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Resumen

Los estudios biofisicos sobre el comportamiento termotropico de los lipidos ha permitido conocer
el mecanismo molecular de los lipidos que conforman la bicapa lipidica de las células procariotas
y eucariotas al someterlas a ciertas temperaturas. Sin embargo, estos organismos presentan un alto
grado de complejidad por ello los datos obtenidos son el resultado de estudios a base de membranas
modelo o sintéticas como micelas y liposomas que fueron extrapolados a membranas naturales.
Las transiciones de fase estan estrechamente ligadas al tipo de lipido porque la temperatura de
transicion es propia de cada lipido, grado de saturacion y largo de cadena de las colas de acidos
grasos, también depende de la concentracion de componentes secundarios como esteroles que
afectan la temperatura de transicion, aboliendo la fase de pretransicion y a concentraciones mayores
la transicion principal. Finalmente, el comportamiento termotrépico en el &mbito farmacéutico ha
contribuido en el control de calidad de biofarmacos evitando que estos presenten inestabilidad.
Palabras clave: Comportamiento termotropico; bicapa lipidica; fosfolipidos; membrana modelo;

fases de transicion.

Abstract

Biophysical studies on the thermotropic behavior of lipids have revealed the molecular mechanism
of the lipids that make up the lipid bilayer of prokaryotic and eukaryotic cells when subjected to
certain temperatures. However, these organisms present a high degree of complexity, which is why
the data obtained are the result of studies based on model or synthetic membranes such as micelles
and liposomes that were extrapolated to natural membranes. Phase transitions are closely linked to
the type of lipid because the transition temperature is specific to each lipid, degree of saturation
and chain length of the fatty acid tails, it also depends on the concentration of secondary
components such as sterols that affect the temperature of transition, abolishing the pre-transition
phase and at higher concentrations the main transition. Finally, thermotropic behavior in the
pharmaceutical field has contributed to the quality control of biopharmaceuticals, preventing them
from presenting instability.

Keywords: Thermotropic behavior; lipid bilayer; phospholipids; model membrane; transition

phases.
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Resumo

Estudos biofisicos sobre o comportamento termotropico de lipidios revelaram o mecanismo
molecular dos lipidios que compdem a bicamada lipidica de células procarioticas e eucarioticas
quando submetidas a determinadas temperaturas. No entanto, esses organismos possuem um alto
grau de complexidade, razdo pela qual os dados obtidos sdo resultado de estudos baseados em
membranas modelo ou sintéticas como micelas e lipossomas que foram extrapolados para
membranas naturais. As transi¢cdes de fase estdo intimamente ligadas ao tipo de lipidio, pois a
temperatura de transicao € especifica para cada lipidio, grau de saturacdo e comprimento da cadeia
das caudas de acidos graxos, também depende da concentracdo de componentes secundarios, como
esterois, que afetam a temperatura. transicao, abolindo a fase de pré-transicdo e em concentra¢des
mais elevadas a transigdo principal. Por fim, o comportamento termotropico na area farmacéutica
tem contribuido para o controle de qualidade dos biofarmacos, evitando que apresentem
instabilidade.

Palavras-chave: Comportamento termotropico; bicamada lipidica; fosfolipidios; membrana

modelo; fases de transicao.

Introduccion

Los estudios biofisicos de la bicapa lipidica han sido sustanciales para comprender la mecéanica
molecular de sus componentes, en particular los fosfolipidos principales componentes de la bicapa
cuyo caracter anfipatico le proporciona ciertas caracteristicas como capacidad de auto ensamblado,
auto reparacion, permeabilidad, fluidez y asimetria. Las bicapas lipidicas provenientes de animales,
plantas, y bacterias han resultado complicadas estudiarlas, en gran parte por su complejidad por
ello se crearon membranas modelo (Heberle & Pabst, 2017) también conocidas como membranas
sintéticas. Las membranas modelo a base de fosfolipidos han sido en centro de la atencion porque
se encuentran en las membranas de organismos procariotas y eucariotas (Balleza et al., 2020).

