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Resumen

Los limites de la célula estan constituidos por las membranas bioldgicas, las barreras que definen
el interior y exterior de ésta. Todas las membranas tienen una estructura general comun, que
consta de una bicapa de fosfolipidos con proteinas y moléculas de colesterol incrustadas en ella.
Otro componente de la célula es el citoesqueleto, el cual es la red tridimensional de proteinas que
brinda soporte interno a la célula e interviene en diversos procesos celulares que presentan
cambios en las propiedades mecanicas de la membrana. Una de las proteinas presentes en el
citoesqueleto es la actina, y cuando ésta polimeriza sus filamentos son los responsables de brindar

dicho soporte.

La célula es un sistema dinamico y mantiene una actividad mecanica, quimica y eléctrica, de ahi
que los campos eléctricos puedan afectarlas. Estas exhiben diferentes comportamientos
dependientes de la frecuencia de los campos eléctricos aplicados, tales comportamientos han
estimulado considerables esfuerzos de modelado dirigidos a la comprension de los mecanismos
fisicos en la interaccion de los campos eléctricos con células y tejidos. Pero la célula es una
estructura bastante compleja y una evidente simplificacion debe hacerse. Enfocaremos nuestra
atencion soélo en la membrana de lipidos antes de tratar de entender los efectos de los campos
eléctricos en las células. Las vesiculas tienen un comportamiento similar a las células cuando se

les aplican campos eléctricos alternos.

El objetivo de este trabajo es hacer un estudio de las propiedades mecanicas de membranas
lipidicas mediante la deformacion de vesiculas gigantes de una sola bicapa formadas de lipidos
DMPC, EggPC y DOPC con la proteina actina encapsulada en su interior, polimerizada y sin
polimerizar. Esto con el fin de determinar si la mera presencia (sin polimerizar) de dicha proteina
afecta sus propiedades mecanicas o si es necesario que ésta polimerice para alterarlas. La
deformacion se logra aplicando un campo eléctricos AC, deformandolas en elipsoides de
revolucion. Se utiliza el tensor de esfuerzos de Maxwell para calcular las tensiones laterales que
actuan sobre la bicapa lipidica durante la deformaciéon. El modelo tedrico que se utilizara esta
basado en el desarrollado por Kummrow y Helfrich, considerando las propiedades fisicas del medio

interno y externo a la membrana y tomando las contribuciones del tensor de esfuerzos de Maxwell.
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Abstract

Biological membranes stablish the cell boundaries, these are the barriers that define the inside and
outside of the cell. All membranes have a common overall structure consisting of a phospholipid
bilayer with proteins and cholesterol molecules embedded in it. Another cellular component is the
cytoskeleton, which is the three-dimensional protein network that brings internal support to the cell,
and it is involved in several cellular processes that present changes in the mechanical properties of
membranes. One of the proteins present in the cytoskeleton is actin and, when it polymerizes, its

filaments are in charge if provide such support.

Cell is a dynamic system that maintains a mechanical, chemical and electrical activity, hence
electric fields can affect them. They exhibit different behaviors depending on the frequency of the
applied electric field, such behaviors have stimulated modeling efforts aimed to understand the
physical mechanisms in the interactions of electric fields with cells and tissues. But the cell is a very
complex structure, and an evident simplification must be done. We will focus our attention only on
the lipid membrane before trying to understand the effects of electric fields on cells. Vesicles have a
similar behavior to cells when they are subjected to an electric field.

The objective of this work is to study the mechanical properties of lipid membranes through the
deformation of giant unilamellar vesicles formed from lipids DMPC, EggPC and DOPC, with actin
protein encapsulated within, polymerized and unpolymerized. To determine if only the presence of
this protein (unpolymerized) affects its mechanical properties or if it is necessary to polymerize to
affect them. The deformation is achieved by applying an AC electric field, deforming the into
ellipsoids of revolution. The Maxwell stress tensor is used to calculate the lateral stresses acting on
the lipid bilayer during deformation. The theoretical model that will be used is based on the one
developed by Kummrow and Helfrich, considering the physical properties of the internal and

external environment to the membrane and taking the contributions of the Maxwell stress tensor.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 La célula

La primera caracteristica de los organismos vivos es que estan hechos de células. La célula es la
unidad minima de un organismo capaz de actuar de manera auténoma y asi realizar sus funciones
vitales. Existen dos tipos, las células procariotas y las células eucariotas (figura 1.1). La principal
diferencia entre ambas es que las eucariotas poseen un nucleo en su interior en donde se
almacena el material genético de la célula, mientras que en las células procariotas dicho nucleo no
esta presente. En el interior de todas las células, tienen lugar numerosas reacciones quimicas que
les permiten crecer, producir energia, mandar, recibir e interpretar sefiales, y hasta poder

programar su muerte.

Prokaryotic cell vS Eukaryotic cell

Bboome

Rough endoplanmec rebouum

Mo hondnon

plasma

membrane, Faumna membrane

coll wall Cell cont

Lysosome

Smaoth endoplasmic
retcubom
Free rbosome

Centricle

Figura 1.1. Célula procariota y eucariota. Las bacterias son un ejemplo de células procariotas. Los hongos,
las plantas y células animales poseen células eucariotas. Ambos tipos de células estan limitadas por un

membrana plasmatica que separa el interior y exterior de las células (Pharmapproach Limited, 2022).

Todas las células estan envueltas por una membrana llamada membrana plasmatica, que encierra
una sustancia rica en agua llamada citoplasma (figura 1.1), y que sirve para delimitar el ambiente
interior y exterior de la célula. Esta membrana esta compuesta principalmente por una bicapa de
fosfolipidos, con proteinas periféricas e integrales incrustadas en ella, asi como el lipido colesterol.
La estructura es altamente fluida y la mayoria de los lipidos y las proteinas se pueden mover en el
plano de la membrana. Esta membrana evita que se liberen al exterior macromoléculas generadas
en el interior y que entren macromoléculas no deseadas, posee, ademas, estructuras de transporte
que permiten tomar del exterior moléculas especificas y desechar compuestos no deseados [1]. A

su vez, las células de las bacterias, plantas y hongos poseen ademas una pared celular justo a un
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lado de la membrana plasmatica (que no esta presente en las células animales) y la cual ademas
de proteccion, les da flexibilidad a las células y contribuye a mantener su estructura [1, 2, 3, 4, 5, 6,
7]. En el caso de las bacterias, esta pared celular estd compuesta por peptidoglicano, el cual es un
polimero formado por azucares y aminoacidos [1, 6, 7]. En las plantas, dicha pared esta formada
principalmente por celulosa [1, 4, 5]. Mientras que, en el caso de los hongos, esta formada por

proteinas, glucanos y quitina [1, 2, 3].

La capacidad de las células para mantener su estabilidad estructural, asi como el poder alterarla es
de suma importancia ya que muchos procesos y funciones celulares dependen de ella. Procesos
como el movimiento celular e intracelular, la endocitosis, fagocitosis, citocinesis, o incluso
apoptosis involucran cambios en la estructura de la célula [1, 4, 8]. Tales cambios dependen

principalmente de uno de los componentes mas importantes de la célula: el citoesqueleto.

El citoesqueleto, que es el enramado tridimensional de proteinas que le brinda soporte interno a la
célula, organiza sus estructuras internas, e interviene en los fendmenos de transporte, trafico y
division celular. Los filamentos del citoesqueleto interaccionan con la membrana plasmatica a
través de proteinas de anclaje para formar estructuras que juegan un papel muy importante en la
arquitectura de la célula y sus propiedades mecanicas. Una de las proteinas presentes en el
citoesqueleto es la actina. Los procesos celulares dependientes de esta proteina estan tipicamente
asociados con la dinamica de la membrana y la polimerizacion de la actina brinda la fuerza para los

procesos de movilidad celular.

1.2 La membrana plasmatica

La membrana plasmatica es, de todas las membranas celulares, la mas profundamente estudiada,
y es en gran parte a través de investigaciones sobre ella que nuestros conceptos actuales de la
estructura de la membrana han evolucionado. La membrana plasmatica de células sanguineas de
mamiferos (eritrocitos) ha sido particularmente util como modelo para estudios de la estructura de
la membrana [9]. Dichas células sanguineas no poseen nucleo o membranas internas, por lo que
representan una fuente de la cual membranas plasmaticas puras pueden ser facilmente aisladas
para ser analizadas. De hecho, estudios en la membrana plasmatica de estas células brindaron la
primera evidencia de que las membranas biologicas consisten en bicapas lipidicas. En 1925,
Gorter y Grendel extrajeron lipidos de la membrana de un numero conocido de eritrocitos
correspondiente a una superficie de area conocida de la membrana [1,9], y determinaron el area
ocupada por estos lipidos, e inesperadamente, encontraron que dicho valor correspondia al doble
del de la superficie calculada, concluyendo acertadamente que la membrana de los eritrocitos esta

constituida por una bicapa de lipidos.



Todas las membranas tienen una estructura general comun (figura 1.2), la cual consiste en una
bicapa de fosfolipidos con proteinas integrales y periféricas incrustadas en ella. La estructura es
altamente fluida y la mayoria de los lipidos y las proteinas se pueden mover en el plano de la
membrana. Esta membrana delimita el interior y exterior de la célula, la cual ademas de evitar que
se liberen al exterior moléculas generadas en el interior y que entren moléculas no deseadas,
posee sistemas de transporte que permiten tomar del exterior moléculas especificas y desechar

compuestos no deseados.

Proteina canal
(proteina, de transporte)

Medio extracelular Carbohidrato
Cabezas hidréfilicas

Proteina Glicoproteina

Bicapa de
fosfolipidos

Proteina integral

% -~ fosfolipido
{proteina globular) Proteina de superficie

Glicolipido

- ol Proteina integral
Proteina periférica Filamentos del (proteina en alfa-hélice)

citoesqueleto Citoplasma

Colas hidrofébicas

Figura 1.2. Representacion esquematica de la membrana plasmatica (Mariana Ruiz Villareal, 2007. Dominio
Publico).

La bicapa de lipidos es un ensamblaje 3D con una rica variedad de caracteristicas fisicas que
modulan la sefializacion celular y la funcion de las proteinas. Fuerzas laterales y transversales
dentro de la membrana son de gran importancia y cambian rapidamente a medida que la
membrana se deforma o se estira, y conforme nuevos constituyentes son anadidos, removidos o
quimicamente modificados [10]. La bicapa de una tipica célula eucariota tiene un espesor de 5nmy
un area superficial continua de cientos de micras cuadradas, que contienen cientos de lipidos

diferentes y mas de 108 moléculas individuales [11].

A escala macroscopica, las membranas biolégicas son una mezcla concentrada de proteinas y
lipidos. Nuestra comprensién de este complicado entorno es constantemente refinada por nuevos
experimentos. Los datos que surgen a menudo revelan relaciones funcionales y cuantitativas entre
interesantes parametros biolégicos, llevando con ellos un imperativo para los modelos de los
fendmenos subyacentes y cada generacion de nuevos experimentos refina los modelos utilizados

para describir las membranas [12].



1.3 Citoesqueleto

Es uno de los componentes principales de las células eucariotas. Es una estructura tridimensional
que se extiende a través del citoplasma, compuesta por filamentos de proteinas que ayuda a la
célula a mantener su fuerza y organizacion interna; ademas de proveer a la célula con el soporte
mecanico para realizar funciones vitales como la divisiéon celular y el movimiento, actuando tanto
como musculo como esqueleto. Durante la division celular los componentes del citoesqueleto
asisten al proceso jalando los cromosomas de cada célula hija hacia lados opuestos, hasta que la
division se complete. Ademas, brindan un sistema de transporte fisico que permite a motores
moleculares con cargo de vesiculas, y a organulos moverse dentro de la célula. Esta formado por
tres tipos de filamentos de proteinas de diferente composicion, funcién y caracteristicas:
microtibulos (25 nm de diametro), filamentos intermedios (10 nm de diametro) y filamentos de
actina (8 nm de diametro) (figura 1.3). Cada uno de estos tipos de filamentos se logra mediante la

polimerizacion de miles de proteinas iguales y estos actian de forma coordinada para poder

realizar sus funciones.

Figura 1.3. Citoesqueleto de células animales.
Las células han sido marcadas con fluorescencia
para una mejor visualizacion de los componentes
del citoesqueleto. Verde para los microtubulos,
rojo para los filamentos de actina, y azul para el
nucleo celular (Laboratory of Molecular Cell
Biology, University College London, UK.).

