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RESUMEN 

 

En esta tesis se realizó un estudio acerca de la interacción entre nanopartículas (NPs) 

hidrofóbicas y diferentes modelos de biomembranas, a los fines de aportar conocimientos que 

permitan el futuro diseño racional de estos nanomateriales (NMs) para su uso en diversas 

aplicaciones en el campo de las biociencias.  

Con este objetivo y como primera etapa del trabajo, se sintetizaron y purificaron nanopartículas 

de plata y nanopartículas magnéticas, ambas funcionalizadas con una monocapa de ácido oleico, 

denominadas AgNP-OA y MNP-OA, respectivamente. Las nanopartículas se caracterizaron 

exhaustivamente a través de diversas técnicas para determinar su estructura y propiedades. UV-

Visible permitió corroborar las propiedades ópticas de las AgNP-OA y ensayos de magnetometría 

(VSM), determinar las propiedades magnéticas de las MNP-OA. Adicionalmente, se emplearon 

técnicas de espectroscopía infrarroja (FT-IR), análisis termogravimétrico (TGA), microscopía de 

transmisión electrónica (TEM), espectroscopía de fotoelectrones de rayos-X (XPS) y difracción 

de rayos-X de polvo (p-XRD) con las cuales fue posible acceder a información detallada sobre la 

morfología y las características estructurales de las nanopartículas que fueron luego, utilizadas en 

los ensayos frente a modelos de biomembranas. Estos resultados se presentan en el capítulo II. 

En el capítulo III, se evaluó la capacidad de las AgNP-OA para incorporarse en biomembranas 

modelos y desempeñarse como potenciales agentes antimicrobianos en entornos lipofílicos. Para 

ello, se estudió la interacción de las AgNP-OA con fosfolípidos y mezclas de fosfolípidos 

empleando monocapas de Langmuir como sistema modelo de membranas. A estos ensayos, se 

adicionó el estudio la interacción de las AgNP-OA con un modelo de biomembrana que simula la 

composición del estrato córneo de la piel (SCM). La interacción AgNP-OA/SCM se evaluó en 

monocapas autoensambladas en la interfase aire/agua y en monocapas soportadas que fueron 

obtenidas mediante la técnica de Langmuir-Blodgett. Estos estudios, permitieron confirmar que 

las AgNP-OA inducen procesos de reestructuración en la organización molecular de los films 

lipídicos con un incremento en la elasticidad en el plano (fluidez) de los mismos. En conjunto con 

estudios realizados previamente en el laboratorio en monocapas mixtas de MNP-OA y los mismos 

fosfolípidos (y mezclas de ellos), fue posible determinar que existe una estrecha relación entre el 
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tipo de interacción que se establece entre las nanopartículas y las biomembranas, y la naturaleza 

del núcleo o core que conforma las NPs.  

Conociendo que la identidad química de los nanomateriales puede modificarse ante su 

interacción con biomoléculas, hecho muy conocido para proteínas pero no informado en la 

literatura para lípidos de membrana, se evaluó la composición de las AgNP-OA luego de su 

interacción con fosfolípidos, las moléculas más abundantes en el entorno que ofrecen las 

membranas celulares. Luego de la interacción AgNP-OA/fosfolípidos presentes en vesículas 

multilamelares, se realizaron ensayos para evaluar la adsorción de fosfolípidos sobre la superficie 

de las NPs mediante XPS. Estos estudios mostraron que fosfocolinas son capaces de adsorberse 

en ciertas proporciones sobre el núcleo metálico, sin desplazar de manera significativa al ácido 

graso que estabiliza las NPs. Teniendo en cuenta que uno de los mecanismos por los cuales las 

AgNPs son capaces de ejercer actividad biocida es a través de la liberación de iones Ag+ desde el 

núcleo metálico, se cuantificó la liberación de estos iones desde las AgNP-OA por medio de una 

técnica colorimétrica empleando espectrofotometría UV-Visible. Los resultados encontrados 

indicaron que las AgNP-OA son capaces de ejercer una liberación prolongada de iones Ag+ en el 

tiempo, en concentraciones reportadas como antimicrobianas. 

En el capítulo IV se evaluó la capacidad de las MNP-OA para promover procesos de fusión de 

bicapas lipídicas empleando liposomas como modelo de biomembranas. Para ello se realizaron 

diversos estudios, que permitieron confirmar que las MNP-OA son capaces de promover el 

proceso de fusión de vesículas. Se adquirió, además, información importante acerca de las 

proporciones, cinética y morfología de la reestructuración molecular que experimentan las bicapas 

lipídicas en presencia de diferentes concentraciones de nanopartícula.  

Estudios realizados por DLS y potencial Z demostraron que existe un notorio proceso de 

reestructuración de las bicapas de los liposomas luego de incorporar las MNP-OA. Esta 

reestructuración conllevó en primera instancia, a la obtención de vesículas de tamaños más grades, 

y pequeñas modificaciones de los potenciales de doble capa en las vesículas. Por medio del ensayo 

estándar de mezclado de contenidos internos, visualizado por la formación del complejo 

fluorescente Tb3+/DPA, se demostró que las MNP-OA inducen fusión y el mezclado de los 

contenidos internos de las vesículas. Tanto en este caso como en mediciones realizadas por 

turbidimetría (espectrofotometría de absorción), fue posible determinar que la cinética y las 

proporciones en las que se llevan a cabo los procesos de agregación y fusión de las vesículas, son 
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dependientes de la concentración de MNP-OA incorporada a las estructuras lipídicas. Ensayos 

para la medición del grado de cambio en la permeabilidad de las vesículas hicieron posible 

corroborar que las NPs inducen un proceso de fusión de bicapas lipídicas que transcurre sin 

pérdidas aparentes de contenido interno.  

Aprovechando las características superparamagnéticas de las MNP-OA, se evaluó la fusión de 

vesículas lipídicas en presencia de campos magnéticos de intensidades variables. Como resultado 

de estos estudios se encontró que las MNP-OA, son capaces de modificar de manera dinámica, las 

proporciones en las que se produce el mezclado de contenidos internos ante la aplicación de 

campos magnéticos de intensidad baja. De esta manera fue posible obtener un incremento 

aproximado del 20 % en el rendimiento del proceso de fusión.  

Por último, se realizaron diversos estudios a través de técnicas de microscopía, destinadas a 

determinar la localización de las MNP-OA en los liposomas en el proceso de fusión. Utilizando 

TEM, se confirmó que las MNP-OA se ubican preferentemente sobre las bicapas lipídicas, a lo 

largo de toda la estructura de los liposomas. Seguidamente, un mayor detalle se obtuvo de 

mediciones de microscopía confocal de fluorescencia, donde a través del empleo de fluoróforos 

de marcación fue posible realizar experimentos de co-localización de sondas fluorescentes para 

determinar la localización precisa de las MNP-OA en el medio vesicular. Como resultado de estos 

estudios, se confirmó que las MNP-OA interactúan efectivamente con la bicapa de las vesículas 

lipídicas por medio de lo que podrían suponerse, interacciones hidrofóbicas sin producir cambios 

morfológicos detectables. 

En el capítulo V, se exponen las conclusiones generales acerca del trabajo realizado en esta tesis 

doctoral. Los hallazgos aquí logrados, nos permitieron obtener el conocimiento suficiente acerca 

de las interacciones entre nanopartículas hidrofóbicas y sistemas de biomembranas modelo, como 

para proponer diferentes mecanismos de acción e interacción entre ambas estructuras, que 

permitan contribuir y guiar el desarrollo de sistemas de nanopartículas con aplicaciones en el 

campo de la biomedicina y la nanobiotecnología.   
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     Vivir en el mundo sin percatarse del significado del mismo 

es como deambular por una gran biblioteca sin tocar sus libros. 

Las enseñanzas secretas de todos los tiempos 
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Introducción general 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMEN 

En este capítulo introductorio se abarcarán aspectos teóricos fundamentales para el marco 

contextual en el que se sitúa el presente trabajo de tesis. Dichos aspectos tienen en cuenta los 

avances en el diseño de plataformas nanobiotecnológicas para su implementación en las ciencias 

biomédicas y áreas afines. Se expondrán además los diferentes desafíos que plantea el desarrollo 

de nanopartículas (material bajo estudio) para aplicaciones de esta naturaleza y las principales 

metodologías que son empleadas para el estudio, entendimiento y caracterización de las 

interacciones entre nanopartículas y membranas lipídicas. Por último, se detallarán los objetivos 

generales que serán desarrollados a lo largo de esta tesis doctoral. 
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I.1- Paradigmas y fronteras de la nanotecnología. Hacia la investigación y el desarrollo en 

tecnologías de interés biomédico 

 

La nanotecnología representa uno de los campos de mayor desarrollo científico y tecnológico en 

la actualidad. Si bien se tienen registros de su estudio, que datan incluso de épocas anteriores al 

primer reporte publicado en nanociencia por Michael Faraday en el año 1857 (soluciones 

coloidales de oro), el origen de la nanotecnología se asocia usualmente a las ideas expuestas por 

Richard Feynmann en el año 1959. En su conferencia “There´s plenty of room at the bottom”, el 

físico norteamericano visionó por primera vez, la idea de manipular partículas o materiales a escala 

molecular y atómica. Sin embargo, el término “nanotecnología” fue acuñado en 1974 por el 

científico de la Universidad de Tokio, Norio Taniguchi, en su trabajo titulado “On the Basic 

Concept of Nanotechnology”. El catedrático describió estructuras con dimensiones ultrapequeñas 

de alta precisión, y pronosticó su aplicación a futuro en circuitos integrados y dispositivos de 

memoria computacional. Más adelante la nanotecnología fue definida por el National Health 

Institute (NHI, 2000) como la ciencia encargada de la investigación y el desarrollo tecnológico a 

niveles atómicos, moleculares o macromoleculares en un rango de tamaños de 1 a 100 nm con el 

fin de proveer el entendimiento de los fenómenos fundamentales y los materiales en la nanoescala, 

para crear estructuras con propiedades diferentes a las de los materiales masivos. En ese momento 

y a estas escalas, las estructuras de las cuales se disponía de mayor información y conocimiento 

sobre su desempeño inteligente, capaces de mediar respuestas selectivas y organizadas, eran nada 

más ni nada menos que las biomoléculas. Consecuentemente, algunos de los más grandes 

progresos que realizó el área en cuestión, no devinieron de otra fuente sino de la imitación del 

comportamiento y propiedades de estructuras biológicas. Virus, péptidos, ADN, y células como 

los eritrocitos, entre otros, han constituido algunos de los primeros bloques de construcción en el 

desarrollo de plataformas a escala nanométrica o nanomateriales (NMs). Así, con el transcurso de 

los años la nanotecnología no sólo se ha convertido en uno de los campos líder en investigación y 

producción científica, sino que también ha permitido el desarrollo de nuevas metodologías para la 

fabricación y caracterización de plataformas con aplicaciones biotecnológicas, dando lugar a lo 

que se conoce hoy en día como nanobiotecnología.1,2  

La fabricación de los NMs, puede ser concebida por los métodos “bottom up” y “top down”, 

los cuales constituyen los paradigmas centrales de la nanociencia y la nanotecnología. En métodos 
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de bottom up, los nanomateriales se desarrollan por medio de la construcción a partir de átomos o 

moléculas de forma controlada y por medio de la regulación de las propiedades termodinámicas y 

cinéticas como autoensamblaje, precipitación y cristalización. Por otra parte, los métodos de top 

down involucran el desarrollo de las estructuras nanométricas a través de metodologías de 

reducción del tamaño, tales como fotolitografía, nanomoldeado, litografía y nanofluídica.3 Los 

diferentes métodos diseñados para la fabricación de los NMs, tienen su base en estos dos 

paradigmas emergentes y dependen además de la estructura y las propiedades fisicoquímicas del 

material bajo desarrollo (Figura I.1.1).   

 

 

Figura I.1.1. Técnicas principales de manufactura de los nanomateriales y algunas de sus 

aplicaciones derivadas. Adaptado de Sutariya, V. B.; Pathak, Y. Biointeractions of Nanomaterials; 

CRC Press, 2014.  

 

 

De manera general, la reducción del tamaño tiene un rol crucial en lo que respecta a aplicaciones 

biotecnológicas y farmacéuticas. Por ejemplo, partículas de un tamaño aproximado de 12 nm de 

diámetro, son capaces de atravesar la barrera hematoencefálica, y nanomateriales con tamaños del 
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orden de los micrómetros, pueden ser fagocitados por las células con una gran eficiencia.4 Así, las 

diferentes vías endocíticas por las que los NMs sean capaces de ingresar a las células dependerá 

de las características estructurales como tamaño y forma, pero también de las propiedades 

fisicoquímicas intrínsecas y la química de superficie de los nanomateriales diseñados.5 Las 

técnicas de síntesis actuales, han permitido una mejor manipulación de las propiedades ópticas, 

magnéticas y fisicoquímicas en general de los NMs, dando lugar a la obtención de sistemas 

multicomponente con capacidad de acción efectiva en aplicaciones teragnósticas.6  

Dependiendo del método de preparación, es posible obtener diferentes NMs tales como 

nanopartículas (NPs), nanoesféras (NSs), o nanocápsulas (NCs). Las nanocápsulas constituyen 

sistemas donde diferentes drogas pueden ser confinadas en el interior de una cavidad rodeada por 

una membrana polimérica, mientras que las nanoesféras son sistemas tipo matríz, donde la droga 

se encuentra física y uniformemente dispersa.3,7 En los últimos años se han empleado 

nanopartículas poliméricas recubiertas con ligandos biocompatibles y biodegradables (Ej.: PEG) 

como potenciales sistemas de transporte de fármacos dada su habilidad para circular por el torrente 

sanguíneo durante tiempos prolongados, su capacidad para poder ser direccionadas a un órgano 

específico, como transportadoras de ADN en terapia génica e incluso como transportadoras de 

proteínas.8 Gracias a su tamaño pequeño, las nanopartículas son capaces de atravesar la barrera 

endotelial de sitios inflamados, el epitelio, tumores, etc.9 La posibilidad de alternar entre diversos 

tamaños y formas a escala nanométrica, les permite además una captación eficiente por parte de 

diversos tipos celulares y, por ende, su acumulación selectiva en sitios específicos.10 Entre otras 

de las grandes ventajas, las NPs son capaces de proteger agentes terapéuticos contra factores de 

degradación, incrementando la solubilidad y la biodisponibilidad de las drogas, disminuyendo 

efectos tóxicos y efectuando una liberación continua y controlada de estos fármacos en diferentes 

terapias biomédicas.8  

Con todo, la era actual ha sido testigo de un avance sin precedentes del crecimiento en la 

investigación y aplicaciones de la nanotecnología. Según la base de datos estadística StatNano11, 

sólo en 2018 se han publicado más de 166.000 artículos científicos relacionados con 

nanotecnología. En ese año, la cantidad de artículos científicos y revisiones relacionadas al área 

fue equivalente al 9% de las publicaciones científicas totales, alcanzando el valor más alto desde 

el 2014 (Figura I.1.2A). Asimismo, la nanotecnología ha alcanzado un gran desarrollo en 

aplicaciones medicinales, diagnóstico in vitro e in vivo, transporte y liberación de fármacos, etc. 
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Acorde a estadísticas emitidas por la agencia BCC Research,12 las ventas globales de dispositivos 

actualmente comercializados en nanomedicina incrementaron en casi 60 billones de dólares entre 

los años 2011 y 2016. Entre los sistemas de mercado en circulación, se encuentran nanopartículas 

poliméricas, liposomas, nanopartículas sólido-lípido, sistemas micelares, virosomas, etc., todos 

ellos para usos en terapias como anticancerígenos, antimicrobianos y cardiovasculares, por 

mencionar algunos ejemplos (Figura I.1.2B).   

 

 

Figura I.1.2. Estadísticas informadas por diferentes portales de bases de datos. A. Porcentaje de 

publicaciones en nanotecnología en relación a las publicaciones científicas totales a lo largo del 

tiempo. Extraído de StatNano. Statistics in nano-based science, technology, and industry 

https://statnano.com/. B. Crecimiento lustral del mercado en plataformas nanobiotecnológicas por 

área terapéutica. Extraído de BBC. Market Research Reports. 

https://www.bccresearch.com/market-research/nanotechnology. 

 

 

Paradójicamente y pese al sinnúmero de avances que se han realizado entorno a la 

nanobiotecnología durante el siglo 21, esta continúa siendo un campo en estado incipiente. 

Precisamente, los tiempos necesarios para que se desarrolle esta área dependen críticamente del 

entendimiento de las propiedades físicas y químicas de los NMs diseñados. Este conocimiento es 

fundamental para amalgamar los NMs a los procesos biológicos que intervienen en la naturaleza.  
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I.2- Desafíos en el diseño de nanopartículas (NPs) para terapias biomédicas 

 

I.2.1- Características fisicoquímicas de las nanopartículas 

 

Una vasta cantidad de investigaciones en relación al desempeño biotecnológico de las NPs, han 

permitido demostrar que las características fisicoquímicas de estos sistemas, tales como: el 

tamaño, la forma, el área superficial y la composición química, juegan un rol significativo en la 

determinación de las respuestas biológicas obtenidas. Aunque resulta atractivo considerar las NPs 

como entidades simples, las mismas son de hecho, muy complejas. Por ello, la obtención del 

conocimiento apropiado acerca de todas las variables que intervienen en el sistema bajo desarrollo 

es de fundamental importancia sobre todo en lo que concierne a aplicaciones biomédicas.13  

Cualquier nanopartícula tendrá una relación superficie a volumen (S/V) excepcionalmente alta; 

principal razón de sus propiedades únicas. En otros términos, la gran área superficial de las NPs 

en relación a su volumen total trae como consecuencia, incluso en casos de NPs simples, que la 

química de su superficie sea totalmente distinta a la del material que compone la parte interna de 

la nanopartícula. Así por ejemplo, NPs de SiO2 expondrán en su superficie grupos OH fuertemente 

adsorbidos, mientras que su interior carecerá de dichos grupos.14 Si se compara la relación S/V de 

las nanopartículas con la de sistemas macroscópicos o moléculas, se encuentra que la relación de 

S/V de las NPs, tiene valores intermedios respecto a la baja relación S/V que poseen los materiales 

macroscópicos (sistemas de sólidos extendidos) y la relación extremadamente alta que presentan 

las moléculas. Esta propiedad es de vital importancia en la optimización de sistemas para el 

transporte de fármacos y efectos terapéuticos de diversa naturaleza. Como se verá en el capítulo 

III, las áreas superficiales grandes en nanopartículas metálicas dan lugar a sistemas eficientes en 

tratamientos antimicrobianos, donde se logra un excelente compromiso entre captación del 

nanomaterial por parte de las células y cantidad de especies reactivas del oxígeno (ROS) 

producidas, para efectuar la degradación del ADN microbiano y otras estructuras celulares.15  

Otra de las ventajas estratégicas de las nanopartículas para el diseño de materiales biomédicos 

radica en la posibilidad de otorgarles modificaciones versátiles. Esto les permite actuar como 

plataformas para el ensamblaje de estructuras multifuncionales bien definidas. Diferentes tipos de 

ligandos o funcionalidades, pueden a la vez conferirles propiedades para el monitoreo, el mapeo y 
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la direccionalidad en sistemas biológicos. Diversas investigaciones han puntualizado este 

fenómeno con el ensamblaje exitoso de sistemas de NPs de relevancia biomédica.16,17 En materia 

de composición química, aspectos adicionales relacionados a la síntesis y funcionalización de 

nanopartículas para aplicaciones biomédicas serán abordados en el capítulo II. 

Como se mencionó previamente, la forma de los NMs, juega también un papel importante en su 

función frente a sistemas biológicos. Se han utilizado moldes o templates para la síntesis 

controlada de nanoestructuras.18 Mediante diferentes métodos de manufactura, las nanopartículas 

pueden adquirir una multiplicidad de formas de manera homogénea o heterogénea según la 

aplicación para la cual estén destinadas.  

La forma de los nanomateriales tiene un efecto directo en el funcionamiento in vivo de las NPs. 

Muchos grupos de investigación han explorado cómo la forma de los NMs afecta a la captación 

celular, especialmente por medio de la variación de la relación de aspecto (ej.; nanotubo, 

nanopartícula, nanocubos, etc.). Los hallazgos deducidos de estas investigaciones han demostrado 

que el control sobre la relación de aspecto es un factor determinante para la captación celular. De 

igual manera, la presencia de esquinas, bordes o defectos, guarda una estrecha correlación con la 

toxicidad, debido a que el incremento en el área disponible que estas configuraciones traen 

aparejadas, ayuda a la adsorción y unión de compuestos, además de aumentar la producción de 

sitios para la generación de ROS.19,20  

Como se explicará en secciones posteriores, la identidad química de las nanopartículas también 

se verá afectada como resultado de la interacción con las moléculas presentes en medios biológicos 

(proteínas, carbohidratos, lípidos, etc.). Sin embargo, es válido aclarar en este punto, que a fin de 

efectuar la elección adecuada del tipo de nanomaterial necesario para ejercer una determinada 

actividad biomédica (biocida, terapéutica, etc.), la forma con la que los NMs deben ser diseñados 

también debe tener en cuenta factores como la estabilidad de estas estructuras ante la exposición 

prolongada en medios biológicos, las características fisiológicas a las cuales se enfrentarán y el 

sitio especifico hacia donde serán direccionados.15,19 Si, por ejemplo, se requiriese su ingreso al 

interior de las células, la nanoforma más ventajosa será aquella que le permita al nanomaterial 

interactuar con las moléculas y los receptores de las membranas de la manera más efectiva y pasiva 

posible para llevar a cabo la endocitosis celular.5,21  

Además, es sabido que los procesos evolutivos propios de bacterias y virus, les permiten una 

continua adaptabilidad a agentes biocidas que pueden ser reconocidos por estos 
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microorganismos.15 Los microorganismos, en consecuencia, modifican su estructura celular por 

medio de diversas mutaciones para evadir la captación en este caso, de nanomateriales con una 

morfología determinada. Es por ello, que una gran variedad de las investigaciones actuales se 

encuentran avocadas al desarrollo de sistemas de nanomateriales con superficies similares a las 

que se encuentran en muchos insectos, y que poseen actividad bactericida por mecanismos de 

muerte por contacto o efecto aguja.22 Así, este tipo de NMs, puede anclarse a la pared celular de 

las células bacterianas produciendo su ruptura y eliminando al microorganismo en cuestión. 

Sucesivamente, muchas propiedades intrínsecas de las nanopartículas que dependen del material 

del cual se componen contribuyen a la respuesta final frente a sistemas biológicos y son 

ampliamente explotadas a los fines de las aplicaciones para los que se destinan estos NMs. Las 

propiedades ópticas han sido relevantes en el desarrollo de tecnologías como agentes para la 

obtención de imágenes y sensores. En ellas el fenómeno de oscilación colectiva de los electrones 

de la banda de conducción de NPs metálicas (resonancia de plasmón superficial, SPR), ha sido 

estudiado de tal manera que las correspondientes bandas de absorción pueden ser modificadas para 

alcanzar efectos particulares.23,24 La aplicación de estímulos externos tales como el calentamiento 

magnético o la irradiación con luz UV, visible o IR, les confiere a las nanopartículas magnéticas 

la capacidad de alcanzar respuestas con alta sensibilidad y eficiencia en terapias de hipertermia, 

resonancia magnética de imagen (MRI) y transporte direccionado de fármacos.25,26  

 

I.2.2- Fuerzas coloidales intrínsecas 

 

Por definición, las nanopartículas constituyen una sub-fracción de lo que se define como 

“coloides” por la IUPAC.27 Un sistema coloidal es en general, un sistema de al menos dos fases 

constituido por un medio dispersante y un medio disperso, los cuales pueden encontrarse en fase 

gas, líquido o sólido. Dichos sistemas son ampliamente conocidos como dispersiones (sólido en 

líquido), emulsiones (líquido en líquido) y aerosoles (sólido en gas).14 Como partículas coloidales 

en la escala nanométrica o nanocoloides, las NPs exhiben un comportamiento colectivo en el fluido 

en el cual se encuentran dispersas, de tal manera que las propiedades de todo el producto dependen 

tanto de las partículas como del fluido. Además, en muchos casos es necesario considerar la capa 

interfacial que cubre las partículas, no sólo como componentes esenciales para proveer estabilidad 
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sino también por el efecto en las propiedades de los nanocoloides. Esta capa interfacial puede estar 

compuesta por iones adsorbidos, ligandos de superficie que cumplen la función de estabilizantes 

o agentes pasivantes.3,14  

Las NPs inmersas en un determinado solvente, se comportan como sistemas dinámicos en 

continuo movimiento Browniano. Esto es, se mueven espontáneamente y al azar en el medio 

dispersante. Este movimiento está definido por la ley de difusión de Einstein según la ecuación 

I.1.1. 

 

                                                 𝐷 =  
𝑘𝐵𝑇

6𝜋𝜂𝑅ℎ
                                                         (I.1.1) 

 

Donde kB es la constante de Boltzmann; T, la temperatura; η, el índice de viscosidad del medio, 

y Rh, el radio hidrodinámico de la partícula. 

Si bien existen coloides termodinámicamente estables en equilibrio (2D o bidimensionales), la 

mayoría de los coloides se encuentran en estados metaestables (todo coloide tridimensional o 3D), 

cinéticamente controlados. Cualquier evento de colisión entre dos partículas, resultará en la 

agregación y precipitación de las nanopartículas. De esta manera, surge la necesidad de estabilizar 

la dispersión de NPs por medio de barreras de potencial que eviten la aproximación de las 

partículas. Las barreras de potencial típicas corresponden a interacciones electrostáticas y 

estabilización estérica.28 El primer caso está asociado a la disposición de cargas superficiales de 

las partículas en dispersión; las mismas, poseen fuerzas iónicas altas que les confieren cargas 

capaces de producir fuerzas repulsivas de largo alcance. Estas fuerzas repulsivas son las 

responsables de prevenir la agregación. La carga de la superficie en un determinado líquido puede 

lograrse de diversas maneras tales como: ionización de grupos ácidos carboxílicos o aminas, 

adsorción o unión de iones desde la solución en la superficie, y presencia de defectos de red en 

fases dispersas. De acuerdo al modelo de Gouy-Stern-Chapman, la doble capa eléctrica (DCL) 

formada en la superficie de las nanopartículas en solución como consecuencia de estos factores, 

es la responsable de dictar el comportamiento electrostático de los nanocoloides en un determinado 

medio.28 En la estabilización estérica, moléculas poliméricas relativamente largas se unen a la 

superficie de las NPs. Bajo ciertas condiciones de solvatación, las cadenas se extienden en 

solución, de manera tal que la barrera para la agregación (ejercida por las fuerzas atractivas de van 

der Waals), se relaciona con las interacciones relativas entre cadenas poliméricas y entre estas 
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últimas y el solvente. De esta manera, para que las partículas puedan agregarse, el solvente debe 

ser eliminado de las regiones interpartícula y alrededor de las cadenas. Dado que este proceso es 

energéticamente desfavorable, la agregación es subsecuentemente prevenida. En la Figura I.1.3 

se esquematizan las curvas de energía potencial en función de la distancia según la teoría DLVO. 

Este modelo estima las fluctuaciones de energías potenciales que atraviesa un sistema de dos 

partículas en aproximación continua, y cuya interacción responde fundamentalmente a fuerzas 

electrostáticas repulsivas y fuerzas de van der Waals atractivas.29 Dependiendo de la distancia 

entre ambas partículas, las mismas se encontrarán en un estado de dispersión estable (máximo de 

energía potencial), en estado de agregación irreversible (mínimo primario) o en un estado de 

reversibilidad metaestable (mínimo secundario). Adicionalmente, propiedades como la 

hidrofilicidad, hidrofobicidad, repulsión osmótica y depleción de iones, intervienen activamente 

en las fuerzas que operan en la interfase partícula-medio y deben ser igualmente consideradas en 

las estrategias para la estabilización de estos sistemas.30 

Como se ha visto, muchas de las fuerzas promovidas por las propiedades fisicoquímicas de las 

nanopartículas inmersas en un determinado solvente, permiten entender gran parte del 

comportamiento de este tipo de sistemas coloidales. Sin embargo, los desafíos que plantea la 

interacción de las nanopartículas frente a sistemas biológicos en lo que se ha llegado a definir 

como nanobiointerfases, hacen que sea necesario abordar el estudio de una importante cantidad 

de variables adicionales, bajo las cuales tanto la química como la física de las NPs, están 

supeditadas a cambios dinámicos de diversa magnitud.  
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Figura I.1.3- Representación esquemática del perfil de energía de interacción en función de la 

distancia de separación entre dos partículas, obtenido del modelo DLVO.  Adaptado de Adaira, J. 

H., Suvacib, E., Sindela, J. Encyclopedia of Materials: Science and Technology. Surface and 

Colloid Chemistry; Elsevier Ltd., 2001; pp 1–10.  

 

I.2.3- Fuerzas en la nanobiointerfase 

 

La nanobiointerfase comprende las interacciones fisicoquímicas dinámicas, la cinética, y los 

intercambios termodinámicos entre la superficie de los nanomateriales y las superficies de los 

componentes biológicos (por ejemplo: proteínas, membranas, fosfolípidos, vesículas endocíticas, 

organelas, ADN y fluidos biológicos).31,32 Bajo la existencia de todos los factores y fuerzas 

involucradas en la interacción entre las NPs y el medio en el cual se dispersan, el sistema ya en un 

estado metaestable, está sujeto además al ambiente inhomogéneo y dinámico que aportan las 

nanobiointerfases. Esta inhomogeneidad interfacial resulta de la distribución y las distintas 

localizaciones espaciales de las proteínas, lípidos y estructuras glicosiladas en la superficie de las 

membranas o bien de las biomoléculas presentes en los diferentes fluidos.  

Como puede intuirse entonces, la nanobiointerfase no se encuentra en un estado estacionario, 

sino que atraviesa cambios continuos como resultado de las transformaciones celulares y las 

influencias del ambiente. Por ejemplo, los productos secretados por las células pueden cambiar 

determinadas propiedades del medio de suspensión (fuerza iónica, pH, osmolaridad, etc.), y las 
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NPs pueden unirse a estas biomoléculas en suspensión o a la membrana celular.31 De manera 

recíproca, los componentes biológicos interactuantes pueden verse influenciados por la naturaleza 

de las partículas, por ejemplo, a través de la unión con ligandos de superficie, contacto con regiones 

hidrofóbicas o cargadas, cambios en la energía libre de superficie que induce cambios 

conformacionales, o daños oxidativos causados por ROS. En la Figura I.1.4 se resumen algunas 

de las características mencionadas para estos sistemas y su relevancia en los procesos de 

interacción en la nanobiointerfase. En consecuencia, algunos de los principales procesos que tienen 

lugar entre las nanopartículas y los componentes biológicos tales como la formación de coronas 

proteicas (“protein corona”), o la captación celular por endocitosis, translocación o incorporación 

en la superficie de las membranas, han sido explorados no sólo con fines tecnológicos sino también 

con el objetivo de establecer principios y procedimientos para la manufactura segura de 

nanobiomateriales con salida al mercado.33 

 

 

Figura I.1.4. A. Fuerzas de interacción entre NPs (electrostáticas, van der Waals, covalentes, etc.), 

y otras interacciones importantes (adsorción de biomoléculas, depleción, etc.) en el medio en el 

cual se dispersan. B. Representación de la interfase nanopartícula-bicapa lipídica. En la imagen se 

señalan algunos de los principales componentes intervinientes en el comportamiento de la 

interacción entre los nanocoloides y las membranas celulares. Esquemas adaptados de Nel, A. E.; 

Mädler, L.; Velegol, D.; Xia, T.; Hoek, E. M. V; Somasundaran, P.; Klaessig, F.; Castranova, V.; 

Thompson, M. Understanding Biophysicochemical Interactions at the Nano-Bio Interface. Nat. 

Mater. 2009, 8 (7), 543–557.   
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 El concepto de nanopartícula-corona proteica, es importante en la determinación de las 

propiedades finales de superficie, carga, resistencia a la agregación y tamaño hidrodinámico de las 

partículas. Las partículas unidas a proteínas en fluidos biológicos constituyen la nanobiointerfase 

inicial que experimenta cambios dinámicos durante la movilización de las partículas en los 

diferentes compartimentos fisiológicos o dentro de las células. Dado que la formación de la corona 

es también un proceso competitivo donde diferentes proteínas compiten por la adsorción en las 

NPs; la cinética de asociación/disociación entre nanopartículas y proteínas, y su concurrente 

intercambio con proteínas libres en el medio, tiene también un rol fundamental en la elucidación 

de las interacciones predominantes con superficies biológicas y receptores. En suma, la 

composición y el comportamiento del complejo NP-corona proteica depende de una gran 

diversidad de factores relacionados a la composición, estructura y propiedades fisicoquímicas de 

nanopartículas y proteínas como componentes puros, a las características de ambas entidades en 

asociación, y la naturaleza del ambiente fisiológico en el que se encuentran (sangre, fluido 

intersticial, citoplasma, etc.).34  

La internalización en las células introduce a las NPs hacia nuevas interfases, y tanto la adhesión 

como la envoltura de los coloides durante estos procesos, se encuentran reguladas por fuerzas y 

fenómenos interfaciales diferentes. Para que las nanopartículas en cuestión sean capaces de 

atravesar las barreras que impiden la captación celular, numerosas interacciones específicas y no 

específicas deben llevarse a cabo dentro de los intervalos de tiempo en los que transcurre la 

aproximación y anclaje a de las NPs a la bicapa. Algunas de las interacciones específicas son 

aquellas que se encuentran mediadas por ligandos de superficie que le permiten al material, su 

unión con moléculas complementarias o receptores en la membrana celular. Para suplir este 

propósito, los receptores de membrana deben difundir hacia los sitios de adhesión y asistir la 

formación de un número crítico de interacciones.35 Una vez que la unión, ligando-receptor ha sido 

efectivamente alcanzada, la interacción cooperativa debe generar la energía suficiente como para 

sobrepasar el retroceso elástico que sufre la membrana (fuerza resistiva).36  

Por otro lado, fuerzas atractivas no específicas que promueven el contacto celular resultan de las 

características intrínsecas del material como las mencionadas en I.2.2, tales como carga 

superficial, hidrofobicidad y rugosidad.30 La carga superficial cumple un rol importante en las 

interacciones entre partículas y fosfolípidos con grupos polares cargados o dominios proteicos en 

superficies celulares. Considerar el rol de la hidrofobicidad en la captación celular es más 
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complicado dada la posible hidratación de las superficies de nanopartículas y membranas celulares. 