El estudio del comportamiento termotrépico de los fosfolipidos de la bicapa lipidica ha permitido
revelar el mecanismo molecular de los fosfolipidos al someterlos calor. Ademas de evidenciar
como la fluidez se ve directamente alterada conduciendo a las denominadas fases de transicion
(gel, ligquido ordenado, liquido desordenado y ondulatoria) (Davis, 2021) en donde la temperatura

de transicién esta directamente relacionada con cada clase de fosfolipido. Los datos obtenidos de
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estos estudios ademas de aportar al conocimiento también son una herramienta importante para la
investigacion de farmacos cuyo propésito es interferir con el mal funcionamiento fisioldgico de la
célula o protegerla de toxinas y ataques patégenos (Dominguez Pardo et al., 2017; Rappolt, 2019).
El objetivo del presente articulo es hacer una breve resefia sobre aspectos fundamentales del

comportamiento termotrépico de los lipidos en los ultimos afios.

Metodologia

La obtencidn de la informacion para esta revision se realizo en dos etapas: la primera enfocada en
examinar y seleccionar publicaciones académicas de los Gltimos 5 afios acordes al tema
procedentes de bases de datos de editoriales globales como Springer, Elsevier, PubMed y ACS
Publications, para luego crear una propia base de datos con esos articulos. La segunda etapa
consistio en un analisis sistematico de las publicaciones seleccionadas y a través de tablas y figuras

presentar la informacion mas relevante.

Resultados

Membranas lipidicas modelo

A lo largo de la historia se han hecho investigaciones sobre la membrana lipidica, la compresion
cuantitativa de los procesos bioldgicos representa uno de los objetivos principales dentro del campo
investigativo de la biofisica. Para lograr esta premisa, a menudo resulta eficiente reducir el nivel
de complejidad bioldgica que presenta las membranas lipidicas naturales (Balleza et al., 2020). Por
ello se han creado membranas lipidicas modelo también conocidas como membranas sintéticas que
facilitan el estudio de su estructura y comportamiento (Navarro Tovar et al., 2018). Entre las
membranas modelo mas conocidas estan las micelas y liposomas (Figura 1), creadas a partir de
fosfolipidos cuyo caracter anfipatico hacen que se auto ensamblen (Uria Canseco & Perez Casas,
2019).
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Figura 1: Fases de transicidn de la bicapa lipidica
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Fuente: (Chen et al., 2010)

Cincuenta afios de modelado de bicapas lipidicas han dado lugar a un conjunto de herramientas
para estudiar su estructura y mecanismo molecular. La complejidad de las membranas biolégicas
hace que la creacion de membranas modelo lo mas parecidas a estas sean un reto. Sin embargo,
estos sistemas modelo siguen avanzando constantemente y bajo condiciones quimicas y fisicas bien
definidas usando un vasto nimero de técnicas permiten obtener informacion extrapolable directa
de las membranas modelo a las membranas bioldgicas (Rappolt, 2019).

El gran repertorio de fosfolipidos de membrana es desconcertante, pero solo unas pocas moléculas
de lipidos saturados como el DPPC dipalmitoilfosfatidilcolina, DMPC (1,2-dimiristoil-sn-glicero-
3-fosfocolina), DLPE (dilauroilfosfatidiletanolamina), DSPC (diestearoil fosfatidilcolina), POPC
(1- palmitoil-2-oleoilfosfaditilcolina), entre otras han sido Utiles para la conformacion de
membranas lipidicas sintéticas (Jovanovi¢ et al., 2018; Khakbaz & Klauda, 2018; Rappolt, 2019).
DSCy FTIR herramientas para estudiar el comportamiento termotropico

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica que determina los efectos térmicos en
procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, mediante el escaneo de la temperatura y a una presion
atmosférica mide los flujos de calor que entran o son liberados por la muestra, es muy utilizada
para el estudio del comportamiento termotropico de las bicapas de fosfolipidos, ayuda a establecer

los cambios de entalpia durante el proceso de transicién de fase (Leonis et al., 2019). Estos cambios
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de entalpia corresponden a cambios de la capacidad calorifica de los fosfolipidos durante el proceso
de transicion de fase, que mediante termogramas que son representaciones graficas en funcion de
la temperatura se obtienen valores de transicion. El pico de temperatura mas alto en un termograma
de DSC representa la transicion de fase. La fase de transicion es un pico endotérmico que requiere
cierta cantidad de calor. Para moléculas pequefas, el pico es muy agudo, mientras que, para
moléculas mas grandes, como polimeros o bicapas lipidicas, la transicidn de fase es amplia. El area
bajo una curva de transicion de fase es la cantidad total de calor absorbido durante el proceso de
transicion. Otros picos se pueden atribuir a la pérdida de moléculas de disolvente (evaporacion, en
su mayoria endotérmica) y a reacciones quimicas endo - o exotérmicas (Demetzos, 2008).