1.3.1 Microtubulos

Son tubos cilindricos de 20-25 nm nandémetros de diametro que estan formados por moléculas de
proteina tubulina, cada una de las cuales es un dimero (unién de dos mondémeros) que consta de
dos proteinas globulares llamadas a-tubulina y S-tubulina. Estos dimeros se unen para formar un
protofilamento. Un microtdbulo consta de trece protofilamentos paralelos que forman un cilindro
hueco [1, 4, 8, 13, 14, 15, 16, 17, 18].



Una caracteristica importante de los microtubulos es su polaridad. Debido a su estructura, la a-
tubulina siempre formara un extremo del protofilamento y B-tubulina el otro. De este modo, cada
protofilamento del microtibulo queda orientado de la misma manera. Al extremo compuesto por un
anillo de a-tubulinas se le denomina extremo menos (-), mientras que el extremo formado por el
anillo de B-tubulinas se llama extremo mas (+). El extremo menos de una molécula solo puede
ligarse al extremo mas de otra [1, 4, 8, 13, 14, 15, 16, 17, 18]. (Figura 1.4).

Microtubulo

Extremo--
g-tubulina
a-tubulina
Figura 1.4. Organizacioén de los dimeros de tubulina en
un protofilamento de un microtubulo [8].
Dimero
de
tubulina

Los microtubulos llevan a cabo numerosas

funciones tales como establecer la distancia entre y—rrotefaments
algunos organulos, y formar un sistema de

transporte y comunicaciéon entre compartimientos

celulares para vesiculas o macromoléculas. Extremo-—
Ademas, son los principales componentes
estructurales y generadores del movimiento de los cilios y flagelos, estructuras que se proyectan
desde la célula y son utilizados para desplazarse y como estructuras sensoriales. También
constituyen el uso mitético, el cual consiste en la organizacion del movimiento de los cromosomas,

dividiéndolos y distribuyéndolos entre las dos células [1, 4, 8, 13, 14, 15, 16, 17, 18].

1.3.2 Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios tienen un grosor de entre 8-10 nm, que es intermedio entre los
microtibulos y los filamentos de actina, de ahi su nombre. Son fibras proteicas resistentes
semejantes a una cuerda formadas por un conjunto de proteinas especificas para cada tipo celular.
Ejercen una gran resistencia a las tensiones mecanicas y su principal mision es permitir a las
células soportar tensiones mecanicas cuando son estiradas, por lo que su presencia es muy
abundante en células sometidas a este tipo de tensiones, como las células epiteliales, células
musculares y los axones de las células nerviosas [1, 4, 8, 13, 14, 15, 19, 20, 21]. Ademas de su
funcién de resistencia, intervienen en el anclaje de numerosas moléculas de sefalizacion e
interaccion con diferentes organulos de la célula [1, 4, 8, 13, 14, 15, 19, 20, 21]. En la figura 1.5 se

muestra la estructura de un filamento intermedio.



Figura 1.5. Esquema de un filamento intermedio. Estan formados por la superposiciéon de polimeros de

proteinas con semejanza a una cuerda. Le da forma a la célula proporcionandole resistencia mecanica
(WordPress.com).

1.3.3 Filamentos de actina

Por dltimo, pero no menos importante, encontramos a los filamentos de actina, la cual es la
proteina mas abundante en las células eucariotas. Sus filamentos se forman cuando la proteina en
forma de monémero llamado G-actina se polimeriza en presencia de ATP formando un filamento
doble helicoidal llamado F-actina. También son filamentos polarizados debido a que la
organizacion de sus monomeros siempre sigue la misma orientacién. El extremo en donde
predomina la adicion de mondmeros de actina (polimerizacion) se le denomina extremo mas,
mientras que el extremo con mayor disociacion de mondémeros de actina se llama extremo menos
[1, 4, 8, 13, 14, 15]. De esta manera es posible la creacion y destruccion de filamentos de actina
continuamente dentro de la célula. En la figura 1.6 se muestra el esquema de un filamento de
actina.
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ademas estan involucrados en procesos como la citocinesis y el movimiento celular [1, 4, 8, 13, 14,
15, 22, 23, 24, 25, 26]. Es precisamente esta funcion de reforzamiento de la membrana plasmatica
la que nos es de mayor interés, ya que podria decirse que gracias a ella es posible realizar otras
funciones celulares como el movimiento, la fagocitosis o endocitosis. En la figura 1.7 se muestran

algunos de los procesos en los que intervienen los filamentos de actina.

Microvilli Cytoplasmic y Lamellipodia Cell division
contractile and filipodia contractile ring
bundles

Figura 1.7. Procesos en los cuales intervienen los filamentos de actina. A). Las microvellosidades son
protuberancias alongadas que estan presentes en las células epiteliales. B). En la contraccion del citoplasma
los filamentos de actina se extienden a lo largo de la célula y terminan en los extremos de ésta. C). Los
lamelipodios y filopodios permiten a la célula moverse. D). En la division celular los filamentos de actina estan
presentes en el anillo contractil en el centro que conducira a la division en dos células (Nature Education,
2014).

En el movimiento celular, la célula se desplaza por el medio circundante mediante un mecanismo
de reptacion que es posible gracias a extensiones formadas por filamentos de actina llamados
lamelipodios y filopodios, los cuales se van adhiriendo al sustrato y permiten que la célula se
arrastre (figura 1.7 C). [1, 4, 8, 13, 14, 15, 22, 23, 24, 25]. En el caso de la citocinesis, un anillo de
filamentos de actina va estrechando su diametro alrededor del citoplasma hasta lograr la division
completa de éste en dos citoplasmas de las células hijas (figura 1.7 D) [1, 4, 8, 13, 14, 22, 23, 24,
25]. Ninguno de estos procesos celulares seria posible sin la densa red de filamentos de actina
debajo de la membrana de las células animales que brinda les fuerza mecanica y les permite

cambiar de forma y moverse.

Es precisamente este refuerzo mecanico de la membrana plasmatica debido al citoesqueleto
cortical de actina lo que motiva este estudio, ya que podria decirse que gracias a esto es posible
que los demas procesos tengan lugar. En particular, nos interesa estudiar las deformaciones que
sufre la membrana plasmatica de la célula durante estos procesos y como se resiste a tales
deformaciones, ya que todos ellos involucran cambios en la curvatura y estructura de la membrana.

Existe un parametro que nos dice cuanto se puede deformar una membrana, este parametro se



conoce como dureza de doblado y esta directamente relacionado con las propiedades mecéanicas

de la membrana.

Las células en el cuerpo humano estan sujetas a estimulos mecéanicos provenientes del medio
ambiente y a condiciones fisiolégicas internas [10]. Dependiendo de la naturaleza de estos
estimulos (magnitud, direccién y distribucion) la célula puede responder en funcion de ellos y de
diversas maneras. Por ejemplo, en el flujo de tension cortante que se ejerce sobre las paredes del
endotelio se activa la liberacion de hormonas que induce el endurecimiento de las células al
reorganizar el citoesqueleto [27]. La tension de estiramiento del sustrato celular puede alterar tanto
la motilidad como la orientacion celular [28]. Variaciones en la direccion de un campo eléctrico
aplicado puede cambiar la direccién del movimiento de las células obligandolas a moverse en
direccion contraria a su movimiento natural [29]. Durante el crecimiento, la migracién,

diferenciacion y en la apoptosis la célula cambia dramaticamente de forma y estructura [30].



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Efectos de los campos eléctricos en las células

Como se menciond, las células responden en funcién de estimulos externos de diversas maneras.
En concreto, la exposicién de células a campos eléctricos puede producir una gran variedad de
efectos que dependen tanto de la naturaleza del campo eléctrico aplicado como de la naturaleza
misma de la célula [31, 32, 33, 34, 35, 36]. Los campos eléctricos AC pueden inducir la
deformacion y la reorientacion celular, asi como el movimiento y reacomodo de las células, incluso
pueden interrumpir la mitosis y producir apoptosis celular [36, 37, 38, 39, 40, 41]. Se ha reportado
que, al variar la direccidon del campo eléctrico aplicado a las células, se induce la migracién celular
y éstas se guian en direccion de dicho campo [31, 32, 33, 34, 35, 36, 42]. Cuando se aplica un
campo eléctrico a la célula, su membrana plasmatica actia como un capacitor, en el que la bicapa
de lipidos es la barrera aislante que separa los medios interno y externo a la célula, los cuales
tienen sus propiedades eléctricas caracteristicas. Debido al campo, hay una redistribucién de la
carga en la bicapa, y ésta se transforma en un dieléctrico que se polariza. Como resultado de esta
polarizacion, pueden ocurrir procesos como el movimiento o la reorientaciéon celular [37, 38, 41,
42]. En el caso de campos eléctricos DC, también pueden ocurrir procesos como la
permeabilizacion y la fusion celular, asi como la ruptura dieléctrica de la membrana celular [36, 37,
41, 43, 44, 45, 46]. Una vez que la célula deja de estar bajo la accion del campo eléctrico, ésta

regresa a su forma, a su impermeabilidad, y a su resistencia natural [37, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53].

Estos fendmenos han estimulado considerables esfuerzos de modelado dirigidos a la comprensién
de los mecanismos fisicos en la interaccion de los campos eléctricos con células y tejidos. Un tema
comun entre los diferentes modelos tedricos es la suposicion de que la célula es un esferoide
dieléctrico con pérdidas.

Este trabajo es continuacion de mi proyecto de Maestria, en el cual estudié las propiedades
mecanicas de un modelo del citoesqueleto cortical de actina cerca de la membrana de lipidos,
basado en vesiculas gigantes de una sola bicapa (GUVs) formadas por DMPC con la proteina
actina encapsulada en su interior a una concentracién de 0.4 mg/ml cuya polimerizacion dentro de
las vesiculas se logré6 mediante la internalizacion de iones de magnesio utilizando el ionéforo
A23187. Las propiedades mecanicas se determinaron mediante la deformacién de las vesiculas
aplicando campos eléctricos alternos y tomando las contribuciones del tensor de esfuerzos de

Maxwell actuando sobre las membranas.



En ese estudio se observé que la presencia de esta proteina al polimerizarse dentro de las
vesiculas si afecta sus propiedades mecanicas, esto es, su dureza de doblado, volviendo a las
vesiculas mas rigidas y por lo tanto mas resistentes a las deformaciones. Este resultado se obtuvo
al comparar las durezas de doblado reportadas en la literatura [54, 55, 56, 57, 58, 59] para
vesiculas puras de DMPC (tabla 2.1) a diferentes temperaturas, las cuales son reportadas del
orden de 10"°y 102° J, con el valor medio de las durezas que se obtuvieron para vesiculas de
DMPC con actina encapsulada y polimerizada (tabla 2.2) a 25°C, las cuales fueron del orden de 10
8 J 'y con un valor medio de 3.34x10® J esto es, un orden de magnitud mayor a las vesiculas que

no tienen actina polimerizada en su interior.

Tabla 2.1. Recopilacién de las durezas de doblado reportadas en la literatura para vesiculas puras de DMPC
a diferentes temperaturas.

T (°C) Dureza de doblado Ref.
vesiculas puras de DMPC
K (J)
10 4.49+1.25x10°1° 58
22 7.22x10%° 59
23 3x10"° 54
25 1.2x10°° 56
25 8.23+0.82x102° 57
30 1.15+£0.15x10°1° 55
40 7.35+0.43x10%° 59

Tabla 2.2. Durezas de doblado obtenidas experimentalmente para vesiculas de DMPC con actina
encapsulada y polimerizada a la concentracion de 0.4 mg/mi.

