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Dra. Nooshin Jamasbi Jahromi.

Directora detesis.

En éste trabajo se ha estudiadoel efecto que causa la radiacion laser sobre liposomas. Estas
estructuras son un modelo de las membranas que protegen las células vivas, debido a que

tienen caracteristicas similares en comportamiento y estructura. Por ello es posible asociar

los efectos que causa la radiacién laser en muestras de liposomas, a los efectos en
biomembranas. El trabajo consiste basicamente en preparar liposomas en formarutinaria y
tefiirlos con una tintura altamente absorbente a la longitud de ondalaser, con el objeto de
aumentarel calor localizado al momento de radiarlos a una potencia especifica del laser que
cause la ruptura de las membranas. Finalmente este dafio se detecta por la técnica de
correlacion de fotones.

Palabras clave: liposomas, membranascelulares, tinturas, dafio por exposicion de luz laser,
correlacion de fotones



ABSTRACT of the thesis of MARTHA OFELIA RIVERA HERNANDEZ,
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LASER-INDUCED DAMAGETO STAINED LIPOSOMES

Abstract approved by:

Dra. Noshin Jamasbi Jahromi.

Tesis adviser

In this work we have studied the damaging effect of laser light on cell membrane using

single bilayer liposomes as model systems. Liposomes, because oftheir structural similarities
to membraneofbiological cells, are the best model system used forthe investigation of the
effect of laser radiation on membranes. Samples of liposomes were routinely prepared and
stained in ourlaboratory. Forefficient localized heating of the membraneby laserlight, we
stained liposomes with a membrane dye with strong absortion at a laser wavelength.
Irradiated by the laser beam, the membrane breakdownocurred a particular laser power for
samples of stained liposomes. The laser-induced damage was detected using photon

correlation technique. The powerthreshold for this damage was measured.

Key words: liposomes, cell membrane, membrane dyes, laser-induced damage, photon
correlation technique.
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DANO CAUSADO A LIPOSOMAS TENIDOS POR EXPOSICION DE

LUZ LASER

Capitulo I

INTRODUCCION

1.1 Introducci6n

Las membranas que protegen las células biolégicas han sido objeto de estudio en

diversas 4reas. Son importantes porque se comportan comounfiltro altamente selectivo de

iones, permitiendo llevar a cabo procesos fisicoquimicos de biosintesis. Algiin defecto o

rompimiento de esta estructura es catastréfico para la funcionalidad de la célula.

Actualmente los liposomas formados de moléculas lipidas son ampliamente aceptados

como el mejor modelo de esta biomembranaprotectora, [Knight, 1981; Shibata-Seki er al.,

1996; Jamasbi et al., 1996]. Su uso en pruebas de laboratorio comprueban que existe mas

ventajas al trabajar con ellas que con membranas bioldégicas, debido a que son sistemas

menos complejos y facilmente manipulables. Ademdas, su preparacién en laboratorio es

relativamente facil.

A pesar de la importancia que tienen Jas membranas, existen muy pocosestudios

que relacionan el efecto que tiene la exposicidn de luz coherente sobre biomembranas y



liposomas a nivel molecular. Estos estudios de irradiacién laser permiten entender las

modificaciones causadas por una exposicién selectiva y controlada. En estudios previos se

ha demostradola posibilidad de destruir estas membranas cuandose les expone a luz ldser

pulsada. Estos estudios combinan liposomas con altas concentraciones de moléculas

colorantes altamente absorbentesa la luz, las cualesse filtran hacia el espacio libre interno

de los liposomas [Vanderet al., 1993, Khoobehi etal.,1990]. En este trabajo se muestrala

posibilidad de que las membranas se rompan por excitacién de las moléculas colorantes

adheridas a su arreglo bimolecular, cuando se les expone a un haz de luz laser de onda

continua. También se mencionan las ventajas de trabajar con pequefias concentraciones de

moléculas colorantes y controlar bajas potencias de exposicién de luz laser. Esencialmente

se trabaja con liposomas teflidos, con moléculas que presentan un pico de maxima

absorcién muy cercano a la longitud de onda laser radiada. Estas moléculas forman una

union estable y fuerte que les permite permanecer unidas a las moléculas lipidas de la

membrana. Controlando con un atenuadorla potencia de luz enfocada a la muestra se causa

la ruptura de Ja membrana, a una potencia especifica. Esto resulta como consecuencia de la

excitacién térmica y se manifiesta como un cambio en e] tamafio de las particulas

suspendidas. Finalmente estos cambiosson detectadas con un correladordigital de fotones.

La correlacién de fotones es una técnica rapida, exacta y no intrusiva que permite

obtenerel tamafio de particulas esféricas suspendidas a partir de su coeficiente de difusién

[Schulz-DuBois, 1983]. Es especialmente util para detectar 0 monitorear alteraciones en el

tamafio de particulas debidas a reacciones quimicas, estados de agregacion, etc. Su

principio se basa en analizar fluctuaciones de intensidad promedio de luz esparcida,



causadas por movimientos aleatorios de pequefias particulas suspendidas en un medio

acuoso. La sefial fluctuante detectada se procesa como una funcién de autocorrelacién

2). ‘4 . rte ‘. ‘ .g‘’(T), lacual describe un comportamiento exponencial decayente:

g(t) ek, (1)

donde Ja cantidad 2Dk* representa el tiempo de decaimiento de la funcién exponencial

(también llamado tiempo de correlacién de la funcién). El parametro D esel coeficiente de

difusién y kes la magnitud del vector de onda del esparcimiento, cuyo valor depende del

Angulo de esparcimiento @, del indice de refraccidn del liquido n, y de la longitud de onda

de la luz laser incidente A ;. Este tiltimo pardmetro esta dada porla siguiente expresién

xa 4 (2) == 1, waa ;

dondeel coeficiente de difusién D para particulas esféricas es:

k,T (3)
3and°
 D=

y donde k, es la constante de Boltzman, T la temperatura, 7 la viscosidad de] medio



liquido y del didmetro de particula. Estas ecuaciones se explicaran con masdetalle en el

capitulo III.

II.2 Objetivos

© Utilizar la técnica de didlisis para preparar muestras de liposomas unilaminares.

© Tefiir los liposomas con una tintura especial para membranas.

e Detectar e] efecto que causa la radiacién de luz laser en muestras de liposomas

tefiidos con unatintura de alta absorci6n a Ja longitud de ondalaser.

Detectar el dafio causado, como resultado de la excitacién térmica de las

moléculas de tintura, usandola técnica de correlacién de fotones.

1.3 Estructura de la tesis

En el capitulo II se menciona la importancia que tienen los liposomas como modelo

de biomembranasy la importancia de caracterizarlos por métodos confiables. Se mencionan

también las caracteristicas de la molécula lipida phosphatidyl-choline y de su capacidad

para formar liposomas unilaminares de estructura bimolecular. La segunda parte del

capitulo describe a detalle la técnica de dialisis que se utilizé para obtener este tipo de

membranas. En e] capitulo III se describe la teorfa de correlacién de fotones. En el capitulo

IV se describe el arreglo experimental, el procedimiento de las mediciones y se mencionan



los pardmetros usados. En el capitulo V se muestran los resultados experimentales mds

relevantes y su ajuste a una curva exponencial. Estos resultados incluyen curvas de

liposomas dafiados quimicamente y por exposicién de luz ldser. Finalmente en el capitulo

VI se dan las conclusionesdel trabajo.



Capitulo I

AGREGADOS MOLECULARES: MICELAS Y LIPOSOMAS

Existen dos factores importantes que determinan la forma y estructura de los

agregados moleculares: micelas y liposomas. E] primero de ellos se debe a fuerzas débiles

de tipo electrostatico e hidrofébico que interactuan entre moléculas lipidas. El] segundo

factor se debe al tipo de molécula lipida usada y a la manipulacién de la técnica de

preparacién (control sobre las concentraciones electroliticas, el pH de la solucion, la

temperatura, etc.) que permite la estabilidad de una estructura coloidal u otra. En éste

capitulo se mencionan especificamente las caracteristicas de la molécula fosfolipida més

importante que conforma las membranas celulares y se mencionan los dos tipos de

agregados moleculares que pueden formar en medio liquido: micelas y liposomas. De

manera especial se menciona la importancia y caracteristicas de los liposomas unilaminares

de phosphatidyl-choline y su método de preparaci6n.



II.1 Antecedentes

Con apoyo de la técnica de monocapa de Langmuir, el modelo de membrana

unilaminar fue propuesto en el afio 1925 por Gorter y Grendel. En 1935 Danielli y Davison

propusieron el modelo teérico de la membrana compuesta por Ifpidos en arreglos

bimoleculares. En los inicios, las pruebas para obtenerlipidos en arreglos bimoleculares en

forma estable fueron pocofructiferos, pero mucho se aprendié de las propiedades de los

lipidos y de las interacciones lipo-proteicas [Burton, 1968, Schwendeneref al., 1981]. En el

afio de 1960 los conocimientosde las propiedades de lipidos bimoleculares era un poco mas

amplia y, en 1961 Rudin er al. reportaron la constitucién y propiedades eléctricas de una

membrana bimolecular de lipidos, extraida de] cerebro de un bovino, que media entre 6 y 9

nm deespesor.

Actualmente se estudian por diferentes métodos ffsicos las propiedades de

membranas sintéticas bimoleculares y se caracterizan por su tamafio, composicién y

laminaridad. Los liposomas multilaminares, estudiados inicialmente por Baghmanet al.

[Ostro, 1983], estan formados por multiples esferas concéntricas bimoleculares de lipidos.

