacién causa un cambio en el volumen del cuerpo sin cambiar
su forma, cada elemento en el volimen preserva también su forma. El tensor que
caracteriza este tipo de deformacién es del tipo uy, = (constante)d;,. Donde d;, es
la delta de Kronecker. Tal deformacion se conoce como compresion hidrostatica.

1.6.2. Tensor de esfuerzo

En un cuerpo sin deformar, el arreglo de moléculas corresponde a un estado de
equilibrio térmico. Cuando ocurre una deformacion, dicho arreglo molecular cambia
y el cuerpo deja su estado original de equilibrio y surgen fuerzas que tienden a
regresar al cuerpo al equilibrio. Estas fuerzas se conocen como esfuerzos internos y
son debidos a las fuerzas intermoleculares de corto alcance. Asi, la fuerza total en
alguna porcién del cuerpo es el resultado de la suma de todas las fuerzas en todos
los elementos de volumen en esa porcién del cuerpo, es decir,:

/ Fdv, (1.27)

donde F' = fuerza por unidad de volimen. Esta integral sobre volumen se puede
expresar como una integral sobre la superficie que contiene al volumen si F' es la
divergencia de un tensor de segundo orden, es decir, si

Gaik

F;, = .
8xk

(1.28)
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1.6 Fluidos complejos y su dindmica

Asi,

- Jo;
/ Fdv = a‘;:dv - / oudfi. (1.29)

donde d f esta dirigido en la direccion normal hacia afuera de la superficie cerrada,
por convencién. gy, es el tensor de esfuerzo y describe la fuerza por unidad de area
que se ejerce sobre un elemento de material. Consideremos el cubo unitario de la
figura 1.6.

Fy = (Fyy, Fap, Fog)

ad

1 Fi=(Fy Fia Fyy)

Y
\
\]—— —_————a—-N
/
;
|

_p1

3 F3=(F31. Fao. Faa)

Figura 1.6: Elemento de material, ciibico unitario. Adaptado de [14]

El tensor de esfuerzo total tendrd la forma:

011 012 013
g = 091 0922 093 . (130)

031 032 033

Donde g es el tensor de esfuerzo y la tilde inferior denota su caracter tensorial. Asi,
el i-ésimo renglén de g es la fuerza por unidad de area que el material externo al
cubo unitario ejerce sobre la superficie perpendicular al i-ésimo eje coordenado[14].
El ejemplo més simple del esfuerzo que un elemento de material “siente”, es el
producido por la presién que ejerce sobre él el material mismo (presién hidrostatica),
en este caso:

o = —pdi. (1.31)

Donde 6, es la delta de Kronecker y se ha usado la convencién de que el esfuerzo
es negativo si la presion es positiva.

1.6.3. Tensor gradiente de velocidades

Otro factor importante a conocer en un material, son las componentes de
la velocidad en un punto dado y cémo cambian estas componentes respecto las
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1.6 Fluidos complejos y su dindmica

diferentes direcciones. Es decir, nos interesa conocer el gradiente de la velocidad.
Dado un punto ¥ = (z1, x9, x3) en el fluido, sus velocidades seran, en general, 0(Z) =
(01(Z), 0»(Z), U5(Z)) vy su gradiente ser serd la diada V. Asi, definimos el tensor
gradiente de velocidades como:

vy dva dug
ox1 ox1 ox1

Vo= | & S dw | (1.32)

ox ox ox

5$3 5:23 5$3
Este tensor describe lo pronunciado de la variacion de la velocidad en el fluido
conforme nos movemos de un punto a otro en diferentes direcciones en un instante

de tiempo especifico [14].

1.6.4. Relaciones termodinamicas de la deformacion

Es posible demostrar que los trabajos hechos por los momentos internos por
unidad de volumen (0R) se expresa en términos del cambio en el tensor de deforma-
cién como R = —o0u,, lo que permite formular las relaciones termodinamicas
fundamentales para cuerpos deformados, para la energia interna ¢ como para la
energia libre de Helmholtz (F'):

de = TdS + o.dugy,. (1.33)

Asi, las componentes del tensor de esfuerzo pueden obtenerse diferenciando ¢ o F
con respecto a las componentes del tensor de deformacion, para T constante o S

constante: 5 IF
€
o = ( 8) _ ( a) (1.35)

En la practica es de gran importancia la expresion con T constante, como se verd en
el capitulo 2.

1.6.5. Esfuerzo de cizallamiento y viscosidad de cizallamien-
to. Liquidos puramente viscosos

El esfuerzo de cizallamiento o es la fuerza que un liquido fluyendo ejerce en
una superficie, por unidad de area, en direccién paralela al flujo [14]. Se dice que un
esfuerzo produce cizallamiento, cuando este provoca que las velocidades de regiones
adyacentes en un fluido difieran, esta diferencia de velocidades se denomina razon
de cizallamiento y la representaremos como 7.
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1.6 Fluidos complejos y su dindmica

b

x

Figura 1.7: Adaptado de [14]

En la figura 1.7 se muestra un ejemplo de cizallamiento simple. El esfuerzo sobre el
fluido se hace mediante el movimiento de la placa superior y esto produce una razén
de cizallamiento
. Vg
J=—. (1.36)
Y
Es importante notar que, dada la definicién de la razén de cizallamiento, su forma

analitica dependera de las propiedades geométricas del sistema en particular.

Figura 1.8: Adaptado de [14]

En la geometria de la figura 1.8, la velocidad angular w, varia en la direccién orto-
gonal a las placas r. Asi:

0
= 1.
V= (1.37)
En general tendremos:
Qvi
= _ 1.38
7= o, (1.38)

De manera que para estos casos de cizallamiento simple, 7 serd una componente del
tensor gradiente de velocidades definido con anterioridad y que tendra la forma:

Vi = (1.39)

O 2O
o O O
o O O
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mientras que o sera a su vez una componente del tensor de esfuerzo que sera del
tipo:

0 012 0
g = 021 0 0 (140)
0 0 0

Siempre que exista cizallamiento, el material presentara cierta resistencia a ser ci-
zallado. Esta resistencia es lo que se conoce como wviscosidad de cizallamiento 1y
establece la proporcién entre el esfuerzo y la razén de cizallamiento [14]:

o=mny. (1.41)

Este tipo de comportamiento se conoce como newtoniano.

