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Resumen

Una gran parte de los medicamentos comercializados en la actualidad actfian directamente
sobre componentes de la membrana celular. Sin embargo, debido a su complejidad resulta muy
dificil realizar estudios de la membrana celular mediante métodos directos. Por ello se recurre al
uso de modelos que mimeticen su comportamiento. En este TFG, se utiliza la técnica de Langmuir
y Langmuir-Blodgett para la fabricacion de monocapas (membranas celulares simuladas) a partir
de colesterol y DPPC para el posterior estudio de su interaccion con un xenobidtico de gran interés
debido a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antitumorales: [6]-Gingerol. A partir
de la informacion extraida de las isotermas de presion superficial-area por molécula (n-4) en la
interfase aire-agua obtenidas a partir de diversas mezclas binarias y ternarias de [6]-Gingerol con
colesterol y DPPC, se han realizado estudios termodinamicos para discernir las mezclas de mayor
miscibilidad y estabilidad termodinamica. En concreto, las mezclas con contenido en CHOL-
DPPC en proporcion 0,5:0,5 a una presion superficial de 30 mN-m™! son de interés biologico, ya
que simulan el entorno membranal en células eucariotas. Al considerar que la mezcla de CHOL-
DPPC se trata de una tnica entidad molecular, se ha obtenido que la mezcla mas favorecida
termodindmicamente es ycing-yprrc-Ycuor=0,5-0,25-0,25. Por otro lado, considerando los
compuestos como tres entidades moleculares distintas, se obtiene que la mezcla ternaria
termodindmicamente mas estable es yaing-Yperc-ycuoL=0,7-0,15-0,15. Finalmente, el estudio de
determinadas mezclas binarias de GING-CHOL y GING-DPPC mediante microscopia de fuerza
atomica (AFM) muestran la topologia de las peliculas, que se correlacionan con los resultados
obtenidos a partir de los calculos termodinamicos.

Nowadays, most commercialized drugs target the components of the cell membrane.
Nevertheless, due to the complexity of the membrane’s structure, one encounters many difficulties
directly studying such membranes. For this reason, artificial model cell membranes are used. In
this project, Langmuir and Langmuir-Blodgett techniques are used to prepare monolayers made
out of cholesterol and DPPC, to further study its interaction with a biologically interesting
xenobiotic due to its reported antioxidant, anti-inflammatory and antitumoral properties: [6]-
Gingerol. Thermodynamic studies using the data retrieved from pressure-area per molecule (n-4)
isotherms at the air-water interface from various binary and ternary [6]-Gingerol, cholesterol and
DPPC mixes are carried out in order to figure out the mixtures with the highest thermodynamic
stability. In particular, mixtures containing CHOL-DPPC in a 0,5:0,5 ratio at a surface pressure
of 30 mN'm! are of biological importance because layers incorporating this mixture simulate
eukaryotic cell membranes. If the CHOL-DPPC mixture is considered a unique molecular entity,
the highest thermodynamic stability ternary mixture obtained is that of ycing-Yprrc-)cror=0,5-
0,25-0,25. Meanwhile, considering all three compounds as individual molecular entities, mixtures
containing yemG-ypperc-YcaoL=0,7-0,15-0,15 are the most favoured from a thermodynamic point
of view. Finally, by means of Atomic Force Microscopy (AFM), morphology images were
obtained of selected binary GING-CHOL and GING-DPPC films, which further support the
conclusions from the thermodynamic studies conducted.






1 Objetivos

Este TFG presenta una naturaleza esencialmente académica, ya que en ¢l se consolidan
competencias caracteristicas de un Graduado en Quimica. Algunas de las competencias mas
relevantes a desarrollar por la estudiante son el trabajo responsable y autébnomo en el laboratorio,
el pensamiento critico y cientifico, la resolucion de problemas, la busqueda de bibliografia
cientifica y la comunicacion de los resultados tanto de forma oral como escrita. La aplicacion de
dichos conocimientos y habilidades adquiridos permiten a la estudiante introducirse en el ambito
de la investigacion, en este caso concreto, en el de la nanobiotecnologia.

Por otro lado, este trabajo desarrolla una investigacion en el laboratorio, por lo que presenta
ademdas una serie de objetivos cientificos. Estos son el modelado de membranas celulares
artificiales mediante la técnica de Langmuir-Blodgett, y el estudio de estas en presencia de [6]-
Gingerol con la obtencion de informacidon sobre interacciones moleculares y propiedades de
mezcla. En consecuencia, con este trabajo se adquieren conocimientos sobre la fabricacion de
bicapas que simulan membranas celulares, técnicas de caracterizacion de materiales, como la
microscopia de fuerza atomica (AFM), asi como de estudios termodinamicos aplicados a la
interfase aire-agua.

2 Introduccion

Las membranas celulares son estructuras esenciales en los seres vivos. Actiian como
barreras flexibles, preservando y delimitando a las células, y controlan el transporte de moléculas
a través de estas. Son selectivamente permeables a moléculas polares. Como consecuencia, la
membrana celular juega un papel muy importante en los procesos celulares. Sus principales
componentes son fosfolipidos, proteinas, gliicidos y colesterol. Su estructura consiste en una
bicapa lipidica debido a la naturaleza anfipatica de los lipidos. Asi, las cabezas hidrofilas de las
cadenas lipidicas quedan en el exterior de la bicapa, y los cuerpos hidrofobos en el interior. !

Un estudio realizado en Estados Unidos en 2006 revela que mas del 60% de los
medicamentos comercializados actiian directamente sobre componentes de la membrana
plasmatica.” Es por ello por lo que conocer y comprender los mecanismos de interaccion de la
membrana con otras moléculas de interés, como proteinas o farmacos, es fundamental para el
desarrollo de nuevos medicamentos y terapias. Estos sistemas también podrian ser utilizados para
el estudio de los efectos de virus y de citotoxicidad en la membrana celular.?

Debido a la complejidad de la membrana celular, su extraccion y estudio resulta
complicado mediante métodos directos. Es por ello por lo que en la literatura frecuentemente se
recurre a membranas celulares artificiales que mimeticen el comportamiento de esta en
organismos vivos. Existen diversos modelos de sistemas de membranas celulares, entre ellos las
monocapas de Langmuir, las peliculas de Langmuir-Blodgett (LB) y Langmuir-Schaefer (LS);
siendo una de sus principales ventajas el control sobre el empaquetamiento de las moléculas
elegidas, de manera que es posible definir la densidad molecular variando el area por molécula a
partir de una cuba de Langmuir.*”’



En este trabajo, se fabrican membranas artificiales a partir de dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) y colesterol mediante la técnica de Langmuir y Langmuir-Blodgett, para estudiar a
continuacion su interaccion con un xenobiotico proveniente del jengibre: [6]-Gingerol.

El jengibre (Zingiber officinale) es una planta de la familia de las zingiberaceas que se ha
utilizado como de condimento culinario y en el tratamiento de diversas molestias y enfermedades
en China e India desde hace mas de 5000 afios.® En las tltimas décadas, la investigacion de efectos
terapéuticos de alimentos basados en plantas y de especias ha aumentado, siendo uno de estos
alimentos el jengibre.

Se han distinguido un minimo de 14 compuestos bioactivos en el jengibre. En concreto, los
compuestos mas estudiados en la bibliografia son el [6]-Gingerol y [6]-Shogaol, por ser los
mayoritarios.® Diversos trabajos han demostrado que [6]-Gingerol es un compuesto con
propiedades antiinflamatorias, antioxidativas y antitumorales, por lo que es una sustancia de alto
interés cientifico.® 1

Para estudiar la interaccion de este xenobidtico con la membrana plasmatica, se ha
seleccionado la dipalmitoilfosfatidilcolina (DDPC) y el colesterol como componentes de la
membrana celular simulada. E1 DPPC es un compuesto importante de las membranas celulares,
siendo el componente mayoritario en surfactantes pulmonares. Se ha elegido en este trabajo dado
que es el principal fosfolipido utilizado en la fabricaciéon de modelos de membranas celulares
debido a su naturaleza inerte y a su carga neutra.'> Por otro lado, el colesterol es un componente
esencial en la membrana celular, ya que regula la fluidez y el orden de esta. En concreto, influye

en la organizacion lateral de los lipidos en la membrana.'*!

Las propiedades fisico-quimicas y las estructuras de los compuestos utilizados en el estudio
de este TFG, que definen la interaccion entre estos, se recogen en la Tabla 1 y en la Figura 1,
respectivamente.