Los liposomas unilaminares estan formados de unasola esfera bimolecular de lipidos que

miden entre 25 y S00 nm de didmetro. La obtenci6n de una estructura u otra depende del

tipo de molécula lipida que se utilice y el método de preparaciédn. En ambos casos es

posible prepararlas en el laboratorio, bajo condiciones controladas.



JJ.2 Importancia de los liposomas unilaminares

Las células son la unidad fundamental de vida y, combinadas forman tejidos y

érganos de todo organismo vivo. En ellas se llevan a cabo funciones fisicas y

fisicoquimicas importantes de biosintesis, metabolismo quimico, almacenamiento,

transformaci6n, regulacién y transporte de iones y moléculas, etc. Todas las células

biolégicas estan limitadas por una membrana bimolecular de lipidos, llamada

biomembrana,la cual se comporta comounfiltro altamente selectivo de iones y moléculas

que mantienen una diferencia de potencial entre sus componentesy el medio quele rodea.

EI arreglo bimolecular de lfpidos sirve como barrera semipermeable al flujo de moléculas

solubles en agua y para ensamblar moléculas proteicas, unidas por interacciones no

covalentes, que sirven para catalizar reacciones asociadas. Esto significa que las moléculas

lfpidas son el componente principal de las membranascelulares y que, aunque varien de un

tipo de membranaa otro, su estructura bésica y funcionalidad son comunesen términos

generales a todas las biomembranas. Actualmente las biomembranas son temade estudio en

diversas areas de investigacion cientifica teles como:fisica, biologia, biofisica, medicina y

farmacologia. De ello deriva, el interés de producir membranas sintéticas que tengan

caracteristicas muy semejantes. Hoy en dia existen métodos que sintetizan membranas

bimoleculares de estructura unilaminar y multilaminar, de moléculas lfpidas, llamados

“liposomas”. Estas estructuras son especialmente Utiles por dos razones:

e es posible utilizar su compartimiento libre para transportar y liberar droga a zonas

especificas del cuerpo.



e y porque son un modelo simple que permite entender complejos mecanismos de

membranascelulares.

Por su simplicidad, los liposomas unilaminares son universalmente aceptados como

el mejor modelo para estudiar las propiedades ffsicas y fisicoqimicas de las membranas

celulares [Gregoriadis, 1984; Ostro, 1983; Knight, 1981]. Este es el modelo que se describe

a detalle en la siguiente seccidn.

II.3 Estructura de la molécula lipida phosphatydil-choline

Existe un grupo muy importante de fosfolipidos extrafdos de lecitina de yema de

huevo, conocidas quimicamente como phosphatidyl-choline. Estas moléculas forman la

estructura basica de las membranascelulares de todoslos vegetales y animalesy porello es

comun usarlas para preparar membranas sintéticas que simulen perfectamente su

comportamiento. Las lecitinas son moléculas amifaticas neutras formadas por un grupo

polar hidrofilico “cabeza” y un grupo no polar hidrofébico “cola” de cadenas carbonadas

(Mimmsef al., 1981; Zumbuehl, 1981; Chen, 1976; Gahwiller, 1980]. La figura 1 muestra

la estructura molecular de la molécula phosphatidy|-choline.
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Figura 1. Estructura molecular de la molécula Ifpida

phosphatydil-choline

Bajo factores importantes que definen la dindmica y estructura en un medio acuoso,

estas moléculas se empaquetan en arreglos bimoleculares formando esferas unilaminares.

Su temperatura de transicién de -5 °C determina los cambios de transicién termotrépica

entre una estructura coloidal u otra. Esta temperatura es la minima que se requiere para que

las moléculas de agua se difundan dentro de unaestructura coloidal. A temperaturas mas

bajas que la temperatura de transicién, las cadenas hidrocarbonadas se encuentran

ordenadas en paquetes bimoleculares formando un estado llamado gel, mientras que a



temperaturas mayores que la temperatura de transicién las moléculas que se encuentran en

estructura laminar se fragmentan y se dispersan formandounfluido.

[1.4 Fuerzas que permitenla estabilidad de micelas y liposomas

Las moléculas lipidas no permanecen de maneraindividual cuandose les disgrega

en medio acuoso, sino que se integran formando agregados lIlamados micelas. En esta

estructura, los grupos hidrofflicos altamente polares se orientan para interaccionar con

moléculas de agua, y los grupos hidrofébicos no polares, se orientan para interaccionar

entre si, como se muestrala figura 2.

 

MEaa
   

Figura 2, Secci6n transversal de una

micela.

Las micelas tienden a solubilizarse y formar nuevasestructuras cuandoexiste algtin

elemento que interrumpa su estabilidad. Si se cambia la concentraciédn de la molécula

lipida, o se adicionaalgtin tipo de molécula (i6nica 0 no idnica) que permita la formacién a

una nuevaestructura o bien, se cambien las condiciones del medio comopHy temperatura,



la organizacion de los lipidos puede transformarse de una organizaci6n micelar a una

organizaci6n bimolecular lineal 0 bimolecular esférica. En condiciones de laboratorio se

debe tener especial control de todos éstos parametros, ya que de notenerlos, se evoluciona

hacia una estructura indeseable. Los detergentes al igual que los lipidos también son

moléculas amifaticas idnicas y/o no idnicas que permiten la evolucién de micelas a

liposomas. La figura 3 muestra la estructura de un liposomaunilaminar,

 

 

  
 

Figura 3. Estructura de un liposoma unilaminar

Las fuerzas que mantienen unidas a micelas y liposomas son principalmente

interacciones hidrofébicas y fuerzas de van der Waals. Las fuerzas de van der Waals son

fuerzas atractivas entre 4tomos y moléculas que acttian a distancias cortas (del orden de

didmetros atémicos). Las interacciones hidrofébicas también son fuerzas atractivas que



unen las cadenas carbonadas, no polares, de las moléculas lipidas. También existen otro

tipo de fuerzas repulsivas de origen electrostatico entre cabezas polares y fuerzas atractivas

intermoleculares dadasporinteracciones ion-dipolo y dipolo-dipolo [Manku, 1988].

La ventaja de trabajar con membranas de fosfolipidos puros radica en que las

moléculas lfpidas de una estructura coloidal bimolecular, no migran de una cara a otra,

como sucede en una membrananatural, sino que rotan libremente alredador de las cadenas

hidrocarbonadas y se muevenlateralmente. La distancia de equilibrio entre grupos polares

de un liposomas obtenidode lecitina pura, es de 3.7 nm [Mimmset al., 1981].

La figura 4 muestra la forma y tamajfio de liposomas unilaminares de phosphatydil-

choline congelados y cubiertos con un complejo de oro (Interferron, 2.5 mg de oro/ml),

observadosa través de un microscopio electrénico.
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Figura 4. Liposomas unilaminares de phosphatidyl-choline. Fotografia

tomadadel articulo de [Zumbuehl y Weder, 1981].



Enla siguiente secci6n se describe la técnica de preparacién para obtener liposomas

de PC.

IL.5 Técnica de preparacion de liposomas unilaminares tefidos con moléculas

colorantes.

Existe un gran variedad de métodos para preparar liposomas unilaminares

[Gregoriadis, 1984, Lasic, 1995]. La técnica que se utilizé en este experimento consiste en

removerun detergente de una soluci6n micelar, por didlisis, a una temperatura mayor que la

temperatura de transicién del Ifpido. Esta técnica estandar permite producir liposomas

estables de tamafio uniforme. Controlando factores importantes como:eltipo de detergente,

el tipo de lipidos, la relacién molar lipido/detergente, ]a temperatura y el pH, se pueden

obtener liposomas con didmetros controlados entre 25 y 500 nm. En nuestro caso se

obtuvieron liposomas unilaminares con un didmetro entre 150 y 160 nm. A continuaci6én se

describen las caracterfsticas de los reactivos usados y el proceso de preparacién de los

liposomas unilaminares.

11.5.1 Caracteristicas de los reactivos

e E]lipido L-a-phosphatydil-choline, de peso molecular igual a 760.09 umas, comprado a

los laboratorio Avanti polar lipids, Inc. (80051 Alabaster Alabama, USA), se presenta

en ampolletas que contienen 15 mg de L-a-phosphatydil-choline disueltos en 1 ml de



etanol, los cuales deben ser refrigerados a una temperatura de -20 °C hasta antes de su

uso. El etanol es un solvente que tiene la caracteristica de ser facilmente evaporado en

vacio, gracias a su bajo punto de ebullicion.

El] detergente n-octyl B-D-gluco-pyranoside, comprado a los laboratorios Sigma

Chemicals Co. (Saint. Luis Mo. USA), debe ser almacenadoa -10°C, hasta antes de su

uso. Este detergente no idnico tienen dos caracteristicas importantes que permiten su

facil remocién una vez que ha contribuido a la formacién de liposomas: posee alta

concentraci6n micelar critica (CMC) y bajo ntimero de agregacion [Allen ef al., 1980,

Rhoden, 1979]. La CMCes la concentracion a la cual existen agregados coloidales

estables, y el ntimero de agregacién es un pardmetro que determina la cantidad de

moléculas que se pueden unir para formar una estructura coloidal (en otras palabras,

determinael tamajio y peso de una estructura estable) [Banham etal., 1965, Allen et al.,

1980].

El oxonol VI (Cj4H2g0¢) de peso molecular igual a 316.36 umas fue comprado a los

laboratorios Molecular Probes (Oregon, USA). Es una tintura especial para tefiir

membranas. Presenta maxima absorcién en 600 nm de longitud de onda. Tiene muy

baja solubilidad en agua y alta en solventes organicos. Debe ser protegido de la luz,

especialmente cuandose encuentra en soluci6n. Presenta gran afinidad por la molécula

phosphatydil-choline y una alta sensibilidad a cambios espectrales [Bashford et. al.,

1979].