T (°C) Dureza de doblado vesiculas de DMPC con
actina encapsulada y polimerizada x (J)
25 3.34+0.77x10"®

En las graficas 2.1 se muestra el analisis de dos de las vesiculas con actina encapsulada y
polimerizada a 0.4 mg/ml. Para obtener la dureza de doblado se graficé el logaritmo de las
tensiones (on/co) que actuan sobre la membrana de lipidos debido al campo eléctrico contra el
cambio porcentual en area reducida de la membrana (Area Dilation %) y se realizd un analisis
lineal a la grafica. Se puede observar que el cambio en el area porcentual fue muy poco, para una

cambio poco mas de 0.03 %, mientras que la segunda alcanzé cerca de 0.24 %.
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Grdfica 2.1. Logaritmo de la razén de las tensiones contra el cambio en el area para dos vesiculas de DMPC

con actina encapsulada y polimeriza en su interior a 0.4 mg/ml. Los cuadros azules corresponden al

reacomodo de los lipidos, los cuales se caracterizan por un ligero aumento en el area porcentual a medida

que aumenta la razén de las tensiones, mientras que los puntos negros que corresponden al ajuste del area

por lipido presentan un estiramiento de la membrana a valores casi estables de la razén de las tensiones. El

ajuste lineal (linea roja) se hace solo en los puntos correspondientes al reacomodo de los lipidos en la

membrana.

La proteina polimerizada dentro de las vesiculas hace que los lipidos tengan menor libertad de

movimiento y, por lo tanto, se requiere de mayor energia para el reacomodo de los lipidos debido

al campo eléctrico AC aplicado a la vesicula.

Para realizar un estudio completo sobre las propiedades mecanicas de vesiculas gigantes de una

sola bicapa con la proteina actina encapsulada en su interior, como modelo del citoesqueleto

cortical de actina, este trabajo se enfoca en formacién y manipulacion de GUVs con la proteina

actina encapsulada en su interior a diferentes concentraciones cuando dicha proteina se encuentra

sin polimerizar o como monémero (G-actina) y polimerizada o como filamento (F-actina) y en el

estudio de sus propiedades mecanicas mediante la deformacion de éstas bajo la accion de un

campo eléctrico AC.
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Capitulo 3. Motivacién

3.1 Vesiculas: un modelo celular

Tanto de los procesos que ocurren en la célula cuando ésta se somete a estimulos externos como
de los antecedentes de los efectos de campos eléctricos en la célula, se infiere que es importante
conocer como las células responden mecanicamente a estos estimulos fisicos para luego entender
cémo estas sefales mecanicas se traducen en respuestas bioldgicas o quimicas. Es claro que las
propiedades mecanicas tienen un papel muy importante en los procesos bioldgicos [11, 26, 30]. De
esto surge el interés en desarrollar modelos mecanicos de la célula para entender cémo ésta
responde a estimulos externos. Pero la célula es una estructura bastante compleja y una evidente
simplificacion debe hacerse. Dado que la membrana plasmatica es la pared que delimita a la
célula, enfocaremos nuestra atencion en ella. Y ya que el componente mayoritario de esta

membrana es la bicapa de fosfolipidos, podemos tomar ésta como modelo de la membrana celular.

Las vesiculas son estructuras que mimetizan la membrana celular y por lo tanto pueden ser
tomadas como modelo de la membrana de la célula (figura 3.1A). Cuando éstas son sometidas a
campos eléctricos se pueden deformar en elipsoides prolata u oblata que dependen de los medios
interior y exterior, ademas, los campos pueden desplazar a la vesicula e incluso campos muy
fuertes pueden perforarlas [60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69]. Cuando las vesiculas se
exponen a un campo eléctrico AC se genera un potencial eléctrico a través de la membrana y
como consecuencia se induce una tensién eléctrica, esto permite que la vesicula se deforme
(figura 3.1B).
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Figura 3.1. Esquema de la estructura y deformaciones de una vesicula. A) Vesicula (Encyclopedia
Britannica, Inc. 2007). B) Diagrama morfolégico de vesiculas gigantes de una bicapa en campos eléctrico AC

en funcién de las conductividades del medio interno y externo y de la frecuencia del campo [70].
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La motivacion es llegar a una mejor comprension de los procesos celulares con un sistema modelo
que nos permita mimetizar en mayor medida a la célula y a su estructura. Al hablar de la estructura
de la célula nos referimos al citoesqueleto, y en particular a las interacciones entre los filamentos
de la proteina actina y la membrana plasmatica con un modelo del citoesqueleto cortical de actina.
Esto es, entender desde una aproximacion de abajo hacia arriba, los principios fundamentales de
la movilidad celular. Para entender la movilidad en funcion de la membrana plasmatica es
necesario conocer las propiedades mecanicas de la célula. Con este objetivo se mimetiza la
membrana de la célula usando solo unas componentes de la membrana plasmatica: los lipidos. Se
usa como modelo las vesiculas gigantes de una sola bicapa (GUVs por sus siglas en inglés) y
como modelo del citoesqueleto cortical de actina se usara la actina reticulada en su interior. Se
estimulara las GUVs con actina encapsulada para estudiar el cambio en las propiedades
mecanicas de nuestras células biomimetizadas. Dicho estimulo se hace por medio de campos
eléctricos alternos. Al estudiar y comprender los cambios de una vesicula con actina encapsulada y

reticulada podemos tener una base para comprender en estudios posteriores la movilidad celular.
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Capitulo 4. Objetivo

El objetivo general de este trabajo es estudiar las propiedades mecanicas y reoldgicas de vesiculas
como modelo de membranas biolégicas con la proteina actina encapsulada en su interior a

diferentes concentraciones.
Objetivos especificos

1. Encapsulacion y polimerizacion de la proteina actina a diferentes concentraciones dentro
de vesiculas gigantes de wuna sola bicapa (GUVs) formadas con DMPC

(dimiristoilfosfatidilcolina) y EQgPC (L-a fosfatilcolina).

2. Encapsulacion y polimerizacion de la proteina actina a diferentes concentraciones dentro

de vesiculas gigantes de una sola bicapa (GUVs) formadas con el lipido DOPC.

3. Estudio de las propiedades mecanicas y reoldgicas de los sistemas descritos en los
objetivos especificos 1 y 2 mediante la técnica de electrodeformacion y con el uso de un

redmetro.
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Capitulo 5. Metodologia teérica

5.1 Propiedades mecanicas de membranas

Las propiedades mecanicas de las vesiculas se pueden caracterizar de acuerdo con los modos de
deformacion de la membrana, los cuales son: estiramiento o compresioén del area, deformacion por

esfuerzo cortante y deformacion por flexién o doblado, como se muestra en la figura 5.1.

TWV
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Figura 5.1. Modos de deformacion de la membrana. llustracion de un elemento cuadrado de una
membrana lipidica. (a) Estiramiento o compresion del area. (b) Deformacién por esfuerzo cortante. (c)
Deformacién por flexion o doblado. Las Tp, son las fuerzas necesarias para estirar a la membrana; las Ts para

que sufra esfuerzo cortante y las M son las fuerzas que provocan doblado [70].

El esfuerzo cortante no esta presente en las vesiculas debido a que los lipidos pueden moverse en
el plano de la membrana y por lo tanto puede considerarse como un liquido. El estiramiento o
compresion del area en la mayoria de los casos puede ser despreciado debido a que el
estiramiento de la membrana requiere energias mayores a las aplicadas para el caso del doblado.
Por lo tanto, la dureza de doblado, que se obtiene a partir de la deformacion por flexion, es la
mayor contribucién a la energia sin que ésta destruya o modifique a la membrana, y esta

relacionada con el reacomodo de los lipidos en la membrana.
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5.2 Modelos teéricos para la deformacion de vesiculas

La metodologia tedrica esta basada en los modelos desarrollados por Kummrow y Helfrich [62] y
Yamamoto et. al. [66], considerando las propiedades fisicas tanto del medio interno como del
externo a la membrana, y tomando las contribuciones del tensor de esfuerzos de Maxwell. La
vesicula adquiere forma esférica en ausencia de campos eléctricos, como se muestra en la figura
5.2. La deformacion de la vesicula lleva a un aumento en la energia de doblado de ésta, adoptando

formas prolatas u oblatas.
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Figura 5.2. Geometria de una vesicula esférica en un campo eléctrico AC. La vesicula esta modelada
como un cascaron esférico dieléctrico con constante dieléctrica &me y conductividad ome. EI campo eléctrico se
aplica en la direccién z. El interior de la vesicula consiste en una solucion caracterizada por constante
dieléctrica &n y conductividad oi,. Para la solucion exterior €S sex ¥ Oex. LOS pardmetros rin, fme y rex Son los

radios interior, el radio medio y exterior de la membrana, respectivamente [66].

5.2.1 Modelo de Kummrow y Helfrich

El modelo de Kummrow y Helfrich consiste en la deformacién de vesiculas blandas sujetas a un
campo eléctrico alterno. Utilizando coordenadas polares con el eje polar paralelo a la direccién del
campo eléctrico homogéneo aplicado Eo, la componente del tensor de esfuerzos de Maxwell
debido al campo en el exterior de la esfera es [62]

(5.1)

9 :
T, =— gsoswEg sin? @,
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Donde &w=80 es la constante dieléctrica del agua y 6 es el angulo azimutal con valor 7/2, ¢, es la
permitividad del vacio, y T es la componente r en la direccion r del tensor de esfuerzos de
Maxwell. La tension ejercida en la superficie exterior de la vesicula da lugar a la deformacion
elipsoidal y el aplanamiento de las ondulaciones. En equilibrio habra una tensiéon superficial
homogénea oo y una presion p dentro de la vesicula tal que, de acuerdo con la ecuaciéon de

Laplace, para todo 6

(1 +c)on— T =D, (5.2)
Donde c1 y c2 son las curvaturas principales de la membrana tomadas en el ecuador y en el polo.
Esta tension superficial se relaciona con un cambio en el area aparente de acuerdo con la
ecuacion de Evans [71]
kgT

On
AA = ——In— X 47R?,
8nx o,

(5.3)

donde A es el area del elipsoide de revolucion, 4zR? es el area sin deformar, x la dureza de
doblado, ks la constante de Boltzmann, T es la temperatura, y oo, oh las tensiones superficiales
homogéneas inicial y final, respectivamente. Las curvaturas en el ecuador y en el polo estan dadas

por las ecuaciones

1 b 54
(Cl+cz)eq=5+gl (5.4)

a
(c, + Cz)pol = Zﬁ’ (5.5)

donde a y b son los semiejes mayor y menor de la elipse deformada con a >b.

5.2.2 Modelo tedrico para la deformacion de vesiculas generalizado

El modelo tedrico generalizado se basa también en la deformacién de vesiculas bajo la accién de
un campo eléctrico AC. La deformacién de las vesiculas depende de varios factores entre los que
destacan tanto la frecuencia de campo como las conductividades de las soluciones interior y
exterior. La generalizacion de este modelo se basa en el hecho de que, a diferencia del modelo
anterior en donde solo se considera el caso simétrico, esto es, cuando las conductividades interior
y exterior son iguales, el modelo tedrico generalizado se puede aplicar al caso simétrico y
asimétrico en las conductividades interna y externa de la vesicula [66]. Dicha dependencia en las
conductividades se refleja en la forma que adquieren las vesiculas durante la deformacion, si la
conductividad exterior es mayor que la interior, la deformacion es oblata; mientras que, si la

conductividad interior es mayor, la deformacion es prolata.
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Ahora, el campo eléctrico aplicado, el cual es uniforme lejos de la vesicula, se caracteriza por una
frecuencia angular o y esta dirigido en la direccidon z. Las componentes del campo para la

superficie externa, la membrana y la superficie interna estan dadas por

E,=E,, (5.6)
£ = 3(1 + 285) E
2 @+ +263) —2(1— A - B3)y? o’
E, 9B (5.8)

S @1 A+ 28 — 20— B — By o

donde =71 - Im/R con Im como el grosor de la membrana y R su radio sin deformar. Estas

amplitudes estan expresadas en términos de los parametros S dados por

g, = 0, — lweEy (5.9)
o —iwe

B, = 0, — lwe, (5.10)
2 03 —iweg

El campo eléctrico aplica un tensor de esfuerzos de Maxwell en la superficie interior y exterior de la
vesicula, lo cual es la fuerza que la deforma. Las componentes de estas tensiones laterales sobre
la membrana siempre actuan en direccién normal a la superficie, como se muestra en la figura 5.3

y cuyo tensor equivalente es

Teq = Tirrex — Torrex + Torrin — Tsrrin » (5.11)
\
\
\
\
1
T3rrin T2!ri£|12rrex Tirmex
< » e >
I
I
I
/
Vesicula I Bicapa lipidica

Figura 5.3. Componentes del tensor de esfuerzos de Maxwell actuando sobre la bicapa lipidica.
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cuyas componentes estan dadas por