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas del [6]-Gingerol, DPPC y colesterol.!¢!8

Propiedad [6]-Gingerol DPPC Colesterol
F(’)rmula molecular C17H2604 C40H80N03P C27H4(,O
Masa molecular (g/mol) 2944 734,0 386,7
Aspecto Sélido blanco Sélido blanco Sélido blanco
LOg Poctanol/agua 2,5 13,5 8,7
Bet?.—hldI'OXIC’eFOHa, Fosfolipido, 1 Esterol, 8
Estructura anillo p-fenolico,
estereocentros estereocentros
1 estereocentro
Carga formal 0 0 0
N° atomos donores de 2 0 |
enlaces de H
N° atomos aceptores de 4 ] 1
enlaces de H
N° enlaces rotables 10 40 5


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H26O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C40H80NO8P
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H46O

Figura 1. Estructuras de a) [6]-Gingerol ((5S)-5-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)decan-3-ona);

b) colesterol ((3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-10,13-dimetil-17-[(2R)-6-metilheptan-2-il]-
2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dodecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ol); ¢) DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfatidilcolina) respectivamente. Valores obtenidos con Avogadro: an open-source molecular
builder and visualization tool.'® Version 1.2.0. Disponible en http://avogadro.cc/

Tras una extensa busqueda bibliografica, no hemos localizado estudios sobre el [6]-
Gingerol con la técnica de Langmuir ni de su actividad superficial en la literatura. Se dispone
solamente de un TFG llevado a cabo por una compaiiera el curso anterior?’, donde se estudio el
[6]-Gingerol en sistemas binarios, siendo por ello este trabajo una extension de aquel. Asi, se toma
de referencia su TFG como un estudio preliminar del compuesto. No obstante, la presencia de
distintos factores (instrumentales, condiciones de temperatura y humedad, utilizacién de lotes
distintos de los compuestos) hacen necesaria la repeticion de algunos experimentos preliminares.
En este TFG, se extendera el estudio a sistemas ternarios consiguiendo de esta forma una vision
mucho mas amplia del comportamiento del [6]-Gingerol en el entorno membranal.

3 Parte experimental
3.1 Materiales

Se diluyen 10 mg de [6]-Gingerol (> 98% (HPLC), Sigma-Aldrich, CAS 23513-14-6) en
cloroformo (> 99,8%, Macron Fine Chemicals, CAS 67-66-3) obteniendo una disolucion madre
de concentracion 6,9-10 M. Esta se somete a ultrasonidos durante 5 minutos antes de su uso para
la preparacion de disoluciones diluidas de [6]-Gingerol de concentracion 10> M. Por otro lado,
se preparan disoluciones de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, > 99%, Sigma-Aldrich, CAS 63-
89-8) y de colesterol (> 99%, Sigma-Aldrich, CAS 57-88-5) también en cloroformo, de
concentracion 10~ M. Para preparar las mezclas, se toman los volumenes correspondientes de las
disoluciones preparadas de concentracion 10 M de cada compuesto.

Para la limpieza de la cuba se utiliza acetona (>99,5%, Sigma-Aldrich, CAS 67-64-1),
cloroformo y agua Milli Pore Milli-Q proveniente del destilador del edificio [+D+i en el Campus
Rio Ebro (resistividad de 18,2 MQ-cm). Las barreras de la cuba se limpian con acetona y agua
Milli-Q. La subfase para todos los experimentos en la cuba es agua Milli-Q.


https://avogadro.cc/

Para la preparacion de peliculas de Langmuir-Blodgett se utilizan sustratos de mica
moscovita proveniente de Electron Microscopy Sciences (Cat. #71851-05, tamafio de las laminas:
25 x 75 mm, grosor: 0,26 — 0,31 mm) que previamente son exfoliados mediante celo y lavados
con etanol (>99,5%, Laboaragdn, CAS 64-17-5).

3.2 Equipos e instrumentos

= Cuba KSV Nima KN 2003 de dimensiones 580 x 145 mm? (4rea efectiva entre las barreras:
536 x 145 mm?). Consta de dos brazos moviles y un brazo para las transferencias de las
monocapas sobre un sustrato.

= Espectrofotometro UV Varian Cary 50 Bio. Consta de un monocromador Czerny-Turner, haz
doble, ldmpara de xen6n y un rango de longitudes de onda 190-1100 nm. Cubeta de cuarzo de
1 cm.

=  Microscopio de fuerza atomica (AFM) del Laboratorio de Microscopias avanzadas (LMA) de
la Universidad de Zaragoza: Multimode 5 (Bruker), de la casa Veeco-Bruker, con unidad de
control Nanoscope V (Bruker), cantilevers RTESPA-150 (Bruker), con una constante de
Spring nominal de 6 N-m™' y resonancia de 150 kHz.

= Microbalanza Radwag MYA 5/2Y.

= Microjeringuillas Hamilton de 1 mL.

= Bafio de ultrasonidos.

3.3 Métodos

3.3.1 Técnica de Langmuir y Langmuir-Blodgett

La técnica de Langmuir permite la obtencion de monocapas en la interfase aire-agua. Esto
se realiza en una cuba de unos pocos milimetros de profundidad que se llena con un disolvente
(generalmente agua), denominandose subfase. En los extremos de la cuba se disponen dos brazos
moviles, y en el centro de la cuba se coloca una balanza de Wilhelmy, que registra medidas de
presion superficial (). Esta se define segtin la Ecuacion 1:

T=Yo~Y €y
donde y, es la tension superficial del liquido contenido en la subfase (agua) y y es la tension
superficial de la subfase cubierta por las moléculas inyectadas sobre su superficie.

Mediante una microjeringuilla, se dispersan sobre la superficie de la subfase las moléculas
del compuesto o compuestos de los que se desee obtener la monocapa (compuestos de naturaleza
anfipatica). El disolvente en el que esté disuelto el compuesto de interés debe ser volatil e
insoluble en la subfase, asi como tener un coeficiente de dispersion, S, positivo sobre el liquido
de la subfase, de manera que se produzca la dispersion espontanea sobre ella. Una vez inyectado
el compuesto, se inicia el proceso de compresion, que llevan a cabo las barreras méviles y que se
realiza a temperatura constante.

La representacion del area por molécula frente a la presion superficial da lugar a una
isoterma de compresion (n-4) que es caracteristica de cada compuesto y que ofrece informacion
sobre las distintas fases en las que se pueden encuentran las moléculas, como se recoge en la
Figura 2.
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Al iniciar la compresion, las moléculas se CPSO. ey
Colapso (CPSO.)

: Al

encuentran muy alejadas entre si, por lo que

apenas existen interacciones intermoleculares g Sélido (S)

(fase gas, G). ?s por ello que l.a pr.es1(')n superficial g LC SRS L4444
es muy pequefia. Conforme disminuye el area por = WO
molécula, las moléculas se van ordenando (paso § LC-LE  Liquido expandido (LE)

de fase gas a fase liquida expandida, LE, y luego 2 Gas (G) el
condensada, LC) hasta llegar al estado solido, S, 2 LE

donde la organizacion de las moléculas es la E

maxima. Si se sigue comprimiendo una vez
llegado a la fase solida, se produce el colapso de la
pelicula, de manera que las moléculas se amontan

Area por molécula, 4

) ) Figura 2. Isoterma n-4 genérica con las distintas
unas encima de otras. Cabe mencionar que N0 fages en las que se puede encontrar la monocapa.

siempre se ven todas las fases.

En este TFG, se usa una cuba de teflon con barreras de polioximetileno (POM), que dispone
de un pozo y un brazo movil en la zona central para la realizacion de las transferencias. La cuba
se encuentra dentro de una cabina que la protege del polvo (Figura 3). Cualquier particula,
materia grasa, etc. podria afectar a los resultados de los experimentos. Es por ello que el
laboratorio es una sala semi-blanca, y es preciso el uso de bata, guantes y calzas.

Antes del inicio de un experimento, es necesaria la limpieza tanto de la cuba como de las
barreras con el fin de eliminar cualquier posible contaminacion o impureza que puedan tener. Para
ello, en primer lugar, se humedece papel con acetona y se procede a limpiar la cuba y las barreras.
Se espera 15 minutos para permitir la evaporacion del disolvente. A continuacion, se repite la
metodologia descrita sustituyendo la acetona por cloroformo en el caso de la cuba (debido a la
incompatibilidad de POM con el cloroformo). Tras 15 minutos, se procede a realizar dos lavados
de la cuba con sus barreras colocadas con agua Milli-Q, succionando el agua con una bomba de
vacio. Se llena una tercera vez la cuba con agua Milli-Q, ya que se utiliza como subfase en todos
los experimentos en este TFG.