La mezcla de las substancias NayHPO,y y NaH2POy(fosfato y bifosfato de sodio) dealta

pureza fueron compradasa los laboratorios Molecular Sigma Biology (Saint. Luis Mo.



USA). Son substancias que deben permaneceren un lugar fresco y seco. Se usaron en la

preparacion de solucion reguladora de pH (10 mM).

e Las membranasde celulosa de 6.3 cm de diametro fueron compradasa los laboratorios

Diachema Ag. Lab (Langnau/Zurich Switzerland). Tienen alta permeabilidad a

moléculas cuyo peso molecular maximoes igual a 10000 umas. Se usaron basicamente

para la dializacién de las muestras. Antes de su uso fue necesario remover sus

impurezas, enjuagando en agua destilada durante 5 minutos y sumergiéndolas después

por 20 minutos en solucién reguladora.

IL5.2 Preparacion de la solucion buffer

La solucién buffer es una mezcla de sales de fosfato de sodio; NaH2»PO, 2.3 mM y

bifosfato de sodio; Na,HPO, 7.7 mM,disueltas en agua destilada. Esta solucién se prepara

aun pH de 7.25 se utiliza para dializar la muestra de liposomas

II.5.3 Preparaci6n del colorante paratefir liposomas

Enla seccién IL.5.5 se explican los dos métodos de coloracién de los liposomas, en

esta seccién solo se menciona a que concentracién se prepar6é el colorante para cada unode

ellos y comosecalcul6.

Para tefiir los liposomas en forma directa se preparé oxonol VI en concentracién 5

uM,y para tefiir liposomas en formaindirecta se prepard oxonol VI en concentracién 0.1
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m
M. Estas concentraciones fueron calculadas mediante la ecuacién; C = xv’ donde m

x

representa la masa de oxonol VI, PM su peso molecular y V el volumen de solvente (en este

caso metanol).

II.5.4 Preparacion de la muestra parael experimento

Los compuestos basicos que se utilizan para preparar Ja muestra de liposomas son:

el lipido L-ca-phosphatidyl-choline y el detergente n-octylB-D-gluco-pyranoside. Este

detergente tiene dos caracteristicas importantes que determinanla estructura laminar de los

liposomas: alta CMC bajo ntiimero de agregacién. Ademas su remocién de la solucién

detergente/fosfolfpido es relativamente faci] una vez que ha contribuido a la formacién de

liposomas[Allen et al., 1980, Schwendeneret al., 1981, Mimmset al., 1981].

En un procedimiento tipico de preparacién de liposomas [Mimmsef ai.,1981,

Zumbuehl, 1981] se mezclan 15 mg de lecitina L-c-phosphatidyl-choline disueltos en

etanol y 0.027 mg del detergente n-octylB-D-gluco-pyranoside. Estas cantidades nos dan

una relacién molar de lipido/detergente igual a 0.2/0.8, 6ptima para tener una solucién

micelar estable y homogénea. Después es necesario remover todas las trazas de solvente

organico, evaporando Ja soluci6n en vacio durante 1 0 2 horas en un evaporadorrotatorio a

una temperatura de 30°C. Como resultado de la evaporacién queda en el fondo del

recipiente una pelicula de lipidos y detergente, que se disuelve en 1.5 ml de solucién buffer,

la cual se agita hasta quedar completamente clara. La solucién micelar formada seinyecta al



portamembranas, donde queda en contacto con una membranade celulosa semipermeable

que permite el paso a moléculas con peso molecular menor a 10000 umas. Enseguida se

coloca el portamembranas dentro de la solucién buffer para iniciar la didlisis. Este proceso

se lleva a cabo debido la diferencia en concentracién de ambas soluciones. La membrana

semipermeable permite que las moléculas de agua se difundan libremente de Ja solucién

buffer hacia la soluci6n micelar, ejerciendo asi una presién sobre la membrana que permite

la salida de las moléculas de detergente hacia la solucién buffer. Este intercambio de

moléculas de una solucién otra dalugar a la remociéntotal del detergente, necesario para

la formacién de liposomas.

En el extremo superior del portamembranas se coloca un motor que rota a 14

revoluciones por minuto. E] nuevo sistema motor-portamembranas se colocan en posicién

inclinada en 1000 ml de solucién buffer, de tal modo que la mitad de la celda del

portamembranas quedeenel interior de la solucién y la mitad fuera, esto con el propésito

de que puedasalir el aire que quedo en la solucién micelar, como se muestra enla figura 5.

Finalmente, la solucién reguladora se reemplaza cada 6 u 8 horas, durante un perfodo de 24

horas, para asegurar que los liposomas formados quedenlibres de detergente.
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motor
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—+——— buffer
membrana de
celulosa   
   
 

Figura 5. Sistemade didlisis

11.5.5 Coloracion de liposomas unilaminares

Una vez preparadoslos liposomasse deben teflir con un colorante que absorba luz a

cierta longitud de onda. Este procesose Ilevo a cabo de dos maneras: en formadirecta y en

formaindirecta. La manera directa consiste en agregar 10 [1] de oxonol VI en concentracién

5 uM a una muestra de 300 wl de liposomas suspendidos en solucién buffer (agitando

previamente y esperando a que la soluci6n estabilice por espacio de un minuto). De los

resultados de la medicién por correlacién se demostré que esta técnica no fue la mas

adecuada para tefiir Jas muestras, debido a que la polaridad del metanol destruye las

estructuras coloidales formadas. Estudios previos muestran que concentraciones mayores al

1% de solvente orgdnico bastan para destruir las estructuras coloidales. Por esta razén se

procedié a tefiir Jas membranas de manera indirecta. E] objeto del método indirecto es

lograr que las moléculas de colorante permanezcan adheridas a la membrana de los



liposomas sin que ésta se destruya. En ésta técnica se agregaron 10 pl de oxonol VI (en

concentracién 0.1 M) al 1.5 ml de la mezcla micelar (formada después de la evaporacién

del etanol) y por didlisis se elimind el solvente orgdénico de oxonol VI junto con el

detergente de la solucién micelar. Durante este proceso se observ6 que el colorante atraves6

la membrana de celulosa relativamente facil, por ésta razén al termino de la didalisis se

realizaron pruebas de transmisi6n para estimar su concentracion final. De esta manera se

verificé que solo permanecié en los liposomas el 10 % de la concentracién inicial del

colorante.

De acuerdo con el método de calculo realizado por Huang y Mason [1978] se estimé

que en 1.5 ml de muestra preparada, habia aproximadamente 2 x 10 * liposomas. También

se estim6 que en una muestratefiida con oxonol VI permanecian una concentraci6n final de

aproximadamente 200 moléculas de colorantes en cada liposoma. Esto significa que en una

membrana, por cada 300 moléculas lfpidas habfa una molécula de oxonol VI.

La coloracién de las membranas permiten absorberparte de la energia de radiacién a

la cual se someten. Por eso es importante conocerlos espectros de absorcién dela tintura y

de los liposomastefiidos.

La figura 6 muestra e] espectro de absorcién del oxonol VI, obtenido del

espectrofotémetro Perkins Elmer 300. Este espectro presenta un pico de absorcién maxima

en 600 nm delongitud de onda.
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Figura 6. Absorbancia de una solucién de oxonol VI

E] espectro de absorcién de la figura 7 corresponde a una muestra de liposomas

tefiidos con 300 nM de oxonol VI, obtenido del espectrofotémetro Perkins Elmer 300. Este

espectro presenta en 620 nm de longitud de onda un pico de maxima absorcién. Con el

espectro de transmisién de la misma muestra, se obtuvo mediante la ecuacion: T =eel
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coeficiente de absorcién a igual a 0.36 cm'. En esta expresion T representa la

transmitancia y d el ancho dela celda.
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Figura 7 Absorbancia de una muestra de liposomastefiidos con oxonol VI

Al compararel espectro de liposomasteflidos (figura 7) con el espectro de tintura

(figura 6), se observa que existe un corrimiento del pico de maxima absorcién de

aproximadamente 20 nm hacia el rojo. Este corrimiento es un buen indicador de que las

moléculas de tintura se han adherido a las membranasde liposomas.
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Capitulo UI

MEDICION DEL TAMANO DE LIPOSOMAS POR LA TECNICA DE

CORRELACION DE FOTONES

III.1 Introducci6n

La técnica de correlacién de fotones es una técnica de medici6n indirecta,

desarrollada gracias a los avances tecnoldgicos de ldseres, fotomultiplicadores, circuitos

integrados y electrénica digital. Se basa en el procesamiento de datos estadifsticos

relacionados con fendmenos de esparcimiento. Del resultado de este procesamiento se

obtiene informacién de pardmetros que caracterizan a materiales dispersos en medio

liquido.