1.6.6. Viscoelasticidad: Fluidos complejos

La viscosidad es una propiedad caracteristica de los fluidos, mientras que el
poseer un modulo de deformacién es caracteristico de los cuerpos sélidos. Llama-
mos fluido complejo a aquel material que es susceptible tanto de ser deformado
como cizallado, es decir, a un material viscoelastico. Una medicion reoldgica consis-
te en someter al material a algin esfuerzo bajo condiciones controladas para obtener
informacion de qué tanto se comporta como un sélido o un fluido. Un concepto im-
portante que ayuda a diferenciar entre solidos y liquidos es lo que se denomina
“memoria” del material. Un sélido perfecto recordara por completo la deformacion
que se ha hecho sobre él y volvera a su forma inicial mientras que un liquido perfecto
dejard de deformarse instantdneamente cuando se deje de hacer esfuerzo sobre él y
nunca recobrara su forma anterior. En este sentido, decimos que un sélido perfecto
tiene memoria infinita mientras que un liquido perfecto posee memoria nula. Desde
el punto de vista energético, un sélido perfecto almacena toda la energia que se nece-
sité para deformarlo, mientras que la nula memoria de un liquido perfecto se traduce
en una disipacién de energia. Un liquido perfecto no regresara a su estado inicial a
menos que nuevamente se aplique energia sobre él. Como se dijo al principio de esta
seccion, un material viscoeldstico es intermedio entre liquidos y solidos, asi que una
forma de definirlo es que tiene memoria finita, o bien, que tiene médulos tanto de
almacenamiento de energia como de pérdida. Se hace necesario entonces, expresar
al modulo de elasticidad G de una forma general que incluya la respuesta viscosa
del material. Esto se logra definiendo una G(t) dependiente del tiempo (més que
un requierimiento teorico, es un hecho experimental que el médulo de los materiales
depende del tiempo). De esta forma, se observa que [16]:

o(t) = G(t)y. (1.42)
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Es decir, si aplicamos un esfuerzo que varia en el tiempo, obtendremos también una
respuesta del material que varia en el tiempo, en un principio, se comportara como
solido, pero a partir de cierto tiempo de esfuerzo aplicado, comenzara a fluir. Dicho
tiempo se define como tiempo de relajacion del material y G(t) se conoce como
modulo de relajacion.
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Capitulo 2

Materiales y métodos

2.1. Lipidos: surfactantes bioldgicos

Los términos cotidianos “grasas” y “aceites” se refieren a un grupo diverso
de compuestos quimicos llamados lipidos que no son facilmente solubles en agua.
Cuando hablamos de grasas, usualmente nos referimos a materiales compuestos por
lipidos que son sélidos a temperatura ambiente, mientras que los aceites son liquidos.
Esta distinciéon nada rigurosa vuelve imprecisos los términos “grasa” y “aceite”, pero
constituyen un puente 1til entre el concepto quimico de lipido y la nocién cotidiana.
Los lipidos son moléculas anfifilicas cuya region hidrofilica esta constituida usual-
mente por grupos moleculares con carga (aunque también los hay neutros) mientras
que su regién hidrofébica estd formada por cadenas de hidrocarburos (generalmente
cadenas largas). En las siguientes subsecciones se detalla la estructura de los lipidos
usados en este trabajo.

2.1.1. Constitucién quimica del DPPC y POPC.

Acidos grasos

Como se menciond, la regién hidrofébica de los lipidos esta formada por dos
cadenas de hidrocarburos que pueden contener nimeros diferentes de atomos de car-
bono en ambas cadenas y los enlaces entre los atomos de carbono pueden ser enlaces
simples (saturados, e.g. los alcanos) o enlaces dobles (insaturados, e.g. los alque-
nos). Una cadena de hidrocarburos puede convertirse en un dcido graso uniendo!

1Como es sabido en quimica, la forma en que un hidrocarburo se convierte en un 4cido es
mediante una reaccién (o una serie de reacciones) de oxidacién pero aqui el dnico fin es tener una
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2.1 Lipidos: surfactantes biologicos

COOH COOH HO 9] HO '8
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Acido Estearico Acido Oleico

Figura 2.1: Acidos grasos en dos representaciones comunes.

un grupo carboxilo (-COOH) en uno de sus extremos. En la Figura 2.1 se muestra
a manera de ejemplo, la constitucion de dos acidos grasos, saturado e insaturado en
dos representaciones comunes.

El grupo carboxilo (COOH) es hidrofilico, por tanto, los dcidos grasos pueden
disolverse mas facilmente en agua que los alcanos o alquenos puros. La manera mas
simple de clasificar a los acidos grasos es escribir el nimero de atomos de carbono
seguido por el niimero de enlaces dobles. Es necesario ademas, especificar el niimero
de carbono en el cual se presentan los enlaces dobles, esto se representa con una A
etiquetando el enlace doble. En la tabla 2.1 se enlistan, bajo esta nomenclatura los
acidos grasos que conforman los lipidos usados en el presentre trabajo. También se
muestra su formula quimica y su punto de fusién.

Es interesante notar que el punto de fusion del acido oleico, el cual es del tipo
insaturado, es menor que el de los saturados, esta es una caracteristica bioldgica-
mente importante de los adcidos grasos que se discutird mas adelante.

comprension estructural.
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2.1 Lipidos: surfactantes bioldgicos

Nombre simblo Estructura Punto de
Fusién (°C)
Acido palmitico | 16: 0 CH3(CHy)14COOH 63.1
Acido estedrico | 18:0 CH3(CHy)16COOH 69.6
Acido oleico | 18 : 129 | CH3(C'Hy);C'H = CH(CH,);COOH 13.4

Tabla 2.1: Acidos grasos y sus representacién. Datos obtenidos de [15].

Clasificacion general

Los acidos grasos constituyen los bloques fundamentales de construccion de
los lipidos denominados saponificables cuyo nombre proviene del hecho de que a
partir de estas moléculas se pueden producir jabones entendiendo por jabon a aquel
compuesto cuyas moléculas sean capaces de formar estructuras micelares que per-
manecen en suspension al entrar en contacto con el agua [15]. Esto es debido a un
efecto conocido como hidratacion hidrofébica: las moléculas de agua presentan una
fuerte inclinacién a formar enlaces hidrégeno? entre si formando asi configuraciones
ordenadas. Cuando se introducen moléculas no polares, estas son incapaces de for-
mar enlaces hidrégeno (e.g. alcanos), la configuarcién més favorable desde el punto
de vista energético es la de conservar los enlaces hidrégeno entre las moléculas de
agua formando una estructura alrededor de las moléculas de soluto. En el caso de
las moléculas anfifilicas como los acidos grasos las estructuras que se forman son
las micelas [10]. El término saponificable proviene del latin sapo onis facere (hacer
jaboén): el método antiguo de la produccién de jabén era mediante la hidrolizacién de
una sal sédica (como el dcido oleico). El DPPC y el POPC pertenecen a esta clasifi-
cacién de lipidos saponificables [10]. Es importante mencionar que también existen
lipidos que no estdn conformados por acidos grasos y por tanto tienen propiedades
quimicas y fisicas diferentes [15, 17].