El siguiente paso consiste en la preparacion del papel de Wilhelmy. Este se humedece con
etanol y, una vez se haya eliminado su exceso por evaporacion, se deja en un vaso de precipitados
con agua Milli-Q hasta su uso. Una vez realizados los lavados de la cuba y preparada la subfase,
se coloca el papel en la balanza. Se realiza un blanco para asegurarse de que la superficie quede
limpia antes de iniciar a inyectar el compuesto de interés. Este consiste en comprimir y
descomprimir las barreras sin inyectar ningiin compuesto sobre la superficie. La superficie de la
subfase se considera limpia si la presion superficial medida en el blanco es igual o inferior a 0,4
mN-m'. Si es superior, se debe repetir el protocolo de limpieza de la cuba. Tras confirmar que el
blanco es aceptable, se procede a inyectar el compuesto de interés mediante una microjeringuilla.
Se espera 15 minutos para la evaporacion del disolvente, y se empieza a comprimir.

En este TFG, se inyectan 6 mL de las disoluciones de 10° M en cada experimento, de
manera que se fije el area por molécula inicial en 2,15 nm?-molécula’’, segin la Ecuacién 2:
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Area total entre las barreras

V-C-N, @
donde el V (L) es el volumen dispersado sobre la superficie, C (M) es la concentracion de la
disolucion dispersada y N, (moléculas-mol™) el nimero de Avogadro.

Area por molécula =

Las disoluciones usadas se almacenan en el congelador para evitar que el cloroformo se
evapore y que los materiales se degraden, y se dejan fuera para que estén a temperatura ambiente
previo al inicio de un experimento. La temperatura del laboratorio se mantiene constante en 22°C
para todos los experimentos. La influencia de la temperatura es especialmente importante en el
caso del DPPC, como es posible observar en sus isotermas.!?

En la obtencioén de isotermas puras del [6]-Gingerol, se introduce primero la disolucion en
un bafio de ultrasonidos durante 3 minutos antes de utilizarla por primera vez y cada dos
dispersiones de 1 mL (6 dispersiones en total) con el fin de evitar la formacion de agregados
moleculares.

Figura 3. Partes de la cuba KSV
utilizada: a) Cuba de teflon; b)
Brazos moviles de POM; c¢)
Balanza de Wilhelmy; d) Papel de
Wilhelmy; e) Pozo de
transferencia; f) Brazo movil de
transferencia; g) Pinzas de soporte
de sustrato para transferencias.

La técnica de Langmuir-Blodgett (LB) consiste en la transferencia de la monocapa de
Langmuir sobre un sustrato en vertical mediante emersion o inmersion de este en la subfase. En
este TFG se han realizado las transferencias por emersion en sustratos de mica cortados en
dimensiones de 1x1 cm? Dado que la mica es hidrofilica, las cabezas polares de las moléculas se
depositan sobre ella.

Figura 4. Esquema que muestra el
proceso de transferencia vertical
(LB) por emersion.

Subfase

3.3.2 Mezclas y calculos termodiniamicos

Se realizan mezclas binarias de [6]-Gingerol con colesterol, [6]-Gingerol con DPPC y
colesterol con DPPC; y mezclas ternarias de los tres compuestos a diferentes fracciones molares.
Antes del uso de la disolucion de [6]-Gingerol, se introduce en un bafio de ultrasonidos durante 3
minutos. Una vez preparadas las mezclas, estas se someten a ultrasonidos durante 30 segundos
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(menor tiempo de sonicaciéon debido a un menor volumen) una vez preparadas, y cada 2
dispersiones de 1 mL (un total de 6 jeringuillas de 1 mL).

A partir de los resultados de las isotermas n-A registradas es posible el cdlculo de varios
parametros termodinamicos que ofrecen informacion de interés. El primero de los parametros
estudiados es el area de exceso (4%), definido como?:

AF = Amezcla — Aideal = Amezcia — Z XiAi A3)
i

donde Aezc1q (nm?-molécula™) es el drea molecular experimental de la monocapa a la presion
superficial estudiada, 7 (mN-m™); y; es la fraccién molar de cada compuesto estudiado, i; y A;
(nm?-molécula™) es el area por molécula de los componentes puros a la presion superficial 7.

Este parametro informa sobre la miscibilidad de la mezcla, asi como de las interacciones
intermoleculares (atractivas o repulsivas). Asi, los componentes de una mezcla se pueden
considerar idealmente miscibles o completamente inmiscibles cuando 4* = 0; y parcialmente
miscibles cuando A” # 0. Valores A” < 0 indican la presencia de interacciones atractivas entre los
distintos componentes y/o un empaquetamiento mas efectivo de las moléculas (debido a factores
estéricos), mientras que 4° > 0 indica interacciones repulsivas y/o un empaquetamiento menos
efectivo.

El segundo pardmetro estudiado es la energia de Gibbs de exceso de mezcla (4GE )22
Y A
AGTEl = f Amezcia AT — Z Xi f A; dm 4)
0 - 0

Valores de AGf,, < 0 indican fuertes interacciones, mientras que valores AGf; > () indican
interacciones repulsivas.

La estabilidad de las peliculas multicomponente puede evaluarse a través de la energia de
Gibbs de mezcla (4G,,), definida segin la Ecuacién 5%, donde R es la constante de los gases
ideales y T la temperatura.

AGp, = AGE + AGHe® = AGE, +RTZ)(l- Iny; (5)
i

Valores de 4G,, < 0 indican que la monocapa es estable, mientras que si 4G,, > 0 la
monocapa se considera inestable.

Por ultimo, se estudia el modulo de Young (Ks), parametro relacionado con el coeficiente
de compresibilidad (Cs). A partir de este, es posible distinguir las fases en las que se encuentran
las monocapas en la interfase aire-agua. Esto se lleva a cabo mediante la Ecuacion 6 y siguiendo
la clasificacion de Davies y Rideal: la fase gas (G) presenta valores de Ks de entre 0-12,5 mN-m™!;
valores de entre 12,5-50 mN-m™ son caracteristicos de la fase de liquido expandido (LE); las
regiones donde Ks toma valores de 50-100 mN-m™! indican la transicion LE-LC; valores de entre
100-250 mN-m™! se corresponden con la fase de liquido condensado (LC); valores superiores a
1000 mN-m! se relacionan con la fase solida %°.

K,=C1=-A (d—n) (6)
s s dA/;
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3.3.3 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La microscopia de fuerza atdomica es una potente técnica utilizada en la determinacion
estructural de materiales, permitiendo la obtencion de imagenes de alta resolucion en la escala
nano.

El principio de su funcionamiento se basa en el recorrido de una punta puntiaguda por la
superficie de una muestra. La punta estd montada sobre un soporte flexible denominado
cantiléver. Durante el barrido, el movimiento del cantiléver es monitorizado por un laser que
incide en la parte trasera del cantiléver. El haz del laser se refleja entonces a un fotodetector que
registra los movimientos del cantiléver. La imagen 3D se construye a partir de la magnitud del
feedback que se obtiene en cada punto escaneado de la muestra. Esta imagen por tanto presenta
informacion sobre la topografia de la superficie de la muestra.

La interaccion de la punta con la muestra es caracterizada segun la distancia entre estas.
Asi, a grandes distancias, existe una fuerza atractiva entre ellas, como son las fuerzas de Van der
Waals. Al contrario, las fuerzas son repulsivas cuando la distancia entre la punta y la muestra es
pequefia, debido a la superposicion de los orbitales electronicos de la punta y la muestra.

En este TFG se ha utilizado el modo fapping, que consiste en el contacto intermitente de la
punta con la muestra al mismo tiempo que oscila el cantiléver. De esta manera, se consigue reducir
significativamente los dafios de la muestra. En la Figura 5 se representa el esquema de este modo
de trabajo. El equipo utilizado se describe en el apartado 3.2 Equipos e instrumentos.

Las imagenes obtenidas se procesan mediante el software libre Gwyddion Version 2.62.

a) AlB
Laser cfip

Fotodetector

Haz reflejado

Cantiléver

Figura 5. a) Esquema del funcionamiento basico de un microscopio de fuerza atomica. b) Esquema del
modo tapping (Figuras adaptadas de Atomic Force Microscopy for university students: applications in
biomaterials de Kontomaris y Stylianou?®).