La teoria de esparcimiento que fundamenta el comportamiento de sistemas dispersos

fue descrita por Rayleigh, descrita en al apéndice A. Esta teorfa suponetenerparticulas en

solucién suficientemente diluida para evitar que interactuen entre si y, ademas que sean lo

suficientemente pequefias comparadas con la longitud de onda de la luz incidente. El

proceso inicia cuandose hace incidir luz sobre las particulas que se encuentran en medio

liquido. El campo eléctrico de la luz incidente induce a los electrones y moléculas a que
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oscilen, obligandolas a comportarse como una fuente secundaria de radiacién, solo que

ahora lo haran con diferente intensidad, polarizaci6n y frecuencia, determinadas porel

tamafio y forma del material dispersor. Estos nuevos parémetros que describen la luz

esparcida, contienen informacién de las caracteristicas y de la dindmica del material

dispersor. Cuando se tiene un sistema al cual resulta dificil medir sus dimensiones, el

método de correlacién de fotones es una buenaalternativa siempre y cuando se encuentran

en el orden de micras a nanometros. E] objetivo es captar en un fotodetector parte de la

intensidad radiada por el medio dispersor y procesarla para obtener informacién de las

dimensiones de las particulas. En fendmenos de esparcimiento que involucran sistemas

dispersos, se da lugar a fluctuaciones en la intensidad promedio radiada, debido al

movimiento Browniano de las particulas. La frecuencia de estas fluctuaciones esta

relacionada con la velocidad de las particulas y, por ende, con su tamajio. La técnica de

correlaci6n esta disefiada especialmente para identificar cambios de frecuencia y amplitud

de la intensidad radiada de este tipo de sistemas. Consiste basicamente en medir

intensidades de luz esparcida en términos de fotoeventos convertidos a una sejial de pulsos

eléctricos en un tubo fotomultiplicador (o fotodetector). La sefial de salida del

fotomultiplicador se procesa en tiempo real en un correlacionador y el resultado es una

funcién de correlacién en e] dominio de tiempo que contiene la informacién espectral de las

particulas suspendidas.

En la siguiente seccidn se describe brevemente la teoria de correlacién a partir del

campoeléctrico y de Ja intensidad de luz fluctuante esparcida por un sistema de particulas
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con movimiento aleatorio, detectada en el tubo fotomultiplicador. Del resultado de

correlacion se obtiene el tamafio delas particulas a partir de su coeficiente de difusién.

III.2 Ecuaciones para calcular el tamajio de particulas esféricas

En experimentos de autocorrelacién de fotones se hace incidir luz monocromatica

polarizada sobre un medio dispersor [Schultz-DuBois, 1983]. Parte de la luz esparcida se

enfoca a un detector, cuya posicién define el angulo de esparcimiento @. El vector de

esparcimiento k esta definido en funcién del vector k, (direccién del vector de la

intensidad incidente y transmitida), del vector de intensidad esparcida k, y del angulo de

esparcimiento @ , como lo muestra la figura 8.
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Figura 8. Diagramadel vector de esparcimiento



La magnitud del vectores de onda incidente k,, esta definido en funcién del indice

de refraccién del medio dispersor n, y la longitud de onda A,_ en el vacio a través de la

expresiOn

Si se considera la longitud de onda incidente A, igual a la longitud de onda

esparcida A,

a-a-%,
n

entonces la magnitud del vector de ondaincidente | k, | es igual a la magnitud del vector de

onda esparcido| k, |,

  

Aplicando ley de cosenos entre los vectores k, y k., obtenemos la magnitud del

vector esparcimiento | k |=k igual a

4m 0 (4)
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EI vector de esparcimiento k esta relacionado con el campo eléctrico E(t) de la

luz esparcida que llega al detector, a través de la expresion

N 5

E(t) = > E,explio,(s)], °
j

donde E, representa la amplitud del campoeléctrico de la luz esparcida porlasj particulas

iluminadas y@,(t) =k-x,(t) el cambio de fase del campo eléctrico de las j particulas

distribuidas con igual probabilidad. El paraémetro k representa el vector de ondade la luz

esparcida y x,(f) el vector de posicin delas particulas.

Las fluctuaciones de un medio dispersor con movimiento Browniano

matematicamente se definen por medio de la funcién de correlacién del campoeléctrico

g‘?(r). La correlaci6n se define comoel promediodel producto de unafuncién A evaluada

a un tiempo t, multiplicada por una funcidn B evaluada a un tiempo t + 7 La

autocorrelacién es definida como el promedio del producto de una funcién evaluada a un

tiempo t, multiplicada por el conjugado de si mismapero evaluada a un tiempo t + 7. Bajo

esta definicién podemosexpresarlas fluctuaciones del medio como

g(t) =(E(NE(+7)



Sustituyendo el cambio de fase g(r) de la ecuacién (5) en funcidn del vector de

onda ky del vector de posicién x,(r) de las j particulas, obtenemos

N M _ 6

(E(t)E" (t+) = DD(EFi exptik-[x,()-x,(1+0))) °)
J

Esta ecuacién representa la funciédn de autocorrelacién del campo eléctrico de la luz

esparcida.

Cundose tiene un sistema que involucra sefiales con distribucién Gaussiana [Chu,

1991], como el nuestro, los términos cruzados j#/ no contribuyen a la funcién de

autocorrelaci6on(0 correlacién)

(E(NE(t+1)) = d(e explik -[x,(t)—x,(t+ tp) "
j

lo que significa que sdlo hay cambiosen la amplitud del campoeléctrico

La teoria de Einstein que describe e] comportamiento de particulas con movimiento

Browniano [Schultz-DuBois, 1983] establece que el coeficiente de difusién D de las

particulas suspendidas es funcion del desplazamiento cuadratico medio

([ax(t) = x(¢-+2)-x())) = 207, (8)
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De acuerdo con teoremasestadisticos [Schultz-DuBois, 1983], el promedio de una

funcién con distribucién normal es posible definirla en términos de la varianza o?

mediante la expresién

(ce?) =e”,

Esto permite que la ecuacion (7) pueda expresarse como

(eftuir-sern) _ ek(isrn-ayenr) .

Sustituyendo el valor del desplazamiento cuadratico medio dado porla ecuacién (8)

en la funcién de autocorrelacién del campoeléctrico (E(1)E*(t + t)) dado por Ja ecuacién

(7), se obtiene la funcién de autocorrelacién del campo eléctrico g(t) = (E(t)E(t+ t))

en funci6ndel coeficiente de difusién D

N . 9
g'(t)= Eyer. (9)

j

Para conectar esta Ultima ecuacién con la funcién de. autocorrelacién de la

intensidad g(t) utilizamosla relacién de Steigert [Chu, 1991]

g(t) = 1+le(ay. (10)
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Sustituyendo el valor del campoeléctrico g'(t) dado por la ecuacidn (9), tenemos

N
2 -2Dk*r

Y Eve ‘i
J

(11)
g(t) =1+

 

 

Podemos decir que la funcién de autocorrelacién de intensidad g(t) es

proporcional a la funcién de autocorrelacién del campoeléctrico g"”(t)

g(t) oc @DET (12)

Deacuerdo conla relacidn de Stokes-Einstein [Schulz-DuBois, 1983] el coeficiente

de difusién para particulas esféricas es igual a

k,T (13)
3nd’
 

donde k, es la constante de Boltzman, T la temperatura y 377d representael coeficiente de

friccidn, e] cual dependede la viscosidad del liquido 7 y del radiodela particula d.

Es importante mencionar que ésta relacién es valida solo para particulas esféricas

que se encuentran dispersas en un medio liquido y que se muevan de manera independiente.
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La figura 9 muestra la funcién de correlacién g(t) de un sistema de particulas

dispersas en un medio lfquido. El ancho de ésta funcién esta determinado porel tiempo de

correlacién t,, definido como el inverso del pardmetro 2k°*D. Cuando el tiempo de

correalacién T, es igual al tiempo de retardo 7, el valor que toma la funcién de correlacién

g(t) es igual a I/e, equivalente al 36 % del valor de g'” (t) . Esto significa que el ancho

de la funcién esta relacionado con el coeficiente de difusiébn D y es, a partir de éste

coeficiente que se calcula el diametro de las particulas.

 

go

Ie x g(t)

 

 Vv   
 

Figura 9. Curva de correlacién g(t)
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Capitulo IV

EXPERIMENTO

En esta seccién se describe el arreglo experimental que se utilizé para medir el

tamafio de los liposomas tefiidos y dafiados por la exposicién a luz laser. En éste

experimento se aplica la técnica espectroscdépica de correlacidn de fotones descrita en el

capitulo anterior. Esta técnica estima en forma indirecta los coeficientes de difusidn de

particulas dispersas en un medio liquido, que tengan dimensiones del orden 10° a 10° m.

Esta técnica espectroscdpica nos fue especialmente Util porque se prepararon estructuras

coloidales que porsus caracteristicas de formacién sdlo pueden existir en medio lfquido. El

experimento consistié en incidir simuJtaneamente y en sentido opuesto dos haces de luz

monocromatica sobre una muestra de liposomasteflidos. La luz esparcida porlos liposomas

iluminadosse colecté a un 4ngulo de 90° en un sistema de deteccién que convierte la sefial

luminosa sefial eléctrica, la cual se procesé en un correlacionadordigital de fotones
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IV.1 Arreglo experimental

E] arreglo experimental que se muestra en la figura 10 se utilizé para realizar las

mediciones indirectas que permitieron obtener las dimensiones de las particulas

suspendidas. Para ello se hicieron incidir simultaéneamente sobre el punto P, de la celda que

contiene ]a muestra de liposomas, dos haces de Juz laser que viajan en sentido opuesto. Un

haz de argon de 514 nm de longitud de onda y 2 mW de potencia incidente, polarizado

verticalmente y un haz de onda continua proveniente de un laser de tintura, sintonizable en

un rango de 575 nm a 650 nm de longitud de onda. Ambos haces se enfocan

simultaneamente con las lentes Lz y L; en el punto P; de la celda. El area iluminada con el

haz de argén esparce una sefial que exclusivamente es captada por el tubo

fotomultiplicador. Mientras que el haz del laser de tintura centrado en 600 nm de longitud

de ondase utiliza exclusivamente para dafiar la muestra de liposomas cuando se expone a

una potencia controlada entre 40 y 120 mW.Este barrido en la potencia de exposicién

permitié comprobar que la excitacién de la membrana que forma un liposoma sucede a una

potencia mayor a 40 mW.Partede la luz que las particulas esparcen se colecta a un angulo

de 90° respectoal haz incidente. A este 4ngulo se mantiene la polarizaci6n vertical, ademas

de que las posibles particulas de polvo existentes en la muestra esparcen menos. Con la

lente L; la luz esparcida se dirige a ]a abertura A2 (de 15 um de didmetro) colocadajusto a

la entrada del tubo fotomultiplicador. Entre la lente L3 y la abertura A2 se coloca unfiltro

pasa-altas de 514 nm de longitud de onda, con objeto que el tubo fotomultiplicador capte

solo las sefiales aleatorias esparcidas porlas particulas iluminadas en la longitud de onda

del argon.
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La parte critica del experimento esla alineacion en el traslape de ambos haces en el punto