Esto da lugar a una serie de interacciones dinámicas cuyo resultado final está determinado por la 

fuerza de las interacciones entre las moléculas de agua y la superficie de los materiales, en relación 

a los enlaces formados entre moléculas de agua. Simulaciones computacionales realizadas con 

partículas de grafeno y membranas modelo han demostrado que la internalización de NPs 

hidrofóbicas se encuentra ampliamente favorecida debido a la hidrofobicidad del espacio interno 

de la membrana.37 Los efectos de superficie son también alterados por la rugosidad de las 

superficies en la nanoescala, de tal manera que asperezas, defectos o protrusiones en las 

membranas, dictan en igual medida el comportamiento de la interacción NP-célula. 

 

I.2.4- Endocitosis celular 

 

El entendimiento de los factores que intervienen en los procesos de envoltura e internalización 

de NMs en las células mediados por diferentes receptores y biomoléculas, son importantes no solo 

desde el punto de vista sintético y tecnológico sino también desde el punto de vista toxicológico. 

Conocer los procesos que condicionan el destino de las nanopartículas una vez internalizadas, 

permite crear perfiles toxicológicos y elucidar los efectos en la actividad biológica de los 

nanocoloides transportados dentro de las células.5  

Las NPs envían diferentes respuestas celulares dependiendo de sus propiedades fisicoquímicas, 

concentraciones intracelulares, duración del contacto, distribuciones subcelulares e interacciones 

con moléculas biológicas.4 Las vías endocíticas comunes por las cuales las partículas pueden 

ingresar a las células, se resumen en la Figura I.1.5. Si bien las partículas de tamaños 

micrométricos entran a la célula por fagocitosis o macropinocitosis, estas operan también en casos 

donde los NMs se agregan o coalescen y adquieren tamaños mayores. La fagocitosis dirige la 

formación de protrusiones de membrana en forma de copa que gradualmente rodean y encierran a 

las partículas (I.1.5a). Mientras que el tamaño y la forma de los fagosomas, son dictados por las 

partículas tomadas; en los procesos de macropinocitosis regulados por actina, la formación de los 

macropinosomas transcurre por medio de la envoltura de grandes cantidades de fluido extracelular 

y partículas en la membrana plasmática, dando lugar a estructuras con tamaños diferentes (I.1.5b). 

Los materiales de tamaños nanométricos son endocitados por mecanismos de endocitosis mediada 

por receptores como clatrina y caveolina. 
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En la endocitosis mediada por clatrina (I.1.5d), la unión entre el agente externo (en este caso, 

los NMs) y los receptores de membrana gatillan la señal de reclutamiento mediada por adaptinas, 

y la posterior formación de hoyos recubiertos de clatrina en el lado citosólico de la membrana 

plasmática. Estos hoyos se autoensamblan en estructuras poligonales cerradas que, mediante la 

acción cooperativa de otras proteínas (ej.: dinamina) forman las vesículas que serán endocitadas. 

Por otra parte, la endocitosis dependiente de caveolina (I.1.5c) involucra el ensamblaje en 

coberturas de caveolina en forma de horquilla en el lado citosólico de la membrana plasmática. En 

este caso, el mecanismo está mediado por proteínas GTPasas (ej.: ARF), que se encargan del 

reclutamiento de subunidades coatómeros, permitiendo la formación estable de la vesícula 

transportadora.  

Tanto los procesos de endocitosis mediados por clatrina como por caveolina involucran, 

cascadas de señalización bioquímica complejas. Sin embargo, pueden existir procesos que no 

requieran estas fuerzas conductoras; tales son los casos de procesos mediados por uniones del tipo 

ligando-receptor (I.1.5e), interacciones no específicas en NPs sin ligandos conjugados (I.1.5f), y 

difusión simple a través de la bicapa lipídica en el caso de nanopartículas y moléculas con 

diámetros muy pequeños y del orden de ~1-5 nm (I.1.5g).21  

El rápido avance de la nanobiotecnología ha permitido el desarrollo de nuevos métodos de 

síntesis de nanopartículas con diferentes materiales y funcionalizaciones, impartiendo un alto 

control en la uniformidad de tamaños y formas. Muchas de estas NPs han manifestado un gran 

potencial para gran cantidad de aplicaciones biomédicas incluyendo diagnóstico in vitro/in vivo,38 

seguimiento celular (“cell tracking”),39 imagen molecular,40 y transporte y liberación de fármacos 

y genes.41   
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Figura I.1.5. Rutas posibles para la internalización de las nanopartículas en membranas celulares. 

El destino más probable estará determinado por multiplicidad de factores, incluyendo las 

características fisicoquímicas del nanomaterial, las propiedades del medio de suspensión y las 

interacciones en la nanobiointerfase, entre otras. Esquema adaptado de Zhang, S.; Gao, H.; Bao, 

G. Physical Principles of Nanoparticle Cellular Endocytosis. ACS Nano 2015, 9 (9), 8655–8671.  

 

 

I.3- Modelos de biomembranas para el estudio de la interacción con nanopartículas  

 

La intrincada estructura dinámica de las membranas celulares, junto con la gran variedad de 

interacciones y fuerzas intervinientes entre ellas y las nanopartículas, genera la necesidad 

inmediata de contar con sistemas artificiales que permitan realizar un estudio eficiente de los 

procesos biofísicos (termodinámicos y morfológicos) que transcurren durante dicha interacción. 

Para ello, los modelos de biomembranas constituyen sistemas simplificados que imitan las 

membranas lipídicas en los cuales, dependiendo del modelo, muchos de los parámetros físicos y 

químicos pueden ser controlados.42 Los diferentes modelos de membrana existentes resultan útiles 

en proveer información complementaria a ensayos in vitro e in vivo, permitiendo una 

caracterización sistemática de las transformaciones de la membrana como resultado de la 

incorporación de las NPs y la visualización de la interacción entre ambas entidades. Tanto la 

composición como las condiciones fisiológicas y ambientales de estos modelos experimentales, 
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pueden alterarse en las proporciones deseadas, a los fines de simular las condiciones biológicas 

que pueden encontrarse en determinados compartimentos.43 A continuación, se describen 

brevemente algunos de los modelos de membranas usadas para el estudio de la interacción NP-

bicapa lipídica (Figura I.1.6), algunos de los cuales han sido empleados a lo largo del desarrollo 

de esta tesis y cuyas particularidades en el sistema bajo estudio, han sido descriptas para cada caso 

correspondiente. 

 

 

Figura I.1.6. Ilustración esquemática de la membrana celular y los diferentes sistemas modelos 

de biomembrana. La descripción de la membrana celular muestra la asimetría de la membrana 

lipídica, los microdominios enriquecidos en lípidos particulares y aquellos inducidos por proteínas 

de membrana. Los diferentes modelos de membrana imitan los arreglos lipídicos de las membranas 

celulares. A- Monocapas y bicapas soportadas sobre soportes sólidos (metodología de Langmuir-

Blodgett). B- Monocapas lipídicas autoensambladas con una balanza de Langmuir. C- Vesículas 

lipídicas o liposomas de diferentes tamaños y número de lamelas. Adaptado de Peetla, C., Stine, 

A. Labhasetwar, V. Biophysical Interactions with Model Lipid Membranes: Applications in Drug 

Discovery and Drug Delivery. Mol. Pharm. 2009, 6 (5), 1264–1276. 
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I.3.1- Liposomas 

 

Los liposomas son vesículas lipídicas delimitadas por una bicapa de lípidos cerrada, que se 

arregla de manera concéntrica y encierra un interior acuoso (I.1.6C). Esta organización estructural 

particular que ofrece ambientes hidrofílicos (interior acuoso) e hidrofóbicos (espacio interior de la 

bicapa), así como su naturaleza biocompatible, biodegradable y no-inmunogénica, hace de los 

liposomas una de las piedras angulares de la nanobiotecnología.44 Dentro de las configuraciones 

generales, las vesículas pueden estar constituidas por una (vesícula unilamelar) o múltiples bicapas 

(vesícula multilamelar). Asimismo, las vesículas unilamelares pueden contar con diferentes 

tamaños, esta clasificación las subdivide en pequeñas (20-50 nm), grandes (50-100 nm), o gigantes 

(10-100 μm), denominadas SUVs, LUVs, y GUVs, respectivamente. Típicamente, SUVs y LUVs 

son preparadas por disolución de sus lípidos o mezclas de lípidos constituyentes en un solvente 

orgánico, que es luego evaporado bajo vacío, formando un film lipídico en las paredes del tubo o 

vial que se emplee para tal fin. Este film es rehidratado en el buffer deseado dando lugar a vesículas 

multilamelares (MLV). Posteriormente la mezcla es sometida a ciclos de frio/calor o 

ultrasonicación, y un método de extrusión subsecuente por filtros de tamaño de poro definido, da 

lugar a las vesículas unilamelares correspondientes. Por otro lado, las GUVs son obtenidas por el 

método de electroformación, mediante la acción de un campo eléctrico oscilante. Usualmente un 

generador de ondas estándar aplica una frecuencia de 1 V a 10 Hz entre electrodos sobre los cuales 

un film lipídico delgado ha sido secado en presencia de agua o buffer para la formación de las 

GUVs.45  

Los liposomas son estructural y funcionalmente, los ensamblajes supramoleculares más 

versátiles que se conocen, y poseen propiedades ventajosas que los han posicionado como 

estructuras bien establecidas en un sinnúmero de aplicaciones en la industria farmacéutica, 

cosmética, alimenticia, en ciencias analíticas como amplificadores de señales, etc.46 En resumen, 

la versatilidad que poseen estas estructuras les ha conferido sin duda alguna, un lugar de privilegio 

en el desarrollo del campo de la nanobiotecnología.47 A modo de contenedores lipídicos, estas 

vesículas se desempeñan eficientemente como transportadores de drogas o diferentes biomoléculas 

(ADN, péptidos) en terapias biomédicas que requieren medios biocompatibles, estables y con una 

alta capacidad de captación celular.48 Además, las diferentes modificaciones o funcionalidades que 

pueden ser impartidas a estas estructuras a través de la incorporación de distintos nanomateriales 
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en su diseño (Ej. Magnetoliposomas) les confieren a las vesículas lipídicas, una alta capacidad en 

el direccionamiento o targeting de estos principios activos hacia el sitio de acción.49 En 

combinación con la micro-fluídica y ciencia de los surfactantes, vesículas unilamelares de 

diferentes tamaños son generadas en los diferentes canales y pueden ser utilizadas para el 

transporte de materiales bioactivos a diferentes ambientes.50 La necesidad de contar con métodos 

de síntesis más simples y menos nocivos para el medioambiente, ha dado lugar también, a la 

incursión de los sistemas vesiculares como nano-reactores para la fabricación de NPs con tamaño 

y forma controlada.51  

Una de las cuestiones más interesantes de este modelo de membranas es su capacidad para 

desempeñar un rol dual tanto como sistema transportador en aplicaciones tecnológicas, como para 

el estudio de sus propiedades biofísicas a nivel termodinámico y morfológico. En este último 

aspecto, las nano-vesículas se han utilizado como vehículos para transferir materiales hacia otro 

compartimento vesicular cerrado, por medio del proceso de fusión de membranas. Como se verá 

en el capítulo IV del presente trabajo de tesis, este proceso en particular, está condicionado y 

dirigido por multiplicidad de factores a lo largo de todo su mecanismo, tales como la temperatura 

y pH del medio, defectos, curvatura, composición y permeabilidad de las membranas, entre otros. 

Bajo el diseño experimental que presenta el modelo de vesículas lipídicas, no solo es posible 

ejercer un control total sobre la composición y las características del medio, sino que también las 

técnicas disponibles para el estudio y visualización de los cambios en las propiedades de 

membrana permiten adquirir información completa sobre los cambios morfológicos y 

fisicoquímicos que suceden. Numerosas técnicas de microscopía como la microscopía de 

transmisión electrónica (TEM) y microscopía de escaneo electrónico (SEM), técnicas de 

fluorescencia (FRAP, de sus siglas recuperación de la fluorescencia luego del fotoblanqueo) y 

adquisición de tamaños (dispersión dinámica de luz, DLS), permiten acceder a esta información. 

Gradientes de difusión y cambios en la permeabilidad de las membranas pueden ser igualmente 

determinadas por ensayos de liberación de contenido interno y potencial Z. Si bien se han 

implementado técnicas para la determinación de cambios en la estructura de fases y propiedades 

reológicas de las membranas en vesículas lipídicas (Ej.: resonancia magnética nuclear de fósforo, 

31P-NMR), información de esta naturaleza es adquirida con mayor precisión por medio de diseños 

experimentales en monocapas de Langmuir o bicapas soportadas.42,43    
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I.3.2- Bicapas lipídicas soportadas (SLB) 

 

Probablemente este sistema sea más adecuado definirlo como estructuras lipídicas soportadas; 

dado que esta técnica hace alusión a los sistemas planares (monocapa o multicapa) formados sobre 

una superficie sólida, los cuales generalmente comprenden bicapas lipídicas sobre un sustrato 

sólido de naturaleza variada. La naturaleza de los soportes sólidos depende fundamentalmente de 

los métodos analíticos que se deseen usar: SPR (resonancia del plasmón superficial) requiere una 

capa delgada de un metal noble (oro, plata), técnicas ópticas requieren de superficies transparentes 

(sílica, cuarzo, vidrio) y AFM (microscopía de fuerza atómica) necesita de superficies 

“atómicamente planas” (mica, silicio, oro plano). El modelo de membranas de SLBs es usualmente 

implementado para estudiar la unión NP-membrana dado que algunos métodos sensibles a las 

superficies como los mencionados, pueden aportar información asociada a esta interacción. 

Cambios en la estructura, morfología y química de superficie de las SBLs luego de la interacción 

con drogas, sistemas transportadores, NPs, etc., pueden ser investigadas por difracción de rayos X 

(XRD), SEM, AFM, TEM, espectroscopía de fotoelectrones de rayos X (XPS), entre otras.42,52,53  

Las SLBs pueden formarse por diferentes metodologías, como lo son Langmuir-Blodgett (LB) 

o Langmuir-Schaefer (LS), o incluso también por fusión (spreading) de vesículas lipídicas.42 LB 

y LS son particularmente interesantes por la formación asimétrica de las SLBs a la que dan lugar.54 

La fusión de vesículas en un soporte sólido es un procedimiento más simple para preparar este tipo 

de modelos de membrana.55  

De manera general, en la técnica de LB, el sustrato es sumergido en la subfase previo a la 

formación de una monocapa de Langmuir en la interfase agua-aire de una balanza de Langmuir 

(dependiendo el tipo de deposición requerida, este proceso puede invertirse); la monocapa de 

Langmuir es luego transferida al sustrato sólido por medio de la elevación vertical del sustrato a 

través de la monocapa, a una presión lateral definida. En la técnica de LS, un sustrato hidrofóbico 

es posicionado de manera horizontal a la subfase; la monocapa es luego transferida sobre el 

sustrato hidrofóbico por medio del contacto directo del sustrato con la monocapa de Langmuir 

durante un período de tiempo determinado (30-60 s). La cantidad de capas que se depositen sobre 

el sustrato dependerán del número de ciclos de deposición que sean efectuados en cada una de 

estas técnicas. A modo de ejemplo, en la técnica de transferencia de LB dará lugar a la deposición 

de una monocapa molecular, luego de efectuar una única elevación del sustrato a través del film 
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de Langmuir. Por el contrario, un ciclo de elevación-descenso del sustrato a través de la monocapa 

en la interfase, permitirá la deposición de una bicapa lipídica sobre dicho sustrato. En metodologías 

de transferencia combinadas, la primera capa es transferida por la metodología de LB, y la segunda 

por LS.43 En la Figura I.1.7 se describen algunos de los procedimientos experimentales empleados 

para la obtención de bicapas soportadas por medio las técnicas de LB y LS.54    

 

 

Figura I.1.7- A- Deposición esquemática de una bicapa sólida soportada por el método de 

Langmuir-Blodgett (LB). (Izquierda) Luego de la inmersión del sustrato, el lípido es depositado 

sobre la interfase aire-agua y comprimido hacia la presión superficial deseada. (Centro) El sustrato 

es luego elevado verticalmente hacia la interfase aire-agua para la deposición de la capa interna. 

(Derecha) Para la deposición de una segunda capa (externa), el sustrato es sumergido nuevamente 

a través de la interfase. B- Método de Langmuir-Schaefer (LS) para la deposición horizontal de la 

capa externa, sobre una monocapa interna previamente soportada sobre el sustrato sólido. 

Adaptado de Kurniawan, J.; Ventrici De Souza, J. F.; Dang, A. T.; Liu, G. Y.; Kuhl, T. L. 

Preparation and Characterization of Solid-Supported Lipid Bilayers Formed by Langmuir-

Blodgett Deposition: A Tutorial. Langmuir 2018, 34 (51), 15622–15639.  

 

 

Numerosos modelos de membranas biomiméticos han sido desarrollados usando soportes 

sólidos con el fin de imitar la estructura de la membrana celular. Varios films poliméricos han sido 

empleados como “colchones” (cushions) para SLBs, como por ejemplo polietilenglicol (PEG), 
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celulosa y dextrano. Estos polímeros actúan como espaciadores y lubricantes entre la bicapa 

lipídica y el sustrato, asistiendo la auto-recuperación de defectos de membrana locales.56 También 

se incluyen dentro de los modelos biomiméticos, membranas lipídicas de bicapas híbridas y 

membranas lipídicas de bicapas unidas covalentemente o ”tethered bilayers”.57   

 

 

I.3.3- Monocapas de Langmuir 

 

Los films monomoleculares o monocapas de Langmuir, constituyen una de las plataformas más 

poderosas empleadas en el estudio de interfases fluidas dada la vasta información detallada a la 

que es posible acceder respecto de la biofísica de biomembranas y las interacciones 

intermoleculares en la interfase. Las características únicas de esta técnica se basan en tres aspectos 

principales: a) control preciso del área disponible por molécula en la interfase líquido/aire, b) una 

gran variedad de técnicas disponibles para la caracterización de los arreglos moleculares en la 

interfase, y c) simplicidad del modelo físico.58,59  

Básicamente, este sistema está compuesto por una monocapa de una dada molécula o mezclas 

de moléculas con actividad de superficie en la interfase líquido/aire. El procedimiento 

experimental usual para la formación de monocapas de Langmuir, es muy simple. Empleando una 

balanza de Langmuir, moléculas anfifílicas son depositadas sobre una superficie líquida mediante 

el cuidadoso sembrado (dispersión) de una cantidad definida de una solución de las moléculas 

tensoactivas, disueltas en un solvente orgánico. Luego de la evaporación del solvente orgánico (en 

escalas de tiempo del orden de minutos), las cabezas polares de las moléculas de surfactante 

permanecen en contacto con la subfase líquida, mientras que las cadenas hidrocarbonadas se 

orientan hacia el aire. Las monocapas de Langmuir son luego comprimidas por medio de barreras 

movibles. Los cambios en la tensión superficial que se producen en la interfase líquido/aire, son 

monitoreados por una microbalanza que posee una placa de Wilhelmy. Debido a que se conoce el 

número de moléculas depositadas en la interfase y se cuenta con un registro preciso del área y la 

presión correspondiente, es posible obtener una isoterma de Langmuir. En la isoterma de Langmuir 

se correlaciona la presión superficial (mN/m) en función del área molecular promedio 
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(Å2/partícula). Este estudio permite deducir información relevante sobre el comportamiento 

termodinámico y reológico de los films en la interfase.60 

Alternativamente, también es posible realizar experimentos para el estudio de la penetración de 

determinados anfifilos en la membrana lipídica. En ellos, la monocapa lipídica es normalmente 

comprimida hasta una presión superficial de 30 mN/m. A esta presión se postula que la densidad 

de empaquetamiento lipídico es similar a la que se encuentra presente en las membranas 

celulares.61 Sucesivamente, manteniendo constante el área del film lipídico, es posible registrar 

cambios en la presión superficial luego de la incorporación de moléculas bajo estudio (drogas, 

NPs, etc.) en el interior de la subfase.43,61  

También, empleando Microscopía de Ángulo de Brewster (BAM), es posible conocer y estudiar 

la topografía de los anfifilos en la interfase. Este método permite el estudio in situ de monocapas 

de Langmuir en la interfase fluida. La técnica en cuestión no requiere de sondas o la introducción 

de cualquier modificación a la muestra, por lo que uno puede asegurarse que la monocapa bajo 

investigación, se encuentra en su estado original.62  

Sistemáticamente, la balanza de Langmuir puede acoplarse a otros métodos complementarios 

como espectroscopía vibracional de generación de frecuencias aditivas (SFG), espectroscopía 

infrarroja de reflexión- absorción (IRRAS), difracción de rayos X de ángulo rasante (GIXD), y 

fluorescencia de rayos X de reflexión total, entre otras. La combinación de estos diferentes 

métodos permite realizar un extenso estudio mecanístico sobre las interacciones entre NPs y 

lípidos de membrana.42,63 
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I.4- PERSPECTIVAS 

 

El constante avance de la nanotecnología aplicada a la investigación, el diseño y la fabricación 

de nuevos dispositivos biomédicos, ha permitido el desarrollo conjunto de una plétora de 

metodologías para la síntesis de los nanomateriales y el estudio de las interacciones entre ellos, y 

los diferentes sistemas biológicos a los cuales son o serán expuestos. Conocer e interpretar 

racionalmente las distintas fuerzas que intervienen en la regulación del comportamiento de los 

sistemas biológicos frente a las nanopartículas, contribuirá de manera sistemática al diseño de 

nuevas estrategias para la fabricación de estas plataformas (NPs) tanto en términos de sus propias 

características fisicoquímicas, como en relación a su desempeño en la nanobiointerfase. Resulta 

importante señalar también, que el diseño controlado de las nanopartículas, no debe ser solo 

enfocado desde un punto de vista tecnológico, es decir, en pro de su aplicación biomédica final; 

sino también teniendo en cuenta los aspectos toxicológicos y ambientales en igual medida.   

Los estudios de interacción biofísica por medio de diferentes modelos de biomembranas, 

proveen una metodología de investigación simple y efectiva para el entendimiento del 

comportamiento de los lípidos de bicapa (principales constituyentes y mediadores de los procesos 

de membrana) y las nanopartículas (entre muchos sistemas de interés), en la nanobiointerfase y 

frente a barreras biológicas de naturaleza diversa. La versatilidad con la que cuentan los sistemas 

modelos de biomembranas permiten principalmente, variar la composición de la cual se 

constituyen los lípidos de membrana y las condiciones fisiológicas y ambientales a las cuales se 

llevará a cabo la medición de la interacción en presencia de los nanomateriales diseñados. 

Complementariamente, la gran cantidad de técnicas analíticas y de microscopía que es posible 

acoplar a cada uno de los modelos experimentales de biomembrana, permiten realizar una 

caracterización cuali- y cuantitativa completa y precisa, acerca de los procesos termodinámicos y 

morfológicos que tienen lugar durante la interacción NP-membrana.   
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I.5- OBJETIVOS GENERALES 

 

La presente tesis doctoral se centra en conocer las bases biofisicoquímicas de la interacción entre 

nanopartículas y biointerfases, con el fin de optimizar las propiedades y aplicaciones de las NPs 

para el desarrollo de sistemas con potencial aplicación en las ciencias biomédicas y la 

nanobiotecnología.  

Para ello, se combinan aportes interdisciplinarios de metodologías de síntesis orgánica, química 

supramolecular, biofisicoquímica, fisicoquímica y nanociencias. Por medio del empleo de 

diferentes modelos de membrana, se estudia la interacción nanopartículas/biointerfases frente a 

diferentes estímulos externos y se llevará a cabo una caracterización completa de esta interacción 

con metodologías específicas para cada sistema de nanopartícula diseñado.  

 

 

I.6- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

El desarrollo de esta tesis abarca tres objetivos específicos cuyo contenido se aborda en los 

siguientes capítulos. Estos objetivos han sido establecidos de la siguiente manera: 

• Sintetizar y caracterizar nanopartículas de plata y nanopartículas magnéticas 

funcionalizadas con ácido oleico. 

• Estudiar la interacción de nanopartículas de plata funcionalizadas con ácido oleico (AgNP-

OA) con films de Langmuir como modelos de biomembranas y evaluar el desempeño de 

estas nanopartículas como plataforma de acción biocida. 

• Evaluar la actividad fusogénica de nanopartículas magnéticas funcionalizadas con ácido 

oleico (MNP-OA) en dispersiones coloidales de liposomas y la regulación del proceso de 

fusión mediante campos magnéticos de intensidad variable. 
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CAPÍTULO II 

 

Síntesis y caracterización de nanopartículas de plata y 

nanopartículas magnéticas funcionalizadas con ácido oleico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMEN 

El presente capítulo abarca un breve marco teórico sobre las técnicas de síntesis y de 

caracterización empleadas en el diseño de nanopartículas con aplicaciones en las nanobiociencias. 

Posteriormente, se describen las metodologías sintéticas empleadas en la tesis para la obtención 

de las nanopartículas de plata y magnéticas funcionalizadas con ácido oleico, AgNP-OA y MNP-

OA respectivamente, estudiadas como potenciales plataformas para biomedicina. Adicionalmente, 

las diversas técnicas empleadas en la caracterización de las nanopartículas sintetizadas, resultaron 

esenciales a la hora de determinar la naturaleza de los nanomateriales obtenidos, lo cual dictamina 

sus interacciones con los diferentes modelos de membranas o sistemas transportadores a los cuales 

fueron enfrentados
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II.1- INTRODUCCIÓN 

 

II.1.1- Aspectos sintéticos de las nanopartículas de plata (AgNPs) y nanopartículas 

magnéticas (MNPs) para su empleo en el campo de las biociencias 

 

En la actualidad, los nanomateriales (NMs) se han convertido en un área de investigación activa 

y un sector tecno-económico en continua expansión en diversos campos de aplicación. Como fue 

descripto en el capítulo anterior, debido a la versatilidad con la que las propiedades físico-químicas 

de los NMs (ej. humectabilidad, punto de fusión de la red cristalina, conductividad térmica, 

actividad catalítica, propiedades ópticas, entre otros) pueden ser modificadas para ejercer una 

amplia variedad de propósitos, nuevas estrategias para el diseño controlado de estos materiales en 

torno a rutas sintéticas y métodos para el control del tamaño, forma y estructura, son continuamente 

investigadas. Dentro de los NMs más explorados y que probablemente puedan ser descriptos como 

pioneros en el campo de la nanotecnología, se encuentran las nanopartículas (NPs). Las NPs con 

núcleo o “core” de diferente composición son y continúan siendo la plataforma más empleada 

debido a sus propiedades únicas, fácil funcionalización y capacidad de inducir respuestas 

biológicas eficaces, en comparación con sus análogos de escalas mayores. Esta versatilidad que 

presentan las NPs sumada a la biocompatibilidad que puede lograrse y que se puede estudiar a 

través de ensayos in vitro e in vivo, han permitido su creciente implementación en el campo de las 

ciencias biomédicas donde las numerosas regulaciones existentes para la síntesis y posterior 

comercialización de productos con llegada factible a la sociedad, plantean severas barreras que 

pocos materiales de origen no-biológico han sido capaces de superar.1,2  

A lo largo de estas últimas décadas, un gran interés y substanciales esfuerzos en investigación 

se han dirigido a la evaluación biomédica y revalorización de nanopartículas metálicas derivadas 

de metales nobles tales como plata y oro, tal como se mencionó anteriormente, debido a sus 

propiedades químicas, físicas y biológicas específicas.  

En particular, un gran foco de atención se ha situado en la evaluación biomédica de las 

nanopartículas de plata (AgNPs), las cuales atrajeron la atención mundial en primera instancia, 

como agentes antimicrobianos no convencionales. Pese a que actualmente aún hay controversia en 

torno a la toxicidad y el comportamiento biológico in vivo, las AgNPs han sido empleadas por 
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largo tiempo como agentes antimicrobianos en la industria de la salud, cosmética, para el 

almacenamiento de alimentos, recubrimientos textiles y dentro de algunas aplicaciones 

ambientales.3–5 Como se profundizará en el capítulo III, estas nanopartículas son capaces de 

ejercer sus efectos antimicrobianos a través de diversos mecanismos. Las AgNPs pueden inducir 

muerte celular mediante disrupción directa de la pared celular, inactivación de enzimas de la 

cadena respiratoria y producción de especies reactivas del oxígeno (ROS), entre algunas de las 

vías más informadas. Además, existe gran cantidad de evidencia de que estas nanopartículas son 

capaces de liberar iones Ag+ conocidos por exhibir actividad antimicrobiana al interactuar con 

proteínas que contienen grupos tiol, debilitando las funciones de biomoléculas esenciales para el 

metabolismo vital de las bacterias.6,7   

En cuanto a los métodos reportados de obtención de las AgNPs, se han empleado de manera 

satisfactoria diversas metodologías gracias a la versatilidad intrínseca de los compuestos a base de 

plata y la plata metálica (Figura II.1.1). Métodos físicos de obtención, comprenden el empleo de 

energías externas (eléctrica y/o térmica, por ejemplo) para la producción de nanopartículas. Dentro 

de las técnicas físicas más empleada, se ha utilizado la deposición directa de nanopartículas de 

plata sobre sustratos sólidos, mediante métodos de spray de flama líquida (LFS) aplicados 

directamente sobre los precursores de síntesis inmovilizados en estos soportes.8 Otros autores han 

explorado rutas sonoquímicas que involucran el uso de ondas de ultrasonido para promover la 

formación de nanopartículas de tamaño controlado.9 Métodos de esta índole han sido extensamente 

evaluados ya que permiten una alternativa de síntesis de AgNPs mucho más ecológica que los 

métodos químicos convencionales, los cuales emplean usualmente reactivos y solventes orgánicos 

para reducir precursores de plata y formar las NPs.  

Las metodologías de obtención química, tienen su base en el método desarrollado por Turkevich 

et. al.10, en la cual la síntesis de las nanopartículas se realiza mediante la reducción de una sal de 

plata en solución acuosa, en presencia de citrato trisódico y borohidruro de sodio (NaBH4) como 

agente reductor. Esta vía representa un método sencillo para lograr la obtención de NPs empleando 

únicamente agitación en tiempos cortos y utilizando citrato como agente estabilizante.  

A pesar de la gran versatilidad que posee la síntesis de nanopartículas llevada a cabo mediante 

el método de Turkevich (fácil estabilización con surfactantes, biomoléculas de diversa naturaleza, 

etc.), esta ruta posee una importante desventaja que reside en el hecho de que no es posible obtener 

nanopartículas con tamaños monodispersos. La heterogeneidad de tamaños usualmente obtenidos 
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por medio de esta metodología hace necesaria la posterior utilización de diversos procedimientos 

extensos de purificación y selección de tamaños, con el objetivo de obtener nanopartículas de 

tamaños uniformes.11  

A los fines de sortear esta dificultad, diversos autores han planteado la obtención química de las 

AgNPs a través de rutas de descomposición térmica que permiten obtener estructuras de tamaños 

monodispersos, evitando el empleo de tiempos de reacción prolongados y, el uso de solventes 

orgánicos tóxicos y/o condiciones de reacción con altos costos energéticos.12,13 En esta estrategia 

sintética, en vez de utilizar la ruta tradicional que involucra el precursor de las sales de plata y el 

agente reductor en un solvente, se emplea una única fuente precursora en un solvente orgánico de 

alto punto de ebullición. Para estos fines, el trifluoroacetato de plata (CF3COOAg) representa una 

excelente elección, dado que puede ser fácilmente reducido térmicamente a plata metálica, a 

diferentes temperaturas (Esquema II.1.1).14 

 

 

Esquema II.1.1. Reacción de descomposición térmica del trifluoroacetato de plata (CF3COOAg). 

 

Lin et. al.15 informaron la síntesis de nanopartículas de plata monodispersas preparadas por 

reducción térmica de CF3COOH en presencia de ácido oleico como agente estabilizante y 

empleando éter isoamílico (solvente de alto punto de ebullición) como solvente de reacción. Este 

procedimiento llevado a cabo en atmósfera inerte (Ar) y a temperaturas moderadas (~160 °C), 

permite efectuar un control fácil y preciso del tamaño de las NPs, variando parámetros como los 

tiempos de reacción de la mezcla (30-180 minutos) y la relación molar surfactante/precursor. La 

versatilidad sintética que presenta este método de descomposición térmica, hace posible la 

eliminación de los procesos de selección de tamaños, lo cual podría ser importante no sólo para el 

estudio de los autoensamblados y las propiedades de las AgNPs, sino también para la producción 

a gran escala de estas nanopartículas.15 

Si bien los métodos químicos siguen siendo explotados por la versatilidad sintética que 

presentan, en la actualidad son diariamente exploradas nuevas estrategias para la obtención de NPs 

por medio de vías más verdes y funcionalidades más estables. En este aspecto, estrategias sintéticas 

que incorporan el uso de surfactantes bioactivos para la funcionalización de las nanopartículas 

presentan ventajas notables en comparación con los estabilizantes de uso común. El bromuro de 
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hexadeciltrimetilamonio (CTAB), es un surfactante catiónico que puede ser empleado como 

agente estabilizante en nanopartículas metálicas y cuya actividad biocida puede incrementarse de 

manera sinérgica, al coordinar este ligando con antibióticos bactericidas comerciales como 

estreptomicina.16 Metodologías de esta naturaleza no solo permiten obtener respuestas de actividad 

antibacteriana eficaces, sino que también el desarrollo experimental empleando agua como 

solvente de reacción a temperatura ambiente, reduce el empleo de reactivos o cosolventes nocivos 

para la salud y el medioambiente.16  

 

 

Figura II.1.1. Algunos ejemplos importantes de métodos químicos, físicos y bio-sustentables de 

preparación de nanopartículas metálicas. Adaptado de Thota, S; Crans, D. C. Metal Nanoparticles: 

Synthesis and Applications in Pharmaceutical Sciences. Ed. Wiley-VCH. Weinheim, Germany. 

2018. 