4 Resultados y discusion
4.1 Experimentos con [6]-Gingerol

4.1.1 Espectroscopia UV-Vis

Se ha estudiado el compuesto [6]-Gingerol mediante espectroscopia UV-vis. Se ha
comprobado una buena consistencia entre los resultados obtenidos y los publicados, con una
longitud de onda méxima, A, acorde a la de la literatura. Para ello, se preparan varias
disoluciones de [6]-Gingerol en cloroformo de concentraciones perfectamente conocidas,
obteniendo curvas de Abs-A. Una vez identificada Amix, se obtiene la representacion de Abs-
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Concentracion a dicha Amsx para comprobar el cumplimiento de la ley de Lambert-Beer (Ecuacién
7), obteniendo la recta de calibrado con la que se puede interpolar la sefial de la disoluciéon cuya
concentracion se desee conocer. Se ha utilizado una cubeta de cuarzo de paso dptico, /, igual a 1
cm. Las disoluciones empleadas se introducen en un bafio de ultrasonidos durante 3 minutos antes
de cada medida. Las graficas obtenidas se recogen en la Figura 6.

Abs=¢ -1 -C (7)
041 —— X104 M
5x10° M 0,3 1
o 031 ——1x10° M y= 3050x + 0,0014
' 5x10° M - R2= 0,999994
S — 1x10°M £ 021
38 021 o
E 201
< 0,11 <
oo 0.0
0,0
260 280 300 320 0,0 50x10°  1,0x10*
Longitud de onda, A (nm) Cc (M)

Figura 6. [zquierda: Representacion Abs-A para las disoluciones de la concentracion indicada. Derecha:
Representacion Abssnm)-C para las disoluciones de la concentracion indicada.

En primer lugar, se observa que Amsx = 282 nm. A dicha longitud de onda, se cumple la ley
de Lambert-Beer para el rango de concentraciones estudiadas (de 1-10° M a 1:10* M),
obteniéndose un ajuste lineal (R?>=0,999). La pérdida de la linealidad, especialmente en
concentraciones mas elevadas podria atribuirse a una posible formacion de agregados moleculares
en la disolucion (que han resistido al bafio de ultrasonidos). Por otro lado, se obtiene que
e =3050 M!-cm!, valor similar al de la literatura (Amax = 282 nm, € = 2530 M'-cm™)?’. La
diferencia en la absortividad molar puede deberse al disolvente: en este TFG las disoluciones son
en cloroformo, mientras que en el trabajo referenciado se utiliza metanol como disolvente.

4.1.2 Isoterma: optimizacién de las condiciones

Se obtuvieron las isotermas de compresion n-4 del compuesto en diferentes condiciones,
variando la concentracion y el volumen dispersado de manera que el area por molécula inicial
quedase fija en 1,29 nm?*-molécula’ (esto se calcula segin la Ecuacién 2). Se obtienen los
resultados recogidos en la Figura 7.

)
< 40 —— 1x10™* M, Vpppo = 1 mL
= 5x10°° M, Vgppo, = 2 ML
P 2x10° M, Vpppo, =5 mL
£ 307 X105 M, Vgppo = 10 mL
<

3]

= 201

S

)

Q

7 10

c

he

%] 4

&) 0 T T 1
o 0,0 0,5 1,0 1,5

Area por molécula (nm?-molécula™)
Figura 7. Isotermas n-4 de [6]-Gingerol obtenidas a diferentes condiciones.
9



Al estar dispersando el mismo nimero de moléculas inicialmente, se deberia obtener
siempre la misma isoterma. Sin embargo, se observa que la isoterma del [6]-Gingerol
aparentemente no se reproduce. Esto se puede explicar debido a la formacion de agregados
moleculares. Evidencia de ello es la secuencia en la que aparecen las isotermas, de menor a mayor
area por molécula del despegue de la isoterma: 1-10*M > 5-10°M > 2-10° M = 1-10° M. Dado
que las isotermas correspondientes a 2:10° M (curva rosa) y 1:10° M (curva azul) son muy
reproducibles entre si, se puede considerar que la concentracion mas elevada donde no se
producen agregados moleculares es 210~ M. Finalmente, se decide utilizar una concentracion de
1-10° M y un volumen de dispersion de 6 mL (un menor volumen de dispersion se traduce en una
menor probabilidad de saturacion de la superficie, lo que implicaria tener que volver a empezar
el experimento). Con estas condiciones, el drea por molécula inicial es de 2,15 nm?-molécula™’,
que se fijara para el resto de los experimentos del TFG.

4.1.3 Estudios de estabilidad y reversibilidad

Para estudiar mas a fondo las monocapas de [6]-Gingerol obtenidas, se realizan dos tipos
de experimentos estrechamente relacionados entre si.

El estudio de estabilidad de la monocapa en la interfase aire-agua consiste en registrar
medidas de presion superficial respecto a area por molécula cuando se intenta mantener constante
un determinado valor de presion superficial durante un largo periodo de tiempo. Esto se consigue
gracias a los ligeros movimientos que realizan las barreras de la cuba. El objetivo es analizar la
disminucion del area por molécula desde que se alcanza el valor de presion superficial que se
desee hasta el fin del experimento. En este TFG, se ha seleccionado una presion superficial
constante de 30 mN-m™! (debido a que es el valor habitual en el entorno membranal celular)? con
una duracion total del experimento de unas 18 horas.

Como se puede observar en la Figura 8, se produce una disminucion significativa del area
por molécula en las primeras 1,5 horas del experimento, del orden de 60% de area. Esto es
consistente con la fluidez de la monocapa a dicha presion superficial, como se vera mas adelante.
Sin embargo, se consigue una gran estabilizacion del area molecular en el tiempo restante del

experimento, de manera que se produce una reduccion de menos de 5% del area molecular durante
16 horas.

a) _ b) £
' ]
€ 301 s 0]
g :
= E -20 4
@
8 90
(&) - R
< g 40
o
o
— 604
7 10 g
S 5 -80
2 S
3_'30'..... § 100 e
00 04 08 12 16 20 T 024 6 81012141618
Area por molécula (nm?-molécula™) x Tiempo (h)

Figura 8. a) Isoterma n-4 de [6]-Gingerol registrada en el estudio de estabilidad a una presion superficial
objetivo de 30 mN-m™'. b): Representacion de la reduccion del area molecular (%) frente al tiempo (h)
durante el experimento de estabilidad de [6]-Gingerol.
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Por otro lado, se estudia la reversibilidad de la monocapa de [6]-Gingerol. Dicho estudio
consiste en la compresion y descompresion de la pelicula del compuesto de manera sucesiva,
analizando la histéresis que se forma. Este estudio se realiza con una presion superficial objetivo
de 30mN'm!' y se llevan a cabo tres ciclos de compresion-descompresion, obteniendo los
resultados de la Figura 9.

— —Ciclo 1
i 301 Ciclo 2
,E 301 Ciclo 3
=

[S 20

T 204

Q 10

b=

g

5 10 0]

2 0,4

Q

g o L M

o 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Area por molécula (nm?-molécula™)

Figura 9. Histéresis del estudio de reversibilidad de la monocapa de [6]-Gingerol.

Se observa una histéresis practicamente nula: la isoterma del compuesto es altamente
reversible durante los tres ciclos de compresion-descompresion realizados, es decir, no se produce
una pérdida significativa de moléculas en la subfase durante el proceso de compresion.

4.2 Monocapas monocomponente

Tras varios estudios de reproducibilidad de las isotermas de cada compuesto estudiado en
este TFG, se obtienen como isotermas representativas las recogidas en la Figura 10, junto con
sus respectivos valores de modulo de Young, calculados mediante la Ecuacién 6 (ver apartado
3.3.2 Mezclas y calculos termodinamicos).

M es

—~ 60+
e ——[6]-Gingeral 2501
E 504 —— Colesterol
=z ——DPPC 200+
E 401 e LC
= IS
T ) 150
£ £
@ ~100 A
204
5 2
= 104 50 4 LE
he)
o 04 G
] e 0 —
@ 00 04 08 12 16 20 24 0 10 20 30 40 50 60
Area por molécula (nm? molécula™) Presion superficial (mN-m")

Figura 10. Izquierda: Isotermas -4 de [6]-Gingerol, colesterol y DPPC a 22° C. Derecha: Grafica Ks-n
para las monocapas de [6]-Gingerol, colesterol y DPPC.

La isoterma de [6]-Gingerol presenta un despegue en un area por molécula igual a

0,81 nm?-molécula™!, correspondiente a una presion de 0,1 mN-m. A este valor de presion, la Ks

del compuesto es de 10,5 mN-m!, por lo que la monocapa estéa en fase G. Observando la grafica

Ks-, la monocapa pasa a fase de LE a una presion superficial de 0,2 mN-m™'. Una vez alcanzada

una presion superficial de 11,0 mN-m™ se produce la transicion LE-LC, ya que se observan
11



valores de Ks de 50 mN-m’'. La presion superficial sigue aumentando continuamente hasta su
colapso en 35 mN-m'. El valor maximo de Ks que se observa es de 66,8 mN-m™! cuando la presion
es de 31,0 mN-m™. La fluidez de la monocapa de [6]-Gingerol se puede explicar a partir de su
estructura: la presencia de dos atomos donores de enlaces de hidrégeno y cuatro atomos aceptores
de enlaces de hidrogeno permite interacciones intermoleculares, tanto entre moléculas de [6]-
Gingerol como con la subfase acuosa. Ademas, el alto numero de enlaces capaces de rotar se
traduce en una alta flexibilidad conformacional. La presencia de un anillo p-fendlico puede lugar
a un apilamiento m-m intermolecular.