P; de la celda y detectar su imagen en la abertura Ao, tal comose ilustra en la figura 11. La

sefial previamente filtrada es dirigida a un sistema de deteccién formado por un tubo

fotomultiplicador (PMT), un amplificador y un discriminador de sefiales. El tubo

fotomultiplicador convierte la sefial luminosa filtrada a sefial eléctrica, de aqui pasa a un

amplificador de sefiales y por ultimo a un discriminador, en donde se seleccionan pulsos en

forma aleatoria antes de dirigirse al correlacionador digital (Brookhaven Instrument

Corporation: BI-2030AT). El proceso que realiza el correlacionador digital es descrito

brevemente en el apéndice B.
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Figura 1. Arreglo experimental utilizado en la técnica de correlacién de fotones.
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Finalmente el resultado de la correlacién de fotones se muestran en pantalla en

forma de una funcién exponencial decayente. Los datos que generan esta curva se guardan

para ajustarlos posteriormente a una funci6nteérica, de la que se obtiene el didmetro de las

particulas. Todo éste proceso fue realizado miltiples veces, remplazando continuamente

particulas dafiadas por no dafiadas.

Para reducir el efecto de los constantes remplazos se ilumina un volumen mayor de

la muestra contenida en la celda, colocando la lente L; de mayor longitud focal (10 cm) en

la trayectoria del laser de tintura. Comparado conla Jongitud focal de la lente Lz (2.5 cm)

utilizado para enfocarej haz de argén.
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Figura 11. Deteccién de la imagen delpuntoP).
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La diferencia en longitud focal de las lentes L; y Lz permite formar en el punto P,

una cintura del haz de tintura cuatro veces mayor que la cintura del haz de argon. Esta

diferencia permite que el haz de tintura dafie un volumen mayor de la muestra. De esta

formase asegurar una mejor deteccion.

Cabe mencionar que antes de cada medici6n realizada en los experimento de dafio,

se calibra el sistema de correlacién. Este proceso consiste en obtener el diaémetro reportado

por los laboratorios Duke Scientific, de una muestra patrén de nanoesferas de polietileno

que miden 155 + 4 nm de didmetro.

Para realizar este proceso de calibraci6nse utiliza el arreglo experimental mostrado

en la figura 10, con la excepcién que se debe bloquea el haz del ldser de tintura con una

pantalla.

IV.2 Seleccién de parametros

Existen tres parametros caracteristicos del medio de suspensi6n que debenserlefdos

porel programadel correlacionador: el indice de refraccién, la viscosidad y la temperatura.

En nuestro caso se us6 agua destilada como medio de suspension (cuyo indice de refraccién

es igual a 1.332) y se consider6é para todos los experimentos una temperatura estandar igual

a 25 °C y una viscosidad correspondiente a esta temperatura, igual a 0.89 cP. El valor de

éstos pardmetros fueron tomados del manual de propiedades fisicas, quimicas y mecanicas

(MerckIndex) [Budaurari, 1989] y del manual de ingenierfa [Perry, 1985]. Desde el teclado

de la computadora también se especificé la longitud de onda que capté el detector y el
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Angulo al cual se colecté la informacién. La figura 10 muestra que se colecté luz

proveniente de un laser de argon de 514 nm de longitud de onda a 90° con respecto a la

direccién del haz incidente. Por Ultimo el programa de correlacién leyé el pardmetro

relacionado directamente con la forma y tamafio delas particulas suspendidas:el tiempo de

muestra. Este pardmetro corresponde a un pequefio intervalo de tiempo (menoral tiempo

que dura el proceso de correlacién) durante el cual se captansefiales eléctricas, las cuales se

multiplican con sefiales captadas en un intervalo de tiempo defasado. El valor de este

intervalo se encontré previamente durante el proceso de calibracién del sistema y fue igual

a 36 Ls para todos los procesos. En las expresiones matematicas de autocorrelacién al

tiempo de muestra se le denomina tiempo de retardo T.

La selecci6n correcta de todos estos parametros nos permitié obtener el promedio de

la funcién de autocorrelacién de fotones de luz esparcida g(r), descrita en el capitulo I,

paraparticulas de polietileno, liposomas y liposomas dafiados.

Losresultados de éste experimentose discutiran en el capitulo siguiente.
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Capitulo V

RESULTADOS

En éste capitulo se presentan los resultados experimentales obtenidos de la

autocorrelacién de fotones de luz esparcida por nanoesferas, liposomas, liposomas dafiados

quimicamente y liposomas dafiados por exposicién de luz laser. En todos los casos las

curvas experimentales obtenidas son un conjunto de puntos discretos que se ajustan a una

funcién exponencial decayente, acordes con la teorfa de correlacién mencionada en el

capftulo II. El anchodelas curvas representa el tiempo de correlacién de la funcién,el cual

relaciona el didmetro de las particulas involucradas.

Es importante mencionar que todos los resultados que se presentan a continuacién

se obtuvieron usando el arreglo experimental que se describe en el capitulo IV, con la

diferencia de que para el proceso de calibracién del sistema, hubo que bloquear el haz de]

laser de tintura.
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V.1 Calibracion del sistema

El proceso de calibraci6n del sistema se realizé con objeto de garantizar mediciones

correctas en todos los procesos de autocorrelacién. Consistié en detectar luz esparcida de

una muestrade particulas esféricas de polietileno de 155+4 nm diametro, diluidas en agua

en concentracién semejante a una muestra de liposomas (12.7 mM) y mediante la técnica de

autocorrelacién de fotones se verificéd el tamafio reportado por los fabricantes. La

calibracién se realiz6 inicialmente para encontrar los parametros que permitieron obtenerla

funcidn de autocorrelaci6n correcta de muestras que tenian caracteristicas fisicas similares a

muestras de nuestro interés. Después se realizé en forma rutinaria para comprobarla

calidad de las muestras de liposomas recién preparados y para verificar la alineacién del

arreglo experimental antes de realizar cualquier medicién. De esta manera se garantizé que

el proceso de autocorrelacién produjera buenos resultados para cualquier tamafio de

particula que se encontrara dentro del rango de nanometros a micras.

A continuacion se muestra e] resultado experimental del proceso de calibracién, en

el que se usé nanoesferas de polietileno.

Los puntos discretos de la figura 12 representa la funcién de autocorrelacién

experimental g(t) en funcidn del tiempo de retardoT, y la lfnea continuael ajuste a una

funcién exponencial.
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Figura 12. Curva de autocorrelacién de fotones de esferas de polietileno de tamaiio conocido.

Se ha mencionadoen el capitulo III que la funcién de autocorrelacién que describe

un sistema de particulas suspendidas en medio liquido tiene comportamiento exponencial

decayente g(t) « e”*". Por esta razon es posible ajustar el resultado experimental a la

funcién y=a+be™. En éste trabajo el parametro c del modelo matemiatico es el mas
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x 1
importante porque su inverso representa el tiempo de correlacién t, =— de la funcién

c

g(t) e*’ =e", De esta expresién se observa que el tiempo de correlacién es

 inversamente proporcional al coeficiente de difusién D, esto es T, . Dado que
° 2k*D

este coeficiente relaciona velocidades proporcionales al tamafio delas particulas, involucra

k,T
3anD °
 el didmetro de ellas a través de la relacién d =

Comoejemplo mencionaremos que del ajuste exponencial de la figura 12 se obtuvo

un tiempo de correlaciént, igual a 302.49 ws. Con éste valor se calculé un coeficiente de

difusién D, igual a 3.11 x 10 6 m/s, y de aqui se obtuvo un didmetro de particula igual a

157 nm. Este resultado comparado con los 155 + 4 nm quereporta el fabricante de

nanoesferas demostr6 que el sistema se encontrababien calibrado.

V.2 Medicién del tamaiio delos liposomas

Después de calibrar el sistema se mide el tamafiode los liposomas. En esta seccién

se presenta el resultado de la autocorrelacién de la sefial proveniente de una muestra de

liposomasrecién preparados.

Los puntos discretos de la figura 13 representan la funcién de autocorrelacién

experimental g‘”’(t), y la linea continuael ajuste a una funcién exponencial.



42

 

 

  

600.00
c

“eo 4° °°° datos experimentales
— datos ajustados

400.00 —

3SZ 4

S

2
io}

ss 200.00
2
6
Co

2£ 4
os

oO
a]

cS

Ss 0.00
Oo
—
o

-200.00 tT T T | T |

0.00 1000.00 2000.00 3000.00

tiempo (us) Tt   
 

Figura 13. Funcidn de autocorrelacién de fotones de una muestrade liposomas.