 

 

  Los esfuerzos dedicados en torno a la reducción de componentes contaminantes en la 

fabricación de nanomateriales para la industria biomédica han permitido variar ampliamente las 

rutas sintéticas para la obtención de NPs. Con este objetivo, se han explorado métodos de 

obtención biológicos en los cuales bacterias, hongos o extractos vegetales, entre otros, son 

empleados como reductores, o bien aportan agentes reductores y estabilizantes en la producción 

de nanopartículas. Adicionalmente, gran cantidad de los métodos biológicos de síntesis involucran 
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tratamientos hidrotérmicos (agua ultrapurificada como solvente de reacción) a temperaturas entre 

25 y 80°C, y tiempos de reacción que varían de 30 min a 1 h, con lo cual no sólo la toxicidad sino 

el costo energético, son considerablemente reducidos.17,18 Muchos de estos sistemas de 

nanopartículas sintetizadas por vías verdes presentan enormes ventajas relacionadas a su actividad 

biocida, biocompatibilidad y biodisponibilidad. Sin embargo, una desventaja que tienen asociada, 

es el poco conocimiento acerca de las especies que resultan unidas al núcleo de las NPs las cuales 

resultan difíciles de identificar en términos de caracterización y optimización de estos sistemas. Es 

sabido que los extractos vegetales contienen una gran variedad de polioles, péptidos cíclicos, 

ácidos sórbico, ascórbico, retinoico, etc., que pueden fácilmente unirse al núcleo de las NPs. Si 

bien el aislamiento previo de determinadas moléculas para ser utilizadas posteriormente como 

ligandos en la funcionalización de las NPs representaría en principio una estrategia válida, en 

muchos casos esto conlleva a la obtención de sistemas menos estables o con una marcada 

reducción en la actividad biocida. Recientemente, Liu et. al. lograron la síntesis de AgNPs 

estabilizadas con inulina nativa, polisacárido que se encuentra en frutas y vegetales, acercándose 

un poco más a la biosíntesis con principios activos aislados. Los autores demostraron que estas 

nanopartículas no sólo son capaces de ejercer actividad biocida contra S. aureus y E. coli, sino que 

también se desempeñan eficientemente como catalizadores en la reducción de 4-nitrofenol, lo cual 

les podría permitir a futuro, alcanzar aplicaciones en degradación de contaminantes.19 

Entre otras de las plataformas más estudiadas en la actualidad como NMs aptos para uso medicinal, 

se encuentran las nanopartículas magnéticas (MNPs). Particularmente, las nanopartículas de 

magnetita (Fe3O4), cuya composición radica en una mezcla de óxidos de hierro (II) y (III), 

presentan propiedades físicas, mecánicas, térmicas y químicas que les otorgan un gran potencial 

para aplicaciones biomédicas. Dentro de las nanopartículas magnéticas de óxidos de hierro, las 

conocidas bajo el nombre de SPIONs (“Superparamagnetic iron oxide nanoparticles”), presentan 

características superparamagnéticas que les confieren una respuesta dinámica ante la aplicación de 

campos magnéticos externos (calentamiento, vectorización, ultrasonido, etc.), y la ausencia de 

magnetización permanente ante el cese de campos magnéticos aplicados. Esta respuesta variable 

les otorga la propiedad única de poder ser direccionadas hacia determinados blancos o “targets” 

en diversas aplicaciones nanobiotecnológicas, o adquirir movimientos que les permiten generar 

calentamiento local.20  
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De manera general, el carácter superparamagnético, está regido por condiciones de contorno de 

tamaño finito, conocidas como límite de dominio único (single-domain) y límite 

superparamagnético. En partículas magnéticas grandes o ferromagnéticas, existe una estructura 

de multidominios, donde regiones de magnetización uniforme (dominios) son separadas por 

paredes. La formación de estos dominios está determinada por un balance entre la energía 

magnetostática (ΔEMS) que se incrementa proporcionalmente con el volumen de los materiales, y 

la energía pared-dominio (Edw) que se incrementa proporcionalmente al área interfacial entre 

dominios. Cuando el tamaño de la partícula es reducido a unas décimas de nanómetro, el costo 

energético para la creación de dominios es demasiado alto y el material en cuestión adquiere un 

estado de dominio único. La condición de contorno de límite de dominio único se esquematiza en 

la Figura II.1.2.  

 

Figura II.1.2. Comportamiento de magnetización de nanopartículas ferromagnéticas y 

superparamagnéticas bajo la aplicación de un campo magnético externo. En la imagen puede 

apreciarse cómo la configuración de dominios magnéticos, cambia en función del tamaño de 

partícula. Adaptado de Marathe, K.; Doshi, P. Magnetic Nanoparticles: Preparation, Physical 

Properties, and Applications in Biomedicine. Nanoscale Res. Lett. 2012, 7, 1–13.   
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El diámetro crítico para una partícula esférica, DC, por debajo del cual se alcanza la condición 

de dominio único, se obtiene cuando ΔEMS= Edw, lo cual implica que: 

 

                                                𝐷𝐶 ≈ 18
√𝐴 𝐾𝑒𝑓𝑓

𝜇0𝑀2                                               (II.1.1) 

Donde A es la constante de intercambio, Keff es la constante de anisotropía, μ0 es la permeabilidad 

en el vacío, y M, la magnetización de saturación. Así, una partícula con un único dominio, se 

encuentra uniformemente magnetizada con todos los spines alineados en una misma dirección. La 

magnetización podrá ser revertida por rotación de spin ya que no hay paredes dominio que deban 

desplazarse, lo cual produce una disminución drástica de la coercitividad (resistencia de un 

material ferromagnético a ser desimantado) del sistema. En consecuencia, la desmagnetización de 

las partículas no requerirá ejercer un trabajo adicional. La evidencia experimental indica que se 

obtienen NPs de dominio único, cuando el tamaño de las nanopartículas se encuentra en un rango 

de entre 10-20 nm.  

El segundo fenómeno importante que tiene lugar en las nanopartículas magnéticas, es el límite 

superparamagnético. Esta condición opera para nanopartículas de dominio único perfectamente 

aisladas, y define los valores de energía de anisotropía magnética que establecen los límites para 

el salto de un estado de magnetización a otro (barreras energéticas de magnetización). La energía 

de anisotropía magnética por partícula que es responsable de mantener la magnetización a lo largo 

de una determinada dirección, puede ser expresada según la ecuación II.1.2, donde V es el volumen 

de la partícula, Keff la constante de anisotropía y θ, el ángulo entre la magnetización y el eje fácil 

(dirección preferencial de la magnetización total del sistema) 

 

𝐸(𝜃) = 𝐾𝑒𝑓𝑓𝑉 sin2 𝜃 (II.1.2) 

La barrera de energía KeffV separa dos direcciones fáciles de magnetización con energías 

equivalentes. Con la disminución del tamaño de partícula, la energía térmica excede la barrera de 

energía (kbT>KeffV), y la magnetización es fácilmente invertida. Por lo tanto, el sistema se 

comporta como un paramagneto bajo estas condiciones. Si se hace una analogía con átomos 

paramagnéticos, en lugar de momentos magnéticos atómicos individuales, ahora existe un único 

momento magnético gigante (súper) dentro de cada partícula. Este sistema es definido ahora como 

superparamagnético. Su curva de magnetización denotará ausencia de histéresis y una coercividad 
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nula, siendo capaz de responder activamente ante campos magnéticos externos y cesar su respuesta 

ante la remoción del mismo. Cabe aclarar que, al igual que en la condición de dominio único, 

también existe una temperatura determinada para estos materiales, por debajo de la cual el sistema 

perdería su condición de superparamagnétismo. Esta temperatura es denominada temperatura de 

bloqueo (TB), y depende también de la constante de anisotropía, el tamaño de las partículas, el 

campo magnético aplicado, y los tiempos experimentales de medición, como se discutirá en 

secciones posteriores. 

La gran importancia que han adquirido las nanopartículas magnéticas se debe precisamente a 

esta capacidad de direccionalidad, control en el encendido/apagado ante la aplicación de campos 

y modificación de las propiedades magnéticas, sumado a la versatilidad de funcionalidades que 

puede ser impartida en la superficie. Además, muchas MNPs, especialmente las de óxidos de 

hierro, presentan baja toxicidad por lo cual son investigadas para su empleo en campos como la  

reparación de tejidos, terapia y/o diagnóstico dirigido (transporte de fármacos) y resonancia 

magnética de imágenes entre muchas otras.21,22   

Las nanopartículas magnéticas han buscado ser sintetizadas desde entonces por diferentes vías 

con el fin de lograr un mejor grado en control de la forma, tamaño, estabilidad y monodispersidad, 

los cuales representan factores que tendrán un impacto directo en sus propiedades físicas finales. 

Entre los métodos más empleados, la coprecipitación representa una vía fácil y conveniente para 

la síntesis de nanopartículas de magnetita (Fe3O4) o maghemita (γ-Fe2O3), a partir de soluciones 

salinas de Fe2+/Fe3+ y por adición de una base bajo atmósfera inerte a temperatura ambiente o 

elevada. El tamaño y la forma de estas NPs de óxido de hierro depende del tipo de sal usada 

(cloruros, sulfatos, nitratos, percloratos, etc.), la relación entre iones férrico/ferroso, temperatura 

de reacción, pH, fuerza iónica y demás parámetros de reacción.23 El método de coprecipitación 

permite obtener NMs cuya magnetización (MS) varía entre 30-80 emu g-1 , siendo estos valores, 

menores a los que presenta el Fe3O4 como material macroscópico (100 emu g-1); aún así los NMs 

obtenidos por estas vías continúan presentando valores que indican que las configuraciones iónicas 

permanecen inalteradas.23 Si bien las NPs obtenidas por la vía de coprecipitación presentan un alto 

grado de polidispersidad, se ha podido lograr con el tiempo y experiencia un buen control del 

tamaño y la estabilización con surfactantes de naturaleza química variada.23,24  

En contraste con los protocolos más conocidos, los cuales continúan empleando el método de la 

coprecipitación, los métodos de síntesis a altas temperaturas: hidrotérmico y descomposición 
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térmica, han atraído considerablemente la atención de muchos grupos de investigación. Estos 

métodos tienen un gran potencial en cuanto a que ofrecen un mejor control del tamaño, la forma y 

la capacidad de modificación o “sintonizado” de las propiedades magnéticas.22 Como se mencionó 

anteriormente en comparación con vías de síntesis de Turkevich, los métodos de descomposición 

térmica para la síntesis de nanopartículas magnéticas permiten obtener MNPs monodispersas (~20-

25 nm) que cuentan además con altos valores de Ms, y que no pueden ser preparadas por 

coprecipitación. Cualquiera sea el método de síntesis, para prevenir la agregación y coalescencia 

de los núcleos magnéticos, se utilizan ligandos como ácido oleico, oleilamina ó trioctilfosfina que 

permiten la pasivación de la superficie de las partículas.21 Entre algunos de los ejemplos 

interesantes a destacar, Sun y Zeng reportaron un método de descomposición térmica para la 

síntesis de nanopartículas magnéticas monodispersas en el que se puede controlar el tamaño, 

basadas en una reacción de Fe(acac)3 (acac= acetil-acetonato) a altas temperaturas (265°C) en fenil 

éter en presencia de alcohol, ácido oleico y oleilamina. Este proceso no requirió un procedimiento 

de selección de tamaños para alcanzar un alto grado de monodispersidad y puede ser fácilmente 

escalable para su producción en masa.25 Por otra parte, si bien existe un incremento en la 

polidispersidad final de las MNPs obtenidas con respecto a la descomposición térmica, los 

métodos hidrotérmicos resultan ambientalmente benignos dado que emplean menores 

temperaturas y soluciones menos tóxicas, además de requerir el uso de reactivos menos costosos. 

Lebedev et al. implementaron esta metodología para la síntesis de MNPs hidrofóbicas partiendo 

de cloruros de Fe (II) y (III), hidróxido de amonio como agente de precipitación y oleato de sodio 

como fuente de ligandos oleato para su estabilización. Los autores demostraron que esta vía 

procedimental permite un amplio control sobre las Ms resultantes en nanopartículas de Fe3O4 

superparamagnéticas de tamaño y cristalinidad fácilmente regulables.26  

De igual modo que las AgNPs, las MNPs han sido constantemente investigadas para el desarrollo 

de dispositivos biomédicos, y pese a que no existe aún un marcado impacto en el mercado para la 

gran mayoría de las aplicaciones planteadas, es posible encontrar muchos ejemplos de productos 

basados en dispersiones de NPs solubles en agua para el área biomédica.27 Las MNPs de Fe3O4, 

en particular las SPIONs, continúan siendo la plataforma más estudiada debido sus características 

físico-químicas intrínsecas de: (1) biocompatibilidad, (2) alta magnetización con coercividad cero 

y remanencia despreciable (ausencia de magnetización remanente al remover el campo magnético 

aplicado), lo cual permite evadir la agregación y “clustering” de partículas, siendo fáciles de guiar 
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en aplicaciones como transporte de fármacos y extremadamente fáciles de separar durante etapas 

y/o aplicaciones sintéticas; y (3), propiedades fisicoquímicas modificables (distribución de 

partículas, magnetización de saturación).28  

 

 

II.1.2- Ligandos biocompatibles para la funcionalización de nanopartículas de interés 

biomédico 

 

Tal como se discutió en secciones previas, la diversidad y versatilidad de los diferentes métodos 

sintéticos de nanopartículas, permiten modificar la química de superficie de las mismas y así, sus 

propiedades fisicoquímicas, lo que les permite adaptarse a sistemas celulares y biomoleculares. 

Esto ha confluido en un gran atractivo para la fabricación de dispositivos con aplicaciones 

terapéuticas y de diagnóstico. El empleo de estos nanomateriales en biomedicina requiere de una 

interacción controlada con las biomoléculas, para lo cual es necesario considerar en su diseño, no 

solamente la biocompatibilidad, sino también la multiplicidad de interacciones preponderantes en 

medios biológicos complejos. Así, distintos sistemas de nanopartículas pueden ser modificados 

para lograr diferentes propósitos tales como una alta capacidad de carga de fármaco, y una mayor 

estabilidad y durabilidad dentro del sistema circulatorio. En ocasiones, es necesario también lograr 

un incremento en la capacidad de internalizarse en células, un mayor efecto de señalización, o 

incluso, no-señalización a los fines de evitar la detección por parte de macrófagos del sistema 

retículo-endotelial (respuesta inmune) que evitan que la nanopartícula alcance un determinado 

blanco (efecto “stealth”).29 Por medio de diferentes estrategias se ha logrado impartir 

multiplicidad de funcionalidades a nanopartículas con núcleos de diferente composición a través 

de moléculas pequeñas, surfactantes, dendrímeros, polímeros y biomoléculas entre otros, los 

cuales ya forman parte de numerosos reportes como ligandos bio-activos con fines terapéuticos 

(Figura II.1.3).30–35 
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Figura II.1.3. Diagrama de funcionalización superficial de nanopartículas. Izquierda: 

nanopartícula original. Derecha: nanopartícula con funcionalización superficial que permite la 

unión de una amplia variedad de moléculas vectores. Adaptado de Hurst, M.; DeLong, R. Spectral 

Signature Analysis of Surface Functionalized Nanoparticles. Mol. Devices 2016.  

 

 

Las nanopartículas pueden ser funcionalizadas con determinado tipo de ligandos orgánicos y/o 

biológicos, con el fin de obtener una sinergia en sus propiedades bio-activas. En el caso de las 

AgNPs, a fin de reducir su toxicidad sin modificar su capacidad biocida (ejercida por mecanismos 

como los mencionados en la sección II.1.1), numerosas metodologías en torno a una adecuada 

funcionalización de superficie, han sido ensayadas. Así, por ejemplo, se ha estudiado que la 

funcionalización de las AgNPs con biomoléculas como carbohidratos (galactosa, manosa, etc.) 

logran una importante disminución en la toxicidad de las NPs en lo que respecta a células 

neuronales y hepatocitos. Esta bio-funcionalización logra además una importante mejora en la 

captación celular en comparación con otros ligandos de uso convencional como citrato o 

etilenglicol.36 Muchos autores sugieren que resulta difícil predecir que parte de la toxicidad de las 

AgNPs es causada por iones Ag+, y que parte puede realmente atribuirse a la “nano-forma” del 

material.37 Experimentos de inducción de carbonilación en proteínas, han demostrado que la 

respuesta al estrés oxidativo que presentan las AgNPs por formación de especies reactivas del 

oxígeno (ROS), depende en gran medida de la funcionalidad impartida (carbohidrato, citrato, 

etilenglicol, etc.). De igual modo, tanto la densidad final de carga como el balance 

hidrofóbico/hidrofílico de las AgNPs, tendrán influencia en el comportamiento biofísico frente a 

membranas biológicas.36 Otros estudios han hecho hincapié en el empleo de ligandos tiol para 
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lograr efectos interesantes en la modulación de la actividad citotóxica. Borowik et. al.38 

demostraron que AgNPs funcionalizadas con ácido 11-mercaptoundecanoico son capaces de 

modular la toxicidad de determinados mutágenos, aumentando la viabilidad de células tratadas con 

esta nanopartícula.38 Estudios llevados a cabo en monocapas de Langmuir empleando un 

fosfolípido 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) como modelo de biomembrana, 

demostraron que AgNPs funcionalizadas con ácido 4-mercaptobenzoico (MBA) presentan una 

mayor adsorción e interacción con la monocapa en comparación con nanopartículas citratadas. 

Pese a que ambas funcionalizaciones (citrato y MBA) le confieren una carga neta negativa a las 

AgNPs, las diferencias en cuanto a la efectividad para interaccionar, son debidas a una sinergia 

entre la interacción electrostática de los grupos cargados y las interacciones hidrofóbicas que se 

establecen entre los anillos aromáticos de MBA y las cadenas hidrocarbonadas del fosfolípido.39 

Similares funcionalidades han sido empleadas en nanopartículas de Fe3O4. Como se detalló 

anteriormente, las MNPs poseen excelente biocompatibilidad y sus características de 

superparamagnetismo les confieren un gran número de utilidades en el campo de las terapias 

vectorizadas en las cuales determinadas biomoléculas pueden ser unidas a la superficie de las NPs 

y finalmente liberadas en el sitio de acción.40 Dentro del campo de la resonancia magnética de 

imágenes (MRI), se ha comprobado que MNPs con distinto tipo de recubrimiento superficial 

producen alteraciones en los tiempos de relajación T1 y T2, incrementando notoriamente la calidad 

de la imagen obtenida.41 Las nanopartículas de óxidos de hierro son fácilmente degradadas en el 

cuerpo e incorporadas a las reservas de hierro del mismo, o bien empleadas en otros procesos 

metabólicos. Sus altos valores de magnetización permiten una fácil regulación en la relación de 

los tiempos de relajación que se necesitan para que sean empleadas efectivamente como agentes 

de contraste, por medio de la variación del tamaño, estado superficial y composición de las 

partículas. De manera general, efectos de incremento de contraste en agentes tipo T1 (aumento en 

tiempos de relajación de spin electrónico) son logrados al disminuir el tamaño de las 

nanopartículas a diámetros de entre 1,8 y 3 nm, mientras que tamaños de entre 4 y 12 nm logran 

un efecto de mejora en contraste para agentes tipo T2. En lo respectivo a la composición del 

material que las estabiliza, es necesario contar con una funcionalidad y grado de cobertura tales, 

que permitan evitar la aglomeración de las MNPs sin alterar o reducir las propiedades magnéticas 

de las mismas. Ligandos sensibles al pH externo influencian en igual magnitud el equilibrio entre 

tiempos de relajación, por lo que sus características fisicoquímicas deben ser tenidas en cuenta no 



TESIS DOCTORAL – Lic. Martín E. Villanueva 

46 
 

solo para su interacción frente a membranas biológicas sino también en pos de lograr una relajación 

efectiva en los núcleos activos en resonancia magnética, presentes en el medio (tejido u órgano 

diana).41 

Moléculas surfactantes pequeñas son comúnmente utilizadas para la funcionalización de 

nanopartículas de óxido de hierro.42 Entre los ligandos biocompatibles más versátiles, los ácidos 

grasos pueden ser fácilmente empleados como agentes estabilizantes en diferentes medios.34 La 

funcionalización de NPs mediante ácidos grasos puede diseñarse para conferirles características 

hidrofílicas o hidrofóbicas, las cuales pueden lograrse aplicando diferentes métodos de 

purificación. Así, por ejemplo, las NPs hidrofílicas estabilizadas por ácidos grasos cuentan con 

una doble capa, en donde el grupo COO- de la capa más externa del estabilizante se expone al 

medio. En la configuración de una única capa de ácido graso que estabiliza a las NPs, las cadenas 

hidrocarbonadas quedan expuestas, otorgando propiedades hidrofóbicas.  

El ácido oleico (OA) ha sido reportado como uno de los ácidos grasos más empleados en 

estabilización de nanopartículas.43–45 En consonancia con las propiedades mencionadas para este 

tipo de ligandos, metodologías de funcionalización a través de la formación de una monocapa de 

OA conjugada al núcleo magnético, les otorga una gran estabilidad coloidal en solventes orgánicos 

donde las cadenas hidrocarbonadas del lípido quedan expuestas hacia el medio externo.43,46 Por 

otro lado, en la configuración de doble capa, los grupos COO- polarizables del OA, quedan 

expuestos en la superficie de las nanopartículas, confiriéndoles una buena dispersabilidad en agua 

y demás medios acuosos.47 En ambos casos, esta unión estable resulta en la obtención de 

nanopartículas con un alto grado de monodispersidad, baja toxicidad y alta actividad in vitro, 

manteniendo al mismo tiempo, una respuesta magnética eficiente.42,44  

La naturaleza hidrofóbica de las nanopartículas también puede modificarse a hidrofílica por 

medio de metodologías que pueden abarcar desde funcionalización con polímeros e intercambio 

de ligando hasta oxidación de ácidos grasos en la superficie de las mismas.29 Cualquiera sea el 

método implementado, es necesario considerar también la viabilidad del proceso global en la 

fabricación de estos materiales, la cual se entiende en un contexto donde no solo el destino final 

de las nanopartículas en el organismo vivo (aspecto principal) importa, sino también la no-

toxicidad para el medioambiente que las metodologías necesarias para su síntesis presenten. Si 

bien el desarrollo de rutas sintéticas que involucren alternativas más “verdes” (Ej., reactivos y 

solventes menos tóxicos, condiciones de reacción menos extremas) impacta directamente en la 
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creación de estas nuevas tecnologías enfocadas a terapias de diagnóstico, las mismas representan 

también avances importantes para la fabricación de nanomateriales con aplicaciones en múltiples 

campos de la ciencia.  

 

II.1.3- Caracterización de nanopartículas 

 

Los nanomateriales imponen un gran desafío en materia de técnicas de caracterización. La 

caracterización implica un factor determinante a la hora de validar sus propiedades, la 

reproducibilidad en la síntesis, y su comportamiento frente a las moléculas del medio en el cual se 

encuentran. Una caracterización incompleta debida a la falta de experticia, instrumentación o 

simple desconocimiento de los aspectos fisicoquímicos del sistema, limita en igual medida el 

desarrollo y entendimiento de los nuevos materiales. De manera general, dentro del campo de las 

nanopartículas, algunos de los desafíos más comunes radican en la medida en que las 

características del sistema se ven modificadas conforme cambian los arreglos estructurales y 

conformacionales entre las partículas interactuantes. Así las propiedades de estos sistemas pueden 

verse modificadas en mayor o menor medida, dependiendo de si las nanopartículas se comportan 

como entidades individuales en el seno de una dispersión (bulk) o adquieren una estructuración en 

superficies o “capas”, donde otro tipo de interacciones (electrostáticas, iónicas, hidrofóbicas, etc.) 

les permiten adoptar características absolutamente distintas o sinérgicas con respecto al material 

inicial. El dinamismo característico de las NPs, también las hace propensas a experimentar 

cambios en el tiempo y acorde al ambiente en el que se encuentran; las partículas se aglomeran, 

disuelven, pueden ser foto o termo-sensibles, adsorber moléculas del entorno, etc., lo cual pone en 

riesgo la fiabilidad de los resultados en términos de respuesta experimental en función de las 

características del sistema.48,49 Es por ello que, a lo largo del transcurso de la innovación en 

nanotecnología, se han perfeccionado una amplia gama de metodologías precisas capaces de 

realizar análisis de caracterización cada vez más específicos dependiendo del nanomaterial y tipo 

de interacción que se desee estudiar. Algunos parámetros que deben ser evaluados se muestran en 

la Figura II.1.4.  
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Figura II.1.4. Parámetros y propiedades de las nanopartículas que pueden ser estudiados a través 

de las diferentes técnicas de caracterización. Adaptado de Hassellöv, M.; Kaegi, R. Analysis and 

Characterization of Manufactured Nanoparticles in Aquatic Environments. Lead, J. R., Smith, E. 

Ed. Wiley. Weinheim, Germany. 2009. 

 

Técnicas como la Microscopía de Transmisión Electrónica (TEM) y Microscopía de Barrido 

Electrónico (SEM) permiten llevar a cabo estudios completos para la determinación de la 

estructura y el tamaño de las nanopartículas. La relación área superficial/volumen de las 

nanopartículas tiene una gran influencia en el desempeño y las propiedades de las mismas, por lo 

cual se emplean comúnmente técnicas de determinación de área superficial por medio de modelos 

de isotermas de adsorción de gases como BET (Brunauer–Emmett–Teller) o Langmuir. La 

espectroscopía de fotoelectrones de rayos X (XPS) resulta una de las técnicas más empleadas en 

la actualidad ya que permite conocer información acerca de la composición elemental superficial 

de los nanomateriales y realizar un análisis detallado de cada átomo que los compone, estados de 

oxidación, formación de nuevos enlaces o adsorción de especies. La estructura de red cristalina en 

un sólido nanoparticulado puede determinarse por medio de espectroscopía de difracción de rayos 

X de polvo (p-XRD) obteniéndose también información relevante acerca de alteraciones en la 

estructura de planos cristalinos y grado de cristalinidad.2  

A continuación, se describen brevemente algunas de las técnicas de caracterización de 

nanopartículas que fueron empleadas a lo largo de esta tesis. El empleo de estas metodologías 
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permitió obtener un alto grado de certeza en cuanto a las propiedades fisicoquímicas que presentan 

las AgNP-OA y MNP-OA estudiadas. El conocimiento de estas propiedades permitió establecer 

relaciones estructura-respuesta, en base al comportamiento que evidenciaron estas NPs, durante su 

interacción con las biomoléculas y los modelos de biomembranas a las cuales fueron expuestas. 

 

 

• Efectos de plasmón superficial en nanopartículas metálicas. Espectrofotometría UV-

Visible 

Como fue mencionado en el capítulo anterior, la nanofotónica no sólo permite el diseño de 

diversas aplicaciones para los NMs, como biosensores, SERS, etc. sino que es, primeramente, una 

de las herramientas más utilizadas en la caracterización de nanopartículas metálicas.  

Dado que un gran número de átomos, en relación al número total, se encuentran en la superficie 

de las NPs, los electrones de átomos externos forman una nube o “gas” de electrones en continua 

interacción. Cuando la luz (radiación electromagnética) incide sobre las nanopartículas, su campo 

eléctrico perturba esta nube electrónica y los electrones en cuestión son excitados hacia la banda 

de conducción (CB). En partículas pequeñas (r<<λ), esto crea una separación de cargas de 

superficie denominada resonancia de dipolo. El momento dipolar por unidad de volumen se 

conoce como polarización (Figura II.1.5 A). La oscilación dipolar de todos los electrones, tendrá 

la misma fase, y cuando la frecuencia del campo electromagnético entra en resonancia con el 

movimiento coherente de los electrones de superficie, ocurre una fuerte absorción en el espectro 

óptico. Esta condición de resonancia, se conoce como Localized Surface Plasmon Resonance 

(LSPR). La frecuencia y el ancho de la banda de absorción del LSPR, depende del tamaño y la 

forma de las nanopartículas metálicas, la constante dieléctrica del metal que constituye a las 

partículas y la constante dieléctrica del medio que las rodea. De esta manera, es posible adquirir 

conocimiento acerca de la morfología y dispersión de tamaños de las nanopartículas metálicas 

basándonos en las características de la o las bandas de plasmón superficial.50  

Existen múltiples procesos de pérdida de energía cuando las NPs son irradiadas: absorción, 

radiation damping, efectos de retardación, depolarización dinámica, etc., los cuales dan lugar al 

espectro de extinción del sistema. Sin embargo, bajo condiciones de contorno expresadas 

anteriormente, en las que el tamaño de las nanopartículas se considera mucho menor a la longitud 
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de onda de irradiación, solo la resonancia dipolar del plasmón contribuye a la respuesta óptica y 

podemos considerar al espectro de extinción, dominado por el fenómeno de absorción. Para 

partículas grandes (ej.: agregados de NPs), la luz no es capaz de polarizar las nanopartículas de 

manera homogénea, y efectos de retardación dan lugar a fenómenos de excitación de modos de 

orden mayor o multipolos. Así, múltiples resonancias son generadas, dando lugar a un perfil de 

extinción ancho o picos adicionales localizados a energías más bajas (red-shift) en el espectro de 

extinción. Para partículas no-esféricas, el campo eléctrico inducido por el plasmón superficial, no 

se distribuye uniformemente en la superficie de las estructuras (ej.: nanotubos, nanocables). En 

consecuencia, el plasmón superficial puede constar de múltiples bandas (oscilación de los 

electrones en diferentes direcciones) con anchos a media altura (FMHW) variados, los cuales dan 

idea de cuan rápidos son los procesos de dispersión de energía de los electrones51, e incluso a 

distancias diferentes dependiendo de la relación de aspecto de la estructura (ej. Dimensión 

perpendicular vs. Longitudinal, Figura II.1.5 B). La modificación del perfil de la banda de LSPR 

también puede evidenciar cambios en la estructura de las nanopartículas metálicas como resultado 

de un determinado tratamiento o interacción posterior con otras moléculas del entorno. De igual 

modo, puede servir como parámetro para el estudio de la estabilidad de las NPs con el tiempo y la 

temperatura, su incidencia en procesos de aglomeración o coalescencia, o bien ante determinados 

estímulos externos.  
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Figura II.1.5.A- Oscilaciones periódicas de la nube de electrones de superficie en las NPs, 

inducidas por el campo EM de la radiación incidente. A la derecha se muestra la polarización de 

los electrones del metal. B- Variación de la banda del plasmón superficial dependiendo de la 

relación de aspecto (R=L/b) de la nanopartícula. En el caso de NPs esféricas, al ser isotrópicas y 

poseer dimensiones uniformes (R=1), el plasmón mostrará un único pico de absorción (línea de 

puntos). Por otro lado, en el caso de una nanopartícula anisotrópica como un nanotubo (R≠1), la 

banda de absorción del plasmón de superficie evidenciará dos picos correspondientes a los modos 

de oscilación transversal y longitudinal. Adaptado de Hornyak, G. L., Moore, J. J., Tibbals, H. F., 

Dutta, J. Fundamentals of Nanotechnology; CRC Press: Washington, USA, 2009.  
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• Tipo y grado de funcionalización: Espectroscopía Infrarroja de Transformada de Fourier 

(FT-IR) y Análisis Termogravimétrico (TGA) 

 

La espectroscopía FT-IR permite obtener información valiosa acerca de los diferentes grupos 

funcionales que pueden estar presentes en diferentes tipos de nanopartículas con núcleos de diversa 

constitución, por medio de la medición de las frecuencias vibracionales de los enlaces químicos 

involucrados. Con la información obtenida por esta técnica se pueden conocer, por ejemplo, los 

grupos funcionales coordinados a la superficie de las NPs. Esta información puede utilizarse para 

realizar análisis tanto cualitativos, sobre la estructura y las conformaciones de las moléculas, como 

cuantitativos teniendo en cuenta relaciones de bandas e identidades de cada uno de ellos. Los 

métodos más comunes para la medición por espectroscopía FT-IR consisten en transmitancia y 

reflectancia total atenuada (ATR). Dado que el arreglo experimental empleado en el modo de 

transmitancia posee una gran sensibilidad gracias a la baja relación señal/ruido con el que las 

muestras pueden ser analizadas, este constituye el método de mayor uso en el análisis de 

materiales. Bajo esta metodología pueden medirse muestras sólidas, líquidas o gaseosas. Las 

muestras sólidas de nanopartículas secas son usualmente molidas con un mortero convencional, 

junto con una proporción de un haluro de metal alcalino, usualmente KBr. Estos haluros poseen 

propiedades de flujo en frío, por lo que cuando son pulverizados y luego sometidos a altas 

presiones (~1000 kg/cm2, paso posterior), el mismo presenta propiedades transparentes o 

translúcidas como el vidrio. La muestra es compactada en una pastilla y colocada en la celda 

correspondiente. El arreglo óptico de la instrumentación para FT-IR, permite la irradiación 

homogénea de la mezcla con la energía necesaria. Pese a la practicidad de esta metodología en el 

análisis de rutina, las técnicas de microscopía FT-IR han avanzado progresivamente hasta 

convertirse en la opción de preferencia en el análisis de NMs. Esta técnica permite obtener 

información espectral espacial y química de manera simultánea. En este caso la muestra puede no 

requerir preparación previa ya que se deposita en forma de polvo sobre la platina del microscopio 

para su análisis directo. Una vez allí, la radiación IR puede concentrarse para obtener espectros en 

modo de transmitancia o ATR, según se desee, mucho más precisos.52  

En términos de funcionalidades químicas, FT-IR puede emplearse para determinar tanto el tipo 

de ligando presente en la superficie como la configuración del enlace existente entre el ligando y 

el núcleo de las NPs. Este análisis se basa en los desplazamientos de las frecuencias vibracionales 
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de cada enlace como resultado de la coordinación o unión de diferentes moléculas a la superficie 

de las NPs. Por ejemplo, moléculas de ácidos carboxílicos mostrarán en su espectro de infrarrojo, 

la banda de absorción característica del estiramiento del grupo carbonilo (C=O) entre 1700 y 1750 

cm-1. Estas moléculas, en su rol de ligandos de estabilización, se unen al núcleo de las 

nanopartículas por medio de los grupos carboxilo. Como consecuencia de unión, el grupo 

carboxílico pasa a su forma carboxilato, y la frecuencia de enlace correspondiente a este grupo, se 

desplaza hacia valores menores. Esto se debe a que al estar ahora el grupo ácido carboxílico unido 

al núcleo de la nanopartícula, el doble enlace C=O tiene características de enlace simple, con lo 

cual se requiere una menor energía para producir la transición vibracional bajo este estado. Los 

mismos razonamientos pueden realizarse si se trata de grupos amino (νs, as o νσ N-H) en el caso de 

proteínas o grupos fosfato (P-O) en el caso de fosfolípidos. Estos diferentes desplazamientos en 

frecuencias vibracionales pueden implementarse para determinar el tipo de enlace o grado de 

coordinación que se establece entre el ligando y la nanopartícula, como se verá más adelante.  