Respecto al colesterol, su isoterma despega con un area por molécula de 0,53
nm?-molécula!. En la grafica Ks-, se observa que la transicion de LE-LC se produce cuando la
presion superficial es baja, con un valor de 2,5 mN-m™'. La monocapa pasa a la fase LC cuando
la presion toma un valor de 12,5 mN-m™!. El maximo de Ks observado es de 236,3 mN-m!,
correspondiente a un valor de presion de 25,5 mN-m™. Su colapso se produce a una presion de
43,4 mN-m'. La naturaleza mas compacta de las monocapas de colesterol (frente a las de [6]-
Gingerol o del DPPC) se debe a su estructura planar como consecuencia de la disposicion en
conformacion trans de las moléculas. Se puede producir asimismo apilamiento n-w intermolecular,
y la formacioén de enlaces de hidrogeno debido a su tinico grupo -OH.

En cuanto al DPPC, el despegue de su isoterma ocurre con un area por molécula de
1,65 nm?-molécula’!, a presion de 0,3 mN-m!. Este valor de presion se corresponde con una Ks
de 8 mN'm™: la monocapa se encuentra en fase G. Segun la grafica Ks-m, a una presion
aproximada de 0,6 mN-m™ se observa la transicion a una fase LE. Se puede considerar que la
monocapa pasa a fase LE-LC cuando la presion es de 20 mN-m™ aproximadamente. La presion
aumenta continuamente hasta alcanzar la fase LC con un valor de 48,5 mN-m™'. El valor maximo
de Ks es de 121,6 mN-m™!, correspondiente a una fase LC. El colapso se observa cuando la presion
es de 53,1 mN'm'. La isoterma es ligeramente diferente a la de la bibliografia'®. Hemos atribuido
estas diferencias a que en este trabajo se comienza con una densidad superficial més baja, lo que
podria suponer una menor agregacion de estas en la superficie. Esto implicaria que la isoterma
despegue antes. Este cambio de concentracion también provoca que, a bajas presiones, las fases
difieran (G, LE), mientras que, a altas presiones, las isotermas puedan confluir. Por otro lado, las
condiciones de temperatura y humedad influyen en la aparicion y forma del plateau de la fase de
transicion LC-LE en la isoterma. La flexibilidad de la monocapa de DPPC se atribuye a una
estructura dinamica: la cabeza polar de la molécula promueve la formacion de enlaces de
hidrogeno (cuatro atomos aceptores de enlaces de hidrégeno), mientras que sus dos cadenas
saturadas fomentan un ordenamiento de estas mediante interacciones de Van der Waals. No
obstante, el elevado nimero de enlaces capaces de rotar (40 enlaces) proporciona una notable
flexibilidad conformacional.

En definitiva, [6]-Gingerol presenta los menores valores de Ks por lo que se corresponde
con la monocapa menos condensada. Le sigue el DPPC, cuya monocapa alcanza a pasar a una
fase de LC con un valor maximo de Ks de 121,6 mN-m™'. Finalmente, el colesterol forma las
monocapas mas condensadas, aunque sin llegar a una fase LC-S. Su valor maximo de Ks es de
236,3 mN-m .
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4.3 Monocapas mezclas binarias

En primer lugar, se estudia el modulo de Young para las mezclas binarias [6]-Gingerol-
Colesterol (GING-CHOL) y [6]-Gingerol-DPPC (GING-DPPC) a diferentes fracciones molares
de [6]-Gingerol. Las graficas Ks-m se recogen en el Anexo I. Se observa un aumento de la fluidez
de la monocapa de colesterol al aumentar la concentracion de GING en la mezcla binaria. El
aumento maximo se produce cuando ycing=0,6, donde Ks alcanza valores propios de la monocapa
de GING pura. En la mezcla GING-DPPC, la presencia de GING en la monocapa de DPPC no
afecta a su fluidez.

Con el fin de estudiar la estabilidad y miscibilidad de las monocapas de las mezclas
binarias, se aplican las Ecuaciones 3, 4 y 5 del apartado 3.3.2 Mezclas y calculos
termodinamicos. Se realiza el estudio a las siguientes presiones superficiales: 5, 10, 15, 20,30y
33 mN-m. Las graficas correspondientes obtenidas se recogen en el Anexo I.

En cuanto al 4drea por exceso, en la mezcla GING-CHOL A” toma valores pequefios,
presentdndose una situacion proxima a la idealidad (4% = 0). A mayor presion superficial, menor
es A%. El minimo absoluto se ubica en yame = 0,8, correspondiéndose con la fraccion molar con
mayores interacciones atractivas. Por otro lado, la mezcla GING-DPPC presenta valores de 4*
inferiores que en el caso de la mezcla GING-CHOL. A bajas ycing, los valores de 4° son muy
proximos a cero, lo que se traduce o bien en un comportamiento muy cercano a la idealidad o en
una situacion de total inmiscibilidad de los componentes en la monocapa. Para el resto de ycing,
los valores de 4” son positivos, lo que implica la presencia de interacciones repulsivas y/o la
formacion de monocapas menos compactas de lo esperado. Los mdximos se encuentran
especialmente a yging elevadas.

Respecto a las interacciones de los componentes de la monocapa, la mezcla GING-CHOL
presenta menores valores de 4G% cuanto mayor es la presion superficial. Se observan valores
negativos a bajos valores de ycing, destacando el minimo absoluto en ycing=0,8. Esto se traduce
en unas fuertes interacciones atractivas entre el GING y el CHOL. Por otro lado, 1a mezcla GING-
DPPC muestra valores 4G~ generalmente positivos para todas las fracciones molares de GING,
lo que indica la presencia de interacciones repulsivas.

Finalmente, respecto a 4G,,, en la mezcla de GING-CHOL, se observan valores negativos
para todas las fracciones molares, lo que se traduce en una mayor estabilidad de la mezcla frente
a los componentes puros por separado. Los valores son mas negativos cuanto mayor es la presion
superficial. El minimo absoluto se encuentra en ycing=0,8, aunque se observa ademas una alta
estabilidad en yowg=0,3. En cuanto a la mezcla GING-DPPC, los valores son generalmente
negativos, excepto a fracciones de GING elevadas, donde son ligeramente positivas. La situacion
de mayor estabilidad se encuentra en ¥ging=0,5. En general, la mezcla de GING-CHOL presenta
una mayor estabilidad (con minimos de valor -2000 J-mol ™) que las monocapas de GING-DPPC.
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4.4 Monocapas mezclas ternarias

Para el estudio de las mezclas ternarias de GING-DPPC-CHOL se han seleccionado las
fracciones molares de las lineas GING-[DPPC-CHOL], siendo [DPPC-CHOL] 0,25:0,75, 0,5:0,5
y 0,75:0,25. Estos puntos vienen recogidos en el Anexo II.

El estudio termodindmico se ha llevado a cabo segtin dos aproximaciones: (i) se considera
que el binario DPPC-CHOL es un componente Unico, estudiando de esta manera la mezcla
ternaria como si se tratara de un binario para estudiar el efecto de afiadir [6]-Gingerol a un modelo
de membrana celular formado por DPPC y CHOL; y (ii) considerando la mezcla de los tres
componentes. Lo que nos dara una vision global de la mezcla ternaria.