1 2 5.12

Tirrex = ZglEg|a1,ex| , ( )
1 2 5.13

Tyrrex = ZSZEg|a2,ex| ’ ( )
1 2 514

Tyrpin = ZSZEg|a2,in| , ( )
(5.15)

1 2
— 2
T3rrin - ZSSEO |a3,in| ’
donde E, es el campo eléctrico aplicado; €1, €2 y €3 las permitividades de los medios y de la

membrana, y las «’s son pardmetros que dependen de las permitividades y conductividades, dadas

por

3Bl +2p)+20- B (5.16)

LT 4B +28) —2(1 - B = By’
R 3[(1+2B5) +2(1 — B5)y°] (5.17)

224 BYA+2B) —2(1 - B)A - By’
I 9 (5.18)

T4 B +2B) —2(1 - B — By
904 (5.19)

A3in = 2+ B +2B3) —2(1 = p)A = B5)y3’

donde nuevamente y=1 - In/R y se toma la parte real de S para la evaluacion de los tensores

_ 010, + 88507 | g0, — &0, (5.20)
P o2+ 2w? o + efw? ’

_ 030, + &35,0%  ig50;, — £,03 (5.21)
3T o2+ edw? oF +e2w?’

con o como la frecuencia del campo eléctrico [70]. Este modelo es usado para determinar los
tensores eléctricos que se ejercen sobre la superficie de una membrana (ecuaciones 5.12-5.15).
Con dichas tensiones y usando la ecuacion 5.2 se puede determinar la tensién en base a los
cambios de curvatura de la vesicula (cambios de area), y, finalmente, con la ecuacion 5.3 se puede
determinar la dureza de doblado al hacer el analisis de una grafica del logaritmo de la tensién
superficial contra el cambio porcentual en el area de un elipsoide prolata, producto de la

deformacion por campos eléctricos AC.
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Capitulo 6. Metodologia experimental

Para la formacion de vesiculas se utilizaron los lipidos DMPC (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine), EggPC (L-a-phosphatidylcholine) y DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine), de avanti Polar Lipids, Inc., con una concentracion inicial de 10 mg/ml. Las
concentraciones de lipidos que se utilizaron fueron de 4 mg/ml. Como medio interior y exterior a las
vesiculas se utilizaron sacarosa y glucosa (Sigma-Aldrich, Inc.), respectivamente, con

concentracion de 0.2 M.

El kit de la proteina se obtuvo de Cytoskeleton, Inc., asi como todos los componentes necesarios.
La proteina esta marcada con pireno (excitacion: 340-380 nm, emision: 395-440 nm) para poder
observarla en el microscopio con un filtro de fluorescencia. Se utilizo el ionéforo A23187 (Sigma-
Aldrich, Inc.) para permitir el paso de iones de magnesio (Mg*?) para activar la polimerizacién de la

proteina. Para los iones se utilizé6 MgCl2 con concentracion de 0.2 M.
6.1 Reconstituciéon de los componentes del kit de actina

El procedimiento para la reconstitucion de la proteina se muestra en la tabla 6.1. Siguiendo las
especificaciones del kit, se prepararon el G-buffer y la G-actina. Para el primero, se afiaden 2 ul de
ATP por cada 1 ml de buffer general. Para el caso de la G-actina, se afiaden 225 ul de G-buffer en
una alicuota congelada de 5 ul de actina (volumen total 230 pl), se deja en hielo durante una hora y

después se centrifuga a 14k rpm durante 30 min. Finalmente se almacenan las alicuotas a -70°C.

Tabla 6.1. Reconstitucién de los componentes del kit.

Componentes del kit Reconstitucion Condiciones de
almacenamiento

Actina purificada | Reconstituir una alicuota de 1 mg en 50 pl de agua
marcada con pireno desionizada estéril fria. Se preparan 5 alicuotas de 5 pl

y se enfrian en nitrégeno liquido. -70°C
Buffer general Reconstituir en 100 ml de agua desionizada estéril. 5 4°C

mM de Tris-HCl y 0.2 mM de CaCl, resuspendido.

Tris-HCI Reconstituir en 5 ml de agua desionizada estéril. 4°C
Concentracion final de 100 mM a pH 7.5.

ATP Reconstituir en 1 ml de Tris-HCI. Se preparan alicuotas -70°C
de 100 pl. Concentracion de 100 mM.
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6.2 Preparacidon de vesiculas

Las primeras vesiculas fueron obtenidas por Alec Douglas Bangham y colaboradores en 1965 [72],
quienes constataron que ciertos lipidos pueden formar estructuras membranosas cuando estan en
presencia de un exceso de agua [70]. Como se menciond, las vesiculas son estructuras que
mimetizan la membrana celular, ya que poseen una estructura similar a la de las membranas
biolégicas de las células y de sus organulos internos. En general, una vesicula es una bicapa
lipidica cerrada donde los grupos polares apuntan hacia la solucidon polar y las cadenas de
hidrocarburos se encuentran en la parte interior de la bicapa. Pero ;qué propiedades permiten a
los lipidos formar membranas? La formaciéon de membranas es una consecuencia de la naturaleza
anfifilica de estas moléculas, es decir, que cuentan con una parte polar (hidrofila), y ofra, la
correspondiente a las cadenas hidrocarbonadas, que no es polar (hidréfoba). Sus cabezas polares
facilitan el contacto con el agua, mientras que sus colas hidrocarbonadas interaccionan unas con
otras en vez de hacerlo con el agua, de esta manera es posible la formacién de una bicapa lipidica,
mediante la interaccion de las cadenas de hidrocarburos se forma un interior hidréfobo que actua
como barrera de permeabilidad. En esta bicapa plana, las cadenas hidréfobas se encuentran bien
posicionadas a medida que estan en un entorno hidréfobo, pero en el borde de la bicapa las
cadenas se exponen al agua, por lo tanto, la estructura tendera a proteger estos extremos del
entorno acuoso mediante la conexidon de estos bordes abiertos entre si, esto da lugar a la

formacion de vesiculas.

La versatilidad de las vesiculas se refleja, en primer lugar, en el hecho de que son capaces de
incorporar a su estructura moléculas hidrdéfilas, hidréfobas y también de caracter anfipatico.
Ademas, sus propiedades fisicas como la carga, el tamafio, la permeabilidad/rigidez de la pared o
su capacidad de carga, pueden ser facilmente modulables. Ademas, utilizando lipidos
funcionalizados, se pueden unir anticuerpos u otros ligandos a la superficie de estas vesiculas con
el fin de convertirlas en sistemas de transporte con capacidad para acceder, por ejemplo,

especificamente a un determinado tejido o célula tumoral [73].

Existen varias metodologias que han sido desarrolladas con el fin de obtener vesiculas con
diferentes caracteristicas en funcién del procedimiento aplicado. Algunos ofrecen la ventaja de
permitir la encapsulacion o translocacion de moléculas dentro (o transmembranales) a las

vesiculas, en especial proteinas especificas.

El método que sera empleado en este trabajo sera el de electroformacion, descrito inicialmente por
Angelova y Dimitrov en 1986 [74], s6lo que, para el caso de la preparacién de vesiculas con actina
encapsulada, es necesario variar el protocolo. En el caso de los resultados mencionados en el
capitulo 2, para la formacion se utilizé una camara de microfusion Eppendorf, la cual cuenta con
dos electrodos de 500 um de separacion, entre los cuales con ayuda de una jeringa Hamilton de 5
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ul, se esparcieron 5ul de la solucién de lipidos. El lipido que se utilizd para la formacion de
vesiculas fue DMPC (dimiristoilfosfatidilcolina) de Avanti® Polar Lipids Inc. Una vez hecho esto, se
esparcio 1 pl (concentracion 1 ug/ul) del ionéforo A23187 (Sigma® Aldrich) dentro de los
electrodos, y se dejo la camara dentro del desecador en vacio durante 2 horas. Este ionoforo
permitira la entrada de iones de magnesio dentro de las vesiculas para lograr la encapsulacién de

la proteina dentro de éstas.

Una vez finalizado el proceso de secado, se agregaron 840 pl de sacarosa (la cual sera la solucion
interior a las vesiculas) y 20 ul de G-actina (para los siguientes experimentos se utilizaran
diferentes concentraciones de G-actina) y se tapdé con un cubreobjetos, como se muestra en la
figura 6.1. Esta proteina estd marcada con pireno (excitacion: 340-380 nm, emision: 395-440 nm)

para observarla mediante fluorescencia.

Figura 6.1. Camara de microfusion. La camara tiene dos electrodos entre los cuales actua en campo

eléctrico AC. Para la formacién, se coloca la solucién de sacarosa y la G-actina y se tapa con un cubreobjetos.

Una vez conectada la camara al generados de funciones, se ajusta la frecuencia del campo
eléctrico a 10 Hz, empezando el voltaje en 1 V/mm y se aumenta hasta alcanzar 6 V/mm, siguiendo
el protocolo que se muestra en la tabla 6.2. Al alcanzar los 6 V/mm, se baja la frecuencia del

campo a 3 Hz, esto con la finalidad de que las vesiculas se desprendan de la camara.

Tabla 6.2. Protocolo para la electroformacion de vesiculas. Al llegar a las 6 V/mm se baja la frecuencia del

campo para despegar la frecuencia del campo.

Tiempo de exposicion al Voltaje (V/mm) Frecuencia (Hz)
campo eléctrico (min.)
20 1 10
40 2 10
40 3 10
40 4 10
40 6 10
5 6 3
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Para monitorear el proceso de formacién de las vesiculas con actina encapsulada, se conecta la
camara al generador de funciones y se monta en el microscopio. Se utilizara un microscopio Leica
con contraste de fases y filtros de fluorescencia, el cual se encuentra conectado a una PC para

poder adquirir imagenes y videos.

En el caso de todos los experimentos de este estudio, las vesiculas se prepararon utilizando una
camara de formacién creada a partir de dos vidrios ITO sobre los cuales se esparcen los lipidos y
se ponen a secar con el fin de eliminar el solvente. Al concluir el proceso de secado, entre los
vidrios ITO se coloca un espaciador de teflon de 2 mm de espesor, el cual se adhiere a los vidrios
utilizando grasa de vacio. Una vez que la camara esta lista, se inyecta las solucién de sacarosa a
0.2 M (en el caso de vesiculas con actina, se inyecta también la G-actina por dicho orificio) a través
de dos orificios en el espaciador de tefldn, por uno se inyecta la solucién, mientras que el otro sirve
para eliminar el exceso de aire dentro de la camara (figura 6.2). Se siguid el mismo protocolo de

electroformacion (tabla 6.1).

S

Figura 6.2. Camara de electroformacion de vesiculas. Se conectan los cables en cada uno de los vidrios ITO

los cuales a su vez estan conectados al generador de funciones.

6.3 Deformacidén de GUVs con actina encapsulada

Como se menciond, en un trabajo previo ya se estudié el efecto de la polimerizacién de la proteina
actina dentro de las vesiculas a la concentracion de 0.4 mg/ml; ahora, lo que se desea es analizar

el efecto producido por la polimerizacion a diferentes concentraciones de dicha proteina.