El DPPC y POPC son lipidos que se clasifican en el grupo de los fosfoglicéridos
por estar conformados por un “esqueleto® del tipo 3-fosfato de glicerilo, también
llamado gliceril-fosfato [15]. Con el fin de tener un panorama general en el cual
poder ubicar a los fosfoglicéridos entre otros lipidos saponificables, se presenta la
siguiente tabla:

2El enlace hidrégeno es una interaccién eléctrica entre moléculas de carbono y oxigeno, cuando
la distancia molecular entre ellas es menor a dos radios de Van der Walls pero mayor a la que hay
en un enlace covalente.
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2.1 Lipidos: surfactantes biologicos

Nombre Esqueleto
Acilglicéridos Glicerina
Fosfoglicéridos |  3-fosfato de glicerilo
Esfingolipidos Esfingolina

Ceras Alcoholes no polares de
peso molecular elevado

Tabla 2.2: Clasificacion de los lipidos saponificables segtin su estructura molecular.
CH,OH
CHOH

CH,OH

Figura 2.2: Estructura de la glicerina.

Fosfoglicéridos

En los fosfoglicéridos, uno de los grupos hidroxilo primarios de la glicerina se
halla esterificado® por el 4cido fosférico (hay que tener cuidado, no por el hecho de
que un lipido contenga fésforo implica que sea un fosfoglicérido) mientras que los
otros dos se encuentran esterificados por acidos grasos. La estructura de la glicerina
se muestra en la figura 2.2. Mientras que la estructura basica de un fosfoglicérido
se muestra en la figura 2.3, donde R; y Ry son acidos grasos y X es, en general, un
alcohol [15].

3La esterificacién es el proceso mediante el cual un alcohol se une quimicamente (dicho formal-
mente, se sintetiza) a un acido carboxilico. En nuestro caso, los grupos alcohol (OH) en la glicerina
se unen con los grupos carboxilo del acido graso y del acido fosférico.

C polar
R—C—0-—CH,
R'—(C—0-—CH 0

I | I
0 HzC—D F G X
apolar [L

Figura 2.3: Estructura bésica de un fosfoglicérido.
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2.1 Lipidos: surfactantes bioldgicos

0—C cC—0

Ry Rg

Figura 2.4: Estructura de la fosfatidilcolina.

En el caso del DPPC y POPC, el grupo X de la figura 2.3 es el aminoalcohol:
colina, formando lo que se denomina fosfatidilcolina (PC)(ver figura2.4).

En cuanto a los grupos de acidos grasos Ry y Rs; en el caso del DPPC, ambos
son acidos palmiticos y en el POPC, R; es un acido palmitico y Ry es un acido oleico
es por ello que reciben sus respectivos nombres dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
y 1-palmitoil,2-oleil fosfatidilcolina (POPC). Puesto que el acido oleico y el dcido
palmitico tienen puntos de fusion diferentes, la diferencia estructural que dan los
acidos grasos en el DPPC y POPC conduce también a que difieran en su temperatura
critica de cambio de fase de liquido a gel, siendo de -2 °C para el POPCy de41 °C
para el DPPC (a presién de 30mN/m). Es importante mencionar la forma en que los
fosfoglicéridos se comportan con respecto al pH del medio en el que se encuentran, a
saber, a pH 7, todos los fosfoglicéridos poseen una carga negativa en el grupo fosfato
y en particular, la fosfatidilcolina posee, a pH 7, una carga positiva en el grupo de
la colina; por tanto, a este pH, la fosfatidilcolina es un ion hibrido bipolar sin carga
eléctrica neta [15].
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2.2 Balanza de Langmuir

2.2. Balanza de Langmuir

Como se mencion6 en la seccion 1.2, Irwing Langmuir ide6 un dispositivo que
permitia comprimir una monocapa en la inferfase aire/agua; noté que es posible
limitar el area disponible de la monocapa simplemente deslizando unas barreras por
la superficie y que conforme las barreras se mueven, una nueva superficie de agua
limpia se crea detras de ellas. La temperatura se mantiene controlada mediante un
sistema recirculador. En la figura 2.5 se muestra una version moderna de la balanza
de Langmuir.

Figura 2.5: Balanza de Langmuir.

2.3. Medicion de la presion mediante la placa de
Wilhelmy

Este método de medicién de la presién superficial consiste en sumergir parcial-
mente una placa delgada (en la practica se usa papel cromatografico) en la superficie
acuosa. Una vez sumergida se formara un menisco y la placa serd atraida hacia la
subfase debido a la tensién superficial. Las fuerzas que actiian jalando la placa hacia
abajo son la gravedad y la presion superficial, mientras que la flotabilidad debida al
agua desplazada empuja la placa hacia arriba. Si la placa tiene longitud [, ancho w
y grosor t y se encuentra inmersa en el agua a una profundidad A, llamando pp y
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2.4 Isotermas de compresion

pr a las densidades de la placa y del agua, respectivamente, la fuerza neta dirigida
hacia abajo es:

fuerza = peso - flotabilidad + fuerza debida a la tensién superficial

F = (pplwt)g — (prhwt)g + 2(w + t)(7y)coso, (2.1)

donde v es la tensién superficial, ¢ el angulo de contacto entre el liquido y la placa
y g la aceleraciéon debida a la gravedad. Podemos prescindir del primer término de
la ecuacion 2.1 por motivos de calibracién, puesto que inicialmente se establece que
la presién superficial es cero (la medicién de la presién no deberia depender del peso
de la placa). Lo mismo ocurre con el segundo término, considerando que la placa se
encuentre sumergida siempre al mismo nivel, independientemente de que cambie el
valor de la tension superficial. Entonces también podremos prescindir de él mediante
calibracién. De esta forma:

F =2(w +t)(y)coso, (2.2)

Finalmente, el hacer la placa con papel cromatografico asegura un angulo de contacto
de 0° y por tanto:
F =2(w+)(y), (2.3)

De esta forma, para esta geometria la tension superficial se mide como:

F

= — 2.4
7 2(w +1t) (24)
Es decir,
F
= — 2.5
7 diametro (2:5)