Segun la primera aproximacion, dado que se consideran dos fracciones molares (ycing y
yorpc-cHoL ), las Ecuaciones 3, 4 y 5 se modifican de la siguiente manera:

AE = Aposcia — [Acine Xeive + Apppc—cror (Xpppc + Xcror)] 7
Vs Vs Vs
AGp, =f Amezcia AT — [XGINGJ- Agingdm + (Xpppc +XCHOL)f ADPPC—CHOLdT[] €]
0 0 0

AGp, = AGp + RT [xging nxcive + (oppc + Xcrow) mtoppc + Xcnor)]  (9)

Las isotermas ©-4 obtenidas para las distintas mezclas junto con sus respectivos valores de
Ks se recogen en la Figura 11. En primer lugar, para la mezcla ternaria donde el binario DPPC-
CHOL corresponde con una proporcion 0,25:0,75 de estos componentes, se observa que la mezcla
binaria DPPC-CHOL (0,25:0,75) tiene un maximo de Ks correspondiente a una fase condensada.
La adicion de [6]-Gingerol a dicha mezcla binaria aumenta la fluidez de la membrana de DPPC-
CHOL. Este aumento es maximo a ycmg mayor o igual a 0,6, fraccion a la que se consigue una
fluidez idéntica a aquélla de la monocapa de [6]-Gingerol. Por el contrario, para la mezcla DPPC-
CHOL (0,5:0,5), no se observa un aumento significativo de la fluidez de la monocapa de DPPC-
CHOL (0,5:0,5) al introducir [6]-Gingerol en la mezcla. Finalmente, en la mezcla ternaria con
contenido en DPPC-CHOL en proporcion 0,75:0,25 se observa que [6]-Gingerol induce un
aumento de la fluidez de la monocapa de DPPC-CHOL (0,75:0,25). La maxima fluidez se
consigue a partir de ycing igual o mayor de 0,8.
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Figura 11. Izquierda: Isotermas m-A4; derecha: Graficas Ks-m para las mezclas indicadas.

Segtin la Figura 12, A” disminuye al aumentar la presion para todas las mezclas. En el caso
de DPPC-CHOL (0,25:0,75), A* toma valores positivos a presiones entre 5-15 mN-m™y a 20
mN'm' cuando yomc es elevada, indicativo de interacciones repulsivas entre los tres
componentes. A mayores presiones (30-33 mN-m™), 4 toma valores negativos, indicativo de
interacciones atractivas, y el minimo absoluto se ubica en y6mnG=0,6. Para la mezcla DPPC-CHOL
(0,5:0,5), se observan valores generalmente positivos de A” para todas las presiones presentandose
un maximo a yaing=0,33. Los dos minimos observados se encuentran a yoing=0,3, donde A” toma
valores muy cercanos a cero (comportamiento ideal), y a yamng=0,5 (minimo absoluto), donde 4*
toma valores ligeramente negativos. Finalmente, en el caso de DPPC-CHOL (0,75:0,25), se
observan valores bajos de A en comparacion con el resto de las mezclas con 4reas de exceso
proximas a cero para todas las yaing. El minimo absoluto de A* se corresponde con la mezcla de
xamnG=0,3. Teniendo en cuenta todas las mezclas, la situacion mas favorable se presenta en DPPC-
CHOL (0,2520,75) a XGING:0,6-
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Figura 12. Representacion A” frente a yginG para las mezclas pseudo-binarias: a) GING-[DPPC-
CHOL(0,25:0,75)]; b) GING-[DPPC-CHOL(0,5:0,5)]; ¢) GING-[DPPC-CHOL(0,75:0,25)].
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En la Figura 13 se recogen los valores de AGET De forma general, se observa que al
aumentar la presion, aumenta AGﬁ para todas las mezclas, lo que se traduce en la presencia de
interacciones repulsivas entre los componentes. En el caso de la mezcla DPPC-CHOL (0,25:0,75),
se observan valores positivos de 4G% en todo el rango de ycing. Al llegar a una presion de 33
mN-m! se produce una disminucion de AGﬁ, rompiendo la tendencia descrita anteriormente. Las
situaciones mas favorables se observan en los dos minimos a yaing=0,2 y 0,6, donde AG%, toma
valores muy cercanos a cero. Respecto a la mezcla DPPC-CHOL (0,5:0,5), se observan valores
generalmente positivos, excepto en dos minimos, xswng=0,3 y 0,5, donde se presentan
interacciones atractivas intercomponente. Destaca el maximo a ysing=0,33 ya que se corresponde
con una situaciéon muy desfavorable debido a grandes interacciones repulsivas entre los
componentes de la mezcla. Finalmente, se observa que la mezcla DPPC-CHOL (0,75:0,25)
presenta los menores valores de AGﬁ respecto a las demas proporciones de DPPC-CHOL. Las
situaciones mas favorables desde un punto de vista termodinamico se producen cuando yGing=0,2
y 0,3, donde se observan valores negativos de energia, indicativo de interacciones atractivas.
Teniendo en cuenta todas las mezclas, la situacion mds favorable se presenta en DPPC-CHOL
(0,7510,25) a XGINGZO,Z.
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Figura 13. Representacion AGZ frente a yging para las mezclas pseudo-binarias: a) GING-[DPPC-
CHOL(0,25:0,75)]; b) GING-[DPPC-CHOL(0,5:0,5)]; ¢) GING-[DPPC-CHOL(0,75:0,25)].

En la Figura 14 se observan los valores de 4G,, obtenidos. En general, se observan valores
negativos de energia para todas las mezclas, asi como de una tendencia de disminucion de la
energia al disminuir la presion. Para la mezcla de DPPC-CHOL (0,25:0,75), el minimo absoluto
se encuentra a yging= 0,5, correspondiéndose con la situacion de mas estabilidad energética. A
diferencia de la tendencia mencionada anteriormente, este minimo es absoluto a la mayor presion
estudiada. En el caso de DPPC-CHOL (0,5:0,5), se observan dos minimos a yswg= 0,3 y 0,5,
donde las interacciones atractivas intercomponente son las mas significativas. Destacan tres
situaciones de menor estabilidad energética, como son las mezclas a yomng=0,1, 0,33 y 0,9. En
estos casos, se presentan valores de 4G,, proximos a cero. Respecto a la mezcla DPPC-CHOL
(0,75:0,25), se observan dos situaciones en las que las interacciones atractivas intercomponente
son las mas significativas: yomnc=0,3 y 0,6, siendo este tltimo el minimo absoluto. Teniendo en
cuenta todas las mezclas, la situacion mas favorable se presenta en DPPC-CHOL (0,5:0,5) a
¥6ing=0,5.
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Figura 14. Representacion 4G,, frente a ycing de las mezclas pseudo-binarias: a) GING-[DPPC-
CHOL(0,25:0,75)]; b) GING-[DPPC-CHOL(0,5:0,5)]; ¢) GING- [DPPC-CHOL(0,75:0,25)].

Para identificar las mezclas mas miscibles y estables, se recopilan los minimos mas
significativos observados para cada parametro junto con su valor para cada mezcla a una presion
de 30 mN'm .

Tabla 2. Recopilacion de las mezclas ternarias mas miscibles y estables observadas.

fenvg | A° (am* moléc) | AG,, (J'mol'!) | 4G, (J-mol'")

0,2 -0,02 203,43 -1023,90

GING-[DPPC- i ’ : :
CHOL(0,25:0,75)] 0,5 002 260,75 -1439,33
0,6 20,03 235,76 -1414,93
GING-[DPPC- 0,3 -0,01 -34,02 21532.28
CHOL(0,5:0,5)] 0.5 20,01 3652 1736.60
0,2 -0,01 -126,95 -1354,29
cggi((;&f?sf«i(z:;)] 0,3 -0,02 -31,85 -1530,11
0,6 -0,00 -14,75 -1665,45

Segtn la Tabla 2, las mezclas de GING-[DPPC- CHOL(0,25:0,75)] son las mas inestables
debido a los valores positivos de AGﬁ que presentan. Respecto a las demas mezclas, destacan las
siguientes por su mayor miscibilidad y estabilidad: yemne-yperc-)cror=0,5-0,25-0,25, ycing-Yprec-
ycror=0,2-0,6-0,2 y ycing-yprrc-Ycror=0,3-0,525-0,175. Los valores de Ks para estas tres mezclas
a una presion de 30 mN-m™'son 64,7, 130,0 y 90,3 mN-m" ! respectivamente. Esto indica que las
mezclas de yamwg-ypprc-)cror=0,5-0,25-0,25 v xamwG-yorrc-)cror=0,3-0,525-0,175 presentan
monocapas en transicion LE-LC, mientras que la monocapa de yamg-ypppc-)croL=0,2-0,6-0,2 se
encuentra en fase LC, indicativo de interacciones atractivas o de un menor volumen debido a
factores estéricos.