Usandoel procedimiento de calculo descrito en la seccién V.1, en esta muestra de

liposomas recién preparados se obtuvo un didmetro igual a 159 nm. Este resultado es uno

de tantos obtenidos durante las preparaciones. Lo que es importante mencionar es que los

resultados de la autocorrelacién de muestras recién preparadas oscilaban en un intervalo de



155 nm + 15 nm. Esta variaci6n se debidé a factores relacionados con la eficiencia del

proceso de dializacién, los cuales alteran el tamafio en forma definitiva, y a factores

relacionados con la manipulacién del experimento. Entre estos tltimos se pueden

mencionarla existencia de particulas de polvo en la muestra y la grasa pegadaen la celda de

cuarzo que contiene la muestra.

V.3 Resultados experimentales de dafio

A continuacién se muestran los resultados experimentalmente de] dafio quimico y

por exposicién de luz laser en liposomas teflidos con moléculas colorantes altamente

absorbentesa luz laser.

V.3.1 Dafio quimico

El experimento de dafio quimico se realizé para verificar el sistema de deteccién y

analizar el] efecto que tiene la luz laser sobre muestras de liposomas. Se sabe que las

estructuras coloidales se alteran facilmente si su medio de coexistencia se cambia o se

altera. Para detectar tal alteracidn se causé dafio quimico agregando 50 wl de metanol a una

muestra de 300 ul de liposomas diluidos recién preparados. Con ayuda de la técnica de

correlacién de fotones se observ6 que la concentracién de casi el 17 % de metanol en la

soluci6n fue capaz de causar un cambio drastico en la estructura coloidal. Actualmente se
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ha reportado que concentraciones mayores al | % de solventes organicos en una muestra de

liposomascausa dafio o alteraciones severas en el tamajio de las muestras.

Las puntos de la figura 14 representan la funcién de autocorrelacién experimental

g(t) de liposomas dafiados quimicamente (curva b) comparada con liposomas no

dafiados (curva a). Las curvas continuas representan su ajuste a una funci6n exponencial.
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Figura 14. Curvas de autocorrelacién experimentales y ajustadas de:(a) liposomas y

(b ) liposomas dafiados quimicamente con metanol.
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Siguiendo el mismo procedimiento de calculo de la seccién V.1, el didmetro

obtenido de los liposomas no dafiados fue igual a 159 nm el diémetro de los liposomas

dafiados quimicamente por adicién de metanol fue igual a 312 nm. Este resultado muestra

que el didmetro de particula varid un 84.6 %. Esto indica que se sufren dramaticas

alteraciones cuando seles dafia con un solvente organico. Es importante mencionar que se

obtuvieron resultados similares al adicionar aproximadamente 5 pg del detergente n-octyl

B-D-gluco-pyranoside a una muestra de liposomas. Ambosresultados de dafio quimico

sirvieron como indicadores de cambio, detectado por la técnica de autocorrelacién de

fotones. Esto asegura que los posibles cambios sufridos en la membrana de los liposomas

porla exposicién a luz laser, también puedeser detectada.

V.4.2 Daiio por exposicion a luz laser

Este tipo de dafio consisti6 en exponera luz laser una muestra de liposomastefiidos

con moléculas de oxonol VI en una concentracién igual a 300 nM.La luz quese utiliz6

para la exposicién provino de un ldser de colorante de onda continua centrado en 600 nm de

longitud de onda y cuya potencia maximaera igual a 240 mW.Unodelos objetivos de éste

experimento consisti6 en exponer las muestras de liposomas a diferentes potencias, las

cuales se variaron desde un valor de 10 mW hasta 120 mW con ayuda de un atenuador

colocandofuera de la cavidad.
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Las puntos de Ja figura 15 representan la funcién de autocorrelacién experimental

g(t) de liposomas dafiados por exposicién de luz laser (curva b) y de liposomas no

dafiados(curvaa). Las curvas continuas representan su ajuste a una funcién exponencial.
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Figura 15, Curvas experimentales y ajustadas de autocorrelacidn de fotonesde:(a) liposomas

tefiidos y (b) liposomastefiidos expuestos a luz laser (120 mW).
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Usandoel mismo procedimiento de calculo de la seccién V.1, el didmetro obtenido

de la muestra de liposomasfue igual a 159 nm, y el de liposomas dafiados igual a 200 nm.

Esto muestra que hubo un cambio del 25.7 % en el didmetro de los liposomas. Este

resultado corresponde a una muestra radiada a 120 mW. Cabe mencionar que este

experimentose realiz6 a diferentes potencias entre el rango de 10 mW y 120 mW se pudo

observar que solo se suscitaban cambiosen el resultado de autocorrelaci6n a partir de una

potencia de radiacién igual 40 mW. También se observo que el resultado de la

autocorrelaci6n no variaba significativamente cuando las muestras eran radiadas a

diferentes potencias (mayores a 40 mW).

V.5 Medici6nindirecta de la temperatura en una muestra radiada

Cuandolos haces de argon y colorante son enfocados en el punto P,de la celda que

contiene la muestra (figura 11) ésta se calienta debido a la absorcién de las moléculas de

oxonol VI contenidas en ella. Como consecuencia del calentamiento existe un aumento de

la temperatura, la cual no es posible medir en forma directa durante el experimento. La

definicién correcta de éste pardmetro es muy importante para el experimento porque

permite obtener resultados correctos en el proceso de autocorrelacién. Por esta razén se

procedié a medirla experimentalmente en formaindirecta de la siguiente manera.

Inicialmente se adicionaron moléculas de oxonol VI a una muestra de nanoesferas

de polietileno, en igual concentracién que las contenidas en una muestra de liposomas (12.7

mM), despuésse radiaron a una potencia de 120 mW con luz laser centrada en 600 nm de
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longitud de onda. Este proceso se Ilevo a cabo a una temperatura igual 25 °C. Como

consecuencia de esta radiaci6n se detecté una disminucién de casi 20 % en el diametro de

las particulas. Como este cambio no era obvio, porque las nanoesferas no modifican su

formaporefectos térmico a menos queéstos sean extremos. Se Ileg6 a la conclusi6n que la

temperatura jugaba un papel muy importante, y se decidié buscar en forma experimentalel

valor correcto que permitiera obtener el diametro real. Para este propdsito se tomé una

muestra de nanoesferas teflidas, previamente calibradas, y sin alterar el resto de los

parametros, a su resultado de autocorrelacién se le varid la temperatura y su respectiva

viscosidad. Estos pardmetros se variaron desde 25 °C hasta encontrar la temperatura que

indicara el tamafio real de las nanoesferas de polietileno, 155 + 4 nm. Eneste caso se

encontr6 una temperatura igual a 37 °C.

Este mismo valor de temperatura, medido indirectamente, se usé en Jas muestras de

liposomasradiados. Esto es posible hacerlo debido a que la absorcién de las nanoeferas es

despreciable y los liposomas no absorbena ésta longitud de onda.

V. 6 Resumende resultados

En ésta seccién se resumen los resultados mas relevantes de la medicién por

autocorrelacién de liposomasdafiados por exposicién de luz laser.

Ya se ha mencionado en el capitulo anterior que la aplicacién de ésta técnica

conlleva necesariamente a la calibracién del sistema. Esto incluye la seleccion correcta de
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los parametrosfisicos que describen el sistema de esparcimiento, asf comola alineacion del

arreglo experimental.

La calibracion del sistema es un proceso que garantiza resultados de autocorrelacién

confiables. Esto se demuestra con el resultado de autocorrelacién obtenido de una muestra

de nanoesferas, presentado en la figura 12, de la cual se obtuvo un didmetro de particula

igual a 157 nm. Este valor comparado con el reportado por el fabricante (155 + 4 nm)

indic6é una excelente calibraci6n.

Por otra parte, se realiz6 satisfactoriamente la optimizacién de la técnica de

preparacion de liposomas unilaminares. Esto se demuestra con el resultado de 159 nm de

didmetro de una muestra de liposomasrecién preparados, presentado porla figura 13.

Para realizar e] experimento de dafio fue necesario tefiir los liposomas con oxonol

VI, una tintura que tiene maxima absorcién en 600 nm de longitud de onda. La coloracién

con estas moléculas tuvo como objetivo absorber el calor de radiacién para excitar las

membranas hasta un punto critico, que se manifestara en un rompimiento como

consecuencia del efecto térmico. Esta coloracién no se Ilevo a cabo en formadirecta,

debido a que el solvente en el que se diluye el oxonol VI causa alteracién en la estructura de

los liposomas, sino durante la dializacién de las muestras (para eliminarlo). Se pudo

comprobarquela coloracién durante el procesode didlisis no alteraba en nadael tamaifio de

las muestras. Esto se demuestra conel resultado presentado porla figura 13, la cual muestra

la autocorrelacién de fotones de luz esparcida por una muestra de liposomastefiidos. Lo que

si se muestra es un corrimiento de 20 nm haciael rojo del pico de absorci6n (figura 6 y 7)

debido a transicioneselectrdnicas entre niveles de enlace [Manku, 1988].
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Una vez teflidos los liposomas se utiliz6 Ja técnica espectroscédpica de

autocorrelacién de fotones de luz esparcida para verificar su calidad y monitorear las

modificaciones sufridas por dafio quimico y por exposicién de luz laser. La figura 14

muestra una diferencia del 84.6 % en el didmetro de liposomas recién preparados y

liposomas dafiados por adicién de un compuesto organico. Esta prueba de dafio quimico fue

Util porque con ello se comprobé que era posible detectar alteraciones usando la técnica de

correlacién.