2.4. Isotermas de compresién

En los experimentos realizados en esta tesis se utilizo una balanza de Langmuir
(Nima, UK) equipada con dos barreras con movimiento simétrico. Los lipidos utili-
zados (con pureza de 99.9 % sin purificacién posterior) fueron obtenidos de Avanti
Polar Lipids , cuya presentacion comercial es en forma de polvo. Justo antes de ser
utilizados fueron disueltos en cloroformo a una concentracién de 1 mg/mL. Estas
soluciones madre fueron guardadas bajo refrigeracion a -20 °C. Se realizaron depo-
siciones de 100uL de solucién lipidica sobre una subfase de agua. El agua ultrapura
fue producida por un sistema abastecedor Mili-Q, presenté una resistividad de 18.2
MSQ y la temperatura se mantuvo a 20 °C por ser esta la temperatura fisiologica.
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2.5 Médulo de compresién uniaxial

El control de la temperatura se mantuvo mediante un sistema recirculador de agua
a partir de un bano termostatico por medio de un circuito de flujo colocado al fon-
do de la balanza. Las deposiciones se realizaron gota a gota con una microjeringa
Hamilton. Después de evaporado el cloroformo (45 minutos luego de hacer la de-
posicién) se realizé la compresiéon de la monocapa a una razén constante de 12.9
cm?/min. En esta velocidad la razén de estiramiento es suficientemente lenta para
asegurar compresion cuasiestatica y condiciones cercanas al equilibrio. Las compre-
siones se llevaron a cabo desde un drea méxima de 800cm? hasta un drea minima
de 200cm? La medicién de la presién fue realizada mediante una placa Wilhelmy
paralela a las barreras acoplada a un sensor de fuerza (NIMA). Antes de cada depo-
sicion, se realizo una isoterma de calibracion, para asegurar que la superficie de agua
pura no tuviera agentes surfactantes contamimantes, estableciendo una tolerancia
de hasta 0.3mN/m Este valor estd ain dentro del error tipico de estos experimentos
(ImN/m).

2.5. Moébdulo de compresién uniaxial

Como se vio en el capitulo anterior, la teoria de la elasticidad nos permite
expresar la energia libre de Helmholtz (F'), en términos del tensor de deformacién .
Partiendo del hecho de que la deformacién usualmente es pequena en comparacion
con el tamano del cuerpo, es valida la expansién de F' en potencias de u;,. También,
la misma teoria nos dice que es posible encontrar las componentes del tensor de
esfuerzo a partir de la derivada funcional:

oF

Por tanto, debe existir un término no lineal en la expansién de F' en potencias de
[13]. Una forma de obtener esta expansién es escribiendo el tensor de deformacién
de forma separada para el caso de cizallamiento puro y de compresiéon hidrostatica:

1 1
U = (uzk - géikull) + §5ikull- (2.7)

A partir de los cuadrados de las sumas de la expresién anterior se pueden obtener
dos coeficientes de segundo orden independientes. Asi:

1 21,
F = M| Ui — §5iku” + 5 oUy- (28)

Donde Ej es el modulo de compresion hidrostdtica, como la deformacion aplicada
a las membranas en este trabajo fue del tipo uniaxial, nos referiremos a él como
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2.5 Médulo de compresién uniaxial

modulo de compresion uniazial y p es el modulo de cizallamiento. Diferenciando
respecto a u;, se obtiene:

1
oir = Fouydi, + 21 (uzk —3 ikzull) - (2.9)

Es posible obtener una expresion general de wu;, en términos de oy, sin embargo,
por ahora nos interesa soélo la traza del tensor, y como en el segundo término de la
expresion anterior se anulan los coeficientes de la diagonal, nos queda:

O bien, en la forma usual de una ecuacién constitutiva (tensor de deformacién en
términos de tensor de esfuerzo):

Ui = o

3E)
El interés por la traza del tensor de deformacion es que este representa el cambio en
el volumen relativo del cuerpo al ser deformado [13]:

(2.11)

av' —dv
Uiy = — ;> 2.12
v (2.12)
donde dV es el volumen de un elemento infinestimal del material y dV’ el volumen del
mismo elemento del material luego de ser deformado. Asi, la ecuacién 2.11 nos dice
que el cambio del volumen relativo u;; de cualquier cuerpo isotrépico depende sélo
de la suma o;; y se relacionan inicamente por el modulo de compresion hidrostatica

Ey. En compresion hidrostatica o, = — Py, v 2.11 es simplemente:
P
W= T o 2.13
wi =~ (2.13)
o bien,
1 Ui
— = 2.14
B, 2 (2.14)

finalmente, si la deformacién es pequena, u; y P son cantidades pequenas, podemos
escribir la razén w;; /P del volumen relativo y la presién en la forma diferencial.

1 1 [oV
S i 2.15
57 o), 215
Utilizaremos su andlogo bidimensional:
oIl
Ey=—A|l—| . 2.16
==(5a), (210
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2.6 Reologia de compresion oscilatoria

2.6. Reologia de compresion oscilatoria

Un método dindmico de medicién reoldgica en monocapas es el de someter
al material a compresiones sinusoidales con las barreras de la balanza de Lang-
muir. Tales deformaciones uniaxiales producen estiramiento uniaxial, por lo tanto,
la respuesta a la compresién contiene componentes de compresion isotropica y de
cizallamiento. Cuando la placa de Wilhelmy es paralela a las barreras, el médulo
total de compresién (F) es igual a la suma de los médulos de compresién isotrépico
(k) y de cizallamiento (n):

E=k+n. (2.17)

En estos experimentos, la monocapa fue comprimida desde un estado diluido hasta
un cierto estado empaquetado de interés (Ily, Ag), después de lo cual, la monoca-
pa fue sometida a compresiones de deformacion sinusoidal. De esta forma, el drea
promedio disponible por molécula varia como:

A(t) = Ap + Agugsen(wt + ¢y,), (2.18)

donde uq es la amplitud de deformacién y ¢, toma en cuenta una posible fase inicial.
De igual forma, se monitorea la presién superficial dependiente del tiempo como:

7(t) = Iy + opsen(wt + o), (2.19)

donde Il es la presién promedio del estado sin esforzar, oq es la amplitud del esfuerzo
y ¢ es un factor de fase. En el régimen lineal, el esfuerzo definido como o(t) =
I1(t) — g, es proporcional a la deformacion wu:

o(t) = E*u(t), (2.20)

donde E* = E'+iE" es el médulo viscoeldstico complejo. Para entender el significado
de estos médulos y la forma en que se calculan, describamos a la deformacion y al
esfuerzo de la monocapa en términos de variable compleja mediante la férmula de
Euler:

o(t) = ope™te!®m = Erygetei®n, (2.21)
g = 20 i(u—om) (2.22)
Uo

Definiendo a la diferencia de fases como ¢ = ¢, — ¢n:
* g0 .
E* = —(cos¢ + iseng). (2.23)
Uo
De esta manera queda definido el médulo de elasticidad o almacenamiento £’ como:

E = @cosqb, (2.24)
Uo
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2.6 Reologia de compresion oscilatoria

y el médulo de pérdidas por viscosidad E”:

E" = @sengb. (2.25)
Ug

En general, £’ y E” dependen de la frecuencia, pero en los experimentos realizados
en esta tesis, se procurd mantener una frecuencia constante.
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Capitulo 3

Resultados

3.1. Isotermas de compresion

La figura 3.1 muestra las isotermas de presién-area (II—a) de la mezcla DPPC-
POPC a diferente razén de concentracién (DPPC:POPC) medidas a la temperatura
fisiolégica de 20 °C. Las isotermas presentan comportamientos diferentes conforme
aumenta la concentracién de POPC. En dreas moleculares mayores a 954 /molécula,
las presiones son cercanas a cero, compatible con un estado del tipo gaseoso. Luego
de la compresion uniaxial, en la region entre 80 A® /molécula y 90 A’ /molécula, se
aprecia un incremento en la presion, el cual es mayor conforme aumenta la concentra-
ciéon de POPC en la mezcla. Conforme el drea promedio por molécula es reducida,
la presién aumenta linealmente (comportamiento caracteristico del estado liquido
expandido) hasta presentar una regién pseudo-plana en la zona comprendida entre

60 y 70 A’ /molécula para el DPPC puro. Esta regién es caracteristica de la regién
de coexistencia de los estados liquido condensado-liquido expandido y de una tran-
sicion de fase de primer orden. Esta regién de coexistencia es menor y se presenta
en zonas de mayor drea molecular ante la presencia de POPC en la mezcla, incluso
a bajas concentraciones. A altas concentraciones de POPC (2:8, 1:9 y 0:1), la re-
gién de coexistencia desaparece, lo que nos indica que no hay transicién de fase del
estado gaseoso a liquido condensado. En édreas moleculares bajas (alrededor de 60

A’ /molécula), la presién superficial crece rapidamente hasta alcanzar el punto de
colapso, en alrededor de 55 A’ /molécula para las mezclas con mayor concentracién

de POPC (2:8, 1:9 y 0:1) y alrededor de 50 A2/m01écu1a para las demds mezclas,
excepto para el DPPC puro, que presenta mayor resistencia a la compresion antes
del colapso.
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3.1 Isotermas de compresién
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Figura 3.1: Isotermas (II-A) de compresion de monocapas de la mezcla DPPC-
POPC a diferente razén de concentracién, medidas en compresion uniaxial a razon
de 12.9cm?/min.

El médulo de compresion uniaxial Ey fue obtenido de la derivada numérica de las

isotermas de I1-A: -
Ey=—-A — 3.1
=4 (51), @)

En las figuras 3.2,3.3,3.4 y 3.5 se muestran los valores de los médulos de compresion
de las diferentes mezclas graficados con respecto al area molecular promedio y a la
presion superficial a diferentes concentraciones de DPPC:POPC. Los moédulos fueron
calculados a partir de las isotermas de compresién de la figura 3.1 usando la ecuacion
3.1. Los modulos muestran diferentes caracteristicas para las distintas mezclas. Para
el DPPC puro (figuras 3.2a y 3.2b), notamos que en el régimen diluido (arriba de 55
A? /molécula), la monocapa es altamente compresible (Ey < 50mN/m). Se aprecia
un minimo local en la regién comprendida entre 55 y 65 A’ /molécula, caracteristica
de la transicién de fase. En dreas menores a los 55 A” /molécula, el médulo crece
rapidamente respecto a la disminucién del area superficial hasta alcanzar su valor
maximo (Eoma:=261.5 mN/m). El pardmetro del médulo méximo (Eomnaz) €8 equi-
valente a la minima compresibilidad que la monocapa puede alcanzar. Un médulo de
compresibilidad alto permite que la membrana tenga una tension superficial minima,
con minimo cambio de area, lo cual es deseado para una mejor funcién respiratoria.
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3.1 Isotermas de compresiéon

Los valores del médulo maximo de compresibilidad son usados para caracterizar a
las monocapas lipidas como liquidas expandidas (12.5-50 mN/m), liquido condensa-
do (100-250 mN/m) y sélido condensado (1000-2000 mN/m) [2]. Luego de alcanzar
su valor maximo, el médulo de compresion decrece, se” nalando el comienzo del
colapso de la monocapa. En la presencia de POPC a bajas concentraciones (figuras
3.2¢c, 3.2d, 3.2e, 3.2f, 3.3a y 3.3b), el minimo local que da cuenta de la transicién
de fase aparece menos marcado que en el DPPC puro y abarca dreas moleculares
mayores; mientras que el médulo maximo de compresion alcanza valores de entre
168 y 140 mN/m, lo que nos da informacién de que la monocapa alcanza una fase
de liquido condensado, aunque con menos empaquetamiento que en el DPPC puro
y que se sigue presentando una transicion de fase de primer orden. Cuando la con-
centracion del POPC es del 40 % o mayor(figuras 3.3c, 3.3d, 3.3e, 3.3f, 3.4a, 3.4b,
3.4c, 3.4d, 3.4e, 3.4f, 3.5a y 3.5b), ya no se presenta la transicién de fase a primer or-
den y los médulos maximos de compresién disminuyen, pero siempre son mayores a
100mN /m. La monocapa pasa de un estado liquido expandido a liquido condensado
sin que haya coexistencia.
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3.1 Isotermas de compresiéon
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3.2 Reologia de compresién
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Figura 3.5: Modulos de compresion uniaxial en el equilibrio de la mezcla
DPPC:POPC

En la figura 3.6, se muestran los médulos de compresiéon maxima comparados
con el porcentaje de concentracion de POPC en DPPC. Aunque con algunas varia-
ciones, se aprecia una disminucién en el médulo al aumentar la concentracién de
de POPC. Lo que esta tendencia nos dice, es que la monocapa es mas compresible
conforme aumenta la concentracion de POPC.