 El análisis termogravimétrico (TGA) es una técnica analítica sencilla que mide el cambio de 

masa en una muestra en función de la temperatura y/o el tiempo, bajo atmósfera controlada.53 

Típicamente no se requiere una preparación compleja de la muestra a excepción de su adecuado 

secado, y la información que se obtiene permite evaluar pureza y caracterizar diversos tipos de 

nanomateriales.54 Básicamente, el analizador termogravimétrico consiste en una termobalanza de 

alta precisión el cual está conectado a un soporte/receptáculo (usualmente de alúmina), dentro de 

un horno con temperatura controlada. El receptáculo se localiza en un sensor, conectado a una 

termocupla para medir la temperatura de la muestra. Un flujo de gas es introducido en el horno, 

este puede ser N2 para obtener una atmósfera inerte o bien aire/O2 para obtener una atmósfera 

oxidante. Los experimentos de TGA usualmente se realizan desde temperatura ambiente a 

temperaturas próximas a los 700-1000°C. Los materiales son calentados a altas temperaturas, 

mientras se monitorea la masa de la muestra, lo cual deriva en la curva de descomposición o curva 

termogravimétrica. La curva termogravimétrica permite obtener las proporciones en que la masa 

cambia, lo cual generalmente se muestra como porcentaje de pérdida de masa (% masa) vs. T 

(temperatura, °C). Frecuentemente, un gráfico de la derivada de la curva de TGA referida como 

curva de derivada termogravimétrica (DTG), es utilizada para localizar con mayor precisión, la 

temperatura a la cual ocurren los procesos de pérdida de masa. Los cambios de masa en una 

muestra pueden deberse a procesos como evaporación, secado, desorción o adsorción, sublimación 
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y descomposición térmica. Estos cambios de masa son observados como “escalones” en la curva 

de TGA o como picos en la curva de DTG (Figura II.1.6).55 

 

Figura II.1.6. Curvas de TGA (superior) y DTG (inferior) para una muestra de oxalato de calcio 

monohidratado. Teniendo en cuenta el 100% como masa total de muestra, cada escalón se 

corresponde con un proceso de pérdida de masa diferente, cuyas temperaturas pueden ser 

fácilmente deducidas de la derivada primera (DTG) de la curva termogravimétrica. El programa 

de calentamiento aplicado fue fijado en 30 K/min bajo atmósfera de N2. Adaptado de Principles 

and Applications of Thermal Analysis, 1st ed.; Gabbott, P., Ed.; Blackwell Publishing Ltd, 2008.  

  

 

Esta técnica puede emplearse para determinar la cantidad de compuesto orgánico que recubre 

un nanomaterial, propiedades y características de polímeros, temperaturas de descomposición, 

contenido de humedad adsorbida (en entornos cristalinos complejos, puede incluso dar idea de un 

determinado tipo de estructuración), contenido residual de metales, etc. Dadas sus capacidades, 

TGA se ha convertido en una herramienta muy útil para determinar el grado de cubrimiento 

superficial de nanopartículas. Tanto en nanopartículas metálicas como magnéticas funcionalizadas 

con ligandos orgánicos, esta técnica permite alcanzar una determinación precisa de la masa total 

que se desprende de la especie orgánica, la cual atraviesa por lo general, por procesos de 
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combustión tempranos a temperaturas entre 200 y 400°C. Estas temperaturas resultan mucho 

menores a las temperaturas de fusión del material inorgánico que constituye al núcleo de las 

nanopartículas y permite realizar la estimación en peso de la masa total correspondiente a cada 

uno de los componentes (masa en bulk) que puede extrapolarse a las proporciones presentes en 

una nanopartícula como entidad individual.  

Como se mencionó anteriormente, las pérdidas de masa estarán relacionadas a la temperatura de 

degradación (combustión, oxidación) de cada componente de la muestra; sin embargo, en casos de 

materiales capaces de ocluir agua u otros solventes en diferentes entornos, será posible observar 

múltiples “escalones” por eliminación de la misma molécula (mismo solvente, en este caso) 

ubicado en diferentes entornos estructurales de la muestra. Así también pueden observarse 

diferentes etapas de pérdida en muestras de NPs, para la oxidación de un mismo ligando orgánico, 

dependiendo del tipo de interacciones ligando-nanopartícula que se estén rompiendo y la 

disposición de las moléculas sobre la superficie del núcleo.56 

 

 

• Análisis por espectroscopía de rayos X para el estudio de la composición atómica y 

estructura cristalina de las nanopartículas 

Espectroscopía de fotoelectrones de rayos X (XPS) 

Uno de los más grandes desafíos de la ciencia de superficies, es la caracterización detallada y 

cuantitativa de la composición de la superficie a nivel molecular o atómico. La espectroscopía de 

fotoelectrones de rayos X constituye una técnica poderosa para la investigación de superficies 

sólidas y adsorbatos.57 La misma, involucra la irradiación de un sólido en alto vacío (UHV), con 

un haz monocromático de rayos-X y el posterior análisis de los electrones emitidos según su 

energía (Figura II.I.7A). El espectro es obtenido como un gráfico de número de electrones 

detectados en función de sus energías de enlace. Usualmente se emplean ánodos de MgKα (1253.6 

eV) o AlKα (1486.6 eV), cuyos fotones generados tienen un poder de penetración limitado en 

sólidos, de 1-10 micrómetros. Estos fotones interactúan con átomos en la región superficial, 

causando la emisión de electrones por efecto fotoeléctrico. Los electrones que logran escapar de 

la superficie (desde una profundidad máxima de ~10 nm) poseen energías cinéticas (KE) 

mesurables según la expresión II.1.3, donde hν es la energía del fotón, BE es la energía de enlace 
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del orbital atómico de donde se origina el electrón eyectado, y φs la función trabajo del 

espectrómetro: 

                                                        𝐾𝐸 = ℎ𝜈 − 𝐵𝐸 − 𝜑𝑠 (II.1.3)  

La energía de enlace (BE) puede considerarse como la diferencia de energía entre los estados 

inicial y final, luego de que el fotoelectrón deja el átomo. Dado que hay una amplia variedad de 

estados finales posibles de los iones de cada tipo de átomo, hay una variedad correspondiente de 

energías cinéticas de electrones emitidos. Adicionalmente existe una probabilidad diferente o 

sección transversal para cada estado final. En este sentido, los niveles de orbitales atómicos: p, d 

y f, llevarán a cabo desdoblamientos luego de la ionización, dando lugar a vacancias en p1/2, p3/2, 

d3/2, d5/2, f5/2 y f7/2. Por ende, las relaciones de desdoblamiento spin-orbita son 1:2 para niveles p, 

2:3 para niveles d y 3:4 para niveles f, las cuales estarán contempladas en el análisis de la línea 

atómica que se desee estudiar.  

Dado que cada elemento tiene un único conjunto de energías cinéticas, XPS puede utilizarse 

para identificar y determinar la concentración de los elementos en la superficie. Las variaciones 

en las energías de enlace de cada elemento (desplazamientos químicos) provienen de diferencias 

en el potencial químico y la polarizabilidad de los compuestos. Estos desplazamientos químicos 

pueden ser utilizados para identificar el estado químico de los materiales bajo análisis. El proceso 

de emisión de electrones, normalmente da lugar a dos procesos de emisión que ocurren en 

simultáneo, un fotoelectrón y un electrón Auger. La emisión Auger ocurre 10-14 s después de la 

emisión del fotoelectrón y corresponde a procesos de relajación en donde un electrón de orbitales 

externos decae hacia una vacancia generada en un orbital interno, emitiendo un segundo electrón 

en simultáneo (liberación de energía en exceso). Si bien el camino libre medio de los fotones es 

del orden de micras, el de los electrones eyectados es del orden de decenas de angstroms, por lo 

que sólo los electrones que se originan dentro de este rango de distancias por debajo de la superficie 

del sólido, pueden dejar la superficie sin pérdida de energía y generar los picos espectrales de 

utilidad. Los electrones que atraviesan procesos de pérdida inelástica antes de emerger, forman 

parte del background o línea de base, mientras que los electrones que dejan la muestra, son 

detectados por un espectrómetro de electrones acorde a su energía cinética.  

XPS permite entonces, la determinación directa de las concentraciones relativas de varios 

constituyentes por medio de aproximaciones realizadas considerando el área de pico de las señales 
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elementales.58 Para una muestra homogénea en el volumen analizado, el número de fotoelectrones 

por segundo en un pico espectral específico, está dado por la ecuación II.1.4:  

𝐼 = 𝑛𝑓𝜎𝜃𝑦𝜆𝐴𝑇 (II.1.4) 

  

Donde n es el número de átomos del elemento por cm3 de muestra, f es el flujo de rayos X en 

fotones/cm2s, σ es la sección transversal fotoeléctrica para el orbital atómico de interés en cm2, θ 

es el factor de eficiencia angular para el arreglo instrumental basado en el ángulo entre el camino 

del fotón incidente y el electrón detectado, y es la eficiencia del efecto fotoeléctrico, λ es el camino 

libre medio de los fotoelectrones en la muestra, A el área de la muestra de la cual los fotoelectrones 

son detectados, y T es la eficiencia de detección de los fotoelectrones emitidos desde la muestra. 

Desde la ecuación II.1.4, surge la expresión II.1.5:     

 𝑛 =  
𝐼

𝑓𝜎𝜃𝑦𝜆𝐴𝑇
                                                            (II.1.5)  

El denominador de esta última expresión puede definirse como factor de sensibilidad, S, y si 

consideramos una línea intensa para dos elementos, entonces:  

    
𝑛1

𝑛2
=  

𝐼1
𝑆1
𝐼2
𝑆2

       (II.1.6) 

La expresión II.1.6 puede utilizarse para todas las muestras homogéneas si la relación S1/S2 es 

independiente de la matriz para todos los materiales. Las cantidades σ y λ pueden variar de material 

a material, pero las relaciones σ1/σ2 y λ1/λ2 se mantienen constantes. Para cualquier espectrómetro, 

es posible desarrollar una serie de valores relativos de S para todos los elementos, y de esta manera 

es posible efectuar una cuantificación elemental relativa de las especies localizadas en la superficie 

de los materiales.39  

 

Difracción de rayos X (XRD) 

XRD es un método ampliamente eficaz y robusto para el estudio de nanomateriales (con 

configuraciones estructurales de al menos una dimensión, en el rango de 1-100 nm) dada la vasta 

información que es posible extraer del ancho y la forma de las reflexiones, acerca de la 

subestructura de los materiales; como, por ejemplo, tamaños de microcristales, micro distorsiones 

de una red, dislocación de estructuras, etc. La precisión de esta técnica en cuanto a mediciones de 
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espaciamiento atómico, le confiere la capacidad de realizar determinaciones cuantitativas acerca 

de los arreglos atómicos en las interfaces y estados de tensión en films delgados.  

Al igual que en XPS, la técnica de difracción de rayos X (en nuestro caso, específicamente de 

polvo, P-XRD), requiere únicamente el apropiado secado y pulverización homogénea de la muestra 

que deberá contar con superficies suaves y por lo general, con cristales distribuidos de manera 

aleatoria. La muestra es situada en un soporte bajo presión con el fin de obtener una superficie lisa 

y plana. Tal como se describe en la Figura II.1.7B, la configuración del arreglo instrumental típico 

consiste en una fuente de rayos X (cuya irradiación empleada usualmente es de 1.54 Å, Cu Kα), 

un receptáculo del espécimen, la óptica de recepción y el detector de rayos X. La fuente y el 

detector con su óptica asociada, se ubican en la circunferencia del círculo de enfoque, y el 

receptáculo de la muestra, en el centro del circulo. El análisis del patrón de XRD, se basa en la ley 

de Bragg, tal como está definido en la ecuación II.1.7, donde λ es la longitud de onda del haz de 

rayos X reflejado, d el espaciamiento entre planos atómicos, y n y θ, el orden y el ángulo de 

difracción respectivamente.  

              2𝑑 sin 𝜃 = 𝑛𝜆 (II.1.7)  

El ángulo entre la radiación incidente y el plano de difracción, es θ (ángulo de Bragg), y el 

ángulo entre los haces transmitidos y difractados, es 2θ (Figura II.1.7C). Cuando el haz incide en 

la muestra, los rayos X son dispersados por cada átomo de una manera diferente. Si los haces 

dispersados se encuentran en fase, interfieren constructivamente y se obtiene un máximo de 

intensidad (pico) para el ángulo en particular. Los planos atómicos desde los cuales los rayos X 

resultan dispersados, se conocen como planos de reflexión y se denotan bajo sus respectivos 

índices de Miller.59 

El ensanchamiento de líneas, puede emplearse como medida de tamaño promedio de los cristales 

bajo la ecuación de Debye Scherrer60 (II.1.8): 

             𝐷𝑣 =  
𝐾 𝜆

𝛽 cos 𝜃
                                                        (II.1.8)  

En esta expresión, DV es el tamaño promedio de la partícula, λ es la longitud de onda de 

radiación, β el FWHM (ancho de banda a media altura del máximo) del pico de reflexión analizado, 

y K, la constante de Sherrer. Esta constante tiene en cuenta la forma de la partícula y usualmente 

adquiere un valor de ~0.9. Si bien los tamaños obtenidos a través de esta fórmula permiten conocer 

el tamaño promedio de las partículas del material, la misma tiene ciertas limitaciones que es 

necesario tener en cuenta. El valor de la constante puede cambiar de acuerdo a la forma de la 
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partícula. No tiene en cuenta la existencia de una distribución de tamaños ni la presencia de 

defectos en la red cristalina, de manera que el cálculo de diámetros de grano a partir de la FWHM, 

puede sobreestimar el valor del diámetro real. Además, la presencia de defectos en una cantidad 

significativa puede derivar en un alargamiento adicional de la línea de difracción. Estas 

limitaciones pueden solucionarse, respaldando las mediciones de XRD con otras técnicas para la 

determinación del diámetro de partículas como TEM.  

 

Figura II.1.7. A- Diagrama esquemático de un espectrofotómetro de XPS. Adaptado de Moulder, 

J. F., Stickle, W. F., Sobol, P. E., Bomben, K. D. Handbook of X-Ray Photoelectron Spectroscopy; 

Sobol, P. E., Chastain, J., Eds.; Perkin Elmer Corporation, 1993. B- Difractómetro de rayos X con 

generador de rayos X de ánodo rotatorio. C- Configuración básica del instrumento de XRD. 

Adaptados de Sharma, R.; Bisen, D. P.; Shukla, U.; Sharma, B. G. X-Ray Diffraction : A Powerful 

Method of Characterizing Nanomaterials. Recent Res. Sci. Technol. 2012, 4 (8), 77–79.  

 

 

 

• Determinación de la morfología y el diámetro de nanopartículas: Microscopía de 

Transmisión Electrónica (TEM) 

La información estructural a escala nanométrica, es fundamental para la correlación estructura-

propiedad y el desarrollo de investigación básica y aplicada en nanomateriales. La microscopía de 
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transmisión electrónica (TEM) ha sido por años una de las herramientas más empleadas para los 

estudios estructurales. Además de información en cuanto distribución de tamaños en 

nanopartículas, esta técnica aporta información relevante en torno a morfología, número y 

composición de fases, defectos cristalográficos, etc. La preparación de muestras requiere 

usualmente la suspensión de un volumen del espécimen (en su solvente de dispersión) sobre grillas 

de Cu recubiertas con film de C o Formvard. La muestra en cuestión es depositada en una cámara 

de vacío donde es irradiada por un flujo de electrones generados por un cañón de electrones con 

energías próximas a los ~120 kV. Este haz es focalizado por medio de aperturas metálicas y lentes 

electromagnéticos en la columna del TEM. Luego de ser aplicados sobre el espécimen, los 

electrones son retransmitidos y magnificados por un sistema de lentes electromagnéticas para 

luego proyectarse sobre una pantalla de fósforo y convertir la información de imagen electrónica, 

en una forma visible (Figura II.1.8).61  

 

Figura II.1.8. Diagrama esquemático de un microscopio de transmisión electrónica. Adaptado de 

Tang, C. Y.; Yang, Z. Transmission Electron Microscopy (TEM); Elsevier B.V., 2017. 

 

 

• Análisis de propiedades magnéticas: magnetómetro de muestra vibrante (VSM) 

Tal como se detalló en la sección II.1.1, la determinación de las propiedades magnéticas de las 

MNPs es fundamental para el diseño adecuado de los sistemas que utilizan estas nanopartículas y 

para establecer una relación estructura-propiedad acorde a la respuesta observada. Existe una gran 
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variedad de técnicas disponibles para medir propiedades magnéticas, las cuales han sido 

desarrolladas teniendo en cuenta fundamentalmente las ventanas de tiempo adecuadas dentro de 

las cuales la física de estos sistemas responde según las condiciones de contorno previamente 

mencionadas. Según lo descripto, las fluctuaciones térmicas son las responsables de promover la 

inversión en la dirección de la magnetización (rotación), en ausencia de histéresis en materiales 

superparamagnéticos. Esta dependencia de los tiempos de relajación de los momentos magnéticos 

en una partícula (τ) con la temperatura, está dada por la expresión de Néel-Brown según la 

expresión II.1.9, donde kB es la constante de Boltzmann y τ0≈10-9s. 

                                                              𝜏 = 𝜏0𝑒𝑥𝑝 (
𝐾𝑒𝑓𝑓𝑉

𝑘𝐵𝑇
) (II.1.9) 

Si el momento magnético de la partícula se invierte a tiempos más cortos que los tiempos 

experimentales, el sistema se encuentra en un estado superparamagnético, mientras que si el 

tiempo de inversión de spin es más largo, el mismo se define dentro del estado bloqueado. 

Nuevamente, como se describió en 1.1, la temperatura de bloqueo (TB) es el parámetro que separa 

ambos regímenes y puede ser calculada considerando la ventana de tiempo de la medición. Así por 

ejemplo, mediciones de magnetometría realizadas en un tiempo aproximado de 100s, permiten 

aproximar TB a  
𝐾𝑒𝑓𝑓𝑉

30𝑘𝐵
.23 

El magnetómetro de muestra vibrante (VSM) es una de las metodologías más empleadas para 

realizar este tipo de análisis. La muestra es sometida a un campo magnético externo uniforme, el 

cual induce magnetización en la muestra. Posteriormente, se inducen vibraciones sinusoidales por 

medio de un piezoeléctrico, lo cual introduce perturbaciones en el campo externo que son medidas 

por medio de un set de bobinas (sensores). El flujo magnético que llega a las bobinas, es 

transformado a una FEM (fuerza electromotriz), y dependiendo de la geometría de estas bobinas, 

la FEM puede variar según: amplitud y frecuencia de vibración, campo magnético externo y 

magnetización de la muestra. Por último, los valores de magnetización son deducidos de la FEM 

obtenida, y es posible registrar la curva de histéresis realizando un barrido de campos magnéticos 

externos. 

Si todas las partículas están en estado superparamagnético, los momentos magnéticos de cada 

partícula deberán apuntar en direcciones arbitrarias, y la curva de magnetización del ensamblaje 

de nanopartículas estará dado por la ecuación de Langevin21 (II.1.10): 

                                               𝑀𝐻 = 𝑁𝜇𝐿 (
𝜇𝐻

𝑘𝐵𝑇
)                                                   (II.1.10) 
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Donde MH es la magnetización del ensamblaje a lo largo de la dirección del campo magnético 

aplicado H, N es el número de partículas magnéticas por unidad de volumen, T es la temperatura 

absoluta y kb, la constante de Boltzmann. Las curvas de magnetización para partículas 

superparamagnéticas, en función de H/T medidas a diferentes temperaturas, deberían superponerse 

hasta la saturación. Adicionalmente, si todas las partículas se encuentran en estado 

superparamagnético, no debería observarse histéresis y tanto la remanencia como el campo 

coercitivo (HC) deberían ser cero (Figura II.1.9). Por otra parte, si todas las partículas no se 

encuentran en un equilibrio térmico completo con el campo aplicado durante el tiempo que 

requiere la medición, se visualiza el bucle distintivo de la histéresis.21 

 

 

Figura II.1.9. Diferentes efectos magnéticos que tienen lugar en las MNPs. A- Arreglo de 

momentos magnéticos en un material superparamagnético. Ensamblaje de momentos magnéticos 

gigantes que no interactúan entre sí, y fluctúan cuando la energía térmica kBT es mayor que la 

energía de anisotropía. La curva de magnetización muestra ausencia de histéresis sin remanencia 

ni campo coercitivo. B- Material ferromagnético (FM) con impurezas de material anti 

ferromagnético (AFM). Se observa bucle de histéresis, la cual se desplaza a lo largo del eje de 

campo y la coercitividad incrementa sustancialmente. C- Nanopartículas anti ferromagnéticas 

pueden exhibir una magnetización débil con bajo grado de histéresis. Adaptado de Lu, A. H.; 

Salabas, E. L.; Schüth, F. Magnetic Nanoparticles: Synthesis, Protection, Functionalization, and 

Application. Angew. Chemie - Int. Ed. 2007, 46 (8), 1222–1244. 
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II.2- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Como punto de partida, se propuso llevar a cabo la puesta a punto de rutas sintéticas para la 

obtención de nanopartículas de plata funcionalizadas con ácido oleico (AgNP-OA), y 

nanopartículas magnéticas recubiertas por el mismo ligando (MNP-OA), de manera controlada y 

reproducible.  

En conjunto con ello, se apuntó de manera continua al desarrollo de procedimientos de 

purificación efectivos de las nanopartículas sintetizadas con el fin de lograr el grado de 

funcionalización y dispersión en solventes adecuados.   

Seguidamente, y en concordancia con el marco introductorio descripto en II.1.3, se emplearon 

diversas técnicas de caracterización con el fin de obtener información precisa acerca de la 

estructura, morfología y propiedades fisicoquímicas (entre otras) de las AgNP-OA y MNP-OA 

que serán enfrentadas a los diferentes modelos de biomembrana o sistemas transportadores durante 

los ensayos diagramados en esta tesis. 

Como se explicó anteriormente, tanto el diseño de metodologías de síntesis y purificación 

reproducibles como una caracterización completa y detallada de los sistemas de nanopartículas 

fabricados, son esenciales para establecer relaciones estructura-propiedad que permitan luego el 

entendimiento de las respuestas observadas durante la interacción nanopartícula-biomolécula. 

 

 

II.3- MATERIALES Y MÉTODOS 

II.3.1- Síntesis y purificación de nanopartículas hidrofóbicas 

 

Las nanopartículas utilizadas para estudios de interacción con diferentes modelos de 

biomembranas o sistemas transportadores durante esta tesis, se componen de un núcleo inorgánico 

(core) de plata (Ag0) o magnetita (Fe3O4), según corresponda, y un recubrimiento de capa única 

(monocapa) de ácido oleico (OA). Los ligandos OA se unen al núcleo metálico o magnético por 

quimisorción a través de los grupos carboxilato (COO-), disponiendo sus cadenas hidrocarbonadas 

hacia la parte externa; esto les confiere a las NPs sus características hidrofóbicas. El equipo de 

síntesis consistió en un balón de reacción de dos bocas; por una de ellas se introdujo un burbujeador 
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para el ingreso de N2 y se conectó la salida remanente a un tubo refrigerante con oliva y trampa de 

CaCl2. En los siguientes apartados, se describen las metodologías empleadas para la síntesis de 

estas nanopartículas (Figura II.3.10), las cuales fueron adaptadas de trabajos de investigación 

reportados en la literatura. 

 

• Nanopartículas de plata funcionalizadas con ácido oleico (AgNP-OA) 

La síntesis de AgNP-OA se llevó a cabo siguiendo la metodología descripta por Wang et. al.62 

Las NPs fueron preparadas por reducción térmica de trifluoroacetato de plata (CF3COO-Ag+) en 

éter isoamílico (C10H22O) en presencia de ácido oleico. Brevemente, en el balón de reacción se 

añadieron 0,04 g (0,18 mmol) de trifluoroacetato de plata, junto con 3 mL de éter isoamílico. 

Posteriormente, se comenzó el calentamiento bajo agitación constante y burbujeo de N2, hasta 

alcanzar una temperatura de 160 ºC, momento en el cual tiene lugar la formación de núcleos 

estables de plata. Una vez alcanzada esta temperatura, se adicionaron 230 μL de ácido oleico (0,72 

mmol) y se continuó la reacción durante 30 minutos a temperatura constante. La mezcla final se 

dejó enfriar a temperatura ambiente, bajo atmósfera de nitrógeno y refrigeración continua. A 

continuación, el producto obtenido durante la síntesis, se trasvasó a un beaker y se añadieron 4 mL 

de etanol absoluto. Luego de un tiempo de decantación de 1 h, se logró la precipitación completa 

de las NPs en el medio etanólico.  

Seguidamente se realizó la purificación de las AgNP-OA con el objetivo de eliminar ácido oleico 

libre y la segunda capa de OA con la cual las nanopartículas son inicialmente obtenidas (Figura 

II.3.10B). Este proceso les permite adoptar una funcionalización final con una única monocapa 

densa del ligando lipídico y su posterior dispersión en solvente orgánico (AgNP-OA hidrofóbicas). 

Con este propósito, se extrajo el sobrenadante etanólico con una pipeta Pasteur y se añadió otra 

fracción de etanol a las nanopartículas. La mezcla resultante, se centrifugó a 3000 rpm durante 5 

min para favorecer la separación de fases y de esta manera, extraer fase etanólica con sucesivas 

fracciones de OA remanentes que permanecieron sin reaccionar. De esta manera, se llevaron a 

cabo un total de cuatro ciclos de extracción en etanol y finalizado el proceso, se procedió al secado 

de las AgNP-OA por evaporación de solvente con una bomba de vacío. Las AgNP-OA obtenidas 

fueron suspendidas en n-hexano, solvente en el cual produjeron dispersiones de una coloración 

marrón claro.  
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• Nanopartículas magnéticas funcionalizadas con ácido oleico (MNP-OA) 

Las MNPs-OA fueron preparadas mediante el método de co-precipitación descripto por Peng et. 

al.63 En un balón de dos bocas se colocaron 1,5 g (7,5 mmol) de FeCl2.4H2O; 4,1 g (15,2 mmol) 

de FeCl3.6H2O, 120 mL de H2O y un agitador magnético. La mezcla se mantuvo bajo agitación a 

temperatura ambiente hasta la disolución completa de todos sus componentes bajo atmósfera de 

N2. Una vez obtenida la solución homogénea, se agregaron 20 mL de NH3.H2O 28% (w/w) con lo 

cual la coloración de la mezcla cambió de naranja a negro, en simultáneo con la aparición un de 

precipitado negro. Seguidamente, se incorporó 1 mL de OA (3 mmol) y se llevó la mezcla de 

reacción a 80°C bajo agitación constante durante una hora. Una vez cumplido este tiempo, la 

mezcla de reacción se dejó enfriar a temperatura ambiente bajo corriente de nitrógeno.  

Para la decantación subsiguiente, volúmenes de 10-20 mL del crudo de reacción se trasvasaron 

a diferentes cristalizadores y se agregó un volumen equivalente de etanol a cada uno de ellos, con 

el fin de precipitar las nanopartículas. Dicha separación fue favorecida por medio de la colocación 

de imanes convencionales en la parte inferior de los recipientes, lo cual contribuye a acelerar el 

proceso de decantación. Seguidamente, se efectuó el procedimiento de purificación con el mismo 

objetivo que en el caso de las AgNP-OA, realizando cuatro ciclos sucesivos de decantación 

magnética/extracción de las mezclas de MNP-OA obtenidas. Finalmente, se evaporó el etanol 

excedente haciendo uso de una bomba de vacío.  

El sólido resultante fue suspendido en solvente orgánico (n-hexano o THF dependiendo de su 

futuro uso), medios en los cuales las NPs se mantienen bien dispersadas.  
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Figura II.3.10. A-Metodologías implementadas para la síntesis de nanopartículas hidrofóbicas. 

Ruta superior (NPs en gris), AgNPs-OA. Ruta inferior (NPs en rojo), MNPs-OA. B- Modificación 

de las características de superficie de las NPs durante el proceso de purificación. Durante este paso, 

la doble capa de OA que estabiliza inicialmente a las nanopartículas (hidrofílicas) es eliminada, 

dejando una monocapa lipídica hidrofóbica como cobertura final. 

 

 

III.3.2- Caracterización 

• Microscopía de Transmisión Electrónica (TEM) 

La caracterización de nanopartículas por TEM se realizó empleando un microscopio electrónico 

Jeol 1200 EX II operado a 80 kV; las grillas empleadas fueron provistas por EMS (cobre recubierto 

con un film de carbono, 400 mesh). Se prepararon soluciones de ~1 mg/mL en n-hexano de los 
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diferentes batch de NPs sintetizados y se sembraron 10 μL de cada dispersión en grillas de cobre. 

Los diámetros se calcularon empleando el software Image J, y el número de partículas 

contabilizadas en cada imagen varió entre ~1000 y 3000 partículas. El índice de polidispersidad 

(PDI) se calculó a partir de los datos de TEM por medio de la Ecuación II.1.11, donde σ es la 

desviación estándar y DAvg es el diámetro, ambos considerando los valores promediados del total 

de imágenes analizadas. 

                                       𝑷𝑫𝑰 =  (
𝝈

𝑫𝑨𝒗𝒈
)

𝟐

 (II.1.11) 

       

• Espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR) 

Se adquirieron espectros de infrarrojo de las nanopartículas utilizando un microscopio infrarrojo 

Thermo Scientific Nicolet iN10 operando entre 500 y 4000 cm-1 con una resolución de 4 cm-1.  

Preparación de Pastillas (Pellets): Se pesaron aproximadamente 3 mg de muestra (AgNP-OA 

y/o MNP-OA) y 150 mg de KBr. Las muestras se molieron y mezclaron con KBr hasta obtener un 

polvo fino y homogéneo. Por último, se las sometió a presión para obtener una pastilla. El espectro 

IR de OA se midió depositando una gota de OA en una pastilla de AgBr.  

 

• Difracción de rayos X de polvo (p-XRD) 

El patrón de difracción de nanopartículas secas (polvo), se obtuvo con un equipo Philips PAN 

analytical X’pert utilizando un haz de radiación de Cu Kα (λ=0.15406 nm) operado a un voltaje 

de 40 kV y una corriente de 30 mA, en el rango de 20-80° (2θ). 

 

 

• Espectroscopía fotoelectrónica de rayos X (XPS) 

Se analizaron las composiciones químicas de la superficie de las NPs por medio de XPS. Los 

espectros fueron recolectados empleando un equipo Thermo Fisher Scientific modelo K-alpha+, 

empleando un monocromador de Al Kaα a 140W. La información obtenida, se analizó empleando 

el software Avantage Surface Chemical Analysis versión 5.9912 y los ajustes se obtuvieron 
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empleando un modelo Gaussiana-30% Lorenziana y una línea de base Shirley. Las posiciones de 

los picos fueron referenciadas internamente al pico de C 1s a 284.8 eV. 

 

• Espectroscopía UV-Visible 

Para corroborar la estabilidad de las AgNPs-OA en solución de n-hexano a lo largo del tiempo, 

se realizaron controles mediante espectrofotometría UV-Visible haciendo uso de un equipo 

Shimadzu MultiSpec-1501. Se prepararon soluciones de aproximadamente 1 mg/mL de AgNPs-

OA en n-hexano, y se estudió la señal del plasmón superficial a lo largo de un (1) mes. 

 

• Análisis termogravidimétrico (TGA) 

El comportamiento térmico se evaluó empleando un equipo Shimadzu DTG Simultaneous 

Thermogravimetric and Differential Thermal Analyzer. El programa de temperatura empleado fue 

una rampa con una pendiente de 10°C/min con temperatura inicial de 30°C y final de 800°C, con 

atmósfera de nitrógeno a un flujo de 75 mL/min. 

 

 

• Análisis de magnetometría (Magnetómetro de muestra vibrante- VSM) 

La caracterización magnética de las nanopartículas se realizó por medio de un Magnetómetro de 

Muestra Vibrante (VSM) Lakeshore 7300. El ciclo se midió a temperatura ambiente con campos 

aplicados entre 13 y -13 kOe.  

 

II.4- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

II.4.1- Obtención de nanopartículas hidrofóbicas y estudio de sus propiedades 

fisicoquímicas 

 

En el caso de las AgNP-OA, la reacción térmica para la obtención de las nanopartículas mostró 

ser dependiente de varios factores tales como el grado de hidratación del ácido oleico empleado 

como agente de funcionalización de las nanopartículas y los tiempos de calentamiento antes y 
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después de la incorporación del OA. La utilización de un OA hidratado en esta síntesis, conduce a 

la aglomeración de las nanopartículas en el medio de reacción y posteriormente a un bajo grado 

de dispersión post-precipitación. 

Por otra parte, durante el transcurso de ambas rutas sintéticas (AgNP-OA y MNP-OA), el tiempo 

de nucleación previo al agregado del ligando resultó determinante en la reproducibilidad de la 

obtención de las nanopartículas; especialmente en el caso de las AgNPs-OA donde la nucleación 

transcurre dentro de una rampa de temperaturas crecientes. Un tiempo de nucleación de ~1 h fue 

permitido en ambos casos. De manera subsiguiente, el OA fue agregado lentamente para favorecer 

un mezclado homogéneo y la estabilización adecuada de las NPs en presencia del surfactante. 

Mientras que la purificación de AgNP-OA se llevó a cabo mediante separación de fases 

facilitada por centrifugación, las ventajas en cuanto a la separación magnética que las MNPs-OA 

brindan, les confieren una capacidad de purificación simplificada empleando solamente imanes 

convencionales. Así los tiempos de decantación de las MNPs-OA son substancialmente reducidos, 

mejorando la purificación ya que todo el OA libre queda más fácilmente desplazado en la fase 

etanólica. Las AgNP-OA y las MNP-OA mostraron ser estables tanto en sequedad (polvo 

liofilizado), como en soluciones en diferentes solventes orgánicos (preferentemente, n-hexano) 

almacenadas a 4 ºC. 

La absorbancia relacionada con la resonancia del plasmón superficial en las AgNP-OA fue 

utilizada como parámetro para determinar estabilidad y grado de dispersión en estas 

nanopartículas. 

Como se observa en la Figura II.4.11, la longitud de onda a la cual se produce la absorción del 

plasmón de las AgNPs-OA se encuentra entre los 412-414 nm, acorde a lo informado en trabajos 

previos para nanopartículas de este tamaño.19,64 Los espectros mostraron que las dispersiones de 

AgNP-OA son completamente estables hasta los 15 días, luego de lo cual la absorbancia decae 

(aproximadamente en un 10%) probablemente debido a la precipitación de las nanopartículas. Sin 

embargo, luego de un ciclo de sonicado, el valor original de absorbancia es recuperado. También 

es posible observar que la forma del plasmón se ve preservada, indicando la ausencia de agregación 

o coalescencia de las AgNP-OA.  
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Figura II.4.11. Espectros UV-Visible de las AgNP-OA dispersadas en n-hexano a distintos 

tiempos. 

  

La respuesta inmediata de las MNPs-OA al campo impartido por imanes convencionales y su 

desmagnetización al extraer el mismo, tanto en estado sólido como en dispersiones en solvente 

orgánico, nos permitió deducir que las nanopartículas sintetizadas presentaban propiedades 

características de los materiales ferromagnéticos, esto es, al menos un determinado grado de 

paramagnetismo. Sin embargo, a los fines de definir si las nanopartículas en cuestión, se comportan 

como superparamagnetos, se llevó a cabo el análisis de magnetometría, empleando un 

magnetómetro de muestra vibrante (VSM). 

Como se denota en la Figura II.4.12, no se observó histéresis alguna durante el ciclo de 

magnetometría efectuado sobre la muestra, lo cual sugiere que las partículas sintetizadas son 

superparamagnéticas con un valor de magnetización de saturación (Ms) de 63,4 emu g-1. Este valor 

concuerda con los valores reportados en bibliografía para este tipo de nanopartículas.46 MNPs sin 

ninguna funcionalización poseen valores de Ms más altos que rondan los 81,4 emu g-1, la 

subsecuente estabilización con una capa de ligandos diamagnéticos (OA) produce una disminución 

de este valor por un fenómeno de “quenching” del momento magnético.44  
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Figura II.4.12. Curva de magnetización de las MNP-OA. La curva corresponde al ciclo de 

magnetización/ desmagnetización realizado, el cual transcurrió en ausencia de histéresis, sin 

remanencia ni campo coercitivo.   