El procedimiento para la deformacion de vesiculas con actina encapsulada es el siguiente. Se

utiliza nuevamente la camara de microfusion, en donde se colocan 840 ul de glucosa, 20 ul de
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vesiculas con actina, y para lograr la polimerizacién de la proteina, se afiaden 5 ul de MgClz,
finalmente, se tapa la camara de microfusiéon con un cubreobjetos. El ionéforo A23187 que se
afiade durante la formacion de las vesiculas crea canales en la membrana que permiten pasar a
los iones de magnesio [75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85] y asi iniciar la polimerizacion de la
proteina. Una vez que la muestra esta dentro de la camara, se conecta al generador de funciones y
se monta nuevamente en el microscopio. Se fija la frecuencia del campo a 100 kHz y se aumenta
el campo desde 0.00 V/mm hasta 20.00 V/mm. De todos los procesos de deformacion se
obtendran imagenes y videos de las vesiculas deformadas mediante la camara conectada al
microscopio y el software LAS V4.8. Estas imagenes seran analizadas con ImagedJ para determinar
el cambio en el area que sufren las vesiculas debido a la accién del campo eléctrico, para esto, se
miden los semiejes menor y mayor de las vesiculas para cada cambio de voltaje y finalmente se

hace uso de los modelos tedricos para determinar la dureza de doblado de las vesiculas.
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Capitulo 7. Analisis y discusién de resultados

7.1 Encapsulacién de actina dentro de GUVs formadas por los
lipidos DMPC, DOPC y EggPC

En la primera etapa de este estudio, se procedié a encapsular proteina actina dentro de GUVs
formadas por los lipidos DMPC, DOPC y EggPC mediante el método de electroformacion,
siguiendo el mismo protocolo descrito en el capitulo anterior, con el fin de realizar el mismo analisis
para los sistemas con los tres tipos de lipidos. En la figura 7.1 se muestran imagenes de
fluorescencia de vesiculas de DMPC (figura 7.1 (a)), EggPC (7.1 (b)) y DOPC (7.1 (c)) con actina

encapsulada y polimerizada.

b) EggPC

d) Contraste de fases DOPC

&

Figura 7.1. Imagenes de fluorescencia para GUVs con actina encapsulada y polimerizada. a) DMPC. b)
EggPC. c) DOPC. d) Contraste de fases de las vesiculas de DOPC de la imagen c).
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En el caso del lipido EggPC, como puede observarse en las figuras 7.1 (a) y 7.1 (b), la proteina no
logré encapsularse de la misma manera que para DMPC, donde para esta Ultima se pueden
observar las vesiculas bien definidas con el aumento en la fluorescencia correspondiente a la
polimerizacion de la proteina, mientras que para EggPC solo se observa la fluorescencia debido a
la proteina, pero fuera de las vesiculas. Para DOPC (figura 7.1 (c)), ademas de que no se logré
encapsular la proteina dentro de las vesiculas, no se observé fluorescencia de la proteina salvo en
pequefnos puntos que podrian representar un exceso de proteina en esa zona. En la figura 7.1 (d)
se muestra el contraste de fases de las vesiculas de DOPC de la figura 7.1 (d), donde se pueden
observar los puntos que presentan este exceso de proteina fuera de la vesicula. Esta facilidad del
lipido DMPC para encapsular actina de una mejor manera que los lipidos EggPC y DOPC podria
deberse a una diferencia estructural. La figura 7.2 (a) muestra la estructura de los tres lipidos,
donde, tanto el DOPC como EggPC presentan dobles enlaces en sus cadenas de hidrocarburos
(incluso en el caso de DOPC este presenta dos dobles enlaces), dichos enlaces causan un cambio
en los angulos de la molécula (un “doblamiento” de la cadena a nivel del doble enlace, figura 7.2
(b)) lo cual cambia toda su estructura en comparacion con la molécula con los carbonos saturados.
Debido a este cambio en su estructura, estos lipidos no se pueden empaquetar tan juntos [86], lo
cual puede ser la razéon de que tanto las vesiculas de EggPC como las de DOPC no logren
encapsular los monémeros de actina en su interior, tal vez al momento de formarse los lipidos

quedan mas separados entre si (figura 7.2 (c)).
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Figura 7.2. Diferencia entre los lipidos
DMPC, DOPC y EggPC. a. Estructura de los
lipidos DMPC, DOPC Y EggPC. b. Los dobles

enlaces de carbono en las cadenas

hidrocarbonadas de los lipidos DOPC y EggPC causan un doblamiento de dichas cadenas a nivel de los
enlaces dobles [87]. c. Vesiculas de DMPC y DOPC. Los lipidos de DOPC quedan mas separados entre si al

formarse la vesicula debido al cambio en su estructura como consecuencia de los dobles enlaces [88].
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En la literatura se ha reportado que tanto la presencia de estos dobles enlaces como su posicion
en las cadenas de hidrocarburos afecta varias propiedades de la membrana, presentando un
aumento en el area por lipido en la membrana (menor empaquetamiento) en comparacion con los
fosfolipidos con cadenas saturadas, cambios en su grosor, asi como el ordenamiento de su
cadenas y cambios en su temperatura de transicion de fase. Los cambios mas significativos se
presentan cuando el doble enlace se encuentra en la mitad de la cadena (como es el caso de
DOPC y EggPC), con un aumento en el area por lipido en la membrana lo cual lleva a una
disminucion en el grosor de la membrana y a un desorden en la cadenas de hidrocarburos. En
pocas palabras, la presencia de los dobles enlaces introduce desorden en la membranas lipidicas
[89, 90, 91, 92].

7.2 Determinacién de la dureza de doblado para GUVs puras de
DMPC

Dado que solo en las GUVs del lipido DMPC se tuvo éxito en la encapsulaciéon de la proteina
actina, se utilizaron para el analisis solo las vesiculas de este lipido con y sin actina encapsulada.
Primero, para determinar la dureza de doblado en ausencia de la proteina actina (G-actina), y
poder comparar los valores obtenidos con los reportados en la literatura (tabla 2.1) [54, 55, 56, 57,
58, 59], se siguid el protocolo que se describe en la seccion 6.2 utilizando la camara de formacion
creada a partir de dos vidrios ITO que se muestra en la figura 6.2. Para la deformacion de las
vesiculas se usa la cdmara de microfusion que se muestra en la figura 6.1 y se sigue el mismo
protocolo descrito en la seccion 2.3, pero sin agregar el MgClz. En la figura 7.3 se muestra una

secuencia de deformacién para una vesicula.

0.0 V/mm 6.0 V/mm 12.0 V/mm 20.0 V/mm

Figura 7.3. Secuencia de deformacion de una vesicula de DMPC. A 100 kHz de frecuencia, 0.0 V/mm, 6.0
V/mm, 6.0 V/mm y 10.0 V/mm. La solucién interior a la vesicula es sacarosa (0.2 M) e interior es glucosa (0.2
M).

Las imagenes de las vesiculas deformadas se analizan utilizando ImageJ para medir los semiejes

menor y mayor de elipsoide deformado y con esto determinar el cambio en el area para cada
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voltaje. Se tabularon los parametros que influyen en la deformacion, esto es, la intensidad del
campo eléctrico, los ejes mayor y menor de las vesiculas, la excentricidad, los cambios en el area,
las curvaturas de la membrana, las componentes de los tensores y las tensiones superficiales.
Para obtener la dureza de doblado se grafica el logaritmo de las tensiones (oh/co) contra el cambio
porcentual en area reducida de la membrana (Area Dilation %) y se realiza un andlisis lineal a la
grafica, tomando la ecuacion (5.3) como la ecuaciéon de una recta donde la pendiente estara dada

por

8k

De esta ecuacion se obtiene la dureza de doblado x. En las graficas 7.1 se muestra el analisis de
una de las vesiculas, asi como el cambio en los ejes a medida que aumenta el campo eléctrico de
utilizando los modelos tedricos para la caracterizacion de la deformacion de vesiculas descritos en
el capitulo 5 con los valores de la dureza de doblado obtenidos. Las vesiculas analizadas

alcanzaron un cambio en el area de entre 1.4y 1.8 %.
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Grdfica 7.1a). Logaritmo de la razén de las tensiones contra el cambio porcentual en el area para una
vesicula de 49 um de diametro. Los cuadros azules corresponden al reacomodo de los lipidos, los cuales se
caracterizan por un ligero aumento en el area porcentual a medida que aumenta la razén de las tensiones,
mientras que los puntos negros que corresponden al ajuste del area por lipido presentan un estiramiento de la
membrana a valores casi estables de la razén de las tensiones. El ajuste lineal (linea roja) se hace solo en los
puntos correspondientes al reacomodo de los lipidos en la membrana. b). Cambio en los ejes de la vesicula

deformada en relacion con la intensidad del campo eléctrico.

El analisis lineal para obtener la dureza de doblado se realiza sélo a los puntos que corresponden

a la deformacion por flexion o doblado, el otro conjunto de puntos corresponde al estiramiento de la
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membrana. El valor medio de las durezas de doblado obtenidas fue de 2.96+0.81x107'° J, del
mismo orden a las reportadas en la literatura (tabla 2.1) [54, 55, 56, 57, 58, 59]. Con lo cual

podemos decir que el modelo funciona para predecir las propiedades mecanicas de las vesiculas.

7.3 Determinacion de la dureza de doblado para GUVs de DMPC
con actina encapsulada sin polimerizar (G-actina) a diferentes

concentraciones: 0.05, 0.1 y 0.4 mg/ml

Para analizar si existe una relacién entre la concentracion de actina, la dureza de doblado de las
vesiculas y el estado de la proteina, esto es, si esta polimerizada (F-actina) o no (G-actina), en esta
seccién se siguié el mismo protocolo que en los casos anteriores para la encapsulaciéon de actina,
tomando las concentraciones de ésta a 0.05 mg/ml, 0.1 mg/ml y 0.4 mg/ml, esto se logra
preparando diluciones de la actina (concentracion inicial de 0.4 mg/ml) en buffer general (5 mM de
Tris-HCl y 0.2 mM de CaCly).

7.3.1 GUVs de DMPC con actina encapsulada a 0.05 mg/ml sin polimerizar (G-actina)

Para determinar la dureza de doblado de estas vesiculas no se afiadi6 MgCl2 para la
polimerizacion de la proteina. En la figura 7.4 se muestra una secuencia de deformacién de una

vesicula de DMPC con actina encapsulada sin polimerizar.

0.0 V/mm 6.0 V/mm 12.0 V/mm 20.0 V/mm

Figura 7.4. Secuencia de deformacion de una vesicula de DMPC con actina encapsulada sin
polimerizar a 0.05mg/ml. A 100 kHz de frecuencia y 0 V/mm, 6 V/mm, 12 V//mm y 20 V/mm. El medio interno
a la vesicula es sacarosa (0.2 M) y G-actina (0.05 mg/ml). Medio externo glucosa (0.2 M).

Al analizar las imagenes de la deformacién de estas vesiculas siguiendo el mismo procedimiento
que en los casos anteriores se obtuvo su dureza de doblado al graficar la razén del logaritmo de
las tensiones que sufre la membrana contra el cambio en el area de la vesicula debido a dichas

tensiones. En las graficas 7.2 se muestra lo anteriormente dicho para una de las vesiculas
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analizadas, en base a la metodologia tedrica del capitulo 5. Las vesiculas analizadas alcanzaron

un cambio porcentual en el area de entre 1y 2.2 %, empezando a deformarse entre -16 y -15.
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Grdfica 7.2 a). Logaritmo de la razén de las tensiones contra el cambio en el area para una vesicula de
DMPC con actina encapsulada sin polimerizar a 0.05mg/ml. De 25 ym de diametro. Los cuadros azules
corresponden al reacomodo de los lipidos, mientras que los puntos negros al ajuste del area por lipido durante
la deformacion. El ajuste lineal se hace solo en los puntos correspondientes al reacomodo de los lipidos en la

membrana. b). Cambio en los ejes de la vesicula deformada en relacién con la intensidad del campo eléctrico.

El valor medio de las durezas de doblado obtenidas para estas vesiculas fue 2.56+0.83x107° J, el
cual se encuentran dentro del orden reportado en literatura para GUVs de DMPC sin actina
encapsulada (tabla 2.1) [54, 55, 56, 57, 58, 59] y anteriormente determinado en este estudio en la
seccion 7.2 para GUVs puras de DMPC. Lo cual una vez mas confirma que la presencia de la
proteina como monémero no afecta sus propiedades mecanicas, ya que la energia necesaria para

su deformacion sigue siendo del mismo orden.
7.3.2 GUVs de DMPC con actina encapsulada a 0.05 mg/ml polimerizada (F-actina)

En el siguiente caso si se agregé MgClz para polimerizar a la proteina dentro de las vesiculas. Una
vez que se afiade éste, las vesiculas se deformaron aplicando campo eléctrico alterno como en las
seccion 7.2 para determinar la dureza de doblado. La figura 7.5 muestra una secuencia de

deformacion para una vesicula de DMPC con actina encapsulada polimerizada a 0.05 mg/ml.
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Figura 7.5. Secuencia de deformacion de una vesicula de DMPC con actina encapsulada polimerizada
a 0.05mg/ml. A 100 kHz de frecuencia y, 0 V/mm, 6 V/mm, 12 V/mm y 20 V/mm. El medio interno a la
vesicula es sacarosa (0.2 M) y F-actina (0.05 mg/ml). Medio externo glucosa (0.2 M).