3.2. Reologia de compresion

Se realizaron mediciones reoldgicas mediante el método de compresiéon oscila-
toria en monocapas de DPPC:POPC a razon de concentraciéon de 9:1. Se eligi6 esta
mezcla en particular, con alta concentraciéon de DPPC por su importancia biolégica
dada la riqueza en DPPC del surfactante pulmonar. Las mediciones fueron hechas
bajo las mismas condiciones de temperatura y pureza del agua que se menciono6 para
las isotermas. La respuesta dinamica de una compresién uniaxial de amplitud va-
riable, fue medida en experimentos oscilatorios en frecuencia constante (w = 27 /7=
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Figura 3.6: Valores maximos del médulo de compresion en el equilibrio medidos en
mezclas con diferente concentracion de POPC en DPPC

0.020 s7%; perfodo 7 = 53.97s). Las amplitudes exploradas fueron de 1% a 5% del
area de equilibrio inicial. Ante estas deformaciones, la respuesta de la presién puede
ser ajustada acertadamente con una tunica sinusoidal de frecuencia w idéntica a la
frecuencia de excitacién. Las mediciones reoldgicas fueron realizadas en las regiones
donde la monocapa fuera homogénea y sélida, puesto que las deformaciones grandes
de compresion alrededor de presiones muy bajas (I <ImN/m; gas en equilibrio) o
muy altas (7 >40mN /m; colapso de la monocpa) conducen a cambios morfolégicos
de la monocapa en una misma oscilacion. En la figura 3.7 se muestran, a manera de
ejemplo, las oscilaciones de menor y mayor amplitud en el area, asi como la respuesta
de cambio de presion de la monocapa. En la figura 3.8 se muestra la comparacion
entre el esfuerzo (o) y el estiramiento (u) de la monocapa, medidos alrededor de
diferentes presiones y a la misma frecuencia (0.019Hz; periodo 7= 53.97s). Un régi-
men newtoniano (lineal) es observado a bajas presiones (de 5 a 17 mN/m). En altas
presiones superficiales (25 y 27 mN/m), arriba de una deformacién critica u,.=0.37,
las curvas de esfuerzo-estiramiento se desvian ligeramente del régimen lineal con un
comportamiento del tipo o < oy, = Fu. Esto resulta en un moédulo efectivo més
pequeno, sugiriendo un comportamiento plastico (un material plédstico es aquel que
presenta poca o nula deformacién a partir de ciertos niveles de esfuerzo).
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Figura 3.7: Deformaciones y esfuerzos experimentales registrados en compresion
oscilatoria a frecuencia constante (0.019Hz, periodo 7 = 53.97s) de la mezcla
DPPC:POPC a razén de concentracién 9:1 alrededor de 27mN/m en pequenas osci-
laciones (panel izquierdo) y en las oscilaciones de mayor amplitud realizadas (panel

derecho).
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Figura 3.8: comparacion entre el esfuerzo (o) y el estiramiento (u)de la mezcla
DPPC:POPC 9:1 medidos alrededor de diferentes presiones y a la misma frecuencia
(0.019Hz; periodo 7= 53.97s).

Como se mencioné en el capitulo 2, los experimentos de compresién oscilatoria per-
miten calcular los mdédulos de viscosidad y elasticidad que caracterizan a la mono-
capa estudiada mediante las ecuaciones 2.24 y 2.25. La figura 3.9a y 3.9b muestra
respectivamente los modulos de elasticidad y viscosidad medidos a diferentes pre-
siones. Se observa que el médulo de viscosidad E” toma valores cercanos a cero,
pero no nulos, sin presentar ninguna dependencia de la presion alrededor de la cual
se hicieron las oscilaciones. El orden de los valores encontrados para el médulo de
viscosidad concuerdan con lo reportado recientemente por G. Espinoza [5] para el
moédulo de viscosidad de cizallamiento en el DPPC y POPC, aunque en el presente
trabajo obtuvimos el médulo de viscosidad dilatacional. En cuanto al moédulo de
elasticidad (E"), la caracteristica més notable que se aprecia es el hecho de que tome
valores negativos. Presenta ademés una clara dependencia de la presion, siendo que,
a mayor presion, el médulo toma valores més negativos. Dada la dependencia que
parece presentar el mdédulo eldstico, es ilustrativo presentarla en una nueva grafica,
en la figura 3.10 se muestra el valor promediado de los médulos de elasticidad en
cada valor de la presion; resultando en una tendencia no lineal.
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o1



3.2 Reologia de compresion

‘— L -l- -l_ T '[ T T T T I T T T T '| T T T T I T T T T L

A0 - N -

L e ]

- ~ -

e _60 L Y . _
E o . :
= C LN ]
e 80— ~ . .
bt L ~ ]
LIJ r \\ -
=100 — ~ . -

—120 :F 1 1 1 1 | 1 1 1 1 I 1 1 1 1 | 1 1 1 1 I I“-. 1 1 4:

5 10 15 20 25 30

[Tg{mN/m)

Figura 3.10: Valor promediado de los médulos de elasticidad respecto a la presion.

52



Capitulo 4
Discusion

A partir de los datos obtenidos sobre monocapa de Langmuir de la mezcla
DPPC:POPC, la caracteristica mas importante por explicar es la existencia de
modulos de elasticidad negativos, pues es un comportamiento que no es comun
encontrar en las monocapas de Langmuir y el significado fisico de la medicién de
elasticidad negativa no es facil de interpretar. A primera vista puede incluso parecer
un resultado erréneo, pero en base a lo que se conoce en la literatura sobre la mezcla
DPPC:POPC, parece que la elasticidad negativa da informacién sobre las propieda-
des estructurales de la monocapa y es un comportamiento digno de ser considerado
y estudiado con cuidado. Existen otros grupos en los que han encontrado elastici-
dades negativas, pero debido que el tratamiento de datos fue utilizando un software
comercial, se consider6 como error del artefacto y se descartd la posibilidad de las
elasticidades negativas [12]. El tener conocimiento de esto y haberlo medido en esta
ocasién, fue la principal motivacion para darle crédito al fenémeno.