 

II.4.2- Caracterización estructural de las nanopartículas hidrofóbicas 

 

La espectroscopía infrarroja (FT-IR), nos permitió dilucidar primeramente el grado de 

purificación de las nanopartículas, por lo que esta técnica se precisó como análisis de rutina durante 

cada síntesis realizada. Si bien las nanopartículas tienen núcleos de diferente composición, el 

ligando que las estabiliza es el mismo, por lo que las bandas características correspondientes a la 

unión NP-ligando se conservan, con leves desplazamientos. En la Figura II.4.14, se observan los 

espectros de IR característicos de OA y las nanopartículas sintetizadas junto con las bandas de 

absorción detalladas para cada frecuencia. Como característica principal, fue posible confirmar la 

purificación efectiva de las nanopartículas (eliminación de OA libre o de la segunda capa, Figura 

II.3.10B) por desaparición de banda de estiramiento simétrico (s) correspondiente al grupo 

carbonilo (C=O) del OA, centrada a ~1700 cm-1 en contraste con la aparición de bandas 

características de quimisorción de los grupos carboxilato unidos al núcleo de las NPs. Las señales 

correspondientes al carboxilato quimisorbido mostraron desplazamientos característicos próximos 

a ~1560, 1520, y 1410 cm-1.65 Acorde a las observaciones realizadas por Deacon et. al.66, y en 
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concordancia con otros estudios sobre carboxilatos,46 la interacción entre el grupo carboxilato y 

átomos metálicos, puede ser categorizada en tres estructuras distintas (Figura II.4.13): 

• Complejo monodentado: donde el metal se une con un único átomo de oxígeno del grupo 

carboxilato. 

• Complejo bidentado: (quelando) donde un átomo del metal se une con dos átomos de 

oxígeno del carboxilato. 

• Complejo tipo puente: donde cada átomo de oxígeno del carboxilato se une con un átomo 

de metal a través de un enlace monodentado. 

 

Figura II.4.13. Modos de interacción entre los átomos del núcleo metálico y el grupo carboxilato 

del OA. A- Complejo monodentado. B- Complejo bidentado (quelando). C- Complejo tipo puente.    

 

Considerando la relación empírica entre las frecuencias νas, y νs observadas se propone que un = 

200-300 cm-1 se corresponde con la formación del complejo monodentado, 140-190 cm-1 al 

complejo tipo puente, y  < 110 cm-1 al complejo bidentado. En los espectros obtenidos para las 

AgNP-OA y MNP-OA, esta relación sugiere que el OA se encuentra unido a la superficie de las 

nanopartículas mediante una configuración de complejo bidentado y mediante estado puente. Estas 

configuraciones resultan en las uniones fuertes del OA a los núcleos de las NPs en donde además 

el ligando expone las cadenas hidrocarbonadas del OA hacia el exterior confiriéndole a las NPs 
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características hidrofóbicas. Las señales ubicadas a ~2921, 2853, 1440 y 718 cm-1 pertenecen a los 

grupos -CH2-, y la señal situada a ~3005 cm-1 a los grupos -CH3 terminales de las cadenas 

hidrocarbonadas de OA. En el espectro FT-IR de las MNP-OA se destaca la señal correspondiente 

a la vibración Fe-O de la estructura de la magnetita, a ~594 cm-1, en concordancia con lo informado 

por la bibliografía.43 

 

Figura II.4.14. Espectros FT-IR de las AgNP-OA y MNP-OA (discos de KBr) y ácido oleico 

(depositado sobre disco de AgBr). 
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El grado de cobertura de la superficie de las NPs por OA, fue estimado de manera teórica y 

medido experimentalmente. El análisis de termogravimetría permitió determinar el grado de 

funcionalización para ambas nanopartículas, en cuyos termogramas se observan diferentes 

pérdidas asociadas a la descomposición de OA en diferentes instancias. Experimentalmente 

también es posible deducir pérdidas debidas a oclusión de solvente o solvente de dispersión 

remanente en las muestras ensayadas. En particular, las AgNP-OA (Figura II.4.15A) resultan 

difíciles de obtener como polvo seco para efectuar estudios en sólido, sin embargo, la primera 

pérdida obtenida para estas nanopartículas en el intervalo entre 80-100°C asociada a solvente 

ocluido, representa una leve disminución casi imperceptible en el porcentaje de masa inicial. 

Seguidamente, entre los 136,6 y 263,6°C, comienza la degradación de los enlaces COO-Ag+, lo 

cual pospone la oxidación de las moléculas de OA.56 Entre 263,6 y 394,4°C se experimentan 

sucesivos procesos de degradación de OA que finalizan alrededor de los 460°C, arrojando un 

porcentaje de pérdida de masa de ~19%, correspondiente a la cantidad total de ácido oleico en las 

AgNPs-OA. Valores equivalentes en masa para la cobertura de una monocapa de OA y etapas de 

degradación similares en nanopartículas del mismo tamaño, han sido reportados por otros 

autores.46  

 

Figura III.4.15. Análisis termogravimétrico (TGA, línea sólida) y primera derivada (DTA, línea 

discontinua) de las A- AgNP-OA y B- MNP-OA. 

 

Un razonamiento similar se aplicó al análisis del termograma obtenido para las MNPs-OA 

(Figura II.4.15B), las cuales pueden obtenerse fácilmente como polvo seco. En el mismo, la 

primera pérdida de ~1% en masa se relacionó a pérdida de solvente ocluido. De la primera derivada 

es posible deducir tres pasos principales de pérdida de masa correspondientes a diferentes procesos 
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de descomposición del OA, acorde a lo reportado para nanopartículas de magnetita funcionalizadas 

con una monocapa de ácido oleico.67 Luego del primer decaimiento (pérdida de solvente), y desde 

153,2 a 482,1 °C fue posible observar un primer proceso global de descomposición de OA que 

muestra una pérdida total de masa de ~7,5%. Finalmente, un ~8,3% de masa se pierde en el 

segundo paso de degradación de OA, dando lugar a una pérdida neta de masa de 15,8 %, 

correspondiente a la proporción de surfactante que interviene en la funcionalización de las MNP-

OA. 

La información obtenida por termogravimetría concuerda bien con lo predicho por estimaciones 

teóricas de la masa (detalladas más adelante), las cuales denotaron 14 y 18% de masa total de OA 

para el caso de una funcionalización completa con una monocapa de OA en AgNP-OA y MNP-

OA, respectivamente. Las pequeñas diferencias observadas con respecto a las estimaciones 

teóricas basadas en considerar los diámetros de TEM, la masa de OA, el área ocupada por el mismo 

y un empaquetamiento de red hexagonal pueden ser atribuidas a procesos de aglomeración o 

pérdidas desparejas de masa que ocurren normalmente cuando las nanopartículas son llevadas a 

sequedad.   

A fin de caracterizar el núcleo de las nanopartículas, se realizaron estudios por medio de 

microscopía de transmisión electrónica (TEM), con la cual se recabó información en cuanto a 

morfología, grado de polidispersidad y estabilidad en el tiempo (AgNP-OA) de las nanopartículas 

(Figura II.4.16). Para las AgNPs-OA, se encontró un diámetro promedio de (5,2 ± 0,1) nm. Dado 

que las AgNP-OA son susceptibles a sufrir oxidación, se realizaron estudios en el tiempo con el 

fin de determinar si existen alteraciones en la estructura y forma de las NPs como consecuencia de 

procesos de degradación. Imágenes obtenidas a los 5 y a los 50 días después de sintetizadas (grillas 

diferentes), permitieron corroborar la ausencia de cambios en la morfología de las AgNP-OA en 

intervalos de tiempo prolongados, lo cual se condice con lo observado por espectroscopía UV-

visible. El diámetro promedio del núcleo de magnetita en las MNP-OA, se estimó en (7,2 ± 0,7) 

nm. Como puede inferirse de las micrografías obtenidas (Fig. II.4.16), las nanopartículas metálicas 

presentaron una morfología más uniforme y homogénea, mientras que las nanopartículas 

magnéticas son más polidispersas con zonas de aglomeración variable. Estas diferencias son 

reflejadas por los índices de polidispersidad (PDI) calculados, para los cuales se obtuvieron valores 

de 4x10-4 y 90x10-4 para AgNP-OA y MNP-OA, respectivamente.  
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Figura II.4.16. Histogramas de distribución de tamaño promedio (izquierda) realizado a partir de 

imágenes obtenidas por medio de TEM, de AgNPs-OA (paneles superiores) y MNPs-OA (paneles 

inferiores) dispersadas en n-hexano. En las imágenes correspondientes a AgNP-OA, se obtuvieron 

micrografías luego de 5 (A, B) y 50 días (C, D) de su síntesis para corroborar su estabilidad y 

morfología. Debajo, se visualizan las MNP-OA en diferentes campos y magnificaciones. El 

análisis estadístico tuvo en cuenta un total de 5 imágenes por NP y el número de partículas 

analizadas varió entre ~1000 y 3000 partículas para cada imagen. 

 

  A partir de los diámetros obtenidos por TEM, y considerando la masa y el área ocupada por 

moléculas de OA en la superficie de las NPs, fue posible realizar cálculos teóricos enfocados a 

estimar las masas molares (implícitamente, la composición núcleo/ligando) de las nanopartículas 

sintetizadas (Ecuación II.4.12). 

 

                                          𝑷𝑴𝑵𝑷−𝑶𝑨 =  [(
𝟒𝝅𝒓𝟑𝜹𝒏ú𝒄𝒍𝒆𝒐

𝟑
) + (

𝑴𝑾𝑶𝑨𝟒𝝅𝒓𝟐𝟎,𝟗𝟎𝟔𝟗

𝑨𝑶𝑨
)] 𝒙 𝑵𝑨 (II.4.12)  

 

El peso de las NPs fue estimado considerando el radio (r) del núcleo de las mismas, la densidad 

específica del material que compone cada núcleo (δnúcleo), y la masa molar del ácido oleico (MWOA). 



CAPÍTULO II 

77 
 

Las densidades específicas de Ag y Fe3O4 utilizadas, fueron 10490 y 5200 g/dm3, 

respectivamente.68 Se asumió también, un cubrimiento completo de la superficie de las NPs por 

OA, con un arreglo de empaquetamiento en red hexagonal. Esto se tuvo en cuenta por medio de la 

introducción de un factor de corrección igual a 0,9069. AOA representa el área de sección 

transversal promedio ocupada por una molécula de OA en la superficie de la partícula, la cual se 

definió en 30 Å2/molécula (molécula completamente extendida),45,69 y NA es el número de 

Avogadro.70 Bajo esta metodología, se obtuvieron masas molares de 529 KDa y 751 KDa para las 

AgNP-OA y las MNP-OA, respectivamente. 

Adicionalmente, se estudiaron las composiciones atómicas superficiales y estructura de red 

cristalina de las nanopartículas, a través de espectroscopía de fotoelectrones de rayos X (XPS) y 

difracción de rayos X de polvo (p-XRD).  

En la Figura II.4.17, se muestran los espectros de XPS de las nanopartículas sintetizadas. En el 

caso de los espectros obtenidos para las AgNP-OA (A-C), es posible distinguir las señales 

características de Ag 3d3/2 y Ag 3d1/2, a 367,7 y 373,8 eV respectivamente, con un desdoblamiento 

spin-órbita de ~6eV como es de esperarse para la Ag (0).71 La región de O 1s (B) muestra dos 

contribuciones principales a 531,9 y 532,7 eV, los cuales corresponden en este orden a los átomos 

de oxígeno de los grupos carboxilato con uniones de tipo mono- y bidentado al núcleo metálico.72 

En este sentido, es válido aclarar que la unión monodentada identificada por la técnica de XPS 

hace referencia a la configuración de complejo tipo puente, observada en estudios de FT-IR 

(Figura II.4.13). A diferencia de la técnica de FT-IT, XPS no puede discriminar entre una unión 

netamente monodentada y una de tipo puente, dado que sólo obtiene información acerca de la 

unión entre un átomo de oxígeno y un átomo de Ag o Fe, con energías de enlace (BE) degeneradas. 

Estos mismos desplazamientos en la región de O 1s pueden apreciarse en el caso de las MNP-

OA (E), donde adquieren energías similares de 531,6 y 532,8 eV, con la contribución adicional 

del oxígeno de red propio de la estructura cristalina que compone el núcleo de Fe3O4, la cual 

adquiere un valor de energía de ~530 eV.73 La configuración de enlace ligando-nanopartícula, 

también queda en evidencia cuando se analizan las regiones de C 1s para cada material. Como 

observa en la región de C 1s para las AgNPs-OA (C), las señales están compuestas por tres 

contribuciones diferentes, que surgen del entorno químico de los diferentes átomos de carbono en 

las moléculas de ácido oleico. El pico más intenso a 284,6 eV, se asignó a la cadena hidrocarbonada 

de OA. De manera análoga a la región de O 1s, los picos en la región de C 1s centrados en 285,6 
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y 288,7 eV corresponden a los enlaces C-O simple y doble (característicos de uniones mono- y 

bidentado respectivamente, al núcleo de las NPs), provenientes de los grupos carboxilato del OA. 

La región de C 1s en las MNP-OA (F), comprende los mismos valores de desplazamiento en 

energía para las tres contribuciones pertenecientes a esta señal (284,8, 286,4 y 288,4 eV). La 

relación de señales denotada por las áreas de cada pico, sugiere que los ligandos OA se unen al 

núcleo de magnetita por medio de enlaces mono- (puente) y bidentado en proporciones semejantes, 

en tanto que para las AgNP-OA, la relación es diferente. Por este motivo, se realizaron 

cuantificaciones de proporciones atómicas relativas en la superficie teniendo en cuenta las áreas 

de pico para cada contribución de las señales observadas en las regiones de O 1s. Descontando las 

señales provenientes del oxígeno de red (Fe3O4) en MNPs-OA, se obtuvo que, para ambas 

nanopartículas la superficie posee un tipo de unión en proporciones aproximadas de 80:20, 

monodentado (con ambos O de un grupo COO- unidos a dos átomos diferentes de Ag o 

Fe)/bidentado (ec. II.1.6), teniendo en cuenta la concentración total de grupos carboxilatos 

aportados por el surfactante. De esta forma, las características de enlace encontradas por medio de 

esta técnica, concuerdan con lo observado por FT-IR, donde la relación establecida por medio de 

las diferencias en frecuencias de absorción en el infrarrojo, denotaron un equilibrio quelando 

bidentado/puente (Figuras II.4.13-14) en lo respectivo a la naturaleza del enlace núcleo-ligando. 

El espectro de XPS de las nanopartículas de magnetita en la región del Fe 2p, comprende señales 

pertenecientes a ambos estados de oxidación, Fe2+ y Fe3+; el primero coordinado octaédricamente 

y el segundo, distribuido entre sitios octaédrico y tetraédrico (solapamiento de señales Fe2O3/FeO). 

La región del Fe 2p en las MNP-OA (D) presenta dos señales dobletes correspondientes al 

desdoblamiento spin-órbita para Fe 2p3/2 y 2p1/2 con sus respectivos satélites. El pico a más baja 

energía, centrado en 710,6 eV corresponde a la señal de Fe2+ 2p3/2 y su respectivo satélite en 712,6 

eV. Alrededor de los 710,8 eV se muestran algunas especies octaédricas de Fe3+ y satélites 

correspondientes a estructuras octaédricas/tetraédricas de esta misma especie, se sitúan en 719,1 

eV aproximadamente. Seguidamente se encuentra la señal correspondiente al Fe 2p1/2 en 724,2 eV, 

su satélite en 726,4 eV y una señal satélite adicional de Fe3+, alrededor de 733,2 eV.73 
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Figura II.4.17. Espectros de HR-XPS de las AgNP-OA (A-C) y las MNP-OA (D-F) mostrando 

las regiones Ag 3d, Fe 2p, O 1s y C 1s.  

 

Por último, se estudió la estructura cristalina de las nanopartículas mediante difracción de rayos 

X de polvo (p-XRD). Como se visualiza en la Figura II.4.18A, se corroboró la estructura cristalina 

de la Ag0 en las AgNP-OA obteniéndose las señales características a 38,1°, 44,3° y 64,5° 



TESIS DOCTORAL – Lic. Martín E. Villanueva 

80 
 

correspondientes a las familias de planos atómicos (111), (200) y (220), propias de la estructura 

cúbica centrada en las caras (fcc).71 

El patrón de XRD de las MNP-OA (Figura II.4.18B), muestra los picos característicos a 2θ de 

30.4°, 35.7°, 43.4°, 53.7°, 57.3° y 62.9° correspondientes a las difracciones de los planos (220), 

(311), (400), (422), (511) y (440) de las caras cristalinas de la estructura de magnetita.44 Cálculos 

de tamaño de grano efectuados por ajustes gaussianos de los picos del difractograma y por medio 

de la ecuación de Debye-Scherrer (Ec. II.1.8), mostraron una buena correlación con los tamaños 

obtenidos por TEM, evidenciando un diámetro promedio de (7,0 ± 0.9) nm del núcleo de Fe3O4 en 

las MNP-OA. En el caso del difractograma obtenido para las AgNP-OA el ajuste gaussiano 

presentó una menor correlación, evidenciando diámetros levemente mayores a los obtenidos por 

TEM, pero con una mayor desviación estándar acorde a esta discrepancia ((6,4 ± 2,0) nm).   

 

Figura II.4.18. Patrón de difracción de rayos X de polvo (p-XRD) de AgNP-OA (A) y MNP-OA 

(B). 
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II.5- CONCLUSIÓN 

La vasta cantidad de estudios existentes en torno a la síntesis y funcionalización de 

nanopartículas con aplicaciones en las nanobiociencias ha permitido abrir caminos innovadores en 

el desarrollo de estrategias para la fabricación de estos materiales.  

En esta tesis doctoral, se llevaron a cabo exitosamente rutas sintéticas para la obtención de 

nanopartículas de plata y magnetita, funcionalizadas con ácido oleico (AgNP-OA y MNP-OA) de 

manera controlada y reproducible. A través de metodologías que hacen uso de las propiedades 

fisicoquímicas intrínsecas de las nanopartículas hidrofóbicas obtenidas (superparamagnetismo, 

absorción de plasmón superficial), fue posible mejorar los procesos de separación y purificación 

de los nanocompósitos en cuestión. 

De manera subsiguiente, se abordó un amplio espectro de técnicas de caracterización de 

nanomateriales con las cuales fue posible estudiar las propiedades fisicoquímicas de AgNPs-OA 

y MNPs-OA. Como se mencionó anteriormente, se confirmó la presencia de la banda de 

resonancia del plasmón superficial en AgNPs-OA, la cual nos proporcionó una vía útil para medir 

la estabilidad de estas NPs en dispersiones. La magnetometría nos permitió por otra parte, 

determinar la propiedad de superparamagnetismo en las MNPs-OA, requisito fundamental para 

abordar los estudios de fusión de membranas planteados como objetivo principal de aplicación de 

estas nanopartículas durante el presente trabajo de tesis. Las técnicas implementadas para el 

estudio de la morfología y estructura de las nanopartículas sintetizadas, permitieron obtener 

información relevante que será determinante en su comportamiento frente a los modelos de 

biomembranas a las cuales se las expondrá. Así, las técnicas asistidas por irradiación de rayos X 

(p-XRD y XPS) arrojaron luz sobre configuraciones de red cristalina y estructura superficial de 

las NPs, disposición de ligandos y estados de oxidación predominantes. La caracterización de 

superficie fue debidamente acompañada por la información adquirida mediante espectroscopía 

infrarroja (FT-IR), la cual además de representar una herramienta útil en términos de control de 

rutina para la purificación de las nanopartículas, hace posible la determinación de la naturaleza del 

enlace núcleo-OA. Por medio de microscopía de transmisión electrónica (TEM), se analizó la 

morfología del núcleo de las nanopartículas y se adquirieron conocimientos acerca del grado de 

polidispersidad de los sistemas ensayados. A través de breves modelos teóricos aplicados, teniendo 

en cuenta la información extraída por TEM, se estimó tamaño y masa molar de las nanopartículas. 

Esta información teórica fue acompañada con datos obtenidos por medio de análisis 
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termogravimétricos (TGA), orientados a determinar experimentalmente la relación de masas entre 

los componentes del núcleo (Ag o Fe3O4) y las moléculas de ligando (OA), y así poder estimar la 

masa molar de las NPs. Este dato es importante cuando se desean hacer comparaciones 

relacionadas a la cantidad relativa de nanopartículas respecto a los componentes de los modelos 

de biomembrana (fosfolípidos).   
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CAPÍTULO III 

 

Interacción de nanopartículas de plata funcionalizadas con ácido 

oleico (AgNP-OA) con modelos de biomembranas 

 

 

 

 

 

 

RESUMEN 

En este capítulo se describen los estudios realizados en relación a la interacción entre 

nanopartículas de plata funcionalizadas con ácido oleico (AgNP-OA) y modelos de biomembranas 

con diferente composición. Utilizando el modelo de monocapas de Langmuir como eje principal 

y por medio de diversas técnicas de microscopía acopladas al mismo, se accedió a información 

relevante acerca del comportamiento termodinámico y topográfico de los sistemas NP/Lípido. Se 

realizaron, además, ensayos para la determinación de la capacidad de estas NPs para adsorber 

fosfolípidos del entorno y liberar iones Ag+, los cuales tienen actividad biocida en diferentes 

medios. Estas técnicas en conjunto permitieron abarcar un extenso estudio sobre el desempeño de 

las AgNP-OA hidrofóbicas como potencial plataforma biocida. El entendimiento de los factores 

que regulan la interacción entre estas nanopartículas hidrofóbicas y biomembranas, permite sentar 

bases importantes para el desarrollo y diseño racional de nanopartículas con aplicaciones en 

biomedicina.
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III.1- INTRODUCCIÓN 

 

III.1.1- Principales mecanismos de acción antimicrobiana de las nanopartículas de plata 

(AgNPs)   

 

 Entre las nanoestructuras integradas por compuestos de plata, las nanopartículas de plata 

(AgNP) han sido ampliamente utilizadas por años como agentes antibacterianos y antifúngicos, 

con una amplia inserción en la manufactura de dispositivos quirúrgicos, de higienización y para el 

tratamiento de quemaduras; debido a sus propiedades antimicrobianas. Específicamente, 

nanopartículas de plata con diámetros menores que 20 nm, han demostrado una mayor actividad 

antimicrobiana en comparación con otros compuestos no-particulados de plata. Esto puede ser 

atribuido a la gran relación superficie/volumen que poseen las NP, lo cual provee un mayor 

contacto con el medio que las rodea, favoreciendo la continua liberación de iones plata (Ag+), 

considerados una de las especies biológicamente activas de la plata.1 Asimismo, la ionización de 

la plata metálica está estrechamente relacionada al área superficial expuesta, y estudios clínicos 

realizados en diversos modelos animales han probado que la velocidad de liberación de iones Ag+ 

es unas 100 veces mayor desde nanocristales de plata que desde materiales de plata con 

dimensiones en la escala micro- o macroscópica.2  

En cuanto a los mecanismos de acción de la nano-plata sobre las bacterias, si bien no han sido 

completamente elucidados, algunos de los más importantes pueden resumirse en tres procesos 

generales: (1) generación de iones plata libres, seguidos por la disrupción en la producción de 

metabolitos y en la replicación de ADN, (2) generación de especies reactivas del oxígeno (ROS) 

por parte de las AgNPs e iones Ag+, y (3) daño directo de las nanopartículas de plata sobre la 

membrana celular (Figura III.1.1). 

Es sabido que las AgNPs en su forma metálica son inertes y no exhiben acción biocida; sin 

embargo, se ioniza en presencia de humedad, fluidos corporales (tejidos) y otras secreciones, 

liberando Ag+. En un primer paso, los iones plata se unen a receptores de electrones, usualmente 

residuos disulfuro, amino, carbonilo y/o fosfato en las membranas celulares dando lugar a la 

absorción intracelular que puede ocurrir por diferentes vías. Seguidamente, la inactivación de 

enzimas relacionadas a procesos de membrana como la fosfomanosa isomerasa, conllevan a la 
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disrupción de la envoltura celular bacteriana y la disfuncionalidad en su capacidad para regular 

tanto el ingreso de nutrientes por difusión como la salida de metabolitos y electrolitos esenciales 

hacia el medio externo. En suma, el efecto intracelular predominante de la plata radica 

fundamentalmente en su capacidad para dañar los sistemas enzimáticos intracelulares clave, 

alterando los metales traza y electrolitos necesarios para desempeñar su funcionamiento normal. 

Esto conduce finalmente al malfuncionamiento de la respiración celular y defectos en mecanismos 

de replicación de ARN y ADN.3  

 

Figura III.1.1. Diagrama esquemático de las interacciones probables de nanocompósitos de plata 

con células bacterianas. Las AgNPs pueden (1) liberar iones plata y generar ROS; (2) interactuar 

con proteínas de la membrana afectando su funcionamiento; (3) acumularse en la membrana 

celular afectando la permeabilidad; y (4) entrar en la célula donde puede generar ROS, liberar 

iones plata y afectar el ADN. Las ROS generadas pueden también afectar el ADN, la membrana 

celular, y las proteínas de membrana; de igual modo la liberación de iones plata puede afectar el 

ADN y las proteínas de membrana. Adaptado de Marambio-Jones, C.; Hoek, E. M. V. A Review 

of the Antibacterial Effects of Silver Nanomaterials and Potential Implications for Human Health 

and the Environment. J. Nanoparticle Res. 2010, 12 (5), 1531–1551.   

 

Estudios respecto a los diferentes mecanismos de acción biocida, describen a la generación de 

especies reactivas del oxígeno como una de las vías más probables por las cuales las AgNPs pueden 

ejercer su efecto antimicrobiano. Las ROS son subproductos naturales del metabolismo 

respiratorio de diversos organismos. Si bien, bajos niveles de estas especies reactivas del oxígeno 
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pueden ser controladas por las defensas de las células como, por ejemplo, la relación glutatión y 

disulfuro de glutatión (GSH/GSSG), una sobreproducción de ROS puede dar lugar a estrés 

oxidativo. La generación adicional de radicales libres puede atacar los lípidos de membrana y 

conducir a una ruptura de la función mitocondrial o causar daño en el ADN. En presencia de 

oxígeno disuelto, la molécula de O2 pueden adsorberse químicamente sobre la cara (111) de la 

superficie de las AgNPs y ser reducidas de manera incompleta a ROS (.OH, O2
-.), estas especies 

radicalarias son en principio, las responsables del ataque directo a las membranas celulares, 

mientras que los iones Ag+ se unen a los receptores electronegativos de la membrana, interfiriendo 

con su integridad. Además, las AgNPs internalizadas por endocitosis, poseen un efecto de tipo 

caballo de Troya, por el cual iones Ag+ son liberados en el citoplasma por medio de reacciones 

con organelas como las mitocondrias. Los iones plata intracelulares pueden unirse directamente a 

las enzimas que contienen grupos tiol, causando la interrupción de la transferencia de electrones y 

la producción de ROS, que conlleva a un estrés oxidativo adicional y severas lesiones celulares. 

Si la mortalidad de las células bacterianas es causada por la generación extracelular de ROS 

iniciada en la superficie de las AgNPs o por la interrupción de la maquinaria celular mediante un 

efecto tipo caballo de Troya gestado en el interior del citoplasma, sigue siendo un interrogante que 

precisa hasta el día de hoy, el desarrollo de estudios y ensayos de bio-modelado para la 

determinación de los principales factores desencadenantes del efecto biocida en estas 

nanopartículas.4  

Se ha reportado que las nanopartículas de plata son capaces de interactuar con la membrana 

bacteriana e internalizarse en las células como entidades moleculares.5 En el caso de 

nanopartículas puramente metálicas a las que se le forma una cubierta de óxido de plata (Ag2O 

NPs), los mecanismos de actividad antimicrobiana por interacción directa transcurren por medio 

de la formación de “huecos”, irregularidades o deformaciones en la membrana externa, que 

desencadenan cambios en la permeabilidad de la misma. Esto conduce a la posterior liberación de 

proteínas de membrana y metabolitos hacia el medio externo que culmina en la muerte celular. Sin 

embargo, se ha determinado que este fenómeno macroscópico está guiado por interacciones 

electrostáticas atractivas entre las nanopartículas y los grupos cargados en la superficie de las 

membranas celulares fundamentalmente hacia proteínas que contienen sulfuro, del mismo modo 

que ocurre durante la interacción entre los iones Ag+ y los grupos tiol de las proteínas de la cadena 

respiratoria.6 De este modo, si bien en todos los casos la química de superficie de las AgNPs es 
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determinante en la actividad antimicrobiana final, es lógico pensar que el mecanismo de 

interacción directa estará fuertemente supeditado a este factor, en cuyo caso fuerzas electrostáticas 

o de tipo puente hidrógeno serán dominantes en nanopartículas hidrofílicas, y las interacciones de 

van der Waals definirán el comportamiento de nanopartículas hidrofóbicas. 

 

III.1.2- Nanopartículas de plata en aplicaciones biomédicas y estudios emergentes en 

relación a su interacción con biomembranas  

 

Una gran preocupación en el sistema de salud mundial radica en el emergente y alarmante 

fenómeno de la creciente abundancia de organismos patógenos resistentes a diferentes fármacos 

antimicrobianos. Gracias a los efectos bactericidas de amplio espectro contra cepas Gram-

negativas y Gram-positivas, sumado a sus propiedades fisicoquímicas intrínsecas, las AgNPs se 

han convertido al día de hoy en una de las nanopartículas metálicas más empleadas para 

aplicaciones antimicrobianas modernas.7 Algunas de las plataformas que han sido ampliamente 

estudiadas incluyen AgNPs inmersas en matrices poliméricas biocompatibles como la 

policaprolactona, quitosano co-polimerizado con hidroxiapatita, etc., para su empleo como 

recubrimiento en vendajes para heridas y dispositivos empleados en prótesis. En este último caso, 

las NPs se incorporan durante el proceso de manufactura, como parte del cemento del material 

para ejercer liberación controlada de iones Ag+ y reconstrucción ósea.8 Los polímeros utilizados 

como matríz para el transporte de las AgNPs, han sido también modificados para soportar la 

angiogénesis y la vascularización, confiriéndole a estas plataformas la capacidad de cumplir un rol 

dual en regeneración ósea y buena actividad antimicrobiana. La alta porosidad de los materiales 

que conforman este tipo de compósitos incrementan la superficie de adsorción de las 

nanopartículas de plata ocluidas permitiendo una liberación incrementada y sostenida de iones 

Ag+, al tiempo que iguala la fuerza mecánica necesaria para actuar de soporte en tejidos óseos 

dañados por ejemplo, por osteoporosis.9  

Adicionalmente, y tal como se mencionó en el capítulo II, métodos comunes para la 

estabilización de las AgNPs y su posterior estudio en aplicaciones biomédicas incluyen el empleo 

de agentes hidrofílicos pasivos para su funcionalización como citrato de sodio (Cit) o 

polietilenglicol (PEG).10,11 Pese a la buena actividad antimicrobiana y compatibilidad con medios 

acuosos que exhiben las AgNPs funcionalizadas con este tipo de agentes, los mismos pueden 
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presentar algunas dificultades cuando son utilizados en ambientes lipofílicos, especialmente en 

términos de alcanzar y permanecer en un sitio deseado. Otras desventajas incluyen la problemática 

asociada a la significativa cantidad de bacterias que pueden quedar unidas o adheridas sobre el 

polímero o ligando estabilizante hidrofílico, causando desorción o degradación oxidativa a pH 

fisiológico.12  

Para aplicaciones antimicrobianas tópicas, las AgNP hidrofóbicas encuentran muchas ventajas 

por sobre aquellas de carácter hidrofílico debido a la naturaleza hidrofóbica de la piel. Las AgNP 

necesitan pasar las primeras barreras conformadas por el estrato córneo y las membranas celulares 

para poder alcanzar sitios de acción específicos. En consecuencia, considerables esfuerzos han 

sido dirigidos a entender los mecanismos por los cuales las NPs llevan a cabo la penetración en la 

piel, los cuales, tanto en materia de su destino en las células como su mecanismo de acción y 

toxicidad, se encuentran estrechamente relacionados con las propiedades fisicoquímicas de las 

NPs.13,14 Sin embargo, la distribución local, partición y organización de las nanopartículas a nivel 

de la mesoescala y sus interacciones y efectos en biomembranas, no están aún del todo 

elucidados.15,16 El estudio de las interacciones físicas entre las AgNP y los lípidos de membrana 

pueden contribuir a la obtención de conocimiento acerca de su mecanismo de acción y toxicidad.  

El esquema de trabajo empleando modelos de biomembrana ofrece muchas ventajas en 

comparación con el empleo de células, dado que es posible controlar fácilmente la composición y 

la organización del sistema, cuyos cambios producidos luego de la interacción entre sus 

componentes con un agente externo como por NPs, pueden ser medidos directamente y en tiempo 

real. Entre los modelos de biomembranas existentes, los films de Langmuir resultan una excelente 

alternativa para el estudio de la biofísica de estas membranas, considerando que las membranas 

biológicas pueden ser concebidas como dos monocapas acopladas.17,18 Los estudios en monocapas 

de Langmuir proveen un conocimiento valioso para el entendimiento acerca de cómo ocurre la 

interacción entre drogas anfifílicas o proteínas de transmembrana en la célula.19 En el marco de 

este modelo experimental, algunas investigaciones han permitido determinar que nanopartículas 

de características hidrofóbicas, son capaces de afectar las propiedades fisicoquímicas y 

viscoelásticas de monocapas lipídicas.11,20 El comportamiento de estas nanopartículas frente a 

diferentes fosfolípidos ha sido frecuentemente asociado a la habilidad de estas nanopartículas para 

segregarse de diversas maneras y modificar la elasticidad en el plano de los films lipídicos.15,20 
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 De manera adicional, la reproducibilidad de estos resultados y su correspondencia con el 

comportamiento farmacológico o toxicológico in vitro e in vivo, justifican y respaldan fuertemente 

su uso.17,21 Debido a que la modelización por monocapas de Langmuir es capaz de homologar las 

condiciones de presión lateral presentes en células reales, muchos estudios han sido diseñados, 

implementando composiciones lipídicas de monocapas con el objetivo de simular ensayos de 

captación celular (“celular uptake”).22 Nanopartículas funcionalizadas con péptidos que poseen 

dominios específicos de proteínas integrales, han sido estudiadas como transportadores de 

fármacos de acción antirretroviral por medio de ensayos en membranas modelo cuya composición 

se asemeja a la de celulares endoteliales.23 Los dominios peptídicos son capaces de llevar a cabo 

una translocación de la membrana, mejorando la captación celular. Estos estudios demostraron que 

tanto la secuencia de péptidos como la cantidad de biomolécula conjugada a las NPs afectan las 

interacciones que presentan las NPs frente a los modelos de membrana de células endoteliales. 