Las graficas 7.3 muestran la razén del logaritmo de las tensiones que sufre la membrana contra el
cambio en el area para una de las vesiculas analizadas. La linea roja representa el andlisis lineal
realizado a los puntos correspondientes a la deformacion para determinar la dureza de doblado.
Las vesiculas analizadas alcanzaron un cambio porcentual en el area de entre 1.6 y 2 %,

empezando dicha deformacion en -18 aproximadamente.
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Gréfica 7.3 a). Logaritmo de la razén de las tensiones contra el cambio en el area para una vesicula de
DMPC con actina encapsulada polimerizada a 0.06mg/ml de 22 um de diametro. Los cuadros azules
corresponden al reacomodo de los lipidos, mientras que los puntos negros al ajuste del area por lipido durante
la deformacion. El ajuste lineal se hace solo en los puntos correspondientes al reacomodo de los lipidos en la
membrana. b). Cambio en los ejes de la vesicula deformada en relacién con la intensidad del campo eléctrico.

El valor medio de las durezas de doblado obtenidas para estas vesiculas con actina encapsulada a
0.05mg/ml y polimerizada fue 9.76+4.58x102° J, éstas no son del orden de las durezas
encontradas para vesiculas con actina encapsulada y polimerizada a 0.4 mg/ml presentadas en el

capitulo 2 (tabla 2.2), las cuales son del orden de 10-'® J. Al contrario, son del orden de las durezas
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de doblado reportadas en la literatura para GUVs puras de DMPC (tabla 2.1) [54, 55, 56, 57, 58,

59], asi como las determinadas experimentalmente en las seccion 7.2 para GUVs puras de DMPC.

En la grafica 7.4 se muestra el analisis de cuatro vesiculas correspondientes a la concentracion de
0.05 mg/ml de actina para los dos casos, esto es, sin polimerizar (G-actina) y polimerizada (F-
actina). Las tensiones ejercidas sobre las vesiculas estuvieron dentro del mismo rango, entre -18 y
-12; incluso las vesiculas con F-actina encapsulada (polimerizada) empezaron a deformarse a
tensiones menores que las vesiculas con G-actina, como puede verse en la grafica. Sucede lo
mismo con el cambio porcentual en el area, el cual fue de entre el 1 % y 2.2 %. Esto es, no fue

necesaria mayor energia para deformar a las vesiculas con actina encapsulada y polimerizada.
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Gréfica 7.4. DMPC GUVs con actina encapsulada a la concentracion 0.05 mg/ml. GUV/G-actina (circulos
azules). GUV/G-actina (circulos rojos). GUV/F-actina (circulos verdes). GUV/F-actina (circulos morados). EI
comportamiento de las vesiculas con F-actina encapsulada a esta concentracion es muy similar a las
vesiculas con G-actina, presentando valores similares para el cambio porcentual en el area. Ademas, las
vesiculas con F-actina empezaron a deformarse a tensiones menores que aquellas con G-actina, como si no

hubiera filamentos en su interior.

La concentracién 0.05mg/ml estd muy cerca de la concentracion critica de la actina del kit utilizado
(0.03mg/ml), por lo cual al polimerizar la proteina los filamentos de actina no son suficientes para
brindar soporte interno a la vesicula y por lo tanto sus propiedades mecanicas no se ven afectadas,
incluso puede ser que no se alcance la polimerizacion, en otras palabras, es como el caso en el

que no hay actina dentro de las vesiculas.
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7.3.3 GUVs de DMPC con actina encapsulada a 0.1 mg/ml sin polimerizar (G-actina)

En esta seccién se continua con el caso de vesiculas de DMPC con actina encapsulada a 0.1

mg/ml sin polimerizar, siguiendo los mismos protocolos que en los casos anteriores para la

deformacion y sin agregar MgClz para la polimerizacion de la proteina. La figura 7.6 muestra una

secuencia de deformacién para una vesicula de este caso.

Figura 7.6. Secuencia de deformacion para una vesicula de DMPC con actina encapsulada a 0.1mg/ml
sin polimerizar. A 100 kHz de frecuencia y, 0 V/mm, 6 V/mm, 12 V/mm y 20 V/mm. El medio interno a la

vesicula es sacarosa (0.2 M) y G-actina (0.1 mg/ml). Medio externo glucosa (0.2 M).

Las graficas 7.5 muestran la razén del logaritmo de la tensiones que sufre la vesicula contra su

cambio en el area y el andlisis lineal para obtener la dureza de doblado para una de las vesiculas

analizadas, asi como el cambio que sufre la vesicula debido al campo eléctrico aplicado. Dicho

analisis se realiza solo sobre los puntos correspondientes al reacomodo de los lipidos en la

membrana (cuadros azules). Todas las vesiculas alcanzaron un cambio porcentual en el area de

aproximadamente 6.4 %.
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Gréficas 7.5 a). Logaritmo de la razén de las tensiones contra el cambio en el area para una vesicula de
DMPC con actina encapsulada sin polimerizar a 0.1 mg/ml de 47 um diametro. Los cuadros azules

corresponden al reacomodo de los lipidos, mientras que los puntos negros al ajuste del area por lipido durante

la deformacion. El ajuste lineal se hace solo en los puntos correspondientes al reacomodo de los lipidos en la

membrana. b). Cambio en los ejes de la vesicula deformada en relacién con la intensidad del campo eléctrico.
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El valor medio de las durezas de doblado obtenidas para este caso fue 2.76+0.47x10%° J, este

orden esta dentro de los reportados en la literatura para GUVs puras de DMPC (tabla 2.1) [54, 55,

56, 57, 58, 59] y los presentados en las seccion 7.2, asi como en los casos anteriores de esta

misma seccion. Lo cual una vez mas confirma que la presencia de la proteina como monémero no

afecta las propiedades mecanicas de las vesiculas.

7.3.4 GUVs de DMPC con actina encapsulada a 0.1 mg/ml polimerizada (F-actina)

Finalmente, se determiné la dureza de doblado para GUVs de DMPC con actina encapsulada y

polimerizada a 0.1 mg/ml. La figura 7.7 muestras una secuencia de deformacion para una vesicula

de este caso.

12.0 V/mm

Figura 7.7. Secuencia de deformacion para una vesicula de DMPC con actina encapsulada

polimerizada a 0.1mg/ml. A 100 kHz de frecuencia y, 0 V/mm, 6 V/mm, 12 V/mm y 20 V/mm. El medio

interno a la vesicula es sacarosa (0.2 M) y F-actina (0.1 mg/ml). Medio externo glucosa (0.2 M).

Las graficas 7.6 muestran la razén del logaritmo de las tensiones en la vesicula contra su cambio

en el area para determinar la dureza de doblado para una de las vesiculas analizadas, asi como en

cambio en sus ejes debido al campo eléctrico. Todas las vesiculas alcanzaron un cambio

porcentual en el area de aproximadamente 1.6 %.
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Gréfica 7.6 a). Logaritmo de la razén de las tensiones contra el cambio en el area para una vesicula de

DMPC con actina encapsulada polimerizada a 0.1 mg/ml de 28 um de diametro. b). Cambio en los ejes de la

vesicula deformada en relacion con la intensidad del campo eléctrico.
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El valor medio de las durezas de doblado obtenidas para las vesiculas de este caso fue
1.11£0.56x107"8 J, el cual es del orden de las presentadas en el capitulo 2 (tabla 2.2) para vesiculas
con actina encapsulada y polimerizada a la concentracion de 0.4 mg/ml, un orden de magnitud
mayor a las durezas de doblado de las vesiculas puras de DMPC (seccion 7.2), asi como en los

casos anteriores de esta seccion.

Para observar mejor este resultado, en la grafica 7.7 se muestran los analisis de las vesiculas para
la concentraciéon 0.1 mg/ml. Es evidente como en el caso de GUVs con G-actina se necesitaron
tensiones menores para deformarlas, empezando dicha deformacion entre -24 y -18, alcanzando a
su vez un cambio porcentual en el area de hasta 6.4 %. Mientras que en el caso de GUVs con F-
actina, la deformacion empezé hasta -16 llegando hasta -12 aproximadamente. Pero lo mas
sorprendente es que, para este caso cuando hay filamentos de proteina dentro de las GUVs, el
cambio porcentual en el area es mucho menor, el cual es de 1.6 %, 4.8 % menor que en el caso de
las GUVs con actina sin polimerizar. Esto es, cuando la proteina se encuentra polimerizada, sus

filamentos le brindan soporte a la vesicula y la hacen mas resistente contra deformaciones.
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Gréfica 7.7. DMPC GUVs con actina encapsulada a la concentracion 0.1 mg/ml. GUV/G-actina (circulos
morados). GUV/G-actina (circulos verdes). GUV/F-actina (circulos azules). GUV/F-actina (circulos rojos). Las
GUVs con F-actina encapsulada presentaron un menor cambio porcentual en el area que las GUVs con G-
actina, hasta 4.8 % menor. Ademas, para las GUVs con F-actina fueron necesarias mayores tensiones en la
membrana para deformarlas, empezando dicha deformacién en -16, a diferencia de las GUVs con G-actina las
cuales empezaron a deformarse entre -22 y -18. Esto es, para las GUVs con F-actina son necesarias mayores

tensiones para lograr una deformacion menor a las GUVs con G-actina.
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7.3.5 GUVs de DMPC con actina encapsulada a 0.4 mg/ml sin polimerizar (G-actina)

En la siguiente etapa del estudio de las propiedades mecénicas de vesiculas con actina, se
deformaron vesiculas de DMPC con G-actina (sin polimerizar) encapsulada ahora a la
concentracion 0.4 mg/ml, siguiendo el mismo protocolo que en los casos anteriores. En la figura
7.8 se muestra una secuencia de deformacion para una vesicula de DMPC con actina encapsulada
sin polimerizar (G-actina).

Figura 7.8. Secuencia de deformacion de una vesicula de DMPC con actina encapsulada sin
polimerizar (G-actina). A 100 kHz de frecuencia, 0.0 V/mm, 6 V/mm, 12 V/mm y 20 V/mm. El medio interno a
la vesicula es sacarosa (0.2 M) y G-actina (0.04 mg/ml). El medio externo glucosa (0.2 M).

Al analizar las imagenes siguiendo el mismo procedimiento que en los casos anteriores, se
obtuvieron las durezas de doblado para estas vesiculas. Las graficas 7.8 muestran el logaritmo de
la razén de las tensiones que sufre la vesicula contra en cambio en el area debido al campo
eléctrico, asi como el cambio en los ejes a medida que el campo eléctrico aumenta. En este caso

las vesiculas alcanzaron un cambio en el area de entre 0.6 y 9 % aproximadamente.
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Gréfica 7.8 a). Logaritmo de la razén de las tensiones contra el cambio en el area para una vesicula de
DMPC con actina encapsulada de 8.76 um de diametro. Los cuadros azules corresponden al reacomodo de
los lipidos, los cuales se caracterizan por un ligero aumento en el area porcentual a medida que aumenta la
razén de las tensiones, mientras que los puntos negros que corresponden al ajuste del area por lipido
presentan un estiramiento de la membrana a valores casi estables de la razén de las tensiones. El ajuste
lineal (linea roja) se hace solo en los puntos correspondientes al reacomodo de los lipidos en la membrana. b)
Cambio en los ejes de la vesicula deformada en relacién con la intensidad del campo eléctrico.
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Todas las durezas de doblado obtenidas para GUVs de DMPC con actina encapsulada sin
polimerizar (G-actina) a 0.4 mg/ml fueron del orden de 107'°-10% J, con valor medio de
4.27+1.20x107"° J, es decir, del mismo orden que para las vesiculas puras de DMPC reportadas en
la literatura [54, 55, 56, 57, 58, 59] (tabla 2.1), al igual que las obtenidas experimentalmente en
seccion anterior para GUVs puras de DMPC, cuyo valor medio fue de 2.96+0.81x10"° J, esto es,
se necesitan energias del mismo orden de magnitud para deformar tanto a GUVs puras de DMPC
como a GUVs de DMPC con actina encapsulada sin polimerizar (G-actina), a diferencia de las de
las durezas de doblado para GUVs de DMPC con actina encapsulada y polimerizada (F-actina)
obtenidas experimentalmente y reportadas en la seccion 2.1 con valor medio 3.44+0.95x107'8 J, las
cuales requieren mayor energia. Lo cual puede indicar que la presencia de la proteina dentro de

las vesiculas no afecta sus propiedades mecanicas a menos que ésta esté polimerizada.