Finalmente la figura 15 compara el resultado de autocorrelacién de luz esparcida por

liposomas no dafiados y liposomas expuestos a luz laser de 600 nm de longitud de onda y

120 mW depotencia. E] resultado de correlacién de luz esparcida de liposomas expuestos

presenta un incremento de] 25.7 % de didmetro, respecto al didmetro de liposomas no

dafiados. Esto demuestra que si es posible causar alteraciones a los liposomas tefiidos

cuando se les expone a luz laser. Lo mas importante de este experimento es haber

encontrado la potencia umbral del dafio. En éste caso fue igual a 40 mW.Se observé que a

potencias de exposicién menores a ésta no habia ningtin cambio o alteracién en la

membrana. Cabe mencionar que los 40 mW dela potencia umbralno es un valordefinitivo,

éste cambia con la concentracion de particulas colorantes adheridas a las membranas.

Conrespecto al error en las mediciones, éste se debe a la ejecucidn del experimento.

Para calcularlo se tomo el resultado de correlacién de 10 mediciones correspondientes a

diferentes muestras de nanoesferas de polietileno (de igual concentracién). De éstas 10

muestras se obtuvo un valor promedio de 155 + 5 nm en didmetro. La variacién de + 5 nm
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es posible adjudicarla a las mediciones de liposomasy liposomasdafiados ya quese trata de

unerror sistematico en la medicién.

De la misma forma se tomé una muestra de 10 resultados de correlacién de

liposomasrecién preparados. De esta muestra se obtuvo un valor promedio de 155 nm + 15

nm. Si consideramosel error sistematico de + 5 nm obtenido en la medicién de las

nanoesferas de polietileno, los + 10 nm restantes es posible adjudicarlos a la variacién en el

tamajio obtenido durante la preparacién de las muestras.



VI. CONCLUSIONES

En este estudio de radiacién de luz sobre membranas que simulan la capa protectora

de las células “liposomas”, se ha mostrado que la excitaciédn por radiaciédn de luz laser

cuandose adhieren moléculas colorantes altamente absorbentes,propicia el rompimiento de

las membranas.

Se dafiaron liposomas unilaminares por exposicién de luz laser (con un laser de

onda continua) y se midid la potencia umbral de rompimiento usando la técnica de

correlacion de fotones. Esta técnica estima en formaindirecta el coeficientes de difusién de

particulas esféricas suspendidas en un medio acuoso.

Se ha mostrado que Ja Juz laser destruye la estructura de la membrana que conforma

un liposomas. Esta destruccién se manifiesta como un estado de agregacién de moléculas

lipidas, aglomeradasen estructuras mas grandes que un liposoma de tamajfio estandar (155

nm). Y es debida a quela alta absorci6n de luz laser de las moléculas colorantes aumentan

el calor localizado de la membrana.

Las moléculas lipofilicas del colorante utilizado se albergan entre las moléculas

lipidas de la membrana.Esta caracteristica permite usar bajas concentraciones de colorante

y bajas potencias de radiacién. Esto conlleva a que los liposomas sean maseficientes en la
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carga de droga, albergado en su volumenlibre interno y eficientes en su liberacién cuando

se les aplica un potencial externo.

Es importante mencionar que la potencia umbral de rompimiento de las membranas

bimoleculares esta directamente relacionado con tres parametros importantes:

eel tipo de moléculas colorantes usadas

e la concentraci6n de las mismas y

© el tipo de molécula lipida que conforma la membranade los liposomas.

Gracias a su estructura esférica los liposomas son utilizados principalmente para

almacenar medicamentosespecificos. En pruebas en vivo y en vitro se ha demostrado que

los liposomas de phosphatidyl-choline no causan inmunidad cuandose inyectan en tejido

vivo. Son administrados localmente para usarse especialmente en radiaciones de

quimioterapia. En dondese les rompeparaliberar su carga de droga sobreel tejido dafiado.

La desventaja de éste métodoes quese aplican altas potencias de radiacién.

Este trabajo presenta una mejoralternativa del rompimiento de las membranas. El

tefiirlas con un colorante que absorbe luz a cierta longitud de onda permite que al radiarlas

con luz laser las membranas se rompan. En este caso, la adherencia de las moléculas

colorantes entre las moléculas lipidas, permite radiar las membranas a menor potencia

durante cortos perfodos de exposicién. Esto disminuye la probabilidad de dafiar tejido

aledajfio no dafiado y destruir células malignas que formentejidos 0 tumores cancerosos.
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APENDICE A

A.1 Teoria de esparcimiento de luz

En este apéndice se habla brevemente de la teoria de esparcimiento, especialmente

del esparcimiento Rayleigh.

Cuando un rayo de luz pasa a través de un medio transparente que contiene

pequefias particulas suspendidas se emite luz en todas direcciones, es decir, se da lugar al

fendmenode esparcimiento. Este fenémenoocurre en todos los materiales como respuesta a

las fluctuacionesde la constante dieléctrica.

La teoria de Mie describe fendmenos que presentan fluctuaciones con dependencia

espacial. La teorfa de Rayleigh describe las fluctuaciones en funcién del tamajfio de las

particulas. La teorfa de Brilloin describe el esparcimiento en funcidn de las fluctuaciones

causadas por ondas actsticas viajeras. La teorfa de Ramman describe el esparcimiento en

funcién de las fluctuaciones de origen vibracional y rotacional de moléculas, etcétera. Estas

teorfas describen el esparcimiento de luz de acuerdo al origen de las fluctuaciones de la

constante dieléctrica.

El esparcimiento es un fendmeno electromagnético descrito mediante las ecuaciones

de Maxwell [Mohebi, 1994]. Descritas a continuaci6n
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V-D= Pyys (14)

V-B=0, (15)

- oB (16)
VXE =-—XE re

- =. OD (17)
VXH =i

donde D representa el vector de desplazamiento eléctrico, p,,, la densidad de flujo

eléctrico, B la induccién magnética, E el vector de campo eléctrico, J la densidad de

corriente y H el campo magnético

El vector de desplazamiento dieléctrico D, esté definido en funci6nde la constante

dieléctrica de] material €, de la constante dieléctrica en el espacio libre €, y de las

fluctuaciones 6

D=(€+e,6)E. (18)

La divergencia de la induccién magnética B igual a cero, permite definirla en

términos del potencial vectorial A, mediante la ecuacién
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B=VXA. (19)

El campoeléctrico E en términos del vector potencial Ay el potencial escalar ® se

define como

aA = (20)

Ambos campos: By Een funcidn de éstos potenciales, satisfacen la ecuacién de

onda,definida por la siguiente expresi6n:

1 = o aA (21)
pe is(ergd$|v0+3|-0,

Sustituyendo el operador Vx V por V(V- A) —V?A en la ecuacién (21)

A * A (22)
VWA)-Warerqara|v0+3=o.

= 0
Sustituyendo la ecuacién de Lorentz V(V- A) = ->+ €5)V® , obtenemosla

la ecuacién de onda en términos de] vector potencial
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aA {0A (23)
= £05 oo}.

Si suponemosquela variaciénde las fluctuaciones es mucho menorque la variacién

  

del vect tencial 2a aA btel vector po oF °° enemos

,- ward 1 0A (24)
VA- ” 25,2 ae) 2

cote oc oot”

El vector potencial en términos de sus componentes incidente y esparcida

A=A,+A,, se define como

z 1 ~i(@t-k -2 25
A, =<{A sh tech, (25)

2

- 1 que 26
y A, =pee Ae cc}, ( )

donde c. c. es su complejo conjugado

La divergencia del potencial vectorial incidente V- A, igual a cero, permite que el

potencial de esparcimiento A,, tenga dependencia radial [A, (r,0,0) ]. Substituyendo las

ecuaciones(25) y (26) en la ecuacion (24), obtenemos



(27)    

Suponiendo que el potencial vectorial incidente A es una ondaplana,entonces el

 Laplaciano del potencial vectorial incidente es aproximadamente igual a VA, = Me

o?

or °

Ademas que la variacién del potencial esparcido es mucho menor que la variacién del

ae VA, AA,
potencial incidente, Oy<<9 x 

Bajo estas suposiciones la ecuacién (27) se representa como

~ WPA of — (28)
 

cuya soluci6on es

(29)

 

‘s

donde el tensor de fluctuacién 6 es funcién de la posicién Z y del tiempo t cuando

Ir| c 5 sos
t>t-— (v=—). La figura 16 representa los vectores de esparcimiento de un haz

v n

incidente k, sobre un punto (origen) del volumen V. Si consideramos que V se divide en
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pequefios elementos de volumen dV que se encuentran a una posici6n Z con respecto al

origen. Cada elementos de volumen esparce el haz incidente hacia una trayectoria

representada por el vector 7 (con direccién al observador). El vector R representa la

distancia de observacién desde un origen.

 

detector

 

  
 

Figura 16, Volumen de esparcimiento

Esto significa que el tensor de fluctuacién 6(Z,t) depende del vector de posicién Z

y del tiempo ¢, el cual se representa como

5(Z,1) = [dQ]dvk'Ak’,Qe™, (30)

donde la funcién A(k’,Q) representa el espectro de las fluctuaciones, 1a cual depende del

vector de esparcimiento kK y de la frecuencia de la fluctuacién Q..
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La componente temporal de Fourier de ]a ecuacién (30) esta dada en términos de la

frecuencia de fluctuacién.Q y del vector de posicién Z

5)(Z,Q) = faVE'ACK’,Qe. (31)

La ecuacién (30) en términos de 6,(Z,@)es igual a

6(Z,t) = ]ané, ZQHe™. (32)

Esta ecuacién contiene la informacién de las ondas (suponiendo una sola)

frecuencia.

La ecuaci6n (32) en términos de componentes de Fourier se representa como

- 1 - i 33
5p (2.1) = 5 {50 (Z.We toch, (63)

dondeel términoc.c. representa el complejo conjugadode Ja funci6n.