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica muy utilizada para
adquirir informacion de las estructuras lipidicas, la organizacion de la membrana y el
comportamiento de las fases. FTIR detecta la absorbancia de la emision de luz de tipo IR, que a
determinadas longitudes de onda es absorbida por diferentes enlaces carbono-carbono (Davis,
2021). A partir de los espectros de absorbancia de FTIR, se puede extrapolar informacién sobre la
conformacién de lipidos (Leonis et al., 2019).

Mecanismo de transicion de fase de la bicapa lipidica — Comportamiento termotroépico

La bicapa lipidica al someterla a cierta cantidad de calor experimenta cambios conformacionales
de las moléculas que la integran, en si de los fosfolipidos principales componentes de las bicapas.
Estos cambios que presentan las moléculas lipidicas a cierta temperatura son conocidos como fases
de transicion (Figura 2). La fase gel es caracterizada por interacciones de Van der Waals mas
fuertes conduciendo a un empaquetamiento de lipidos mas apretado y ordenado, impidiendo
movimientos laterales de los fosfolipidos a través de la superficie de la membrana (Moraga, 2020).
La fase liquida desordenada indica un estado muy fluido en donde los lipidos individuales tienen
la capacidad de moverse lateralmente a través de la superficie de la membrana relativamente sin
obstaculos, se caracterizan por un empaquetamiento irregular y presencia de torceduras en los
acidos grasos insaturados que reducen el area de superficie accesible a otras cadenas de acidos
grasos debilitando las interacciones de Van der Waals. La fase liquida ordenada se podria
considerar como un hibrido de las fases desordenada y gel, la concentracion de esteroles conduce
a un empaquetamiento mas apretado que los fosfolipidos en fase desordenada, pero con una tasa
de difusion lateral méas alta que en fase gel. La fase adulatoria se caracteriza por ondulaciones

conformacionales en la superficie de la membrana al subir la temperatura, es una fase de
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pretransicion, donde la ondulacién se ha asociado tradicionalmente con las cabezas de los
fosfolipidos dando lugar a lipidos formadores y no formadores de ondulaciones segun sus grupos
de cabezas; dentro de los grupos formadores de ondulaciones se encuentran las fosfatidilcolinas
(Davis, 2021).

Figura 2: Fases de transicion de la bicapa lipidica
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Fuente: (Davis, 2021)

Las bicapas lipidicas de un solo componente lipidico se caracterizan por tener una sola transicion
de fase gel a liquida a medida que aumenta la temperatura. EI comportamiento dindmico de los
lipidos en la fase de gel causa gran interés: algunos modelos lipidicos muestran heterogeneidad
dinamica con una gran disparidad en las escalas de tiempo entre moléculas rapidas y lentas, y una
segregacion espacial de las moléculas lentas (Oh et al., 2016).

La transicion de fase gel a liquida también suele ser conocida como transicion de fase principal,
donde existe un mayor grado de entropia y entalpia. La temperatura de transicion es propia de cada
lipido , sin embargo, a medida que aumenta la concentracion de estroles u otros componentes
afectan esta temperatura (Kovacik et al., 2017) (Saitta et al., 2020) (Pruchnik, Kral, et al., 2018).

La adicion de componentes abolia la fase ondulatoria de pretransicion e incluso puede abolir por
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completo la transicion principal (Efimova & Ostroumova, 2020). Estos efectos son dominantes
para lipidos de cadenas de acido graso completamente saturadas y disminuye progresivamente con
el grado de insaturacion, desapareciendo en fosfolipidos que contienen &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (Genova et al., 2019).

El mecanismo de esta transicion desde el punto de vista fisico, los fosfolipidos tienden a perder
asociacion como resultado de la relajacidn de las fuerzas de VVan der Waals que relacionan tanto la
interaccion entre las cadenas de acilo como la reduccion de las interacciones polares de las cabezas
de fosfolipidos, confiriéndole mayor grado de fluidez caracteristico de la fase liquida (Oseliero
Filho et al., 2020). De la misma forma, al adicionar cierta concentracién de moles de otro
componente lipidico o no lipidico conocido como componentes secundarios afectan la temperatura
de transicion, disminuyéndola, por ende, también su entalpia (Pruchnik, Bonarska-Kujawa, et al.,
2018) (Reddy et al., 2018).