Podemos concluir entonces que, al igual que en el capitulo 2 para la concentracién de F-actina a
0.4 mg/ml, a la concentracion de 0.1 mg/ml la proteina polimerizada (F-actina) aun afecta las
propiedades mecanicas de la membrana y la vuelve mas resistente, a diferencia de la
concentracion de actina a 0.05 mg/ml polimerizada (F-actina) donde las GUVs se comportaron
como si no hubiera filamentos de actina en su interior. Dicha comparativa puede verse mejor en la
grafica 7.9 en donde se muestran los analisis de cuatro DMPC GUVs con F-actina en su interior,
cada una correspondiente a las concentraciones de actina de 0.0, 0.05, 0.1 y 0.04 mg/ml. Para la
vesicula sin actina (0.0 mg/ml, circulos azules) se alcanza un cambio porcentual en el area de casi
2 %, el cual disminuye en las otras vesiculas a medida que aumenta la concentracion, como puede
verse para el caso de la vesicula con F-actina a 0.05 mg/ml (circulos morados) y la vesicula con F-
actina a 0.1 mg/ml (circulos verdes), el cual es de aproximadamente 1.7 %. Y es aun mas evidente
para el caso de la vesicula con F-actina a 0.4 mg/ml, donde alcanzé un cambio en el area aparente

de apenas el 0.5 %.
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Grdfica 7.9. DMPC GUVs con F-actina a diferentes concentraciones. 0.0 mg/ml, sin actina (circulos
azules). 0.05 mg/ml (circulos morados). 0.1 mg/ml (circulos verdes). 0.4 mg/ml (circulos rojos). A medida que
aumenta la concentracion de actina dentro de las vesiculas disminuye el cambio porcentual en el area. A 0.0
mg/ml se llega a un cambio porcentual en el area de casi 2 %, mientras que a 0.4 mg/ml éste es de apenas
0.5 %.

De este resultado de la relacion entre la concentracion de actina polimerizada dentro de las GUVs
y su cambio porcentual en el area se realizé un analisis ANOVA de dos vias para determinar si
existe una relacion también entre la dureza de doblado de las vesiculas, la concentracion de actina
y el estado de ésta ultima, es decir, si se encuentra polimerizada o no. A los valores medios de la
dureza de doblado de GUVs con G-actina y F-actina encapsulada se les realizaron previamente
pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk por lo que tiene validez utilizarlos como medida de
tendencia central y poder compararlos. En el caso de GUVs puras de DMPC fue interesante
encontrar que sus durezas de doblado no poseen un comportamiento normal, es decir, cuando no
hay proteina encapsulada en su interior (ya sea polimerizada o no), su distribucidon no es normal.
En la tabla 7.1 se muestran los datos arrojados por el ANOVA de dos vias, donde DF son los
grados de libertad, SS suma de los cuadrados, MS el cuadrado medio, F es un valor estadistico
que nos ayuda a conocer si nuestros resultados son significativos, y p nos da la probabilidad de
que los resultados confirmen o rechacen la hipétesis nula del analisis. Dicho analisis reveld que al

nivel 0.05 las medias de la concentracion no son significativamente diferentes, las medias del
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estado no son significativamente diferentes, y que la interaccion entre la concentracion y el estado

no es significativa. Como se puede ver en la tabla con valores p mayores que el nivel significativo.

Tabla 7.1. ANOVA de dos vias. Las variables independientes son la concentracion y el estado de la proteina.
La variable dependiente es la dureza de doblado de las GUVs. El analisis arrojo que al nivel 0.05 la
interaccion entre la concentracion y el estado de la proteina no es significativa.

DF SS MS F Value p value

7.49x107%6 2.7244 0.0899

“ 1 8.63x10% 8.63x10% 3.1386 0.0917
w 2 1.07x10%® 5.37x10-%¢ 1.9535 0.1679
“ 20 5.50x10% 2.75x1036 3.8023 0.0139

Para una mayor precision en el resultado, se procedié a analizar las multiples interacciones entre la
concentracion de la proteina y su estado arrojadas por el ANOVA. En la grafica 7.10 se muestran
dichas interacciones donde se pude observar claramente que si hay una relacion entre la
concentracion y el estado de la proteina, ya que para las tres concentraciones cuando la proteina
esta sin polimerizar (G-actina) las medias de las interacciones estan muy cercanos entre si, pero al
polimerizar (F-actina) las medias de las concentraciones 0.1 mg/ml y 0.4 mg/ml se disparan, caso
contrario para la media a la concentracién 0.05 mg/ml, la cual incluso disminuye un poco. Esto
refuerza nuestro resultado de que a las concentraciones de 0.1 y 0.4 mg/ml cuando la proteina
esta polimerizada (F-actina), ésta vuelve mas resistentes a las membranas afectando sus
propiedades mecanicas, a diferencia de la concentracion 0.05 mg/ml, donde al deformar a las
vesiculas éstas se comportan como si no hubiera proteina en su interior y media de las
interacciones permanece casi igual.
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Gréfica 7.10. Gréfica de las interacciones de la concentracion y estado de actina arrojadas por ANOVA
de dos vias. Concentraciones 0.05 mg/ml (negro), 0.1 mg/ml (rojo) y 0.4 mg/ml (azul). Las medias de las
interacciones cuando la proteina no esta polimerizada (G-actina) se encuentran muy cercanas entre si.
Cuando la proteina polimeriza (F-actina) las medias de las concentraciones 0.1 y 0.4 mg/ml se disparan. A

0.05 mg/ml, la media disminuye.

De dichas interacciones, se encontré que solo las interacciones entre F-actina (0.4 mg/ml) — G-
actina (0.05 mg/ml) y F-actina (0.4 mg/ml) — G-actina (0.4 mg/ml) fueron significativas, con valores
p de 0.03719 y 0.03198, respetivamente. En la grafica de barras 7.11 se muestran las medias de
dichas interacciones significativas en color verde, asi como la medias de las interacciones entre
cada concentracion y su estado. Las barras azules corresponden a la proteina polimerizada (F-
actina), mientras que las barras rojas corresponden a la proteina sin polimerizar (G-actina). Este
resultado confirma que si hay una relacion entre la concentracién de la proteina y si ésta se
encuentra polimerizada (F-actina) o no (G-actina), ya que las interacciones significativas fueron
entre las concentraciones y estados extremos o mas importantes, esto es, entre la concentracién
mayor polimerizada y la concentracion menor sin polimerizar, y la concentracion mayor

polimerizada y la concentracion mayor sin polimerizar.
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Grdfica 7.11. Mdltiples comparaciones de las interacciones entre la concentracion y el estado de la
proteina actina. Las diferencias entre las medias sélo fueron significativas para F-actina (0.4 mg/ml) — G-
actina (0.05 mg/ml) y F-actina (0.4 mg/ml) — G-actina (0.4 mg/ml), con p=0.03719 y p=0.03198,

respectivamente, las cuales se muestran en color verde.

Con base en los resultados obtenidos para la dureza de doblado de GUVs puras de DMPC, GUVs
de DMPC con G-actina encapsulada y GUVs de DMPC con F-actina encapsulada, se proponen
dos casos para las interacciones de los filamentos de actina con la membrana (figura 7.9). En el
primer caso se propone que los filamentos de la proteina se acumulan cerca de la membrana,
como lo hace el citoesqueleto cortical de actina en las células animales, haciéndola mas resistente
a las deformaciones, como se muestra en la figura 7.9 (a). En el segundo caso, se propone que los
filamentos no solo se acumulan cerca de la membrana, sino que estan dispersos dentro de toda la
vesicula, y cuando la vesicula se deforma, los filamentos se orientan brindando resistencia a la
vesicula ante dicha deformacion (figura 7.9 (b)). Para caracterizar estos casos, se marcd con
rodamina el lipido DMPC mientras que la actina esta marcada con pireno. La figura 7.9 (c) muestra
un vesicula marcada con rodamina y la figura 7.9 (d) muestra la F-actina encapsulada dentro de
dicha vesicula. En ésta ultima se puede observar un aro azul cerca de la membrana,
correspondiente al citoesqueleto cortical de las membranas modelo, asi como un incremento en la
fluorescencia en el centro de la vesicula debido a la polimerizaciéon de la proteina. Este aumento
podria indicar una acumulacién de filamentos de la proteina en esa region. Este mismo
comportamiento se observé en otras vesiculas con F-actina encapsulada, como se muestra en la
figura 7.9 (e).
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Figura 7.9. Casos propuestos para la interaccion de los filamentos de actina con la membrana. a) Los
filamentos se acumulan cerca de la membrana. b) Los filamentos no solo se acumulan en la membrana,
también estan dispersos en el interior de la vesicula. ¢) Vesicula marcada con rodamina. d) Actina
polimerizada marcada con pireno encapsulada dentro de la vesicula de la imagen d). e) GUVs de DMPC con
F-actina encapsulada donde se puede observar un aro azul cerca de la membrana, asi como un aumento en

la fluorescencia en el centro.
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7.4 Medicion de viscosidad de soluciones de sacarosa a

diferentes concentraciones

La viscosidad de un fluido es una propiedad muy importante que nos permite conocer coémo se
resiste un fluido a la deformacién o al movimiento. Se ha reportado en la literatura que esta
propiedad juega un papel muy importante en la mecanica de la célula y sus componentes [93, 94,
95, 96]. Ya que en este estudio se abordan las propiedades mecanicas de un modelo del
citoesqueleto cortical de actina, antes de determinar la viscosidad de las DMPC GUVs con G-actina
y F-actina, se procedi® a medir la viscosidad de soluciones de sacarosa a diferentes
concentraciones, para tener el valor control de la viscosidad, ya que el medio exterior a las
vesiculas es sacarosa. Para medir la viscosidad se prepararon soluciones de sacarosa a las
concentraciones molares de 0.05 M, 0.2 M y 0.3 M. Se depositaron 2ml de cada solucién en el
redometro y se fijo la temperatura a 25°C, se tomé como referencia la viscosidad del agua a esta
temperatura la cual es de 0.89 mPa's. En las graficas 7.12 se muestran las curvas de esfuerzo

cortante (shear stress) contra taza de corte (shear rate) en donde la pendiente de la curva es la

viscosidad.
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La viscosidad para la solucién de sacarosa a 0.2 M resulté mayor que la viscosidad a 0.3 M, tal vez

debido a que a tiempos mas cortos hay mas probabilidades de error.

7.5 Medicion de viscosidad de vesiculas puras de DMPC, y
vesiculas de DMPC con actina encapsulada sin polimerizar y

polimerizada

Se prepararon las vesiculas por el método de electroformacion descrito en la seccion 6.2, con
sacarosa a 0.2 M y actina a 0.4 mg/ml, asi como vesiculas puras de DMPC. En 1ml de solucion de
vesiculas con actina encapsulada se anadieron 5 ul de MgClz para inducir la polimerizacion de la
proteina. Se tomd 1ml de cada muestra. Posteriormente, se depositdé cada muestra en el redbmetro
y se fijo la temperatura a 25°C. De igual manera que en los casos anteriores se tomd como
referencia la viscosidad del agua a esta temperatura. En las graficas 7.13 se muestra el analisis de
esfuerzo cortante (shear stress) contra taza de corte (shear rate) para cada una de estas muestras,

donde el ajuste lineal arroja la pendiente que corresponde a la viscosidad.
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Grdficas 7.13. Shear rate vs shear stress para vesiculas de DMPC en sacarosa a 0.2 M para los tres
diferentes casos. La pendiente que se obtiene al realizar un andlisis lineal a la curva es la viscosidad de la
solucién. a) (Circulos azules) Vesiculas puras de DMPC. (circulos verdes) Vesiculas de DMPC con actina
encapsulada sin polimerizar o G-actina. b) Vesiculas de DMPC con actina encapsulada y polimerizada o F-

actina.