Estas interacciones se correlacionaron también con el transporte del fármaco encapsulado hacia el 

interior de la célula.  

Otros modelos de biomembrana ampliamente ventajosos pueden ser obtenidos por modelado 

computacional. Dentro de este campo, Gupta y Rai han empleado simulaciones de dinámica 

molecular para estudiar el efecto de la hidrofobicidad, hidrofilicidad, la carga de superficie y el 

tamaño de nanopartículas de oro (AuNP) en la permeabilidad de la piel. Por medio de la simulación 

del estrato corneo de piel compuesto por ceramida, un ácido graso de cadena larga, y colesterol, 

demostraron que las AuNP hidrofóbicas son capaces de producir una disrupción (desorganización) 

de la bicapa, entrar y permanecer en ella; mientras que, AuNP cargadas positiva- o negativamente 

solamente pueden ser adsorbidas en la interfase de la bicapa en cuestión. Sus estudios también les 

permitieron observar que la permeabilidad de las AuNP hidrofóbicas es varias veces mayor en 

comparación con sus contrapartes hidrofílicas.16 

Considerando la importancia de la interacción de las NPs con biomembranas y el rol de los iones 

plata liberados para aplicaciones antimicrobianas, el uso de AgNP hidrofóbicas, que puedan ser 

retenidas en la biomembrana, podría permitir un incremento en la acción local, reduciendo la dosis 

y optimizando el desempeño transdérmico.  
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III.1.3- Monocapas de Langmuir como sistema modelo de biomembranas para el estudio de 

interacciones entre nanopartículas y modelos de membranas celulares 

 

• Teoría del modelo y análisis de las isotermas de Langmuir 

 

Las monocapas de Langmuir (ML), constituyen uno de las plataformas más utilizadas para el 

estudio detallado de las interacciones intermoleculares en interfaces aire/agua. A diferencia de las 

vesículas que se encuentran en constante equilibrio en ausencia de presión lateral neta, los films 

monomoleculares de Langmuir formados por fosfolípidos dispersados a lo largo de una interfase 

aire/agua (o aceite/agua), están impedidos de adquirir esta condición termodinámica, debido a las 

restricciones geométricas del sistema.24 Sin embargo, como se define en la ecuación III.1.1 en 

condiciones en las cuales la presión superficial de la monocapa (Π𝑚), iguala energéticamente a la 

densidad de energía libre hidrofóbica, se establece una correspondencia directa entre monocapas 

y bicapas que hace que los sistemas de ML, sean perfectamente capaces de reproducir condiciones 

análogas a las que se presentan en las bicapas que son las estructuras encontradas en las membranas 

celulares.  

 

                                     Π𝑚(𝑎𝑏
0) =  𝛾𝑝ℎ𝑜𝑏 + [𝜑´𝑚−𝑚(𝑎𝑏

0) − 𝜑´𝑚−𝑢(𝑎𝑏
0) ]  (III.1.1) 

 

Así, con el requerimiento de que el área por molécula de lípido (𝑎𝑏
0) en monocapas, sea igual 

que en bicapas, la ecuación de correspondencia considera la energía involucrada en la tensión 

hidrofóbica de cohesión (𝛾𝑝ℎ𝑜𝑏), y las energías libres de interacción entre las cadenas lipídicas de 

monocapas opuestas en ensamblajes de bicapa (𝜑´𝑚−𝑚), y entre cadenas lipídicas y la fase superior 

(aire o aceite), 𝜑´𝑚−𝑢. Esta condición es importante dado que en monocapas es posible explorar 

una región mucho más grande de la ecuación de estado del ensamblaje lipídico, a partir de las 

isotermas de π (presión superficial) vs. A (área), en comparación con experimentos de bicapas 

tensionadas.25 Entonces, es primordial definir en qué consiste el sistema de monocapas 

autoensambladas de Langmuir como modelo experimental de biomembranas.   

El balance de fuerzas establecido en la interfase aire/agua que tiene lugar entre las moléculas de 

la subfase, con el fin de minimizar las áreas de contacto con la fase superior, trae como 
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consecuencia la aparición de una energía libre superficial. Esta energía libre, se cuantifica en 

términos de tensión superficial (γ). La tensión superficial del agua es alrededor de 73 mN/m a 

20°C, que es un valor excepcionalmente alto comparado con otros líquidos. Esta propiedad hace 

que el agua, sumada a ser el solvente de los sistemas biológicos, sea una muy buena subfase para 

estudios de monocapa. Cuando anfifilos (por ejemplo: lípidos presentes en biomembranas), son 

disueltos en un solvente inmiscible con el agua, y son depositados sobre la superficie del agua con 

una microjeringa, la solución se distribuye rápidamente para cubrir toda el área disponible. A 

medida que el solvente se evapora, los anfifilos orientan sus cabezas polares hacia la fase acuosa 

y su cadena hidrofóbica hacia la fase aire, formando la monocapa. Cuando el área disponible para 

la monocapa es grande, la distancia entre moléculas adyacentes es grande y sus interacciones son 

débiles. La monocapa puede considerarse como un gas en dos dimensiones. Bajo esta condición 

la monocapa tiene un pequeño efecto en la tensión superficial del agua. Cuando el área disponible 

para las moléculas se reduce, al entrar en contacto cercano, la fuerza repulsiva entre moléculas 

anfifílicas es responsable del grado de dispersión de las mismas y del origen de una presión 

superficial positiva, Π (o Π𝑚, como fue definido anteriormente), dada por la siguiente relación: 

 

                                                         Π = 𝛾0 − 𝛾  (III.1.2) 

 

La presión superficial se define entonces como la diferencia entre la tensión superficial de la 

subfase acuosa antes (𝛾0) y después (𝛾) de la dispersión de la monocapa.26 Con el objetivo de 

desarrollar un modelo para el estado líquido, Irving Langmuir mejoró un dispositivo (desarrollado 

por Agnes Pockels) capaz de medir los cambios en Π, mientras barreras móviles ejercen 

compresión a lo largo de la interfase aire/agua, cambiando el área disponible por molécula, A. Este 

instrumento conocido como Balanza de Langmuir está conformado por una cuba de teflón que 

contiene a la subfase y que se encuentra controlada térmicamente por canales colocados debajo de 

ella (Figura III.1.2A). El área superficial se varía por medio de las barreras móviles, generalmente 

de Delrin®, que es un material hidrofílico y lo suficientemente pesado para prevenir cualquier fuga 

de la monocapa debajo de la barrera. La presión superficial de la monocapa y el área de la cuba 

son monitoreadas continuamente durante el proceso de compresión. La presión superficial se mide 

por el método de placa de Wilhelmy. En este método se mide la fuerza debida a la tensión 

superficial en la placa suspendida (generalmente de platino), de manera tal que se encuentra 
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parcialmente inmersa en la subfase. La fuerza es convertida en tensión superficial (mN/m o 

dinas/cm) con la ayuda de las dimensiones de la placa. 

 

Figura III.1.2. A- Representación esquemática de una Balanza de Langmuir. B- Esquema de una 

isoterma de Langmuir con regiones diferenciadas según estados de fase y transiciones de fase. Las 

líneas de punto muestran el área extrapolada (A0) de las diferentes fases a π= 0 mN/m. El área 

molecular alcanzada al momento del colapso (πc) de las partículas en la interfase (~40 Å2/partícula 

en el ejemplo), puede definirse como AC. Adaptado Davies, J. T., Rideal, E. K. Interfacial 

Phenomena; Academic Press Inc. London, England, 1961.  

 

 

Por medio de estos dos conjuntos de datos, Π y A, es posible obtener una isoterma de presión 

superficial-área a temperatura constante, como se muestra en la Figura III.1.2B. Luego, 

considerando las dimensiones de la cuba (generalmente cm2) y la cantidad de moléculas 

dispersadas en la interfase, es posible calcular el área molecular promedio que tiene el anfifilo a 

las diferentes presiones de superficie. 

Durante la compresión, podemos estudiar diferentes propiedades que dependen del área 

molecular, como densidad superficial del anfifilo, densidad de carga superficial, compresibilidad 

superficial (CS, módulo de Young), y módulo de compresibilidad (CS
-1).24 Las diferentes 

discontinuidades observadas a lo largo de una isoterma están asociadas a diferentes cambios de 

fase experimentados por las monocapas de anfifilos y su comportamiento está determinado por 

diversos factores tales como, propiedades fisicoquímicas del anfifilo y/o los materiales que formen 

parte de la monocapa, temperatura y composición de la subfase, pH, etc.24,27 Así, los muchos 

estados existentes en las monocapas dependen de las fuerzas cohesivas, repulsivas y atractivas 
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experimentadas por las moléculas en la interfase agua/aire durante la compresión. Por ejemplo, 

una longitud creciente de las cadenas hidrocarbonadas de los anfifilos tendrá como resultado una 

mayor prevalencia de fuerzas de van der Waals en las interacciones establecidas, de igual modo 

que la presencia de grupos ionizables dará lugar a efectos de repulsión/atracción de cargas que 

guiarán los patrones de interacción de distintas formas.25 Las distintas regiones de una isoterma 

son de manera general, distinguidas a través de una terminología asociada a cada estado de fase. 

Cuando las moléculas disponen de un área suficientemente grande como para que no interaccionen 

entre sí, las monocapas existen en estado gaseoso (G) y a través de la subsecuente compresión, 

pueden alcanzar diferentes estados de fase. Los diferentes estados de fase que se alcanzan, 

dependerán de cada anfifilo en particular. Hay anfifilos que a lo largo de toda la isoterma exhiben 

una única fase, y otros que pueden presentar más de un estado de fase con regiones de transición 

de fases, en donde se produce la coexistencia de las mismas. En el ejemplo mostrado en la Figura 

III.1.2B, se observa que luego de la fase G, se alcanza una fase líquido expandida (LE) pasando 

por una primera transición de fase G-LE. Al seguir la compresión, la fase LE experimenta una 

transición (LE-LC), y pasa a un estado líquido-condensado (LC). A mayores densidades (o 

menores áreas), la monocapa finalmente alcanza el estado sólido (S). Si la monocapa se comprime 

después de alcanzar su máximo empaquetamiento, la misma colapsará en estructuras 

tridimensionales, o estados que son generalmente caracterizados por la formación de multicapas. 

El colapso (πc) es usualmente visto como una rápida disminución en la presión superficial o como 

una ruptura horizontal en la isoterma, si la monocapa se encuentra en estado líquido.19,28 

Las isotermas de Langmuir nos permitirán entonces, estudiar cambios significativos en las 

propiedades físicas y químicas que los films lipídicos experimenten como consecuencia de la 

interacción en presencia de las nanopartículas.21 Una manera clásica de determinar el tipo de 

interacción entre los componentes de la monocapa, es examinar como los cambios de composición 

afectan el área molecular media en el film mixto.26,27 El área molecular media obtenida de manera 

experimental para el film mezcla, puede compararse con el área ideal considerando la isoterma de 

cada componente puro (NPs o lípido) y la fracción molar en que se encuentra en la mezcla a una 

presión de superficie específica. Como se define en la ecuación III.1.3, las áreas esperadas (Aideal) 

son calculadas sumando las áreas moleculares de los componentes individuales puros (An), acorde 

a las fracciones molares en la mezcla (Xn).
24  

                     𝐴𝑖𝑑𝑒𝑎𝑙 = [𝐴1. 𝑋1 + 𝐴2. 𝑋2]𝜋   (III.1.3) 
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Dado que la interacción ideal considera la aditividad de las secciones trasversales de las 

moléculas en la interfase (componentes ubicados uno al lado de otro en determinadas 

proporciones), un fenómeno de desviación negativa con respecto al área ideal (es decir, Aexp<Aideal), 

es entendido como un comportamiento de condensación, y sugiere un acomodamiento 

intermolecular entre los lípidos que comprenden la monocapa (ej. Efecto cavidad, efecto 

paraguas); este comportamiento también puede atribuirse a la pérdida de material de la interfase. 

Por el contrario, una desviación positiva con respecto al área ideal (Aexp>Aideal) sugiere un 

comportamiento de expansión del film mixto, evidenciando un fenómeno de interacción a distancia 

de los componentes en la interfase. Fuerzas electrostáticas de repulsión intermoleculares podrían 

ser causantes de este tipo de comportamientos.24   

La expresión recíproca para la compresibilidad bidimensional (CS
-1) de una monocapa a 

diferentes áreas, definida por (III.1.4), permite obtener información valiosa acerca de las 

propiedades reológicas del film formado27: 

  𝐶𝑆
−1 =  −𝐴 (

𝑑𝜋

𝑑𝐴
)

𝑇
            (III.I.4)  

Donde π es la presión superficial medida a cada área (A) a lo largo de toda la isoterma. Así, para 

una superficie limpia, CS
-1 tenderá a cero, y su magnitud se incrementará con la cantidad de 

material de tensoactivo, presente en la superficie. También, CS
-1 dependerá del estado de fase del 

film, siendo mayor para films más condensados.24 De igual manera que en el cálculo de diferencias 

en áreas moleculares, cuando se estudian mezclas binarias en la interfase, la aditividad ideal de los 

módulos de compresibilidad (𝐶𝑆
−1̅̅ ̅̅ ̅), también puede ser modelada teniendo en cuenta los módulos 

de compresibilidad individuales para cada componente puro (𝐶𝑆 𝑛
−1), acorde a la fracción de área 

molecular (𝐴𝑛) y fracción molar (𝑋1) en la que se encuentran (III.1.5).29 Entonces, a una dada 

presión superficial constante: 

 

                             𝐶𝑆
−1̅̅ ̅̅ ̅ =  (𝑋1 (

𝐶𝑆 1
−1

𝐴1
)

𝜋
+ 𝑋2 (

𝐶𝑆 2
−1

𝐴2
)

𝜋
) (𝑋1𝐴1 + 𝑋2𝐴2)𝜋                  (III.1.5) 

CS
-1 provee información acerca de la elasticidad del empaquetamiento lateral 

(facilidad/resistencia a la compresión lateral) dentro de la monocapa. Además, en contraste con el 

cálculo de áreas de condensación, los valores de CS
-1, resultan más sensibles a cambios súbitos en 

la estructura lipídica durante la interacción lateral con lípidos modelo de biomembrana como el 

colesterol.26 
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• Microscopía de Ángulo de Brewster (BAM) 

A lo largo de muchas décadas durante el siglo 20, la medición de presión superficial fue la 

principal fuente de información acerca de las monocapas de la interfase aire/agua. Con ella, es 

posible deducir la presencia de diferentes fases en las monocapas, a través de la existencia de una 

meseta en isotermas de presión superficial vs. área molecular. Sin embargo, las mediciones de π-

A de las isotermas, proveen resultados termodinámicos y, en consecuencia, la evidencia y la 

caracterización de fenómenos estructurales en la mesoescala son excluidos cuando sólo se emplea 

esta técnica. La microscopía de ángulo de Brewster (BAM) representa un método poderoso 

desarrollado para la visualización de la topografía y la textura de monocapas de anfifilos o 

surfactantes en la escala mesoscópica, sin ninguna perturbación externa debido a que no se requiere 

la utilización de sondas o marcadores.30,31 Esta técnica se basa en los principios de la 

espectroscopía de reflexión (Figura III.1.3).  

 

 

Figura III.1.3. Representación esquemática del arreglo experimental y principio físico de la 

microscopía de ángulo de Brewster (BAM). Adaptado de Vollhardt, D. Brewster Angle 

Microscopy: A Preferential Method for Mesoscopic Characterization of Monolayers at the 

Air/Water Interface. Curr. Opin. Colloid Interface Sci. 2014, 19 (3), 183–197. 

 

 

El haz de un láser es polarizado paralelo al plano de incidencia y dirigido en el ángulo de 

Brewster (~53° para el agua) sobre la interfase aire/agua. Bajo estas condiciones, la luz no es 

reflejada. Sin embargo, la adición de un film en la interfase aire/agua, produce un cambio en el 



TESIS DOCTORAL – Lic. Martín E. Villanueva 

104 
 

índice de refracción que resulta en la reflexión de la luz en dirección a un detector (cámara CCD) 

que provee imágenes en tiempo real de la interfase. El detector transforma la señal medida de luz 

reflejada en una imagen en escala de grises. La intensidad del gris de la imagen es proporcional al 

cuadrado de la altura del film que la genera (𝑅 ≅ ℎ2). En una imagen obtenida por BAM las áreas 

oscuras de igual intensidad de gris que la interfase limpia, indican ausencia del film en esa región, 

en tanto que zonas claras indican la presencia de surfactante y mientras más clara sea la imagen, 

mayor es la altura o el índice de refracción de la monocapa en esa región. El arreglo experimental 

incluye también una balanza de Langmuir que provee información adicional sobre el 

empaquetamiento del film registrando los cambios en la presión superficial luego de la reducción 

del área molecular (cambios denotados por la isoterma).  

 

• Caracterización de films depositados por la técnica de Langmuir-Blodgett mediante 

Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) 

La técnica de Langmuir-Blodgett ofrece una de las formas más simples y robustas para la 

preparación de ensamblajes moleculares altamente organizados, los cuales poseen potenciales 

aplicaciones en sensores, optoelectrónica, procesamiento de señales ópticas, interruptores ópticos 

digitales y modelos de biomembranas soportadas.19,32 En este método, un sustrato sólido es 

inmerso verticalmente en una monocapa previamente organizada sobre la superficie de una subfase 

acuosa, dispuestas en una balanza de Langmuir. El procedimiento es realizado a una presión 

superficial constante (monitoreada por la placa de Wilhelmy), la cual se alcanza por medio de la 

reducción del área a través del desplazamiento de las barreras móviles. A este arreglo experimental 

convencional, le es incorporado un brazo mecánico controlado por una computadora denominado 

dipper o inmersor. Por medio de la direccionalidad impartida en los movimientos de inmersión 

verticales del brazo mecánico (arriba o abajo), es posible lograr la adsorción de la monocapa 

flotante sobre el sustrato sólido a una dada presión (Figura III.1.4A). Estas estructuras de 

ensamblajes supramoleculares sobre superficies sólidas transferidas por vías de esta metodología, 

son denominadas films de Langmuir-Blodgett (o films LB). Si el proceso es sucesivamente 

repetido, es posible preparar films en multi-capas.  

Cuando el sustrato sólido es de naturaleza hidrofílica (vidrio, SiO2, etc.) la primera capa es 

depositada levantando el substrato sólido desde la subfase hacia el aire a través de la monocapa, 
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mientras que si el sustrato sólido es hidrofóbico (HOPG, SiO2 silanizado, etc.) la primera capa es 

depositada sumergiendo el sustrato desde el aire hacia la subfase a través de la monocapa. 

Asimismo, existen muchos parámetros que afectan la calidad de la película LB que se produce, 

tales como la naturaleza de la película extendida, la composición y la temperatura de la subfase, la 

presión superficial durante la deposición y la velocidad de deposición, el tipo y naturaleza del 

sustrato sólido y el tiempo de exposición del sustrato sólido al aire o en la subfase entre los ciclos 

de deposición.33  

La cantidad y la calidad de la monocapa depositada en un soporte sólido se mide por la relación 

de transferencia (transfer ratio o Tr). Este factor es definido como la relación entre la disminución 

en el área de la monocapa durante la deposición, At, y el área de sustrato As. Para una transferencia 

ideal, el Tr resulta igual a 1.  

 

Figura III.1.4. A- Esquema de deposición de una monocapa sobre un sustrato sólido por medio 

de la técnica de Langmuir-Blodgett. B- Arreglos moleculares posibles a través de distintas 

metodologías de deposición. Adaptado de Birdi, K. S. Lipid and Biopolimer Monolayers at 

Liquid Interfaces; Plenum Press: New York, USA., 1989.   

 

La estructura y orientación de las moléculas anfifílicas depositadas, está gobernada por el ángulo 

de contacto entre la monocapa y la superficie sólida. Las monocapas depositadas, han sido 

caracterizadas en arreglos moleculares de tipos x, y, z (Figura III.1.4B). De estos tres tipos de 

arreglos, el más empleado es el y, el cual es producido cuando la transferencia de la monocapa 

transcurre con la inmersión del sustrato hacia arriba y hacia debajo de la interfase. Por otra parte, 

cuando la transferencia del film tiene lugar cuando el sustrato es únicamente sumergido, se 

denomina film LB tipo x; mientras que, si la deposición transcurre por medio de la sustracción del 
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sustrato sólido desde el bulk de la subfase hacia afuera de la interfase, adquiere la denominación 

tipo z.34  

Uno de los factores determinantes que convierten al sistema de films de LB, en una de las 

plataformas más estudiadas como estructuras con aplicación tecnológica y biomédica es la amplia 

gama de herramientas de caracterización que permiten obtener información relevante acerca de los 

patrones de ensamblajes supramoleculares diseñados sobre los sustratos sólidos. Estos films han 

sido caracterizados por espectroscopía UV-Visible, espectroscopía de fluorescencia (FL), 

Microscopía de barrido electrónico (SEM), Microscopía de fuerza atómica (AFM), RAMAN, FT-

IR, etc.33 Entre estas metodologías, la microscopía de fuerza atómica se destaca en la actualidad 

como una de las técnicas más empleadas para la exploración de la estructura de muestras biológicas 

en tiempo real, alcanzando una resolución (sub) nanométrica y una alta sensibilidad para la 

detección de cambios en la magnitud de fuerzas electrostáticas. Con el advenimiento de las 

nanobiotecnologías emergentes, AFM ha permitido una gran accesibilidad a información 

morfológica y topográfica precisas, con las cuales es posible llevar a cabo estudios de interacción 

entre nanomateriales y biomembranas, soportados (adsorbidos) en sustratos sólidos.35–38  

Brevemente, la instrumentación de AFM consiste en un tip (punta fina) montada al final de un 

muelle o cantilever, el cual le permite al tip moverse hacia arriba y abajo a medida que se escanea 

la muestra. Este muelle típicamente posee una muy baja constante de fuerza, lo cual le permite al 

AFM controlar la fuerza entre el tip y la muestra con gran precisión. La distancia entre la punta y 

los átomos de superficie, está en el orden donde se manifiestan diferentes fuerzas dependiendo del 

tipo de contacto, tales como van der Waals, fuerzas de capilaridad, fuerzas electrostáticas, etc. A 

separaciones relativamente grandes, cualquier fuerza atractiva entre los átomos de la muestra y 

aquellos en la punta del tip, resulta muy pequeña como para exhibir un efecto significativo (muelle 

sin deflexión aparente). A medida que la separación se reduce, la fuerza entre el tip y la muestra 

incrementa rápidamente y el muelle comienza a curvarse bajo la influencia de las fuerzas atractivas 

(usualmente van der Waals, dominante a separaciones grandes). Seguidamente, el tip de AFM 

experimenta un aparente contacto con la muestra, y el muelle exhibe una curvatura que tiende a 

extraer el tip de la muestra, hacia la dirección opuesta. Estas sucesivas deflexiones que dependen 

de la topografía de la superficie, son monitoreadas por un fotodetector que traduce los movimientos 

del muelle en una señal óptica, a lo largo de todo el escaneo. En la Figura III.1.5 se muestra el 

esquema operacional de esta técnica.  
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Figura III.1.5. Representación esquemática de un microscopio de fuerza atómica (AFM). 

Adaptado de Morris, V. J., Kirby, A. R., Gunning, A. P. Atomic Force Microscopy for Biologists, 

2nd edition.; Imperial College Press: London, England, 2010.   

 

Existen muchos modos disponibles para realizar AFM, los cuales se encuentran diferenciados 

por la naturaleza de la interacción de fuerzas involucradas en cada caso: modo contacto, modo sin 

contacto, modo oscilante. Tal como se infiere, en el modo de contacto, el tip de AFM se encuentra 

en contacto directo con la superficie de la muestra y la interacción tip-muestra es de naturaleza 

repulsiva. En el modo sin contacto, el tip nunca toca la superficie de la muestra. Así, el muelle 

oscila con una amplitud de unos pocos nm mientras se desplaza por encima de la muestra. Las 

fuerzas de van der Waals de larga distancia entre la muestra y el tip, producen un efecto de 

“amortiguación” en el muelle oscilante, reduciendo su oscilación a medida que se aproxima a la 

superficie. Por último, el modo oscilante o tapping, representa una mezcla entre los dos modos 

previamente mencionados y es también el modo de escaneo comúnmente más seleccionado para 

análisis de materiales. En este caso, el muelle es deliberadamente excitado por un oscilador 

eléctrico a amplitudes de hasta 100 nm, de manera que efectivamente se producen saltos hacia 

arriba y abajo (toca la superficie de manera intermitente) a medida que viaja sobre la muestra. Los 

contactos oscilatorios tip-muestra son producidos en períodos de muy corta duración 

(generalmente segundos) y le confiere a este modo ciertas ventajas, entre las cuales se encuentran 

la reducción de la fuerza lateral en la muestra. Esto es muy útil a la hora de realizar escaneos por 

medio de esta técnica, e implica que puedan obtenerse imágenes de muestras muy delicadas (ej. 

Redes de moléculas) sin distorsiones severas o daños impartidos por estas fuerzas de corte.39  
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III.2- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Durante el desarrollo experimental abarcado en este capítulo se propuso estudiar la interacción 

entre las nanopartículas de plata funcionalizadas con ácido oleico (AgNP-OA), y fosfolípidos 

modelos de biomembrana. Para ello, se implementó el modelo de monocapas de Langmuir con el 

fin de adquirir información reológica y termodinámica relevante, acerca de las proporciones en 

que las propiedades de las biomembranas se ven modificadas debido a la presencia de las 

nanopartículas. Dentro de los modelos de membrana empleados, se seleccionaron monocapas de 

lípidos simples (principales constituyentes de membranas celulares) con diferentes estados de fase, 

y una mezcla de lípidos que mimetiza el estrato córneo (SCM).  

En forma paralela, se procuró obtener información topográfica y morfológica de estos films 

llevando a cabo diversas técnicas de microscopía. Por un lado, se procedió a realizar mediciones 

por microscopía de ángulo de Brewster (BAM) de los films formados en la interfase agua/aire. 

Dado que esta técnica es desarrollada directamente sobre la monocapa a lo largo de su compresión 

(y/o compresión-expansión) en tiempo real, la misma permite obtener información valiosa acerca 

de las variaciones en la morfología de los films como resultado de la interacción NP-lípido a 

diferentes presiones de superficie. Por otro lado, se propuso estudiar la estructura, defectos y 

propiedades mecánicas de films de Langmuir transferidos a un sustrato sólido por medio de la 

técnica de Langmuir-Blodgett. Como herramienta de análisis de estas estructuras se empleó 

microscopía de fuerza atómica (AFM), la cual permite, además, determinar la presencia de 

posibles patrones estructurales formados por films NP-lípido que podrían no ser observados 

durante los experimentos en superficie líquida.      

De manera subsiguiente, se procedió a efectuar estudios concernientes a la estabilidad, 

comportamiento y desempeño de las AgNP-OA, frente a biomembranas en su rol como agentes 

antimicrobianos. Por medio de espectroscopía de fotoelectrones de rayos X (XPS), se evaluó la 

adsorción de fosfolípidos sobre la superficie de las AgNP-OA. Considerando los antecedentes 

descriptos en la primera parte de este capítulo (III.1.1-2) acerca del rol de las AgNPs como agentes 

biocidas, se propuso estudiar la capacidad de las AgNP-OA hidrofóbicas para liberar iones plata 

en medio acuoso, y una vez que se encuentran incorporadas dentro de un modelo de biomembrana, 

en este caso vesículas multilamelares (MLVs). Para ello, se implementó un método de 
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cuantificación colorimétrica de iones Ag+ por espectroscopía UV-Visible, y se estudió la liberación 

de estos iones tanto en agua cómo en solución fisiológica (NaCl 145 mM), a través del tiempo. 

 

III.3- MATERIALES Y MÉTODOS 

 

III.3.1- Monocapas de Langmuir 

 

Los films de Langmuir de AgNP-OA puras, lípidos puros (o mezclas de lípidos) y AgNP-

OA/lípido se obtuvieron por medio del sembrado de soluciones stock de las muestras 

correspondientes en la interfase aire/agua de una balanza de Langmuir. Soluciones de POPC, 

DPPC, DMPC, DSPC y mezcla 50:50 DMPC/DSPC (XDMPC= 0,5, XDSPC= 0,5) fueron preparadas 

en cloroformo. La mezcla de estrato córneo (SCM) fue preparada mezclando ceramida C24 

(Cer24), ácido lignocérico (LA) y colesterol (Cho) en proporción 1:1:1 con la adición de un 5 %p/p 

de colesterol sulfato (ChoS) empleando n-hexano:etanol (0,98:0,02) como solvente.40 

Las muestras conteniendo AgNP-OA/lípidos fueron típicamente preparadas mezclando los 

volúmenes adecuados de soluciones stock de lípidos y dispersiones de AgNP-OA en n-hexano, 

manteniendo una fracción molar de AgNP-OA (XAgNP-OA) de 0,0005 (correspondiente a 0,5 mg/mL 

de AgNP-OA o 0,95 μM AgNP-OA). La fracción molar de XAgNP-OA= 0,0005, fue seleccionada 

con el fin de obtener resultados comparativos con datos previamente reportados en la 

bibliografía.19,20,28 La concentración total de plata en cada solución stock AgNP-OA/lípido fue 

verificada por el método colorimétrico de TMB.   

Las monocapas se obtuvieron por sembrado de AgNP-OA puras, lípidos puros o mezclas AgNP-

OA/lípido en la interfase acuosa de un equipo KSV minitrough (KSV, Helsinski, Finland) formado 

por una cuba de Teflón®, barreras de Derlin® y empleando un platillo de Wilhelmy de platino para 

la medición de la presión superficial (π). El volumen de la subfase empleada fue de 272 mL (agua 

Milli-Q) siendo el área máxima de la cuba de 24750 mm2. Se esperó un tiempo de 10 min luego 

del sembrado de las muestras en la interfase aire/agua y antes de llevar a cabo la compresión, a 

modo de permitir la evaporación del solvente orgánico de dispersión. Adicionalmente, se trabajó 

a una temperatura de 24-25 ºC con una velocidad de compresión de 10 mm/min. La ausencia de 

impurezas superficialmente activas en la subfase y el solvente de dispersión fueron medidos 



TESIS DOCTORAL – Lic. Martín E. Villanueva 

110 
 

diariamente. Al menos tres isotermas de presión superficial versus área media fueron medidas y 

posteriormente promediadas para asegurar un comportamiento reproducible. 

Las concentraciones de las soluciones de los lípidos fueron calculadas a partir de sus isotermas 

de Langmuir comparando con valores de bibliografía. De manera general, se asigna para una dada 

presión de superficie, un área molecular promedio. Puesto que en el experimento se conoce el 

volumen y la concentración de la solución sembrada en la interfase y el área que ocupan los 

elementos a esta π, es posible por extrapolación calcular la concentración de la solución de lípido. 

La reproducibilidad de las isotermas de Langmuir se encuentra dentro de la media del error 

estándar (SEM) de 1 mN/m para la presión superficial y debajo del 1% para el área de la media.      

Para evaluar las desviaciones de las isotermas mezclas con respecto al comportamiento ideal, se 

compararon las isotermas experimentales de las monocapas resultantes de las mezclas 

lípido/AgNPs-OA con la isoterma de la mezcla ideal en donde se asume que no ocurren 

interacciones entre los distintos componentes de la monocapa. Las isotermas mezclas ideales se 

calcularon de acuerdo a la ecuación III.3.6. 

 

                           𝐴𝑖𝑑𝑒𝑎𝑙 = [𝐴𝐴𝑔𝑁𝑃−𝑂𝐴. 𝑋𝐴𝑔𝑁𝑃−𝑂𝐴 +  𝐴𝐿 . 𝑋𝐿]𝜋             (III.3.6) 

 

Donde Aideal es el área calculada a presión superficial constante (π) para films mixtos ideales, 

mientras que AAgNP-OA, AL son las áreas correspondientes obtenidas para las isotermas de AgNP-

OA pura y lípido puro, y XAgNP-OA, XL son las fracciones molares de AgNP-OA y lípido, 

respectivamente presentes en la mezcla. 

El módulo elástico interfacial de compresibilidad de área, el cual refleja las variaciones en 

elasticidad que presenta un film en el plano, fue calculado como 𝐶𝑠
−1 =  −𝐴 (

𝑑𝜋

𝑑𝐴
) donde Cs es la 

compresibilidad y π, la presión superficial medida a cada punto de las áreas (A) de la isoterma. 

Los valores de elasticidad en el plano para las mezclas de AgNP-OA con diferentes lípidos se 

obtuvieron de las isotermas de Langmuir experimentales medidas y posteriormente se compararon 

con la elasticidad para films mixtos ideales. Este último parámetro se calculó para mezclas binarias 

empleando el Cs
-1 de los componentes puros, las fracciones molares (XAgNP-OA y XL), y el área 

molecular media (AAgNP-OA y AL) en la mezcla a las presiones (π) correspondientes (Ec. III.3.7). 
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 𝐶𝑠
−1̅̅ ̅̅ ̅ = (𝑋𝐴𝑔𝑁𝑃−𝑂𝐴 (

𝐶𝑠 𝐴𝑔𝑁𝑃−𝑂𝐴
−1

𝐴𝐴𝑔𝑁𝑃−𝑂𝐴
)

𝜋

+ 𝑋𝐿  (
𝐶𝑠 𝐿

−1

𝐴𝐿
)

𝜋
) +  (𝑋𝐴𝑔𝑁𝑃−𝑂𝐴𝐴𝐴𝑔𝑁𝑃−𝑂𝐴 + 𝑋𝐿𝐴𝐿)𝜋       (III.3.7) 

 

III.3.2- Caracterización topográfica y morfológica  

 

• Microscopía de Ángulo de Brewster (BAM) 

 

La topografía superficial, morfología y textura de los films, se estudió por medio de Microscopía 

de Ángulo de Brewster (BAM). El equipo empleado fue un EP3-BAM (Nanofilm Technologie 

GmbH, Göttingen, Germany) con un objetivo de 20X. Las imágenes fueron capturadas con una 

cámara CCD (dispositivo de carga-acoplada enfriado) con una velocidad de 25 Hz. La longitud de 

onda del láser utilizado fue 532 nm y el ángulo de incidencia de 53,1° (ángulo de Brewster) fue 

determinado por el equipo empleando cuadrados mínimos a partir de una curva de trabajo de la 

señal detectada en función del ángulo. La presión superficial fue medida por medio de una balanza 

de Langmuir montada debajo del microscopio, adquiriendo las micrografías del film a medida que 

se realiza la compresión de la monocapa. Estas últimas se prepararon de la misma manera que 

durante el registro de las isotermas, con un tiempo inicial de espera de 10 minutos, velocidad de 

compresión de 5 mm/minuto y 25 ºC. La compresión del film se detuvo durante los registros de 

imágenes para disminuir su movimiento. Como se mencionó anteriormente, en BAM, la intensidad 

de la luz reflejada representa un “espesor óptico” operacional que es proporcional al espesor (d) y 

al índice de refracción (n) del film.  