En conclusion, las mezclas mas miscibles y estables a una presion de 30 mN-m™! (valor
habitual en el entorno membranal)?® se corresponden con yGnG-yprrc-)chor=0,5-0,25-0,25, xGiNG-
yorec-Ycror=0,2-0,6-0,2 y yxome-yprrc-Ycrno=0,3-0,525-0,175, observando una monocapa mas
condensada en el caso de yging-Yprrc-YcHor=0,2-0,6-0,2, por lo que se podria considerar la mezcla
optima desde un punto de vista estérico y energético. Ademas, las monocapas con DPPC-CHOL
0,5:0,5 son de interés biologico ya que se corresponden con la composicion caracteristica de la
membrana plasmatica en células eucariotas.! En este sentido, la mezcla ternaria de mayor
estabilidad y miscibilidad es ycing-)prrc-Ycror=0,5-0,25-0,25.
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4.4.1 Estudio ternario

Se estudian los pardmetros termodinamicos de las mezclas ternarias aplicando las
Ecuaciones 3, 4 y 5 a diferentes presiones superficiales. Los resultados obtenidos se incluyen en
diagramas ternarios junto con los resultados obtenidos de los binarios GING-DPPC y GING-
CHOL, adquiriendo asi una vision general del sistema GING-DPPC-CHOL. La Figura 15
proporciona una vision general de los valores de Ks presentes en mezclas de GING-DPPC-CHOL.
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155 155

0,0 0,0 0,0
0,0020406 0810 000204060810 000204060810
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0,0 0,0 0,
0,00,204 06 0,8 1,0 000204060810 000204060810
XGING XGING XGING

Figura 15. Moédulo de Young (Ks) en sistemas binarios (ejes del tridngulo) y ternarios de GING, DPPCy
CHOL a las presiones superficiales indicadas.

En primer lugar, se observa una tendencia general de un aumento de los valores de Ks a
mayor presion superficial, es decir, las monocapas se vuelven mas condensadas. Cuando la
presion es de 5 mN-m’, la presencia de una fase LE es predominante (region azul oscura). Se
observa una pequefia region donde se presenta la transicion LE-LC, y es la correspondiente a
valores altos de ycnor (0,8-1,0) y bajos valores de DPPC (ypprrc<0,25). A una presion de 15
mN-m™!, van apareciendo regiones de transicion de fase LE-LC, y la region donde ycuor toma
valores de entre 0,8-1,0 y yprrc<0,25 alcanza la fase de LC. Cuando la presion superficial es de
30-33 mN'm’!, se observa que la gran mayoria de las regiones del triangulo estin o han pasado
por la fase LC. Aparece una nueva zona donde se obtienen valores elevados de Ks con respecto
al resto de las mezclas ternarias. Esta se encuentra a bajos valores de ycing. Destaca el punto
donde ypprc=0,75 y ycro=0,25, region que se encuentra en fase LC con valores relativamente
elevados. Por tanto, se observa que cuanto mayor es ycing, mas fluida es la mezcla. Este efecto es
mayor cuando ycing™>0,5 y cuando DPPC y CHOL estan en proporcion 0,5:0,5.

Las mezclas ternarias mas condensadas son ycing-yppec-Ycror=0,1-0,675-0,225 (Ks=151,8
mN-m”a 33 mN-m™") y xsmg-yprrc-xcror=0,1-0,225-0,675 (Ks=150,8 mN-m™ a 33 mN-m™). Las
mezclas mas fluidas son XGING'XDPPC'XCHOL:0,3'0,525-0,175 (KS:25,0 mN-m'l as mN~m'1) y
xomnG-Ypprc-Ycnor=0,1-0,675-0,225 (Ks=25,9 mN'm™'a 10 mN-m™).
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Figura 16. Area de exceso (4%) en sistemas binarios (ejes del tridngulo) y ternarios de GING, DPPC y
CHOL a las presiones superficiales indicadas.

Segun la Figura 16, 4° disminuye al aumentar la presion superficial. A bajas presiones (5-
15 mN-m™) se observan tanto valores positivos como negativos de 4*. Al aumentar la presion,
los valores de 4” son ligeramente positivos predominantemente, y por tanto las mezclas presentan
un comportamiento muy cercano al ideal: mezclas completamente miscibles o inmiscibles. Los
valores mas positivos de A° se encuentran en yaig-Yprec-Ycror=0,1-0,45-0,45 (4°=0,27

nm?molécula’, 5 mN-m™) y yomg-ypprc-Xcror=0,33-0,33-0,33 (4°=0,26 nm* molécula’’, 5
mN-m™). Por contraste, los valores mas negativos de las areas de exceso, atribuibles a
interacciones atractivas son yig-yprrc-Xcror=0,2-0,6-0,2 (4*= -0,12 nm?-molécula’’, 5 mN-m™)
y ¥GiNG-Yperc-Ycror=0,1-0,675-0,225, (4= -0,11 nm?>-molécula’, 5 mN-m™") Estas proporciones
presentan valores de A” negativos a todas las presiones estudiadas.

=5mN-m"’ =10mN-m"’ =15mN-m”’
0,0 10 . 4740 0,0 10 % 4740 0,0 s 4740
X 3804 ? 3804 3804
2703 2703 2703
& 1603 & 1603 1603
A9 A9
’ 502 502 502
08 -599 0,8 599 599
10 \ -1700 10 -1700 -1700
f e - = 0,0 - o’ - =3 o, 0’0
0,00204 060810 000204060810
XGING XGING
=20 mN'-m”’ =30mN'-m"’ =33mN'm”’
0,0 1D i 4740 0,0 1i6 . 4740 0,0 - . 4740
x 3804 ’ 3804 ’ 3804
2703 2703 g 2703
&8 1603 &8 1603 8 1603
502 502 502
0,8 599 0,8 -599 0,8 599
10 700 g A700 g N 1700
0,0 0,0 -0 0
0,00204 060810 0002040608 1,0 0,002 04 06 0,8 1,0
XGING XGING XGING

Figura 17. Energias de Gibbs de exceso de mezcla (4G% ) en sistemas binarios (ejes del triangulo) y
ternarios de GING, DPPC y CHOL a las presiones superficiales indicadas.
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Respecto a AG%,, segun la Figura 17, a presiones bajas se observan valores proximos a cero
predominantemente y determinadas regiones con valores ligeramente positivos. Al aumentar la
presion hasta llegar a 33 mN-m™! se obtienen regiones con mayores interacciones atractivas entre
los componentes. Los valores mas positivos de AGﬁ correspondiente a las mezclas mas inestables
energéticamente se presentan en Yging-Ypepc-Ycuor=0,1-0,45-0,45 (4 G5:4731 J'mol, 33
mN'm!) y yama-yorec-xcror=0,33-0,33-0,33 (A1GE=4292 J-mol™, 33 mN-m™"). Las mezclas con
presencia de interacciones atractivas entre sus componentes son aquéllas con valores negativos
de energia de Gibbs de exceso: yaa-xpree-ycror=0,2-0,6-0,2 (4GE=-1508 J-mol”, 33 mN-m" ),
yaG-xpeec-xcror=0,1-0,675-0,225 (AGE=-1236 J-mol”, 33 mN-m") y yama-Yorrc-YcroL=0,3-
0,525-0,175 (4GE=-1297 J-mol"', 33 mN-m™).

Finalmente, se analizan los valores de 4G,,, recogidos en la Figura 18. A presiones bajas
(5-15 mN'm™) se observa que en cualquier region AG,, es ligeramente negativa y por tanto, las
mezclas serian estables, destacando dos zonas de mayor estabilidad. Estas se corresponden con
las lineas DPPC-CHOL 0,75:0,25 y 0,25:0,75 cuando ycing=0,1-0,65. A presiones intermedias y
altas (>15 mN-m™) se observa la aparicion de zonas rojizas, lo que implica la presencia de valores
positivos de 4G,,. Los mayores valores de 4G, se encuentran en la linea de DPPC-CHOL 0,5:0,5,
sobre todo cuando yemnG<0,5. La linea de DPPC-CHOL 0,25:0,75 presenta valores ligeramente
negativos de 4G,, cuando ycuoL=0,3-0,75, mientras que la linea DPPC-CHOL 0,75:0,25 presenta
los valores mas negativos de energia, en especial cuando yging=0,1-0,7. El mayor valor de 4G,
se obtiene en la mezcla ternaria yomg-Yperc-ycnor=0,1-0,45-0,45 (4G,,=2403 J-mol!, 33
mN-m™!), correspondiente a la mezcla mas inestable enérgicamente. Por otro lado, los minimos
de energia se observan en las mezclas yGig-yprrc-ycnor=0,2-0,6-0,2 (4G,,= - 3838 J-mol ™, 33
mN-m™) y xeing-yperc-xcror=0,3-0,525-0,175 (4G,,= -3761 J-mol !, 33 mN-m™!).
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Figura 18. Energias de Gibbs de mezcla (4G,,) en sistemas binarios (ejes del tridngulo) y ternarios de
GING, DPPC y CHOL a las presiones superficiales indicadas.
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En conclusion, existen varias mezclas ternarias de mayor estabilidad y miscibilidad. A una
presion de 30 mN-m™! (valor habitual en el entorno membranal)?, estas se corresponden con
Yang-yorre-ycror=0,1-0,675-0,225 (4°= -0,054 nm2'molécula’, AGE= -1148 J-mol’,
AG,= -3186 Jmol!, Ks= 126 mN'-m'') y yamc-Yprec-Ycror=0,2-0,6-0,2 (4"= -0,052
nm?molécula”, AGE=-1411 J-mol”, 4G,= -3742 J-mol”, Ks= 123 mN'm"). Dado al interés
biologico de las monocapas que contienen DPPC-CHOL 0,5:0,5, se analiza la composicion de
maxima estabilidad y miscibilidad a 30 mN-m!. Se observa que las mezclas mas estables son las
que tienen valores elevados de ycing (>0,5). Concretamente, la mezcla ternaria de mayor
estabilidad y miscibilidad se corresponde con yamG-Yprrc-XcHor=0,7-0,15-0,15 (4= 0,055
nm?2 molécula’, 4GE= 1422 J-mol"!, AG,,= -586 J-mol", Ks= 123 mN-m" ).