En la grafica 7.13(a) podemos observar que tanto las vesiculas puras de DMPC (circulos azules)
como las vesiculas con G-actina encapsulada (circulos verdes) tienen comportamiento
Newtoniano, con valores de viscosidad de 0.99 mPa-s+7.09x10° Pa-s y 0.95 mPa-s+4.64x10° Pa-s,

respectivamente. En el caso de vesiculas con F-actina encapsulada (grafica 7.13(b)), la muestra
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requirié valores mas altos de esfuerzo cortante para empezar con las mediciones, mientras que en
los dos casos anteriores las mediciones empezaron en cero. Este comportamiento comunmente se
observa en el fluido o plastico de Bingham, el cual necesita de un esfuerzo cortante inicial para
fluir. La viscosidad para estas vesiculas fue de 0.98 mPa-s+2.49x10° Pa-s. Estos valores de
viscosidad se asemejan al valor de la viscosidad de sacarosa a 0.2 M (grafica 7.14).
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Gréfica 7.14. Viscosidad de las soluciones de sacarosa (azul), DMPC GUVs (morado), DMPC GUVs con G-
actina (verde) y DMPC GUVs con F-actina (rojo). Después del esfuerzo cortante inicial aplicado a la solucién
de DMPC GUVs con F-actina, el valor de su viscosidad fue igual al de la solucién de sacarosa.
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Capitulo 8. Resultados adicionales

8.1 Efecto del ATP y la polimerizaciéon de actina en formaciones
lipidicas

La actina se caracteriza por ser una proteina monomeérica (G-actina) cuyos monémeros tienen
sitios de unién que regulan la interaccion con otros mondémeros de actina, de tal modo que en
presencia de ATP se polimeriza y forma filamentos (F-actina). Se considera que los monémeros de
esta proteina tienen una estructura globular, sin embargo, se ha encontrado que cada uno de estos
monomeros esta compuesto por Iobulos separados por una hendidura donde se une la molécula

de ATP y el catién divalente Mg*?, para después hidrolizar el ATP en ADP (figura 8.1).

Extremo (-)

Subdominio 4

Figura 8.1. Estructura de un mondémero de actina.

N Ademas de estar compuesta por dos I6bulos, su estructura
Subdominio 2 también se divide en cuatro subdominios. El sitio de enlace
de ATP y Mg*? pertenece a los subdominios 1 y 3. Los
extremos (-) y (+) corresponden a la orientacion de la
molécula durante la formacién de los filamentos (Graceffa y

Dominguez, 2003).

La polimerizacion de esta proteina es un proceso de
tres etapas: nucleacion, elongacion y fase de
equilibrio. Durante la fase de nucleacion, tiene lugar el

intercambio de cationes divalentes, en este caso Mg*?

¥ en los sitios de union con ATP del mondmero, lo cual

Subdominio 3 Subdominio 1
Extremo (+) produce hidrolisis de ATP para formar ADP liberando
un fosfato pi. Esto da como resultado la formacion de
dimeros y trimeros que actian como nucleos para la polimerizacion (figura 8.2(a)). Si bien aun no
se conoce con exactitud donde ocurre la hidrolisis de ATP, si ocurre cuando el ATP se une al
cation divalente Mg*? ain en el monomero [97, 98, 99, 100] o si ésta ocurre cuando ya se
encuentra en el filamento [101], es claro que los cationes divalentes Mg*? juegan un papel muy
importante durante la primera fase de la polimerizacion [102]. En la segunda fase (elongacion),
comienza la adicion reversible de monémeros de actina en ambos extremos del nucleo, esto dara
lugar a la formacién del filamento. Los filamentos poseen un extremo positivo y un extremo

negativo, el positivo es donde se van afiadiendo monémeros de actina con ATP, es decir, donde
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prevalece el ATP; mientras que el negativo es donde ADP es liberado (figura 8.2(b)). En la fase
final de equilibrio, los monémeros de actina se van uniendo y desprendiendo de los extremos del
filamento sin variaciéon de la longitud del filamento, es aqui donde se llega a la concentracion
critica, la cual representa la concentracion de mondmeros de actina que se anaden y desprenden
en los extremos del filamento sin afectar la longitud de éste.

ATP
A) G-Actina

‘ #9
Figura 8.2. Esquema de las fases de polimerizacion de actina. ¢ ¢ ¢ ‘

Activacion

\.

A) Fase de nucleacién en la que los monémeros de actina se @ ¢

‘ ‘ ‘ ATP ligado a .

€
la actina l,

unen a ATP para formar los nucleos. B) Proceso de ensamblaje

del filamento en la fase de elongacién. Los monémeros de actina @ ONperitde
se unen y desprenden en los extremos del filamento (Mikael € Fomacen denicko ‘ € @ cctinaestable
Héggstrom, 2014). € (X ' 3 < ‘ ¢

€ € ¢

l,Ensamblaje
B)
—>
La actina se une con mayor afinidad al ATP que al ADP, ¢ P € .‘:‘ ¢ ‘ t : s t

por lo que, a una concentracion mayor de ATP, la G-actina

se encontraria saturada de ATP [103]. Con base en esto y e _): ‘
Ottttt"tt

en que el cation divalente Mg*? induce la polimerizacién

ADP ligadoa la actina

Liberacion de P|

+) € )
. — . . . — €
con actina encapsulada esta vez afiadiendo mas ATP a la solucién de actina. . La Fi € € ¢

de la proteina, se procedié a formar vesiculas de DMPC

reconstitucion de los componentes del kit de actina (Cytoskeleton® Inc.) se muestra en la tabla 6.1.

En el caso de los experimentos de esta seccion, se optd por aumentar 5y 10 pl el volumen de G-
buffer en la proteina para preparar la G-actina, esto es, se prepararon dos soluciones de G-actina
con 230 y 235 ul de G-buffer que contiene ATP (volimenes totales de 235 y 240 ul).
Posteriormente se procedid a preparar GUVs de DMPC con dichas soluciones siguiendo
exactamente el mismo protocolo que en los experimentos de las secciones anteriores. A diferencia
de los experimentos anteriores, las vesiculas no se formaron con caracteristica estructura esférica,
si no que se obtuvieron formaciones lipidicas con pequefas protuberancias o crenaciones que
asemejaban mas a una “estrella” que a una esfera. La figura 8.3(a) muestra vesiculas de DMPC
preparadas con la solucion de G-actina con 225 ul de G-buffer con ATP, es decir, la solucion de
control; mientras que la figura 8.3(b) muestra las vesiculas preparadas con la solucién de G-actina
con 230 ul de G-buffer con ATP. A ambas muestras se les agregaron 5 ul de MgCl2 (0.2 M) para

polimerizar la proteina.
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Figura 8.3. a) Vesiculas de DMPC y actina encapsulada y polimerizada preparadas con la solucién de control
con 225 ul de G-buffer con ATP. Se observa la forma esférica caracteristica de las vesiculas. b) Vesiculas de
DMPC preparadas con la solucién con 230 ul de G-buffer con ATP. Se presentan estas formaciones con

pequerias protuberancias.

En el caso de la solucion con 235 ul de G-buffer con ATP, también se presentaron estas
estructuras, s6lo que no se formaron tantas como en el caso anterior, esto podria deberse a que
como el volumen de la solucién de G-actina aumento, cambid la concentracion molar de la solucion
interior a las vesiculas (sacarosa a 0.2 M inicialmente), y al agregar glucosa en el exterior a 0.2 M
las vesiculas sufren un choque osmoético y revientan. La figura 8.4 muestra las vesiculas

preparadas con esta solucion.

Figura 8.4. Vesiculas de DMPC y actina encapsulada
y polimerizada preparadas con la solucion de G-actina
con 235 ul de G-buffer con ATP. También se

presentan las crenaciones.

Una hipétesis de por qué se forman estas
estructuras es que, como se menciond

anteriormente, la G-actina se une con mayor
afinidad al ATP y al afadir mas de éste a la solucion, los mondmeros libres se saturan de ATP y
con los cationes divalentes de Mg*?, el cual inicia la polimerizacion y la acelera [102], se produce la
hidrélisis de ATP, dando lugar a la formacion de mas filamentos de actina que al estar confinados

dentro de las vesiculas, se extienden sin romper la membrana de éstas, dando lugar a esas
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protuberancias o crenaciones. En la figura 8.5 se muestran varias de estas formaciones mas

detalladamente.

Figura 8.5. Vesiculas de DMPC con actina encapsulada y polimerizada formadas con las soluciones de G-

actina con mayor volumen de G-buffer.

En la literatura se ha reportado que el cation divalente Mg*?> ademas de iniciar la polimerizacion,
acelera el proceso de hidrdlisis, asi como la formacion de F-actina [102, 104, 105]. Para analizar si
estas formaciones eran propiciadas por el MgClz en la muestra, se prepararon nuevas muestras sin
afadir MgClz, el resultado fue que aun sin Mg*? estas estructuras seguian apareciendo, aunque en
menor cantidad que cuando a la muestra se le afiade MgClz, lo cual nos lleva nuevamente a la
hipotesis de que el ATP se hidroliza y satura a los mondémeros de actina haciendo que ésta forme
filamentos. El hecho de que no contenga cationes divalentes Mg*? solo hace que el proceso de
polimerizacion sea mas lento. En la figura 8.6 se muestran las vesiculas de DMPC con actina a las

que no se les afadio MgClz.
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Figura 8.6. Vesiculas de DMPC con actina encapsulada y polimerizada preparadas con la solucién de G-
actina con 230 ul de G-buffer con ATP. No se afiadié MgCl, a la muestra. Sin MgCl, se observaron menos
estructuras con extensiones y se presentaron mas vesiculas esféricas, en comparacién con los casos

anteriores, aun asi, las estructuras con extensiones fueron dominantes.
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Capitulo 9. Conclusiones

Se determinaron las durezas de doblado para GUVs (vesiculas gigantes de una sola bicapa) puras
formadas por el lipido de DMPC las cuales fueron del mismo orden de las reportadas en la

literatura, esto es, 10'9-1020 J.

Se establecieron los protocolos tanto de electroformacion como electrodeformacion de vesiculas
gigantes de una sola bicapa formadas por el lipido DMPC con G-actina y F-actina encapsulada en
su interior, a tres diferentes concentraciones de esta Ultima, las cuales fueron 0.05, 0.1 y 0.4 mg/ml.
Para las GUVs con actina no polimerizada o G-actina encapsulada las durezas de doblado para las
tres concentraciones analizadas fueron del mismo orden que las reportadas en la literatura, asi
como las reportadas aqui para GUVs puras de DMPC, esto es, nuevamente 10'°-102° J. Esto
muestra que la G-actina dentro de las vesiculas no afecta las propiedades mecanicas de las
vesiculas ni las vuelve mas resistentes a deformaciones. En el caso de las vesiculas con la
proteina encapsulada y polimerizada (F-actina), para dos de las concentraciones estudiadas (0.1 y
0.4 mg/ml), las durezas de doblado fueron del orden de 1078 J, un orden de magnitud mayor que
las vesiculas puras de DMPC vy las vesiculas de DMPC con G-actina encapsulada. Mientras que
para la concentracion de 0.05 mg/ml las durezas de doblado fueron del orden de 107'°J. Lo cual es
evidencia de que cuando la actina dentro de las GUVs tiene una concentracion suficiente para que
pueda llevarse a cabo la polimerizacion, se requerira mayor energia para deformarlas, en pocas
palabras, los filamentos de actina hacen mas resistentes a las vesiculas ante deformaciones. Tales
filamentos se encuentran tanto cerca de la membrana como dispersos en su interior, y parecen
alinearse con la membrana cuando se aplica el campo eléctrico AC, brindandole fuerza ante dicha
deformacion. Ademas, existe una relacion entre la concentracion de la proteina dentro de las GUVs
y si ésta se encuentra polimerizada o no, ya que de las multiples interacciones del ANOVA de dos
vias se obtuvo que las interacciones significativas son entre los extremos importantes de las
concentraciones y estado de dicha proteina, esto es, entre F-actina (0.4 mg/ml) — G-actina (0.05
mg/ml), y F-actina (0.4 mg/ml) — G-actina (0.4 mg/ml), lo cual indica que al aumentar la
concentracion y polimerizada, aumenta también la dureza de doblado de las GUVs, reforzando
nuestro resultado de que los filamentos de actina hacen mas fuertes a las membranas ante las

deformaciones.

Finalmente, se obtuvo la viscosidad de GUVs puras de DMPC, GUVs de DMPC con G-actina
encapsulada y GUVs de DMPC con F-actina encapsulada, mostrando un comportamiento
Newtoniano. Los valores obtenidos estan muy cerca del valor de la viscosidad del agua, lo cual
puede deberse a las bajas concentraciones de actina en su interior, ya que se ha reportado en la

literatura que la actina tiene propiedades viscoelasticas.
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