Resultados de temperaturas de transicion y pretransicion de fosfolipidos

En las siguientes tablas se muestra temperaturas de transicion principal (Tm) y pretransicion (Tp)
de estudios biofisicos de membranas lipidicas empleando herramientas como el DSC y el FTIR.
La Tabla 1, la temperatura de transicion y pretransicion de los liposomas de fosfolipido DMPC van

disminuyendo a medida que aumenta la concentracion en moles de los componentes secundarios.

Tabla 1: Temperaturas de transicion de lipidos de DMPC

Lipido Componente secundario Tp (°C) Tm (°C) Fuente
DMPC - 12,5 24,3
Liquenisina (1% - 21
Liqquenisina ((200/3) - - (Coronel
etal., 2017)
DMPC / DSPC - - 31,2
Liquenisina (30%) - 20,3

Fuente: Autores, 2022

El comportamiento termotrépico en los liposomas de DPPC también constatan cambios en la
temperatura de pre transicion y transicion principal a medida la concentracion en moles de los
componentes secundarios aumenta. A mayor concentracion es posible abolir las transiciones de

fase.
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Tabla 2: Temperaturas de transicién de lipidos de DPPC

Componente secundario Tp (°C) Tm (°C) Fuente
- 35 41,5 (Pennington et al.,
Sacarosa (17%) - 41,6 2016)
Sacarosa (87%) - 41,7
Sucralosa (50%) - 39.6
Sucralosa (87%) - 41,1
GTHCC (0%) 35 41 (Swain et al., 2016)
GTHCC (10%) - 39
TBTA (0%) 35,8 41,4 (Pruchnik, Kral,
TBTA (1,1%) 34,8 41,2 et al., 2018)
TBTA (1,4%) 35,2 41,2
TBTA (2,0%) 34,9 41,2
TBTA (3,3%) 34,4 41,2
TPhTA (0%) 35,8 41,4
TPhTA (1,1%) 34,8 41,2
TPhTA (1,4%) - 41,2
TPhTA (2,0%) - 41,4
TPhTA (3,3%) - 41,4
PEtOH (0 %) 35,5 41,3 (Reddy et al., 2018)
PEtOH (0,25 %) - 36,8
PEtOH (0,75 %) - 33,8
PEtOH (2 %) - 26,0

Fuente: Autores, 2022

Los termogramas de DSC en la Figura 3 muestra como membrana modelo de DHPC
(dihexadecilfosfatidilcolina) al afadirle un componente secundario como el colesterol (Chol)
elimina la fase de pretransicion y a concentraciones superiores al 50% elimina por completo la
transicion principal (Tamai et al., 2018). Por ende, las temperaturas de transicion se ven afectadas,
tendiendo a disminuir a mayor concentracion de Chol como se observa en la Tabla 3.

Figura 3: Comportamiento termotrdpico del DHPC y Chol

a
Lol Pp’
i, S

-
P
R | R §BaEEE

1 | Pp' .
| Lg B Lo o

N
o
o
"]

3 0.10

=]

E 4 0.15

= 3 0.20

=1

o

=

=

ud =20 /
6 = - - ) v 3, 30
[ B - N — 0.25
8 e N == 0.30
9 - shesieede 0,35
lo — I—— —_— Jt 0.40

" — - — et 0,45
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Temperature / °C

Fuente: (Tamai et al., 2018)
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Por otro lado, estudios en membranas modelo de 1,2-dipalmitoil- sn -glicero-3 -fosfocolina (di-16:
0 PC) muestran como al afiadirlas nanodiscos hechos a partir de vesiculas multilaminares (MLVs)
y copolimeros SMA 2:1 y SMA 3:1 tienen diferentes Tm 41,37 y 29 °C, respectivamente (Figura
4). Los copolimeros de estireno-acido maleico (SMA) son usados como investigacion de proteinas
de membrana por su capacidad de solubilizar membranas biol6gicas en nanodiscos sin necesidad
de detergentes (Dominguez Pardo et al., 2017).