 

• Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) sobre films de Langmuir-Blodgett (LB) 

Adicionalmente, se realizaron análisis por microscopía de fuerza atómica, con el objetivo de 

obtener datos comparativos acerca de la estructuración y estabilidad de los films de AgNP-OA, 

SCM y AgNP-OA/SCM formados, y posteriormente depositados sobre un sustrato sólido. Para 

ello, se comenzó con la transferencia de las monocapas al sustrato, mediante la técnica de 

Langmuir-Blodgett. Haciendo uso del módulo inmersor anexado a la balanza de Langmuir, vidrios 

cubre-objetos (soporte sólido) fueron completamente insertados en la subfase acuosa. Films de 
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AgNP-OA, SCM y AgNP-OA/SCM fueron dispersados en la interfase aire/agua, como fue 

descripto en III.3.1. Luego de ello, se comenzó la compresión inicial por medio de las barreras 

móviles hasta alcanzar las presiones superficiales a las cuales se efectuó la transferencia. A los 

fines de obtener datos reales y comparables con respecto a la alteración de la membrana de estrato 

córneo como resultado de la adición de las nanopartículas, films de SCM y AgNP-OA/SCM fueron 

transferidos a presiones superficiales de 30 mN/m. Los films de AgNP-OA en ausencia de lípido 

fueron transferidos a 5 mN/m, únicamente a fines de visualizar la topografía de las nanopartículas 

en el soporte sólido, evitando la presencia de aglomerados. Seguidamente, los soportes fueron 

extraídos verticalmente desde la subfase acuosa hacia el aire a una velocidad de 5 mm/min, 

manteniendo la presión superficial constante (compensación por medio de barreras de Delrin). En 

todos los casos se obtuvieron relaciones de transferencia (Tr) próximas a 1, dentro del error 

experimental, para los films depositados a ser analizados.  

Los vidrios cubreobjetos empleados para las transferencias de films LB, atravesaron 

previamente por un procedimiento de limpieza y activación hidrofílica. En primer lugar, los vidrios 

son lavados con una solución de detergente no iónico 1:100% v/v y estacionados en este medio, 

durante 30 min. Luego de sucesivos enjuagues con agua MilliQ, se secaron en una estufa para 

proseguir con el trabajo de activación. Esta activación genera una mayor disposición de grupos 

hidroxilo libres en la superficie del vidrio, permitiendo una mejor adsorción de las cabezas polares 

de los anfifilos de la monocapa sobre el sustrato sólido. Para esto, los vidrios lavados y secados, 

se incubaron en solución fresca de piraña preparada in situ (H2SO4:30%H2O2 3:1), durante 1 h a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se enjuagaron reiteradamente con agua MilliQ y se dejaron 

secar en estufa a 100°C durante 1 h. En la Figura III.3.6 se muestra la topografía evaluada a través 

de AFM de los sustratos sólido activados. Dicha topografía, representa el blanco que se descontará 

luego de las imágenes finales para cada muestra analizada. 
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Figura III.3.6. Imágenes de AFM de vidrios cubreobjetos luego de los procedimientos de limpieza 

y activación hidrofílica para la deposición de los films LB. 

 

Una vez transferidos, los films de LB de monocapa única, se analizaron por AFM haciendo uso 

de un instrumento VEECO diInnova (Bruker Corp., Billerica, Massachusetts, USA). Las imágenes 

fueron obtenidas en modo tapping u oscilante, empleando una frecuencia de resonancia 

aproximada de 300 kHz, una velocidad de escaneo de 1,0 Hz y áreas escaneadas de 10,0x10,0 μm 

de los films depositados sobre los sustratos sólidos. Las áreas, dimensiones de dominio y rugosidad 

superficial fueron determinadas haciendo uso del software NanoScope Analysis V.1.40 (Bruker 

Corp., Billerica, Massachusetts, USA).     

 

III.3.3- Análisis de adsorción de fosfolípidos sobre las AgNP-OA por medio de XPS 

 

Las composiciones químicas de superficie fueron analizadas por espectroscopía de 

fotoelectrones de rayos-X (XPS). Los espectros fueron recolectados empleando un equipo Kratos 

analytical model Axis Ultra DLD, empleando un monocromador de Al Kaα a 140W. La 

información obtenida, se analizó empleando el software CasaXPS, versión 2.3.14 y los ajustes se 

obtuvieron empleando un modelo Gaussiana-30% Lorenziana y una línea de base Shirley. Las 

posiciones de los picos fueron referenciadas internamente al pico de C 1s a 284,8 eV. 

Mediciones por XPS de alta resolución (HR-XPS) se llevaron a cabo con el fin de evaluar si los 

fosfolípidos son efectivamente adsorbidos en la superficie de las nanopartículas de plata. Para ello, 

las muestras se prepararon de la siguiente manera: 200 μL de una dispersión stock de AgNP-
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OA/POPC (XAgNP-OA= 0,0005) se colocaron en un vial y seguidamente se evaporó la totalidad del 

solvente orgánico a través de una corriente de N2, formando un film delgado en las paredes del 

recipiente. Esta película se suspendió luego en 2 mL de agua MilliQ y se agitó vigorosamente 

(plancha de agitación con barra magnética) a temperatura ambiente durante 4 días. Con el objetivo 

de remover la POPC libre de la dispersión, la muestra fue sometida primeramente a un ciclo de 

centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante fue descartado y el pellet, re-

suspendido en 2 mL de cloroformo. Luego de un total de tres ciclos de centrifugado y extracción 

en cloroformo, el pellet final se suspendió en 50 μL de cloroformo para su posterior deposición 

sobre un sustrato de Si previamente lavado con solución sulfonítrica (mezcla 2:1 H2SO4/HNO3). 

A modo de control, 50 μL del último sobrenadante se sembraron sobre un sustrato de Si con el 

objetivo de confirmar la ausencia de POPC libre en el solvente de lavado. Controles de los 

componentes puros fueron igualmente realizados. La Figura III.3.7 muestra los espectros de XPS 

obtenidos para el fosfolípido POPC y el ácido oleico (OA). Los espectros de XPS para las AgNP-

OA sintetizadas se muestran en el Capítulo II.  

Acorde al análisis realizado en esta sección, el espectro de HR XPS del ácido oleico (III.3.7A) 

muestra la región del O 1s donde se visualiza el pico a 532,2 eV característico de los enlaces C-O 

simples y dobles. La región del C 1s muestra los picos a 284,3 y 287,1 eV atribuidos a los carbonos 

en las cadenas alquílicas de los OA y a los enlaces C-O simples y dobles de los dominios 

carboxílicos, respectivamente.  

Por otro lado, los espectros HR XPS de la POPC pura (III.3.7B) muestran los picos 

característicos para O 1s, C 1s, N 1s y P 2p. La señal de O 1s puede deconvolucionarse claramente 

en dos picos, uno centrado en 532,2 eV atribuido a los enlaces C-O simple y doble; y el segundo 

a 529,8 eV asignado a los enlaces P-O.41 La región del C 1s muestra el pico más intenso situado 

en 284,8 eV perteneciente a los carbonos de las cadenas alquílicas de la POPC. Los picos a 285,8, 

288,4 and 289,7 eV corresponden a los enlaces carbono-oxígeno simples y dobles de los 

carboxilatos de la POPC, así como a los enlaces C-N.42 El pequeño desdoblamiento spin-órbita (1 

eV) observado en la señal de P 2p concuerda con lo reportado en literatura, así como el pico 

centrado en ~133,6 eV (2p1/2).
43 La región del N 1s muestra el pico a ~402,5 eV característico del 

enlace N-C presente en el grupo colina. 
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Figura III.3.7.  Espectros de HR XPS de los controles realizados para ácido oleico (panel A) y 

POPC pura (panel B). 
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III.3.4- Cuantificación de iones plata (Ag+) 

 

Para determinar la concentración de Ag+ liberada se realizó una cuantificación colorimétrica por 

reacción de los iones plata con el reactivo TMB (3,3´,5,5´-tetrametilbenzidina), siguiendo la 

metodología reportada por Gonzalez-Fuenzalida et. al.44 Durante la reacción redox, se produce la 

oxidación de TMB (reducción de Ag+ a Ag0) con su consecuente cambio de color de amarillo a 

azul, el cual es posible seguir espectrofotométricamente de acuerdo a la siguiente reacción 

(Esquema III.3.1). Es de notar que esta reacción permite la cuantificación de Ag+ en presencia de 

Ag0.  

 

 

Esquema III.3.1. Reacción de oxidación de la TMB en presencia de iones plata. 

 

Típicamente se construyó una curva de calibración añadiendo 1,2 mL de una solución acuosa de 

AgNO3 (de concentraciones entre 2 y 10 ppm) a 100 μL de una solución etanólica de TMB (10 

mM) previamente mezclada con 200 μL de una solución buffer acetato de sodio/ácido acético 

(NaAc/AcH) pH=4, 1 M. Luego de un tiempo de reacción óptimo de 15 minutos, se llevó a cabo 

la medición de absorbancia a 655 nm. La curva de calibración se midió por triplicado a 25°C 

(Figura III.3.8). 
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Figura III.3.8. Curva de calibración para la cuantificación de Ag+, empleando la sonda 

colorimétrica TMB (3,3´,5,5´-tetrametilbenzidina), R2= 0,975. 

 

 

Con el fin de determinar si las AgNP-OA hidrofóbicas son capaces de liberar iones plata en 

medio acuoso, se cuantificó la cantidad de iones Ag+ liberados en el tiempo por parte de estas 

nanopartículas. Para ello 200 μL de una dispersión stock de AgNP-OA (conteniendo 1 mg/mL de 

AgNP-OA, lo cual aporta ~0,82 mg de Ag0) o 200 μL de mezclas AgNP-OA:POPC o AgNP-

OA:DMPC con una fracción molar de NPs de XAgNP-OA= 0,0005 (conteniendo AgNP-OA en una 

concentración de 0,5 mg/mL, lo cual aporta ~0,41 mg de Ag0) se colocaron en un vial de vidrio y 

luego de la evaporación completa del solvente, se añadieron 2 mL de agua Milli Q (ó 2 mL de 

solución NaCl 145 mM). La mezcla final fue agitada vigorosamente durante todo el experimento. 

En el caso de la muestra conteniendo NPs/lípido se observó dispersión en el medio acuoso, en 

tanto que aquella conteniendo solamente AgNP-OA, no se dispersó. Posteriormente, alícuotas de 

217 μL de cada muestra fueron tomadas a distintos tiempos, a las cuales se les añadieron 100 μL 

de solución TMB (10 mM en etanol) y 683 μL de solución buffer NaAc/AcH (pH=4). La liberación 

de Ag+ se estudió en agua o en presencia de NaCl con el fin de comparar si la presencia de iones 

cloruro afecta de algún modo la liberación de iones plata.   
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Para cuantificar la cantidad total de plata presente en la dispersión stock de AgNP-OA en n-

hexano, las nanopartículas fueron previamente digeridas con HNO3 efectuando la completa 

oxidación de Ag(0) a Ag(I). Esto se realizó a fines de contar con otra metodología adicional a la 

de masa pesada de AgNP-OA, para estimar la concentración de AgNP-OA en la solución stock. 

Para esto, 1 mg de AgNP-OA fueron digeridas empleando HNO3 al 65%. Una vez completa la 

disolución total del sólido, se agregaron 200 μL de NaOH 50% P/V a los fines de neutralizar el 

exceso de protones y se llevó la solución a un volumen final de 2 mL con agua MilliQ. Una alícuota 

de 50 μL de esta solución fue trasvasada a un vial de vidrio y enrasada a 1,2 mL con solución 

buffer. Seguidamente, se añadió el volumen necesario de solución buffer/TMB (NaAc/AcH, 200 

μL, 1M, pH=4; TMB 100 μL, 10 mM en etanol) a la muestra y se registró la absorbancia a 655 nm 

luego de 15 minutos de transcurrida la reacción. La cuantificación colorimétrica fue coincidente 

con la masa pesada dentro del error experimental, obteniéndose una diferencia aproximada 0,2 

mg/mL entre las concentraciones calculadas por ambas vías. 

 

 

III.4- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

III.4.1- Estabilidad, organización y propiedades mecánicas de las AgNP-OA en la interfase 

aire-agua 

 

La organización de las AgNP-OA en la interface aire/agua se estudió por medio de isotermas de 

Langmuir (π vs. área media). La Figura III.4.9A muestra la isoterma de compresión y el módulo 

de compresibilidad (Cs
-1) obtenido para las AgNP-OA. El film formado por estas nanopartículas 

de plata hidrofóbicas es altamente estable luego de la compresión y permitió realizar una 

evaluación completa del comportamiento a lo largo de toda la isoterma hasta alcanzar la presión 

de colapso del film (πc), donde tienen lugar transiciones de 2D a 3D con la consecuente formación 

de material de volumen o multicapas. Cabe destacar que isotermas de films de Langmuir de 

nanopartículas hidrofílicas, en general, no pueden ser del todo investigadas debido a desorción que 

estas NPs presentan desde la interface a la subfase mucho antes de alcanzar el colapso del film.11,15 
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A través de los estudios aquí realizados con las AgNP-OA, hemos demostrado que estas 

nanopartículas hidrofóbicas exhiben una alta presión de colapso, cercana a los 50 mN/m.   

 

 

Figura III.4.9. (A) Variación de la presión superficial (línea sólida) y módulo de compresibilidad 

(Cs
-1, línea discontinua) con el área promedio de las AgNP-OA en la interface aire/agua. La imagen 

zoom (inset) muestra el tamaño de las AgNP-OA (núcleo de Ag amarillo, cadenas de OA azules). 

El área seccional calculada (núcleo de Ag más 2 moléculas de OA) fue de ~5600 Å2/partícula. (B) 

Imágenes de BAM de la topografía de las AgNP-OA en la interface aire/agua a la presión de 

superficie indicada. La barra de escala corresponde a 30 μm.   

 

Respecto a la topografía superficial de films de AgNP-OA obtenida con imágenes de BAM, fue 

posible observar conglomerados de NPs separados por espacios vacíos en la interface aire/agua 

(Figura III.4.9B) a presiones de superficie bajas. Por encima de los 12 mN/m, tanto la presión 

superficial y el módulo de compresibilidad como el espesor óptico, se incrementan de manera 

pronunciada. Luego de esta presión, el espacio vacío es “llenado” debido probablemente a que las 

NPs experimentan una mayor interacción entre sí, dando como consecuencia el rápido incremento 

en la presión de superficie y en el módulo de compresibilidad superficial. Estas características 

revelan la existencia de un film menos elástico. Un comportamiento similar fue reportado por You 

et. al. para monocapas de Langmuir compuestas por AgNP estabilizadas con oleilamina.45 El área 

limitante extrapolada a presión superficial cero (A0) para las AgNP-OA, la cual corresponde a la 

sección transversal de las NPs en la región más condensada de la isoterma, es de ~6300 

Å2/partícula. Este valor es similar al calculado con el área seccional teórica de las AgNP-OA 
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(~5600 Å2/partícula) teniendo en cuenta el diámetro del núcleo de plata (5,2 nm) y la longitud de 

las cadenas de OA completamente extendidas (1,75 nm cada OA), como se muestra en el recuadro 

de la Figura III.4.9A. Estos hallazgos sugieren que por encima de los 12 mN/m, las AgNP-OA se 

organizan en un arreglo 2D con dislocaciones respecto al plano interfacial, hasta presiones 

cercanas al colapso. 

También se evaluó el comportamiento de los films de AgNP-OA frente a la compresión y 

posterior expansión (Figura III.4.10).  

 

Figura III.4.10. Curva de compresión-expansión de las AgNP-OA que corrobora la ausencia de 

histéresis.  

 

Una vez que el film de AgNP-OA es comprimido hasta las cercanías de su colapso (2 mN/m por 

debajo de su πc), luego de expandirlo, las isotermas prácticamente no presentan histéresis. Este 

comportamiento indica que el sistema no retiene energía, por ejemplo, en forma de nuevas 

interacciones partícula-partícula que puedan conllevar a fenómenos de “clustering” o 

aglomeraciones entre NPs, incluso cuando ellas son forzadas a un contacto íntimo. Los resultados 

encontrados, contrastan con los observados por Matshaya et. Al., donde para nanopartículas 

magnéticas (Fe3O4) hidrofóbicas que poseen un tamaño similar e igual agente estabilizante (OA), 

los films de NP muestran una histéresis importante.20 En consecuencia, las interacciones inter-

partícula establecidas en la interface aire/agua podría decirse que no se encuentran únicamente 

dictadas por las moléculas que estabilizan a las nanopartículas y expuestas directamente al medio, 

sino que también la naturaleza del núcleo o “core” de las mismas, cumple un importante rol en la 
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regulación de estas interacciones y la organización que estas estructuras sean capaces de adquirir 

en las interfaces.  

 

III.4.2- Interacción de las AgNP-OA con modelos de biomembranas 

 

Con el objetivo de explorar como las AgNP-OA interactúan con modelos de biomembrana, y en 

qué medida se ven modificadas las propiedades de ambas entidades, se estudió cómo interaccionan 

con modelos de biomembranas de diferente composición y estado de fase. A excepción de la 

mezcla multicomponente que simula el estrato córneo (SCM), la totalidad de los lípidos utilizados 

para estos fines pertenecen a la familia de las fosfatidilcolinas (PCs), lípidos zwitteriónicos de gran 

abundancia en las membranas celulares.46 La estructura química de estos compuestos se muestra 

en la Figura III.4.11. Las monocapas lipídicas evaluadas incluyeron:  

Lípidos puros: 

• 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) 

• 1-palmitoil-2-oleoyl-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) 

• 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) 

• 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) 

Mezclas lipídicas: 

• DMPC/DSPC 50:50 

• Estrato córneo (SCM) 
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Figura III.4.11. Estructura química de los fosfolípidos empleados como modelos de 

biomembranas. En el recuadro azul, se muestran los compuestos que forman parte de la mezcla de 

estrato córneo (SCM) preparada según las proporciones Cer24/LA/Cho 1:1:1 y un 5% de ChoS. 

 

Los fosfolípidos seleccionados para este estudio contienen cadenas acílicas de varias longitudes 

y grados de saturación, por lo cual son capaces de adoptar diferentes estados de fase en la interface 

aire/agua. Así, DMPC (fosfolípido saturado) y POPC (fosfolípido insaturado) adoptan una fase 

líquido-expandida (LE) a lo largo de toda la isoterma de compresión, mientras que DSPC 

(fosfolípido saturado), existe en una fase líquido condensada (LC). Por otro lado, la mezcla de 

SCM es una monocapa cuaternaria que ha sido previamente estudiada por isotermas de compresión 

y sus propiedades de difusión mostrando un comportamiento de tipo LC.40 Adicionalmente se 

estudió la interacción de estas AgNP-OA frente a otros modelos de biomembranas tales como 

DPPC, fosfolípido saturado que presenta una transición de fases LC-LE; y una mezcla de los 

fosfolípidos DMPC/DSPC en proporción 50:50, cuya topografía presenta coexistencia de 

dominios discretos de fase condensada ordenada a largo alcance, disperso en una fase continua 

LE.47 Las características de estos dos últimos modelos de biomembrana permiten efectuar un 
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análisis del comportamiento de las NPs con films que presentan coexistencia de fases y ofrecen 

bordes.  

Se evaluaron las isotermas de las mezclas lípidos/AgNP-OA conteniendo una XAgNP-OA= 0,0005. 

En las Figuras III.4.12 y III.4.15, se muestran las isotermas de compresión del lípido puro (o 

mezcla de lípidos), de las AgNP-OA y de la mezcla de lípidos/AgNP-OA ideal y experimental.  

Luego del análisis de las isotermas de presión superficial-área (Figura III.4.12) en la interface 

aire/agua, fue posible observar cómo las AgNP-OA hidrofóbicas inducen un desplazamiento en 

las isotermas lipídicas hacia áreas mayores en comparación con las isotermas esperadas para una 

mezcla ideal NP-lípido. Esto indica que las AgNP-OA son incorporadas dentro del film como una 

mezcla no-ideal. Comparando los diferentes lípidos, el mayor desplazamiento en áreas se obtuvo 

para SCM seguido por los fosfolípidos saturados DSPC y DMPC, y finalmente el fosfolípido 

insaturado POPC (Figura III.4.12).    
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Figura III.4.12. Isotermas de presión superficial versus área para (I) POPC, (II) DMPC, (III) 

DSPC, (IV) SCM en ausencia o en presencia de AgNP-OA. Lípido puro (azul, líneas discontinuas 

cortas), AgNP-OA pura (negro, líneas discontinuas largas), experimental (verde, línea continua) y 

monocapa de mezcla ideal con XAgNP-OA= 0,0005 (roja, línea punteada). Imágenes de BAM 

mostrando la topografía de los films en ausencia (paneles A) o en presencia (paneles B) de AgNP-

OA a las presiones de superficie indicadas. Las imágenes se encuentran en escala 250 x 200 μm.  
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Se evaluaron también los Cs
-1 para las mezclas binarias AgNP-OA/lípido en función la presión 

superficial (Figura III.4.13). Los valores de Cs
-1 proveen información esencial y una medida 

cuantitativa de la elasticidad en-plano de la monocapa. Muchos autores proponen que este 

parámetro es extrapolable a la fluidez observada en bicapas lipídicas.27  

 

 

Figura III.4.13. Módulos de compresibilidad (Cs
-1) vs. presión superficial para I) POPC, II) 

DMPC, III) DSPC y IV) SCM en mezcla con AgNP-OA en la interface aire/agua. Lípido puro 

(azul, líneas discontinuas cortas), AgNP-OA pura (negro, líneas discontinuas largas), monocapa 

experimental (verde, línea continua) y monocapa de mezcla ideal con XAgNP-OA= 0,0005 (roja, línea 

punteada). La curva del Cs
-1 ideal para la mezcla AgNP-OA/SCM no fue incluida debido a que 

ello requiere considerar la contribución de cinco componentes puros. Para este sistema complejo 

es de esperar que exista una alta cooperatividad a nivel molecular que invalida las contribuciones 

individuales de cada componente, exhibiendo un comportamiento aditivo. 
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 Al analizar los Cs
-1 para las mezclas AgNP-OA/lípido, en función de la presión superficial y 

compararlos con los correspondientes a los lípidos puros, se observa una disminución del Cs
-1 

como tendencia general. Lípidos de fase LC, particularmente SCM, demostraron ser más 

susceptibles a la presencia de las partículas que aquellos de fase LE. Los films compuestos por 

AgNP-OA/DSPC o AgNP-OA/SCM (lípido y mezcla de fase LC) mostraron una marcada 

disminución en los valores de Cs
-1 a bajas y altas presiones de superficie, indicando que los films 

se vuelven más compresibles y adquieren un carácter más expandido o fluido (menores valores de 

Cs
-1) con respecto a los lípidos puros. Estos resultados indican que los lípidos con fase LC 

experimentan un mayor desorden a nivel de organización molecular, inducido por las AgNP-OA. 

En el caso del SCM, la disminución de los valores de Cs
-1 ocasionado por la presencia de las AgNP-

OA puede tener importantes implicancias en procesos transmembrana, permeabilidad de la piel, y 

la función barrera del estrato córneo.  

Por medio de BAM, fue posible realizar el mapeo de la topografía de los films a diferentes 

presiones superficiales. Cuando se observaron los films de DMPC, POPC y DSPC sin AgNP-OA 

por medio de esta técnica, los mismos mostraron una topografía homogénea a lo largo de toda la 

isoterma, desde la fase gaseosa en adelante. Las imágenes de BAM para las diferentes mezclas con 

AgNP-OA adquiridas a diferentes presiones de superficie, mostraron la clara presencia de las 

AgNP-OA en forma de puntos brillantes o clusters en la interfase. Dependiendo del fosfolípido, 

en algunos casos se observan formaciones de tipo “hilo” sin la presencia de patrones estructurales 

de largo alcance.  

Un resultado interesante deriva del análisis topográfico de la mezcla de AgNP-OA con SCM. 

La mezcla de lípidos SCM, en ausencia de NPs, presenta una coexistencia de fases hasta los 3 

mN/m aproximadamente (Figura III.4.12-IV). La presencia de AgNP-OA en SCM hace que la 

coexistencia de fases se mantenga hasta los 8 mN/m, aproximadamente (Figura III.4.14), 

sugiriendo una segregación o demezclado de sus constituyentes. Este patrón topográfico es 

consistente con el gran desplazamiento en áreas observado para la isoterma de AgNP-OA/SCM, 

así como con el cambio significativo en los valores de Cs
-1, en comparación con aquellos obtenidos 

empleando SCM puro. Gupta et. al.16 evaluaron el efecto de AuNPs hidrofóbicas en una bicapa de 

estrato córneo a través de dinámica molecular y postularon que el colesterol tiene una gran 

influencia en la estabilización de vacancias o espacios libres generados por las nanopartículas en 

las bicapas de SCM. Este mecanismo les otorga a las NPs, la energía suficiente como para 
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incorporase de manera irreversible al interior de las membranas.16 Gkeka et. al.48 reportaron un 

comportamiento similar en simulaciones computacionales realizadas con nanopartículas aniónicas 

en bicapas mixtas compuestas por DPPC y diferentes porcentajes de Cho. En este último caso, los 

autores determinaron que el grado de permeabilidad de la bicapa hacia las NPs, se ve altamente 

influenciado por la concentración de Cho en la membrana, el cual experimenta diferentes 

rearreglos en presencia de concentraciones variables de NPs. Esta reorganización estructural del 

Cho, da lugar a la formación de “parches” que ejercen un efecto cooperativo con las nanopartículas 

para el incremento de la permeabilidad de la bicapa.48 

Considerando lo antes expuesto, es posible entonces, que los mayores cambios evidenciados 

para el SCM en presencia de las AgNP-OA sean debidos a la presencia de colesterol en la 

membrana. En la sección III.4.4, se analiza esta mezcla por Microscopía de Fuerza Atómica 

(AFM).  

 

 

Figura III.4.14. Imágenes de BAM adquiridas a distintas presiones superficiales para la mezcla 

AgNP-OA/SCM en fracciones molares de XSCM= 0,9995 y XAgNP-OA= 0,0005 en la interface 

aire/agua. Barra de escala: 30 μm.  

 

 

El análisis de las observaciones realizadas en modelos de biomembrana que presentan 

coexistencia de fases, DPPC y mezcla de lípidos DMPC/DSPC 50:50, permitió dilucidar algunas 

diferencias en cuanto al comportamiento que presentan AgNPs-OA frente a estos films mixtos LE-

LC, con respecto a lo descripto para films de fase única.  
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Figura III.4.15.A. Isotermas de presión superficial versus área para las mezclas de fases LE-LC; 

(I) DPPC, (II) DMPC/DSPC 50:50. Lípido puro (azul, líneas discontinuas cortas), AgNP-OA pura 

(negro, líneas discontinuas largas), experimental (verde, línea continua) y monocapa de mezcla 

ideal con XAgNP-OA= 0,0005 (roja, línea punteada). Paneles a la derecha: imágenes de BAM 

mostrando la topografía de los films en ausencia (paneles A) o en presencia (paneles B) de AgNP-

OA a las presiones de superficie indicadas. Las imágenes se encuentran en escala 250 x 200 μm. 

B. Imágenes de BAM ampliadas de mezcla AgNP-OA con DPPC y DMPC/DSPC 50:50 a 15 

mN/m.   
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Como se visualiza en la Figura III.4.15, ambos films lipídicos presentaron comportamientos 

similares durante su interacción con las nanopartículas. En este sentido, los perfiles de las 

isotermas de Langmuir denotaron un comportamiento de expansión notoriamente disminuido con 

respecto a las observadas previamente para mezclas monofásicas. En la Figura III.4.16 se 

comparan los módulos de compresión ideal y experimental calculados para la mezcla AgNPs-

OA/DPPC. En este caso, se observa que las mayores diferencias están en la región de la transición 

de fases la cual se desdibuja debido a la presencia de las AgNP-OA. Esto indica un 

comportamiento de más cooperatividad para la mezcla, que en DPPC pura.24 

 

Figura III.4.16. Módulos de compresibilidad (Cs
-1) vs. área superficial para la mezcla DPPC-

AgNP-OA en la interface agua-aire. Lípido puro (azul, líneas discontinuas cortas), monocapa de 

mezcla experimental (verde, línea continua) y monocapa de mezcla ideal con XAgNP-OA= 0,0005 

(roja, línea punteada).  

 

 

En concordancia con lo que se interpreta de la isoterma de la mezcla DPPC/AgNP-OA (Figura 

III.4.15-A-I), el comportamiento es próximo a ideal para áreas superficiales de ~90 Å2/partícula, 

en el transcurso de la fase LE. Al alcanzar la región de transición LE-LC, el film experimenta una 

disminución en el valor del módulo de compresibilidad (Cs
-1), y posteriormente un leve incremento 

a áreas de 65 Å2/partícula hasta alcanzar valores inferiores que los ideales (áreas más grandes), 

durante el transcurso y predominio de los dominios condensados (fase LC). Estas diferencias en 

cuanto a la magnitud del módulo de compresibilidad entre una fase y otra, reflejaron la tendencia 
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observada en los experimentos previos con mezclas lípido puro/NPs, en donde se corroboró que 

las AgNP-OA inducen una mayor fluidización de fases lipídicas con dominios condensados. 

La topografía de los films con coexistencia de fases (LE-LC) en interacción con las AgNPs-OA 

obtenida mediante BAM, permitió acceder a información concomitante con los datos obtenidos 

por las isotermas de Langmuir. La Figura III.4.15.A muestra en los paneles A y B, los modelos 

de biomembrana en ausencia y presencia de AgNP-OA, respectivamente. En ambos casos fue 

posible determinar la segregación preferente de las AgNPs-OA en los bordes de los dominios 

condensados de los lípidos y su ausencia en la fase LE (Figura III.4.15.B). Como se visualiza en 

las imágenes, esta tendencia es aún más marcada a presiones desde las cuales tiene lugar la 

formación de los dominios floreados o “trisquélidos” en el caso de la DPPC y en los dominios 

condensados pertenecientes a la DSPC a lo largo de toda la compresión.  

Adicionalmente, el sistema DMPC/DSPC, presenta otra configuración topográfica que resulta 

de interés. Al comparar la disposición de los dominios condensados a iguales presiones, entre el 

film compuesto únicamente por la mezcla binaria de lípidos y aquel en el cual se incorporan las 

AgNPs-OA, es posible notar una alteración en la proporción en la que se encuentran ambas fases 

a cada una de estas presiones. Interesantemente, se observa una mayor proporción de fase líquido-

expandida (LE, región oscura) en films lipídicos que incorporaron AgNP-OA, a presiones en las 

cuales el film puro (en ausencia de nanopartículas) evidencia mayor área de fase condensada con 

dominios más pequeños y regulares en forma, localizados a una menor distancia unos de otros.  

A través de la información que brindaron los parámetros calculados a partir de las isotermas de 

Langmuir y las observaciones topográficas obtenidas por microscopía de ángulo de Brewster 

(BAM), es posible definir que la incorporación de las AgNP-OA a los sistemas de membranas 

lipídicas traen como consecuencia una fluidización o el incremento en la elasticidad en el plano de 

las mismas. Considerando lo observado para la mezcla de estrato córneo y mezclas con 

coexistencia de fases LE-LC, la mayor estabilización termodinámica de la fase LE en las 

biomembranas modelo, podría otorgarles a las AgNPs-OA, potenciales aplicaciones tecnológicas 

en campos como el transporte de fármacos bioactivos o como permeadores de membrana.   
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III.4.3- Rol de la composición estructural del núcleo en la interacción entre nanopartículas 

hidrofóbicas y biomembranas modelo 

 

Previamente, se destacó una diferencia fundamental basada en las características estructurales 

de las AgNP-OA bajo estudio, en contraposición con nanopartículas de magnetita (Fe3O4), 

estabilizadas con ácido oleico (MNP-OA). Estudios realizados previamente en el laboratorio, 

demostraron que las MNP-OA fueron capaces de formar monocapas estables en la interfase agua-

aire, observándose además un elevado grado de histéresis que fue demostrado a partir de sucesivos 

ciclos de compresión-expansión de films de estas nanopartículas puras.20 El gran valor negativo 

de ΔGhys (mayormente dado por contribuciones entálpicas favorables) que presentan las MNP-OA, 

es indicativo de su gran capacidad para almacenar energía en forma de organización estructural de 

superficie.20 Contrariamente, las AgNP-OA estudiadas son capaces de devolver toda esta energía 

almacenada al sistema, sin necesidad de efectuar un trabajo adicional para retornar a su estado de 

organización inicial. Esta primera característica evidenció un comportamiento totalmente 

diferencial de ambos sistemas de nanopartículas, cuya diferencia más notoria, se relaciona 

fundamentalmente con la composición del núcleo. Teniendo en cuenta el comportamiento 

termodinámico que diferencia a ambos nanomateriales de tamaños similares e igual composición 

externa, sería entonces lógico pensar que la interacción frente a biomembranas modelos debería 

impactar en la organización de los arreglos moleculares, de manera diferente en cada caso. Es por 

ello que, la magnitud y la naturaleza de las interacciones que desarrollan las AgNP-OA y las MNP-

OA frente a modelos de biomembrana similares, representaron uno de los interrogantes destinados 

a buscar respuesta en el marco de este trabajo de tesis doctoral. El conocimiento acerca del impacto 

que posee la composición de los nanomateriales en la interacción frente a modelos de membranas 

celulares, representa un tópico clave para el diseño racional y controlado de nuevas plataformas 

biotecnológicas.49,50  

Por medio de los experimentos realizados en films lipídicos mixtos en presencia de AgNP-OA, 

y teniendo en cuenta los estudios previos relativos a la interacción de las MNP-OA frente a 

diferentes fosfolípidos modelos de biomembranas en monocapas de Langmuir, se obtuvieron datos 

comparativos con respecto al comportamiento que adopta cada sistema de NPs en la interfase agua-

aire durante su interacción con las biomoléculas. Como resultado de estas indagaciones, se 

identificaron fenómenos de interacción radicalmente diferentes en la gran mayoría de los casos, 
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dependiendo del tipo de nanopartícula que se encuentre en interacción activa con los films 

lipídicos. 