Multiplicando la ecuaci6n(33) por la ecuacién (25) obtenemos

(34)— 1 j iz + -if(@,-Q)1-k,
6(Z,t)A(Z,t) = qldseororts + AOpe MO Orbe) 5. cc}.
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Por definicién las componentes de luz esparcida que representan cambios en bajas

frecuencias (w, —22) son conocidas como componentes Stokes, y las que cambian en altas

frecuencias (w, +82) son conocidas como componentes anti-Stokes. La mecanica cudntica

predice que las que las contribuciones Anti-Stokes son muy pequefias.

5 j 3 Zoro : r Le
Bajo esta consideracién el término Stokes a un tiempo de retardo t - —, la ecuacién

v

(34) se expresa como

(35)-io-ay-|4)-K 23
+c.c.}.5(Z,t)A, (2,1) FA (z)6p (z,Qey=

tor}m

Para evaluar éste exponente es necesario expresar|7| en términosde los vectores Z y

R, que de acuerdoa la figura 16

7l=|R|-z-R, (36)

donde R esel vector unitario de R.

Sustituyendoel valor de |7| en la ecuacién (35) obtenemos

(37) 
Rizk -

“itt, -0y0-REER,,53)= 1
5(Z,t)A,(Z,0)],_,,_Ie = qh (2)65 (z,Qe » +¢.¢.,
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- (w,-Q)
donde k, representa el vector de esparcimiento, k, = R 

v

Suponiendo que la distancia de observacién es mucho mayor que las dimensiones

del medio, R<< Z, se sustituye la ecuaci6n (37) en ecuacidn (29)

@?A,(z) ee 21ik, Rl (38)

A,(r,t) = el “EEK AV + cc,(r,t) lente? i J6 (z,Qe dV tcc 

¥

En esta ecuaci6n el término que se encuentra fuera de la integral representan una onda

esférica.

Por otra parte tenemos que la transformada inversa de la ecuaci6n (31) se expresa

como

1

(22)
(39)

 A(k,Q)=]aV8,(Z,Q)e**.

De igual manera obtenemosla transformadainversapara el término ACk, - k, ,Q)

1
(2m)

(40)
 ACK, ~ FQ) =~ faVo,(Z,Qe

Sustituyendo la ecuacién (40) en la ecuacién (38), tenemos
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(41)207 A.(z cla _nO; ( ) porgllla( —&
2c"|R| °

A, (r,t) = Q).

donde la frecuencia de esparcimiento @, se define como @,-Q=a@,, y el vector de

- @, -Q) » 27m
esparcimiento k, como ye» ‘ a

v t

 

 

La variacién del vector potencial esparcido A, permite determinar el valor de

ys d= = we.
campo eléctrico esparcido E, =" ,=l@,A,. Similarmente para el campo eléctrico

a za 95, 5 ; . -
incidente E; = ;=i@,A,;. Sustituyendo el valor de la frecuencia de esparcimiento

definida comoa, = @, —Q. Suponiendo que la frecuencia de fluctuacién es mucho menor

que la frecuencia incidente £2<< q@, entonces la frecuencia incidente es aproximadamente

igual a la frecuencia esparcida @, ~@,. Bajo esta suposicién se obtiene finalmente el

campoeléctrico esparcido

- -@7E (42)Frege
: 2c?|R|

eiles-KlA) as (é, _k
i e? Q).
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A.2 Esparcimiento Rayleigh

E] esparcimiento Rayleigh consideralas fluctuaciones como una funcién temporal

6(z,t) =8(z). (43)

Estas fluctuaciones se deben a la presencia de pequefias particulas en un medio.

La transformada inversa de la ecuacién (30) permite obtener el espectro de las

fluctuaciones A(k,Q)

 

 

L es | | > -i(k-Z-Q1)A(k,Q) = Qn On) Jarlavec.ne ;

_ ! iQr | > -ik-Eate aoy Javwate dv,

— LV fer citt (44)=50{+) Jocne av.

Este resultado describe el esparcimiento como unadistribucién en forma de esferas

Gaussianas.
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Figura 17. Esfera Gaussiana

Por otra parte sabemos de la seccién anterior que la variacién de la constante

dieléctrica determina e] valor de la fluctuacién

5(z,t) = Poe

Substituyendo la ecuacién (45) y resolviendo la integral de la ecuacién (44) obtenemosel

espectro de fluctuacién en términos de la constante dieléctrica

4
i {att (46)

= 1
A(k,Q) (4) 6 (Q) poe
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(47)

(48)

Finalmente sustituyendo el valor del espectro de fluctuacién dado por la ecuacién

(48) en la ecuacién (42) encontramosel campoeléctrico esparcido

Ber=AEMarnSA
16nc"|R|

 

. Ree - (@,-Q) »
bajo las suposiciones: @, = @, -Q=@, y k, =—————R

i
—D alia

En resumenla teoria de esparcimiento Rayleigh considera que

luz incidente, ro<<A.

 el =|é

(49)

E] tamafio de la particula dispersora debe ser mas pequefio quela longitud de onda de la

La magnitud del vector de esparcimiento sea igual a la magnitud del vector incidente,
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Bajo éstas condiciones obtenemos que la magnitud de la diferencia vectorial

multiplicada porel radio de particula debe ser menora |.

lk, -%Peel. (50)

La magnitud de la diferencia de los vectores de onda incidente y esparcido, k, y k,

respectivamente, es maxima cuandoel vector de esparcimiento viaja en direccién opuestaal

vector de incidencia, k, = -k,, por ende la ecuaci6n (50) tomael siguiente valor

2

elk, ~k, C
2

max = 4r,
  

- P 51
ie -sr'(2] <<. ep

k-&f
La condicién dada por la ecuacién (50) implica que A ‘ ). 1, por lo tanto la

onda esparcida esta dada por

@; E(z)pp eo ihot-& Ap (52)E,(r,t) = ii
 

167c?

Esta ecuacién describe la expansion de ondasesféricas.
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En resumenel esparcimiento Rayleigh considera las siguientes condiciones.

(i) Nohay cambiosde frecuencia en la luz esparcida

(ii) La luz esparcida es la mismaen todas direcciones.

(iii) La intensidadde la luz esparcida es proporcional a un

2 1
I, 9 i zxE, 
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APENDICE B

B.1 Proceso de correlacién digital

El correlacionador digital muestra resultados en tiempo real de procesos

estacionarios. La informacién de tales procesos llega a un fotomultiplicador que convierte

la sefial incidente a pulsos eléctricos los cuales se alimentan a un correlacionador. Aqui se

lleva a cabo el conteo de foto eventos n(t), n(t+T), n(t+2T)..... ocurridos en un tiempo

de muestra T(= At) . El producto entre el nimero de fotones medido altiempo tf, , y nimero

de fotones medido con un defasamiento Tt, (tiempo de retardo) hasta llegar al intervalo

finalt, = LT , con L=0,1,2....

- N 53
SO (4, =1)=—Y a(t, )nlty), N=N,-1, Pa)

i=l

. w 54
S(t, = 27) = Yim, mbt) N=N,-2, 4)

i=l

(55)— 1<
§(r, =3T) = yontt \n(t,3)  N=N,-3.

i=l
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Las anteriores ecuaciones no representan una funcion de correlaci6n de foto eventos

ocurridos en un intervalo. Esta funcién relaciona de acuerdo con la ecuacién de Wiener-

Khinchine [Chu, 1991]; la transformada de Fourier.

La figura 18 muestra esquematicamente el] funcionamiento del correlador. La sefial

de entrada n(t;) se divide en dos trayectorias. En una deellas se introducen defasamientos

equivalentes a L tiempos de retardo. Esto con objeto multiplicar sefiales en paralelo,

representadas porla ecuacion (55)

gm ly (56)
a(t =T) =ytay (tig)

= N ‘S57

§,(t, = 2T) =at)My (ty,>) « oe
i=l
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Figura 18. Este esquema muestra el proceso digital de correlacién de fotones. El procesoinicia

con el esparcimiento de luz de una muestra iluminada.La sefial esparcida se colecta

aun Angulo @ en unsistemade deteccién formado por un fotomultiplicador; PMT,

un amplificador; AMP y un discriminadorde sefiales; DISC. Los fotones contados

n(t,) en el intervalo de tiempo de muestra (At = T) al tiempo f,. La correlacién

se lleva a cabo multiplicando los fotones de los diferentes intervalos

n(t;),n(t; — At),....
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E] proceso de correlacién se lleva a cabo enlassiguientes etapas:

Se almacenan pulsos provenientes de unasefial foténica en los L diferentes cambios de

registro n(t,; +T) n(t,+2T)....n(t, + LT).

Se multiplica simultaneamentela sefial n(t,) por cada unade la sefiales almacenadas en

los diferentes cambios de registro; n(t;)n(t; -T), n(t;)n(t; -—2T), n(t; n(t; — 37),...-.5

n(t, )n(t; — LT).

Estos productos se almacenan en L contadores (o L ntmero de canales del

correlacionador), mismos que se van sumandoa los productosdel siguiente intervalo.

En un intervalo posterior t, + 7(=t,,,), la longitud de los L nimeros es dado por

n(t,), n(t;-T), n(t,—2T7),....,.n(t, -(L—-1)T), y el resultado de sus productos

nit, +T)n(t;), n(t, + T)n(t, -T),...... u(t; +T)n(t, -(L—-1)T), el cual es sumado al

producto almacenado anteriormente. Después de MN, muestreos, los contadores

almacenanlos productos.

N,-1 N,-l N,-l (58)

Dnt.tiers Lyte MChjaa) eeeDMEMie)
j=0 j=l j=l

los cuales dan lugar a la funcién de correlacion.