El estudio de membranas modelo hechas a partir de deciltrimetilamonio tetradecil sulfato
(DeTMA-TS) y dodeciltrimetilamonio-dodecilsulfato (DTMA-DS), muestra por un lado como el
Chol provoca un ligero cambio en la Tm, sin embargo, cuando el Chol excede una cantidad

especifica, la transicidn de fase desaparece (Tabla 3).

Figura 4: Endoterma del di-16: 0 PC con otros componentes

=
MLVs
= /
v 28 4
[ 2 .
E |5 SMA 2:1
: |
£
aQ
o
SMA 3:1
20 30 40 50 60

Temperature (°C)

Fuente: (Dominguez Pardo et al., 2017)

Finalmente, los estudios sobre el comportamiento de las bicapas de fosfatidiletanolamina (PE),
cuya cabeza polar es pequefia en comparacion a las fosfatidilcolina (PC), cobra interés ya que estos
fosfolipidos se encuentran en las membranas eucariotas y procariotas (Matsuki et al., 2017). La Tm
de: dilauroilfosfatidiletanolamina (12: 0-PE), dimiristoilfosfatidiletanolamina (14: 0- PE),
dipalmitoilfosfatidiletanolamina (16: 0-PE) y diestearoilfosfatidiletanolamina (18: 0-PE) aumenta
a medida que aumenta la longitud de las cadenas provocando mayor interaccion de Van der Waals

entre las colas de estos fosfolipidos (ver Tabla 3).
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Tabla 3: Temperaturas de transicién de lipidos de membranas modelo

Lipido Componente Tp ™ Fuente
Secundario
DHPC Chol 34 44 (Tamai et al.,
(0%) 2018)
Chol - 42
(5%)
Chol - 42
(20%)
Chol - -
(50%)
di-16: 0 PC MLVs - 41 (Dominguez
SMA 2:1 - 37 Pardo et al.,
SMA 3:1 - 29 2017)
12: 0-PE - - 31 (Matsuki
14: 0-PE - - 50 et al., 2017)
16: 0-PE - - 64
18: 0-PE - - 74
DeTMA-TS - - 24,67 (Wenet al.,
Chol (1 mM) - 24,50 2017)
Chol (6 mM) - -
Chol (10 mM) - -
DTMA-DS - - 35,50
Chol (1 mM) - 34,08
Chol (6 mM) - 33,92
Chol (10 mM) - 33,67

Fuente: Autores, 2022

Aplicaciones del comportamiento termotrépico

En el &mbito farmacéutico el estudio del comportamiento termotrépico a través de DSC es un
requisito por parte de las agencias reguladoras, para indicar si un farmaco tiene estabilidad o no en
su formulacion. Un ejemplo de esto es el Promitil, una nanomedicina anticancerigena hecha a base
de liposomas que sometido a estudios térmicos con DSC muestra que a medida que se eleva la
temperatura da lugar a la formacidn de dominios heterogéneos del profarmaco, presentando un pico
agudo en la endoterma correspondiente a una alta entalpia. Sin embargo, se va estabilizando
desapareciendo estos dominios heterogéneos, formando una membrana homogénea con fuertes
interacciones lipidicas y temperatura de transicion mas alta, dando lugar a una configuracién de
membrana estable con alta estabilidad en su formulacion (Wei et al., 2017).

Estudios termotropicos de liposomas con pinocembrina (PINO) un flavonoide encontrado en la

miel y demas productos elaborados por abejas, en ciertas frutas, verduras, semillas, etc. Reportan
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gue son una opcién viable como sustancia activa en la industria farmacéutica debido a la propiedad

anticancerigena que PINO presenta (Uria Canseco & Perez Casas, 2019).

Conclusiones

El comportamiento termotropico de los lipidos que conforman membranas celulares han sido
estudiado a través de membranas modelo o sintéticas por la complejidad que abarca estudiar
membranas naturales. Las membranas sintéticas estudiadas a lo largo de los afios son liposomas de
fosfatidilcolina como el DPPC, DMPC entre otros por poseer una estructura simple. A través de
técnicas como el DSC y FTIR se han obtenido informacion del mecanismo molecular de los
fosfolipidos al someterlos a cierta cantidad de calor, mostrando como cambian las fases de
transicion a medida que incrementa la temperatura y a la vez como estas se ven afectadas segun la
adicion de otros componentes. Finalmente, el comportamiento termotrépico en lipidos conlleva a
aplicaciones en el ambito farmacéutico, constituyendo un estudio fundamental para avalar su
estabilidad.
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