4.1. Antecedentes e hipétesis de formacion de do-
minios

En la cita [18] se reporta la existencia de un médulo de compresién negativo
medido en una monocapa de Langmuir constuituida por la mezcla de DPPC con S-
(2,4-dinitrophenyl)glutathione di-2-propyl ester (una droga usada para combatir la
tripanosomiasis africana o enfermedad del sueno). Este efecto negativo en el médulo
de compresion es atribuido a los enlaces intermoleculares que conducen a la forma-
cion de dominios. En ese sistema, la interaccion entre la droga y las moléculas del
DPPC es repulsiva, causando que el empaquetamiento de la monocapa de DPPC
se vea afectado ante la presencia de la droga, incluso en cantidades pequenas. Esta
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4.1 Antecedentes e hipétesis de formacién de dominios

informacion motiva a pensar que si bien, no deberia existir algiun efecto de repulsion
entre el DPPC y el POPC (pues sus cabezas polares son iguales), no deberia des-
cartarse la formacion de dominios entre uno y otro lipido como una posible causa
de la elasticidad negativa. Es poco lo que se conoce sobre la mezcla DPPC:POPC,
sin embargo, se sabe que la diferencia en sus temperaturas de transicién de fase de
liquido a gel (-2 °C para el POPC y de 41 °C para el DPPC a presién de 30mN /m)
conduce a la separacion de las fases en las membranas de lipidos, pues al mezclarse
coexisten a una misma temperatura y se encuentran en diferentes fases. El diagrama
de fase de este sistema se reporté por vez primera en la referencia [4] y es mostrado
en la figura 4.1.
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Figura 4.1: Regiones de las fases liquida cristalina (L,) y L,-gel del diagrama de
fases del sistema DPPC:POPC. EL circulo indica la el punto en que se realizaron
los experimentos de esta tesis. Figura adaptada de [4].

Como se ve en la figura, a altas temperaturas, el sistema tiene una tnica fase liquida
cristalina. A temperaturas intermedias, existe una amplia region de coexistencia de
las fases liquida y gel!, mientras que a bajas temperaturas el sistema exhibe inmis-
ciblidad entre geles de los dos lipidos. En la referencia [22] se estudia la reologia de
liposomas (estructura en que las moléculas surfactantes se autoensamblan configu-
rando cuerpos esféricos formados por una bicapa, en este caso, lipidica) de la mez-
cla DPPC:POPC a diferentes temperaturas (los liposomas se forman a la presién

Ha fase liquido cristalino (LC) es referida por algunos autores como fase gel.
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4.2 Area de exceso y energia de mezclamiento

especifica de 30 mN/m) y son reportados varios parametros mecanicos de los liposo-
mas, entre ellos, el médulo de elasticidad dilatacional; sin embargo, descartan como
validos sus resultados en la regién de coexistencia. Citando textualmente: “Nuestros
intentos por caracterizar las membranas en coexistencia de fase con estas medicio-
nes (refiriéndose a su método de obtencién de elasticidad) fallaron para proporcionar
resultados consistentes y con significado y no son reportados aqui”’. Atribuyen este
comportamiento precisamente a la formacién de dominios y puede ser posible que
los resultados a los que se refieren sean elasticidades negativas. Por todo lo anterior,
parece acertado pensar que la elasticidad negativa puede no ser un efecto de error
de los aparatos de medicién. Podria incluso ser un parametro caracteristico de la
formacién de dominios en las mezclas de fosfolipidos. En la figura 4.1 se representa
con un circulo, la regiéon dentro del diagrama de fases en la que fueron realizados los
experimentos de esta tesis.

4.2. Area de exceso y energia de mezclamiento

A fin de tener una mejor visualizacién del efecto del POPC en la monocapa de
DPPC se realizé la comparacion de las areas por molécula, tedrica y experimental
de cada combinacién de la monocapa mixta DPPC:POPC. Para obtener las areas
tedricas, se utilizé la siguiente expresion:

Atesrica = X141 + X242 (4.1)

Donde x; y x2 son las fracciones de concentraciéon de los componentes 1 y 2 respecti-
vamente (en este caso DPPC puro y POPC puro). A; y A, son las dreas moleculares
promedio de cada componente puro, inferidas de sus isotermas correspondientes. El
area teorica fue comparada con el area experimental de las isotermas que las mezclas
alcanzaron en la presion particular de 10mN/m. Los resultados de este andlisis se
muestran en la figura 4.2. Aunque con algunas variaciones, hay una clara tendencia
del area experimental a tomar valores mayores a los esperados teéricamente, lo que
nos da informacién de que la membrana no tiene un mezclado ideal.
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4.2 Area de exceso y energia de mezclamiento
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Figura 4.2: Comparacion entre el area tedrica de la mezcla y el area experimental
medida a la presion de 10mN /m. La linea azul es el ajuste de los datos experimentales
por minimos cuadrados

Por otra parte, un parametro que da informaciéon sobre que tan ideal o que tan
alejado de lo ideal es una mezcla, es el exceso de energia libre que se genera (si la
mezcla no es ideal) al hacer la mezcla en la superficie. En este caso se prefirié usar
el modelo de energia libre propuesto por Gerfshfeld. Esta formulacién calcula la
energia libre de Helmholtz de compresion; la cual se expresa en la siguiente integral:

AF(A) = / " 14y, (4.2)

Af

Donde Ay y A; son las dreas moleculares sobre las cuales la membrana es compri-
mida a partir de un estado infinitamente diluido. Esta integral solo puede resol-
verse muméricamente. En este contexto, la energia libre de mezclado de Helmholtz
AF,s(A) esta definida de forma tal, que da informacién de la diferencia entre la
energia de mezclado experimental y la energia de mezclado ideal, a saber:

AF,(A) = AF,(A)1a — (X1AF(A)1 + x2AF(A)g). (4.3)

Donde nuevamente x; y x2 son las fracciones de concentracién de los componentes
1 y 2 respectivamente y el término AF,s(A)s representa la energia de helmholtz
experimental de una mezcla en particular. Explicitamente:

A

l(A)dA — <><1 / M I (A)A o / B HQ(A)dA) (44

Ay Ay

AFL) = [

Ay
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4.2 Area de exceso y energia de mezclamiento
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Figura 4.3: Energia libre de Helmholtz de mezclado medida en la mezcla
DPPC:POPC a diferentes proporciones de concentracion.

Las energias de mezclado AF,4(A) calculadas para distintas razones de concentra-
cién de la mezcla DPPC:POPC se presentan en la figura 4.3. De la figura 4.3, es
evidente que los valores calculados de la energia de mezclado AF,(A) son en ge-
neral, positivos y crecen conforme aumenta la presién. Esto significa que entre mas
empaquetado es el estado de la membrana, la mezcla es menos ideal. Se necesita
ejercer mas energia sobre el sistema para mantener a los lipidos mezclados. Una ca-
racteristca importante es el minimo que se presenta en las curvas que corresponden
a las mezclas con bajas concentraciones de POPC, y que da cuenta de la transicion
de fase, la cual desaparece en las las curvas que corresponden a altas concentracio-
nes de POPC. Las curvas en las que este minimo es menor que cero, indican que
el mezclado es bueno. En areas moleculares grandes la energia de mezclado es cero,
pues la monocapa estd en un estado diluido y se comporta como un gas ideal, esto
concuerda con el hecho de que toda mezcla de gases ideales es una mezcla ideal. Es
importante notar que si la mezcla fuera por completo ideal, el valor de la energia de
mezclado seria nulo en todas las dreas moleculares.