4.5 AFM

Para tener mas informacion sobre la topologia de las monocapas estudiadas en este TFG,
corroborar la posible transferencia de las peliculas sobre soportes solidos y complementar los
datos obtenidos del analisis termodinamico, se realiza un estudio de algunas muestras
seleccionadas. En concreto, se estudia la monocapa de [6]-Gingerol a cuatro presiones
superficiales distintas (10, 20, 30 y 35 mN-m™!) y las monocapas obtenidas de las mezclas binarias
tanto de GING-CHOL como de GING-DPPC a varias fracciones molares, transferidas a una
presion de 30 mN-m™!. Se incluyen a continuacion las imagenes mas representativas.

4.5.1 [6]-Gingerol
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Figura 19. Imagenes de AFM de monocapas de [6]-Gingerol a 10, 20, 30 y 35 mN-m"' con sus
respectivos perﬁles (hneas rojas).

La Figura 19 muestra imagenes representativas de la topologia de la monocapa de [6]-
Gingerol a distintas presiones superficiales. A 10 mN-m™ y 20 mN-m! se observa una pelicula
homogénea con algin agregado molecular tridimensional ocasional. A estas presiones las
peliculas tienen una rugosidad muy baja (raiz cuadratica media, RMS, de la rugosidad de 0,48
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nm). Al llegar a una presion de 30 mN-m!, presién muy cercana al colapso de la monocapa de
Langmuir, se observa la presencia de algunas estructuras de aspecto poroso con una altura de
1,08+0,03 nm. Finalmente, al llegar a una presion de 35 mN-m!, se observa la aparicion de un
elevado ntimero de estructuras con mayor altura a la del resto de la pelicula (del orden de 0,69+
0,03 nm). Esto puede ser debido a la co-existencia de dos fases (acorde a los valores de Ks se
podria tratar de dos estructuras en fase liquida expandida I y liquida expandida II con distinta
orientacion molecular), donde parte de las moléculas se encuentran en una posicion mas vertical,
o incluso podria tratarse de colapsos locales relativamente ordenados (no se aprecian estructuras
de gran altura caracteristicas de colapsos desordenados).

4.5.2 GING-CHOL
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Figura 20. Imagenes de AFM de monocapas de GING-CHOL a yging= 0,1, 0,5 y 0,9 transferidas a 30
mN-m™! con sus respectivos perfiles (lineas rojas).

La Figura 20 muestra las imagenes de AFM de monocapas de Langmuir-Blodgett de tres
mezclas de GING-CHOL a diferentes fracciones molares. A ycing= 0,1 se observa una monocapa
relativamente plana. Destaca la presencia de una banda en la zona intermedia de la imagen donde
las estructuras son mas grandes que en el resto. Esto puede ser debido a dos posibles causas o
incluso la combinacion de ellas: i) la coexistencia de fases liquidas expandidas y liquidas
condensadas y/o ii) una segregacion de fases entre el colesterol y el [6]-Gingerol, cosa que parece
bastante probable a juzgar por la forma de las curvas de 4G,, con un minimo bastante acusado.
La segregacion de fases es mas significativa a yging= 0,5. Esto explicaria el valor ligeramente
positivo obtenido de AGE y el valor cercano a 0 nm? molécula™! de 4%, que indica que la mezcla
es completamente inmiscible para esta fraccion molar. A mayor concentracion de [6]-Gingerol se
aprecia una monocapa mas homogénea con menos segregacion de fases, aunque se observa la
formacion de agregados moleculares tridimensionales. Esto estd en consonancia con los
resultados termodinamicos obtenidos.
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4.5.3 GING-DPPC
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Figura 21. Im4genes de AFM de monocapas de GING-DPPC a yging= 0,2 y 0,5 transferidas a 30 mN-m™!
con sus respectivos perfiles (lineas rojas).

Segun la Figura 21, a ambas fracciones molares se produce segregacion de fases entre los
compuestos. Esto es respaldado por los parametros termodindmicos calculados: los valores de 4*
cercanos a cero pueden ser indicativos de inmiscibilidad entre ellos.

5 Resumen y conclusiones

En este TFG se ha estudiado por un lado el comportamiento superficial del [6]-Gingerol
puro en la interfase aire-agua y una vez transferido sobre un soporte sélido, pelicula de Langmuir-
Blodgett. Ademés, se ha analizado la interaccion del [6]-Gingerol con dos componentes
caracteristicos de membranas celulares como son el colesterol y el DPPC para posteriormente
ampliar dicho estudio a un sistema ternario que sea capaz de dar una vision general respecto al
comportamiento de [6]-Gingerol en un entorno membranal.

El primer paso fue la optimizacion de las condiciones para la obtencion de las isotermas de
los compuestos puros, particularmente de [6]-Gingerol. Las isotermas de [6]-Gingerol son
reproducibles y muestran una histéresis practicamente nula. Son monocapas muy fluidas con un
bajo modulo de Young. Se caracterizd ademas la monocapa de [6]-Gingerol mediante AFM,
donde se observo una homogeneidad de su monocapa especialmente a presiones por debajo de 20
mN-m, y se estudié su evoluciéon frente al aumento de la presion superficial donde puede
apreciarse o bien una transicion hasta una fase en la que las moléculas adoptan una posiciéon mas
vertical o bien, la formacién de colapsos locales ordenados.

Tras un estudio de sistemas binarios GING-CHOL y GING-DPPC donde se obtuvieron y
caracterizaron varias monocapas mediante AFM, se procedié a estudiar sistemas donde el analisis
de los datos se enfocod a través de dos aproximaciones distintas. Segun la aproximacion del
pseudo-binario se ha obtenido que la composicion mas estable en un entorno membranal de una
célula eucariota (es decir, a una presion superficial de 30 mN-m™ y considerando que DPPC-
CHOL 0,5:0,5) es de yamng-Ypprc-Ycuor=0,5-0,25-0,25. Es decir, [6]-Gingerol interacciona con la
mezcla DPPC-CHOL propia de células eucariotas de modo 6ptimo en dicha proporcion. Segun la
aproximacion del ternario, la mezcla mas estable en las mismas condiciones es de yciNng-Yprec-
ycror=0,7-0,15-0,15. Esta seria la composicion optima a la hora de mezclar los componentes en
la fabricacion de liposomas que incorporen [6]-Gingerol, y que podrian ser utilizados como
vehiculos transportadores de farmacos, coadyuvantes, complementos alimenticios, etc.
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Respecto a futuros experimentos con [6]-Gingerol, este estudio puede ser ampliado a mas
lineas de proporciones de DPPC-CHOL, y a partir de la caracterizacion de monocapas ternarias
mediante AFM para comprobar su correlacion con los calculos termodinamicos realizados en este
TFG. Finalmente, cabe mencionar la posible complementacion con otras técnicas de
caracterizacion para estudiar el ordenamiento de los componentes en la monocapa, como es la
microscopia de angulo de Brewster (BAM).

Por ultimo, me gustaria afiadir que este TFG me ha permitido la consolidacion de
habilidades y destrezas adquiridas durante el Grado de Quimica, asi como de la familiarizacion
con el mundo de la investigacion.
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Figura 1. Izquierda: Isotermas n-4 de las mezclas binarias [6]-Gingerol-Colesterol y [6]-Gingerol-DPPC;
Derecha: Graficas Ks-n de las mezclas binarias [6]-Gingerol-Colesterol y [6]-Gingerol-DPPC.
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Figura 2. Representacion AZ frente a yging para las mezclas binarias a) GING-CHOL y b) GING-DPPC.
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Figura 4. Representacion 4G,, frente a yging para las mezclas binarias a) GING-CHOL y b) GING-DPPC.
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ANEXO II
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Figura 1. Representacion grafica de las mezclas binarias y ternarias en un diagrama ternario.
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