Otro resultado importante relativo a la formaciéon de dominios, es la presencia de
una histérsis no reversible. La figura 4.4 muestra dicho comportamiento; las presio-
nes superficiales (25mN/m), donde es claro que luego de la primera compresién, la
monocapa ya no regresa por los mismos puntos. Luego de la primera compresion, los
ciclos son practicamente idénticos. Esto nos indica que posiblemente los dominios se
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4.3 Interaccién macroscopica

forman durante la primera compresion y luego se quedan ya formados, confiriendo
el caracter no reversible del proceso. Este hecho es de gran importancia bioldgica,
puesto que ayuda a comprender el funcionamiento del surfactante pulmonar. En el
modelo mas aceptado se cree que el surfactante originalmente esta constituido por
diferentes fosfolipidos, proteinas surfactantes y esteroles y que luego de los primeros
ciclos de respiracién, la mayoria de moléculas distintas al DPPC se van a la subfase
y se queda una membrana rica en DPPC. Pero una hipotesis alternativa podria ser
que luego de las primeras respiraciones, se formen dominios en el surfactante. Esto
podria dotarlo de una alta compresibilidad, al mismo tiempo que le confiere buenas
propiedades dindmicas para redistribuirse (baja viscosidad, elasticidades negativas
0 pequenas).
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Figura 4.4: Ciclos de compresion expansion en DPPC:POPC 9:1 alrededor de I1=
25mN/m. Es claramente visible la presencia de histéresis irreversible

4.3. Interaccién macroscépica

Ante las evidencias mostradas sobre la formacion de dominios y el mezclado no
ideal de la monocapa, es presumible que la conexion entre este fenémeno y el hecho
de obtener elasticidades negativas pueda deberse a la presencia de una interaccién de
superficie entre dominios. Este tipo de interacciones son efecto de las interacciones
intermoleculares en un sistema con un gran nimero de moléculas y es sabido que la
cinética de las interacciones macromoleculares es muy diferente a la que esta pre-
sente entre moléculas pequenas [10]. En este caso es importante el hecho de que
los lipidos usados tienen distinto punto de transicion liquido-gel, asi que lo que se
estd observando es una separacion de fases. El mecanismo por el que ocurre dicha
separacion es debido a que las moléculas de un mismo tipo de lipido usualmente
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4.3 Interaccién macroscopica

tienen una interaccién atractiva mayor entre ellas que hacia el otro tipo de lipido.
Esta caracteristica es de gran importancia bioldgica pues permite la actividad de las
enzimas y el transporte de nutrientes en la membrana [17].
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Capitulo 5

Conclusiones

En el presente trabajo se estudiaron los parametros mecéanicos en el equilibrio
que caracterizan a la mezcla de DPPC:POPC, como son, el médulo de elasticidad
y el valor maximo del médulo de elasticidad. También se estudiaron los mddulos
dindmicos de elasticidad y viscosidad mediante el método reolégico de compresion
oscilatoria uniaxial en la mezcla DPPC:POPC a razén de concentracion 9:1, cuya
principal caracteristica fue la presencia de elasticidad negativa como respuesta a la
deformaciéon. Esto fue atribuido a los enlaces intermoleculares que conducen a la
formacion de dominios. Lo cual es denotado por una ligera histéresis no reversible
durante las oscilaciones y por la presencia de exceso de area y exceso de energia libre
al mezclar los lipidos.

Los resultados reportados aqui son importantes desde el punto de vista de la
ciencia bésica de surfactantes y desde el punto de vista bioldgico:

= Es la primera vez que se considera a la elasticidad negativa como un resultado
y se da una posible explicacion, en base a la separacion de fases, fendmeno que
propicia la formacién de dominios que, como propiedad emergente podrian
causar inercia entre ellos al comprimir la monocapa.

= Los pardmetros medidos podrian contribuir a tener una mejor comprension del
comportamiento del surfactante pulmonar; muy en particular, del efecto de los
fosfolipidos insaturados y de cadenas carbonadas mayores a las del DPPC que
coexisten con él a temperatura fisiologica. Conocer los pardmetros reoldgicos
del sistema perimite entender el comportamiento macroscépico del mismo (es-
tabilidad, resistencia al colapso, redistribucién luego de la compresién). En
este trabajo, la membrana estudiada fungié como un modelo experimental,
de sélo dos tipos de fosfolipidos y bajo condiciones controladas; esto nos ha
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5.1 Perspectivas a futuro

permitido conocer el efecto del POPC en su calidad de fosfolipido insaturado
en el DPPC, siendo este el lipido que se presenta en mayor cantidad en el
surfactante pulmonar.

» Es sabido que muchos sistemas de membranas bioldgicas (como las membranas
celulares) presentan formacién de dominios en vivo, por lo que es importante
conocer el efecto de la formacién de estos en la dindmica de las membranas.
Se ha observado que el conjunto completo de fosfolipidos segregados por los
pneumocitos tipo 2 que conforman el surfactante pulmonar forman dominios,
incluso desde bajas presiones laterales (desde 18mN/m) [20]. Esta formacion
de dominios ha sido atribuida a la separacién de fases entre los diferentes
fosfolipidos, pero ha sido poco estudiado desde el punto de vista reolégico.

5.1. Perspectivas a futuro

Las suposiciones hechas en este trabajo como posible explicacion de los resul-
tados, deben ser verificadas por experimentos y trabajos tericos posteriores, entre
los cuales, podria figurar:

s Caracterizar los médulos dindmicos de la mezcla DPPC:POPC a diferentes
razones de concentracion por el método de reologia de compresién y por otros
métodos reoldgicos. Un buen método a utilizar es la micro-reologia, pues daria
informacion estructural de la membrana.

= Obtener imdgenes de BAM (Brewster Angle Microscopy) que muestren la for-
ma de los dominos en las diferentes mezclas y a diferentes presiones.

= Una buena forma de comprobar la hipotesis de que la elasticidad negativa es
debida a la formacion de los dominios podria ser la realizacion de simulaciones
numeéricas.

= Aligual que con las simulaciones, es posible que realizando un estudio mecanico-
estadistico de la mezcla con insaturacién se obtenga informacion sobre el
fenémeno.
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