En ambos casos se ensayó la interacción de las NPs con films de Langmuir compuestos por 

fosfolípidos saturados (DMPC, DSPC), insaturados (POPC) y films con coexistencia de fase 

(DPPC, mezcla DMPC/DSPC 50:50). De manera general, las MNP-OA demostraron una 

interacción selectiva, altamente dependiente del grado de saturación del fosfolípido. Como fue 

reflejado por las isotermas (información no mostrada aquí) y la topografía de los films, la 

interacción de las MNP-OA con lípidos saturados causó una notable disminución del área 

molecular del film, indicando un comportamiento de condensación o rigidización del film NP-

lípido. Por otra parte, la interacción con fosfolípidos insaturados evidenció una expansión de área 

con respecto a las isotermas de mezclado ideal y una topografía sin patrones preferentes visibles, 

indicando un mezclado efectivo de estas NPs en fases expandidas. Como se demostró a lo largo 

de los experimentos realizados, este comportamiento de fluidización de los films (incremento en 

la elasticidad media) observado para MNP-OA en interacción con lípidos insaturados, se observó 

para las AgNP-OA durante la interacción con casi la totalidad de los films lipídicos ensayados en 

monocapas de Langmuir.  
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Figura III.4.17. Micrografías de BAM adquiridas a diferentes presiones de superficie. A- DPPC 

con dominios LE y LC diferenciados (rojo). B- Film mixto de AgNP-OA/DPPC (XAgNP-

OA=0,0005). C- Film mixto MNP-OA/DPPC (XMNP-OA=0,0003). Panel C extraído de Matshaya, T. 

J.; Lanterna, A. E.; Granados, A. M.; Krause, R. W. M.; Maggio, B.; Vico, R. V. Distinctive 

Interactions of Oleic Acid Covered Magnetic Nanoparticles with Saturated and Unsaturated 

Phospholipids in Langmuir Monolayers. Langmuir 2014, 30 (20), 5888–5896.  

 

 

Una observación sumamente interesante surge del análisis de las interacciones entre las 

nanopartículas y fosfolípidos que presentan coexistencia de fases LE-LC, como la DPPC. En la 

Figura III.4.17, se señalan las principales diferencias topográficas obtenidas durante mediciones 

realizadas en BAM, para films mixtos DPPC-NPs. La interacción de las MNP-OA con el 

fosfolípido saturado DPPC, mostró un comportamiento de rigidización o condensación del film 

hacia áreas menores con respecto a la isoterma ideal.20 La organización de los films MNP-

OA/DPPC mostró en la mesoescala un patrón de segregación preferencial de las MNP-OA en la 

fase LE de la DPPC, que impide la coalescencia de los dominios condensados bajo el incremento 
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en la presión superficial. Este arreglo determinado por las MNP-OA desencadenó la pérdida de la 

tensión de línea de los dominios condensados o trisquélidos de la DPPC, y por ende la forma de 

los mismos. El patrón observado a presiones donde hay coexistencia de fase LE-LC, indicó un 

arreglo de red hexagonal de dominios condensados de DPPC, rodeados por una red de MNP-OA.  

En contraste, y como se analizó en III.4.2, las AgNP-OA evidenciaron una segregación 

preferencial en los bordes de los dominios condensados de la DPPC a todas las presiones 

superficiales impuestas sin una alteración notoria de la tensión de línea de los dominios LC. 

Aunque esta segregación se mantuvo a lo largo de toda la compresión, se observó que las AgNP-

OA fueron capaces de disminuir el grado de coalescencia o empaquetamiento de las estructuras 

condensadas de la DPPC, proporcionando un incremento de fase LE que es visualizado como un 

comportamiento de expansión del film molecular por la isoterma de Langmuir del film mixto. Sin 

embargo, las AgNP-OA no inducen una distribución topográfica tan marcada en red hexagonal 

como lo hacen las MNP-OA. Como se observa en la Figura III.4.18, El mismo tipo de 

interacciones fue observado para ambas nanopartículas de manera reproducible en films 

compuestos por DMPC/DSPC 50:50 (comparado con la interacción que presenta cada una de las 

NPs por separado, con DPPC).  

En suma, las interacciones de las nanopartículas frente a modelos de biomembrana con presencia 

de coexistencia de fases LE-LC, permitieron una clara visualización de los comportamientos 

termodinámicamente favorables de ambos nanomateriales en la interfase agua-aire. Teniendo en 

cuenta estos resultados y otros informados en bibliografía,11,20 se puede inferir que no solamente 

la molécula de funcionalización que se encuentra directamente expuesta al medio externo es capaz 

de dictar el tipo de interacción de las nanopartículas frente a biomoléculas, sino que también las 

características estructurales del núcleo poseen un gran impacto en la naturaleza de las mismas. En 

este caso en particular, se puede suponer que el comportamiento magnético del NM, dicta el 

comportamiento a largo alcance observado en los films NP-lípido. La composición y 

características fisicoquímicas del núcleo de las NPs intervienen activamente en su desempeño 

durante la interacción con biomoléculas como quedó demostrado desde el comportamiento 

observado en monocapas de nanopartícula pura, donde el grado de histéresis presentado por las 

MNP-OA y la ausencia de la misma en AgNP-OA representó desde el inicio, una diferencia clave 

en cuanto al tipo de interacción que son propensas a establecer. Con respecto a la energética 

involucrada en los procesos de interacción inter-partícula en el plano interfacial, se determinaron 
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diferencias en cuanto a posibles estructuraciones que pueden tener implicancias en la interacción 

frente a las biomembranas modelo.  

 

 

Figura III.4.18. Imágenes de BAM adquiridas a diferentes presiones de superficie. A- mezcla 

binaria DMPC/DSPC 50:50. B- Film mixto de AgNP-OA/ (DMPC/DSPC 50:50); (XAgNP-

OA=0,0005). C- Film mixto MNP-OA/ (DMPC/DSPC 50:50); (XMNP-OA=0,0003).  

 

 

Al comparar las áreas de colapso (AC) para ambos films de NPs puras con sus respectivas áreas 

límites extrapoladas a presión superficial cero (A0, área que debería ser cubierta por las NPs a 

presión cero), se observa una clara disminución de las AC (A0 y AC se esquematizan en la Figura 

III.1.2B). Esto sugiere que, a las presiones de colapso correspondientes, pueden estar teniendo 

lugar una multiplicidad de arreglos inter-partícula, cuyo cambio en la dimensionalidad ha sido 

interpretado por la información topográfica obtenida por BAM (incremento en la densidad óptica 

de los films a presiones cercanas al colapso y las áreas medidas). Si bien resulta difícil diferenciar 

si el fenómeno organizacional corresponde a desplazamientos de estas entidades desde el plano 

interfacial o a un arreglo de partículas determinado en el plano de la interfase, el análisis de la 

relación entre las áreas límites (A0) y las áreas seccionales teóricas de ambas nanopartículas (As), 

permite concluir algunas características interesantes. La Tabla III.4.1, muestra las áreas 

determinadas para cada parámetro descripto. Dado que en las inmediaciones de las presiones de 

colapso, es factible considerar erróneamente procesos de desorción dentro de la interpretación de 



TESIS DOCTORAL – Lic. Martín E. Villanueva 

136 
 

las interacciones predominantes, la relación entre las áreas seccionales teóricas calculadas según 

la información morfológica de las NPs (TEM) y las áreas limitantes obtenidas por extrapolación a 

presión cero de las isotermas experimentales, representa una comparación mucho más aproximada 

para la diferenciación de estos procesos de estructuración en la interfase. Así, para la relación AS/A0 

para las AgNP-OA, se determinó un valor próximo a ~0,9, mientras que dicha relación se aproximó 

a valores de ~1,5 para las MNP-OA. Teniendo en cuenta estos cálculos, es posible que en el caso 

de las MNP-OA exista un cierto grado de desorción de las nanopartículas desde plano interfacial 

hacia la subfase. Sin embargo, este fenómeno fue descartado debido a que experimentos de 

compresión-expansión-compresión permitieron recuperar y alcanzar nuevamente la presión de 

colapso (πc) de la primera compresión con la misma área, indicando que no hay pérdidas de 

material de la interfase. Otra explicación a las diferencias en AS y A0 observadas puede concebirse 

considerando fenómenos moleculares como la interdigitación entre las cadenas lipídicas de OA 

que recubren las NPs, y desplazamientos de las partículas respecto al plano interfacial.51 Para las 

MNP-OA, la relación AS/A0 adquiere una magnitud mayor con respecto a lo esperado para una 

contribución mayoritaria de interdigitación de OA en el plano. Por otra parte, las AgNP-OA se 

encontrarían principalmente interaccionando en el plano hasta presiones de ~12-15 mN/m (AS~ 

6000) sin establecer fenómenos de intercalación de cadenas hidrocarbonadas de OA en el plano. 

Luego de estas presiones se comenzarían a producir fenómenos de intercalación o desplazamientos 

respecto al plano en las AgNP-OA, lo cual se puede deducir a partir de las áreas de la isoterma de 

Langmuir y sus respectivas imágenes de BAM (Figura III.4.9A-B). 

Las características apreciables desde el foco que plantean las isotermas de nanopartículas puras, 

se traducen en la topografía observada como una interacción de largo alcance entre NPs 

(estructuras tipo “cable”) para las MNP-OA, y en una segregación aleatoria de NPs en la interfase 

aire/agua en el caso de las AgNP-OA (Figura III.4.19). 

Con los resultados obtenidos, puede establecerse entonces que la capacidad organizacional de 

las nanopartículas en la interfase que resulta de las energías involucradas en los procesos de 

interacción NP-NP mencionados anteriormente, cumple un rol fundamental en los 

comportamientos de condensación/expansión observados en presencia de films lipídicos. 
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Figura III.4.19. Imágenes de BAM de nanopartículas puras a presión de 0 mN/m (topografía 

inicial) y ~20 mN/m.  

 

Tabla III.4.1.  Áreas parametrizadas para la comparación de interacciones inter-partícula. Las 

áreas calculadas se encuentran en Å2/partícula. El superíndice a, indica que estas áreas se 

determinaron a partir de la caracterización estructural de las NPs. 

NPs 

hidrofóbicas 

Área de colapso* 

(AC) 

Área límite 

(A0) 

Área seccional teórica 

(AS)a 

AgNP-OA 2212 6300 5945 

MNP-OA 5147 9241 13260 

*El error en área a la πc no supera el 0,1% para ambas nanopartículas. 

 

 

III.4.4- Films LB de AgNP-OA en interacción con las membranas modelo de estrato córneo 

 

El efecto de las AgNP-OA sobre la organización y las propiedades nanomecánicas de films de 

estrato córneo (SCM), fue estudiado por microscopía de fuerza atómica (AFM) aplicada a films 

de Langmuir transferidos a un sustrato sólido (vidrio cubreobjetos), por medio de la técnica de 

Langmuir-Blodgett (LB).  

En primer lugar, se obtuvieron imágenes de AFM de la topografía de las AgNP-OA con el fin 

de corroborar la estabilidad de las nanopartículas en films de LB y como medida adicional para la 

confirmación de los tamaños y la topografía del nanomaterial en cuestión. Con el objetivo de medir 
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de manera más precisa los diámetros individuales de cada nanopartícula y evadir posibles 

fenómenos de coalescencia o aglomeración, los films de AgNP-OA fueron transferidos a una 

presión de 5 mN/m. Como se muestra en la Figura III.4.20, las nanopartículas hidrofóbicas fueron 

efectivamente transferidas al sustrato de vidrio. Esto corrobora en primera instancia, su alta 

estabilidad en la interfase agua-aire, puesto que los tiempos requeridos para una deposición estable 

del film son por lo general más prolongados que los que se utilizan en un ciclo de compresión 

completo.  

 

Figura III.4.20. Visualización de films LB de AgNP-OA transferidas a 5 mN/m, por microscopía 

de fuerza atómica (AFM). Líneas transversales fueron trazadas sobre el patrón en 2D de las NPs 

transferidas (A), obteniéndose la distribución de tamaños mostrada en C. La imagen 3D mostrada 

en B permite una mejor visualización de los perfiles obtenidos para las AgNP-OA. En D se muestra 

el histograma para el promedio de todos los tamaños obtenidos. 

 

 

Adicionalmente, siendo las AgNP-OA de carácter hidrofóbico sería lógico esperar un bajo 

porcentaje de adsorción al sustrato hidrofílico o incluso una capacidad nula de adsorción sobre el 
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mismo. Por el contrario, su adsorción efectiva en altas proporciones (Tr~1), indica que estas 

nanopartículas son capaces de establecer interacciones en medio acuoso que les permiten mantener 

su estabilidad coloidal frente al proceso de transferencia hacia un film de polaridad opuesta. Este 

fenómeno podría tener explicación en la estructura del ligando OA que recubre a las 

nanopartículas. La presencia de insaturaciones les otorga la capacidad para ocluir moléculas de 

agua con mayor facilidad (esfera de hidratación) como parte de la estructura neta de la 

nanopartícula haciéndolas más propensas a experimentar este tipo de interacciones.52 Por último, 

los perfiles generados por trazado de líneas transversales (Fig. III.4.20 A, C) revelan que las 

AgNP-OA se encuentran distribuidas en toda la superficie del vidrio cubreobjeto, con tamaños 

similares a los determinados por las técnicas de caracterización pertinentes en el Capítulo II. Los 

perfiles promediados para las AgNPs-OA depositadas en la superficie de mapeo mostrada, se 

resumen en un histograma cuya regresión Gaussiana permitió determinar un valor de (9,3 ± 0,1) 

nm para las NPs transferidas por la técnica de Langmuir-Blodgett (Fig. III.4.20 D).  

En la Figura III.4.21, se visualizan las imágenes de AFM obtenidas para films de SCM y 

SCM/AgNP-OA transferidos a 30 mN/m. La presión a la cual se realizaron las transferencias, fue 

seleccionada en base a su similitud con la presión lateral a la cual están sometidos los lípidos de 

bicapa en las membranas celulares.25 La topografía de las monocapas soportadas mostró dominios 

separados en ambos casos. Tal como ha sido previamente reportado para mezclas de estrato córneo 

soportadas, los diferentes espesores distribuidos a lo largo de toda la superficie se relacionan con 

la composición molecular de los dominios presentes en la membrana modelo de SCM. Así, los 

dominios más altos están mayormente compuestos por la ceramida C24 (de cadena hidrofóbica 

larga) y ácido lignocérico, mientras que los dominios bajos pertenecen a fases ricas en colesterol 

y menores cantidades de ceramida.53 Teniendo en cuenta el patrón de segregación de los dominios 

lipídicos en el film, la incorporación de las AgNP-OA produjo un efecto de disminución en el 

empaquetamiento de las moléculas que conforman la membrana de SCM. Este cambio en la 

estructuración molecular de la membrana se acompaña de un cambio notorio en la altura del film 

como resultado de la probable reestructuración de las moléculas de lípido en presencia de las 

AgNP-OA.48 Convenientemente, esta información puede analizarse en términos de cambios en la 

rugosidad media o RMS (“Root Mean Square roughness”) de los films. Considerando diferentes 

regiones de la zona mapeada para cada film se determinó una RMS promedio de (1,8 ± 0,4) nm 

para la monocapa soportada de SCM a 30 mN/m, mientras que este parámetro se ve modificado 
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hacia un valor promedio de (4,8 ± 0,3) nm para el film de SCM/AgNP-OA. El aumento en la 

rugosidad media tras la incorporación de las AgNPs, se relaciona directamente con una mayor 

aleatoriedad de la distribución molecular del film y podría estar vinculado con el comportamiento 

de expansión (fluidización) incrementada observado en las isotermas de Langmuir 

correspondientes.54      

 

 

Figura III.4.21. Imágenes de AFM para films transferidos por la técnica de Langmuir-Blodgett. 

(A) membrana modelo de estrato córneo (SCM). (B) Mezcla SCM/AgNP-OA en proporción 

0,9995:0,0005. 

 

 

III.4.5- Adsorción de fosfolípidos en la superficie de las AgNP-OA 

 

Al estudiar la interacción entre nanopartículas y biomoléculas es importante considerar el tipo 

de fenómenos de interfase que puede establecerse entre ambas entidades. Las biomoléculas pueden 

estar presentes en la superficie de las NPs tanto por interacción con los ligandos de superficie 

(fuerzas electrostáticas, van der Waals) o a por medio de un intercambio de ligando.11,55 Existe 

amplia evidencia reportada acerca de la habilidad de las nanopartículas para adsorber proteínas en 

su superficie y formar la denominada corona proteica o “protein-corona” que tiene fundamental 

incidencia en el comportamiento que las nanopartículas presentarán a nivel biológico.56 La 

formación de este complejo es un proceso dinámico y competitivo que depende de las fuerzas 

actuantes y su composición final se encuentra regida por diversos factores concernientes a la 
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estructura y propiedades del nanomaterial, tales como: forma, tamaño, composición, grupos 

funcionales superficiales, etc.55,56  

Sin embargo, existe muy poca información en la bibliografía en torno a la adsorción o 

intercambio de ligando entre lípidos y nanopartículas. Los lípidos en sí, representan componentes 

mayoritarios de las membranas biológicas y por ello el estudio de este tipo de interacciones resulta 

de gran interés, sobre todo si las nanopartículas son propuestas para uso tópico en aplicaciones 

como agentes antimicrobianos, o como parte de cosméticos o bloqueadores solares. Šegota et. al. 

estudiaron la interacción entre nanopartículas de Ag y Au hidrofóbicas, recubiertas por un ligando 

estearilamina, y bicapas lipídicas soportadas de DMPC como modelo de biomembrana. Los 

autores encontraron que la parte hidrofóbica de los ligandos estearilo, se ubica dentro de la parte 

hidrofóbica de la bicapa, fusionándose con las cadenas hidrocarbonadas del lípido. Este fenómeno 

da lugar a una reorganización de la bicapa que resulta en un incremento en las cantidades de lípido 

que rodean a las nanopartículas, y una disminución en la región que se localiza entre ellas.57 

Con el fin de lograr un mejor entendimiento acerca de los factores que intervienen y regulan la 

interacción entre las AgNP-OA y los lípidos, se llevó a cabo un estudio por medio de XPS para 

determinar la existencia de fenómenos de adsorción/intercambio de ligandos en la superficie de 

las AgNP-OA empleando liposomas multilamelares (MLVs) de POPC como modelo de 

biomembrana. Para ello, las nanopartículas fueron mezcladas con los MLVs del lípido en medio 

acuoso por aproximadamente 96 h. Luego de ello, se realizaron sucesivos ciclos de lavado y 

centrifugado para remover la POPC libre y evaluar el pellet resultante, tal como fue detallado en 

la sección III.3.3. Los espectros de HR XPS para el pellet obtenido de la mezcla AgNP-OA/POPC 

son mostrados en la Figura III.4.22 A-C, y fueron comparados con aquellos obtenidos para el 

último ciclo de lavado con cloroformo efectuado para la extracción de lípido libre y nanopartícula 

libre (Figura III.4.22 D-F).  

Como puede observarse en la muestra correspondiente al pellet, las señales de Ag 3d se 

encuentran presentes, lo que señala la presencia efectiva de las AgNP-OA. Además, fue posible 

detectar la presencia de las señales débiles de N 1s y P 2p correspondientes a las moléculas de 

POPC, cuya intensidad está próxima a la relación señal/ruido de las mediciones. Por otro lado, se 

confirmó la completa remoción de POPC por ausencia de sus señales de XPS características (P 2p, 

N1s) en la muestra de sobrenadante del último ciclo de lavado. Adicionalmente no se detectaron 

en este último caso, residuos correspondientes a las AgNP-OA. Estos resultados indican que cierta 
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cantidad de fosfolípido permanece adsorbido sobre la superficie de las nanopartículas, ya sea por 

fisisorción (favorecido por fuerzas de van der Waals entre la POPC y las cadenas hidrocarbonadas 

del ácido oleico) o por unión al núcleo de la superficie de plata a través de interacciones con el 

oxígeno del grupo fosfato de la POPC. El fenómeno de unión directa al núcleo de plata podría 

requerir tanto la presencia de espacios vacíos en la superficie de las NPs como la existencia de un 

proceso de intercambio OA-ligando. En un trabajo realizado por Bakshi et. al.58 se encontró que 

los lípidos de tipo fosfocolina poseen una baja habilidad como agentes estabilizantes de 

nanopartículas de plata y oro. Teniendo en cuenta estos antecedentes, sería de esperar que la POPC 

en nuestro sistema, se encuentre débilmente adsorbida sobre la superficie de la plata 

interaccionando principalmente por interacciones de van der Waals con las cadenas 

hidrocarbonadas de OA, sin producir un desplazamiento significativo de los ligandos 

pertenecientes a las nanopartículas.   
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Figura III.4.22. Espectros de HR XPS mostrando las regiones Ag 3d, N 1s y P 2p para el pellet 

AgNP-OA/POPC (A-C) y el sobrenadante que resulta del último ciclo de lavado con cloroformo 

(D-F) en el cual se denota la ausencia de señales residuales de POPC y AgNP-OA.  

 

 

III.4.6- Liberación de iones Ag+ desde AgNP-OA hidrofóbicas 

 

Una propiedad importante a evaluar para la aplicación biotecnológica de las AgNP es su 

habilidad para liberar iones Ag+ al medio que las rodea. Como se introdujo en III.1.1, es sabido 

que las AgNPs son capaces de llevar a cabo una liberación progresiva de iones plata desde su 
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núcleo cristalino.1,2 Una vez liberados desde las NPs hacia el entorno o interior de las células, los 

iones Ag+ activan diversos mecanismos tales como la producción de ROS y peroxidación lipídica 

que tiene efectos letales en las bacterias.4 Asimismo, la mayoría de la información disponible está 

principalmente relacionada a nanopartículas hidrofílicas, y refleja que la cantidad de iones Ag+ 

necesaria para conseguir la inhibición contra diferentes microorganismos depende de cada 

microorganismo (diferentes vías metabólicas) y de las características de las nanopartículas. En 

general las concentraciones requeridas para la inhibición en el crecimiento de los microorganismos 

se encuentran en el rango micro-molar.4 Aunque se ha demostrado que las AgNPs hidrofílicas 

poseen buena eficiencia para muchas aplicaciones biomédicas, las nanopartículas hidrofóbicas 

pueden poseer una mejor compatibilidad con medios lipofílicos debido a su capacidad de alcanzar, 

permanecer y desestructurar estos ambientes, logrando probablemente una reducción en la dosis 

necesaria.  

De esta manera, se procedió a realizar la medición de las concentraciones de Ag+ liberada desde 

las AgNP-OA en diferentes medios acuosos: H2O Milli Q, solución isotónica de NaCl 145 mM y 

en presencia de vesículas multilamelares (MLVs constituidas por POPC o DMPC). En la Tabla 

III.4.2 se resumen las concentraciones de iones Ag+ liberadas por cada muestra luego de 5 días. 

Los valores se mantuvieron constantes por al menos 15 días (Figura III.4.23).  

 

 

Tabla III.4.2. Ag+ liberada desde las AgNP-OA hidrofóbicas en diferentes medios luego de 5 días 

de preparada la muestra, a 25°C. 

Muestra Ag+ (ng/mL) por mg AgNP-OA 

AgNP-OA (agua) 4560 ± 200 

AgNP-OA (NaCl 145 mM) 4480 ± 200 

AgNP-OA + DMPC (agua) 10047 ± 200 

AgNP-OA + POPC (agua) 8160 ± 200 
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Figura III.4.23. Ag+ liberada por 1 mg de AgNP-OA en A) agua y B) en presencia de NaCl 145 

mM. 

 

Ante la variación de medios de liberación, no se observó una diferencia significativa en la 

liberación de Ag+ desde agua con respecto a la solución de NaCl, o entre suspensiones conteniendo 

POPC o DMPC. Sin embargo, se observó que, en presencia de fosfolípidos la cantidad de iones 

Ag+ liberada dobló la cantidad liberada en medios acuosos (en ausencia de lípidos). Esta tendencia 

podría estar relacionada al hecho de que los fosfolípidos facilitan la dispersión de las 

nanopartículas hidrofóbicas en el medio acuoso, otorgándoles un medio de liberación más estable 

en el tiempo, el cual no está presente cuando las AgNP-OA se encuentran en agua o en solución 

electrolítica. La cantidad de iones Ag+ liberada en 5 días desde 1 mg de AgNP-OA representa 

cerca del 0,5-1% de la masa inicial de AgNP-OA y alcanza el rango μM para las condiciones aquí 

exploradas. Si bien estas concentraciones de plata biocida parecen superar el margen requerido 

capaz de ejercer un efecto antimicrobiano eficiente, es importante tener en cuenta que dichas 

concentraciones dependerán del funcionamiento de la maquinaria metabólica de cada organismo 

en particular. Por ejemplo, el tratamiento para la inhibición en el crecimiento y la proliferación de 

un biofilm, precisará estrictamente tanto de la disponibilidad de altas concentraciones de Ag+ en 

el medio, como de una liberación sostenida a lo largo del tiempo.12 Los resultados aquí encontrados 

demostraron el potencial de estas nanopartículas hidrofóbicas de plata para actuar como agentes 

antimicrobianos compatibles con medios lipofílicos.   
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III.5- CONCLUSIÓN 

 

En el presente capítulo, se demostró que las nanopartículas de plata hidrofóbicas funcionalizadas 

con el ácido graso natural, ácido oleico, son capaces de interactuar fuertemente con biomembranas 

modelo. La presencia de las AgNP-OA en monocapas de fosfolípidos simples (DMPC, POPC, 

DSPC) o en una mezcla lipídica que simula la composición del estrato córneo (SCM) ocasiona 

cambios en las monocapas impartiendo un desplazamiento de las isotermas hacia áreas mayores 

que las esperadas para un film mixto ideal. La notoria disminución en los valores numéricos 

calculados para el módulo de compresibilidad (CS
-1) permitió corroborar el incremento en la 

elasticidad en el plano (fluidez) de las membranas como resultado de la incorporación de las 

AgNP-OA. Lípidos que poseen carácter LE y LC se mostraron afectados por la incorporación de 

las nanopartículas, pero aquellos de fase LC mostraron los mayores cambios, en especial, la mezcla 

SCM. Esto sugiere que los lípidos con fase LC experimentaron un mayor desorden a nivel de la 

organización molecular introducido por las NPs con el subsiguiente incremento en la elasticidad 

en el plano de los films. En el caso de la mezcla de SCM, esto podría tener implicancias 

importantes en lo que respecta a la dinámica de procesos de transmembrana, la permeabilidad de 

la piel y la función barrera que ejerce el estrato córneo. Los resultados observados en modelos de 

biomembranas con coexistencia de fases LE-LC (DPPC y mezcla DMPC/DSPC 50:50) 

demostraron que las AgNP-OA producen una menor expansión del film mixto, ubicándose 

preferentemente en los bordes de los dominios condensados.  

La microscopía de ángulo de Brewster (BAM) permitió evidenciar un fenómeno de segregación 

de fases en el caso de SCM. Dicho comportamiento se vio reflejado a nivel topográfico donde se 

observó que la coexistencia de fases en la mezcla de SCM, está presente hasta presiones mayores 

en presencia de AgNP-OA. En este último caso, la incorporación de las AgNP-OA produjo un 

aumento notorio en la proporción de fase LE a presiones altas en contraste con lo observado a 

presiones análogas en films de lípidos en ausencia de nanopartículas. 

De manera adicional, se establecieron comparaciones entorno a resultados obtenidos para 

nanopartículas magnéticas funcionalizadas con ácido oleico (MNP-OA) y las AgNP-OA en 

monocapas de Langmuir. La respuesta diferencial observada entre ambas nanopartículas al 

comparar topografías en la interfase fluida en condiciones similares, dio cuenta de que las 

interacciones inter-partícula y frente a los fosfolípidos usados como modelos de biomembrana no 
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son únicamente reguladas por el ligando que las recubre sino también por la naturaleza (química 

y física) del núcleo del cual están compuestas.      

Monocapas de Langmuir fueron satisfactoriamente transferidas a sustratos sólidos por medio de 

la técnica de Langmuir-Blodgett (LB) para su posterior caracterización por microscopía de fuerza 

atómica (AFM). La topografía (distribución de diámetros) observada para las AgNP-OA 

transferidas permitió corroborar la robustez de este nanomaterial, cuya estabilidad permaneció 

inalterada tanto en interfases agua-aire como en aquellas de naturaleza vidrio-aire. Los cambios 

en la topografía observada para films LB de estrato córneo luego de la incorporación de las AgNP-

OA denotaron fuertes similitudes con respecto a las observaciones realizadas en isotermas de 

Langmuir y BAM. Así, el incremento en la rugosidad de los films SCM/AgNP-OA fue indicativo 

de una disminución en el empaquetamiento de los dominios condensados del estrato córneo, y 

podría relacionarse con el comportamiento de aumento en la elasticidad (“fluidez”) y demezclado 

observado anteriormente.  

También fue posible observar la adsorción de fosfocolina (POPC) sobre la superficie de las 

AgNP-OA en cantidades bajas. La complejidad de las interacciones entre los componentes de las 

monocapas fue analizada a nivel molecular y a nivel mesoescala. La presencia de interacciones 

favorables entre las cadenas hidrocarbonadas del ácido oleico y las cadenas pertenecientes a los 

fosfolípidos, principalmente a través de lo que podrían ser fuerzas cohesivas de van der Waals, fue 

demostrado por medio de ensayos en XPS. A nivel de la mesoescala, el sistema es capaz de adoptar 

una organización supramolecular en la interfase, no ideal, probablemente impuesta por efectos 

estéricos.  

Finalmente pudimos determinar que las AgNP-OA son capaces de liberar iones Ag+ en 

ambientes acuosos y lipofílicos en rangos de concentraciones que han sido ampliamente reportadas 

como biocidas. Estos estudios permitieron corroborar que las AgNP-OA pueden ser empleadas 

como potenciales agentes antimicrobianos en ambientes lipofílicos, como aplicaciones tópicas. El 

conocimiento adquirido acerca de las interacciones que gobiernan los procesos AgNP-

OA/biomembrana apunta a contribuir en el futuro al diseño controlado de estas nanopartículas para 

aplicaciones cosméticas y transdérmicas.  
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CAPÍTULO IV 

 

Actividad fusogénica de nanopartículas magnéticas hidrofóbicas en 

liposomas. Efectos en el proceso de fusión por aplicación de campos 

magnéticos. 
 

 

 

 

 

 

RESUMEN 

El siguiente capítulo comprende un amplio estudio acerca del proceso de fusión de membranas 

lipídicas mediado por nanopartículas magnéticas funcionalizadas con ácido oleico (MNP-OA). 

Empleando vesículas unilamelares como modelos de membranas y a través de diversas 

metodologías, se realizaron ensayos para determinar la cinética y los cambios morfológicos 

producidos durante el proceso de fusión como resultado de la incorporación de estas 

nanopartículas. Adicionalmente, se evaluó el efecto de la aplicación de campos magnéticos de 

potencial variable con el objetivo de regular el proceso de fusión en velocidades y proporciones 

deseadas. Los resultados obtenidos permitieron conocer que tanto la velocidad como la extensión 

en la cual ocurre la fusión de vesículas puede ser modificada mediante la aplicación del estímulo 

externo en cuestión. Finalmente, fue posible proponer un mecanismo por el cual transcurre la 

acción fusogénica de las MNP-OA, así como también demostrar fehacientemente la capacidad de 

estas nanopartículas como potenciales plataformas con aplicaciones en el campo de fusión de 

membranas.
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IV.1- INTRODUCCIÓN 

 

IV.1.1- Mecanismo y regulación biológica de la fusión de membranas lipídicas 

 

En su significado más estricto, la fusión de membranas es el proceso de mezclado o unión de 

células adyacentes, vesículas o liposomas para producir el mezclado de contenidos internos y 

formar una gran entidad fusionada.1 Este es un proceso integral presente en una gran variedad de 

eventos biológicos como la formación de gametos por fertilización, infecciones virales de células 

huésped, secreción de hormonas endócrinas y señalización neuronal, entre otras. Biológicamente, 

todos estos eventos tienen su origen en el transporte vesicular selectivo, de vital importancia en la 

célula eucariota.1,2 En ellos, vesículas transportadoras recubiertas por una capa superficial de 

proteínas (clatrinas, coatómeros o caveolas), son formadas por medio de brotes o invaginaciones 

producidos en las membranas pertenecientes a diferentes compartimentos celulares. La formación, 

persistencia y fusión final de estas vesículas recubiertas o endosomas se encuentra regulada por 

diversos factores, cada uno de ellos necesario para la cumplimentación del proceso global. 

Sistemáticamente, diferentes proteínas intervienen de manera activa en el direccionamiento y 

reconocimiento de las vesículas durante el transporte de metabolitos. Adaptinas, son requeridas 

para el atrapamiento de proteínas receptoras de transmembrana. La familia de proteínas GTPasas 

actúan como “interruptores moleculares”, alternando entre estados conformacionales GTP/GDP 

(activo/inactivo) que permiten el anclaje estable entre las vesículas transportadoras y las 

membranas target o receptoras. Adicionalmente, las vesículas de transporte deben ser altamente 

selectivas hacia la membrana target con la cual se fusionarán. Esta selectividad se encuentra 

mediada por proteínas llamadas SNAREs, las cuales se encuentran en sets complementarios (v- y 

t-SNAREs) en las membranas entre las cuales transcurre la fusión (vesicle/target). La unión de los 

dominios SNARE complementarios situados en las membranas opuestas, permite el anclaje y la 

aproximación adecuada para llevar a cabo el proceso de unión de bicapas.3,4  

Sin embargo, anclaje y fusión son dos procesos diferentes. Una vez que la vesícula 

transportadora ha reconocido su membrana target, y se ha anclado a la misma, la fusión de 

membranas necesaria para descargar el contenido interno o cargo, debe ser gatillada por una señal 

extracelular. El proceso de anclaje requiere únicamente la aproximación suficiente de las 
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membranas como para que ambas bicapas interactúen y se adhieran entre sí. Por otro lado, la fusión 

necesita de una aproximación mucho más cercana tal que las bicapas se encuentren a una distancia 

de ~2 nm como para poder iniciar este evento. Para ello, se requiere la intervención de diferentes 

fuerzas conductoras que actúen en el espacio intermembrana promoviendo el acercamiento 

necesario. Esto es precedido por una disrupción local de la bicapa que resulta en la fusión de las 

capas externas de cada membrana formando el intermediario de hemifusión o “tallo”. En el arreglo 

lipídico final, un pequeño poro es formado desde este intermediario, el cual subsecuentemente se 

alarga hasta que ambos compartimentos lipídicos iniciales se vuelven uno. Los contenidos de 

ambos compartimentos se mezclan y el proceso de fusión se completa.1,4,5 

Cada estado intermediario del proceso de fusión es caracterizado por un cambio de energía 

conformacional específica, las cuales constituyen la barrera de energía potencial necesaria de 

sobrepasar para llevar a cabo el proceso de fusión. Las entidades capaces de proveer la energía 

necesaria para atravesar estas barreras energéticas, se conocen como fusógenos o agentes 

fusogénicos. En las células, la mayoría de los procesos de fusión de membranas son catalizados 

por proteínas y péptidos especializados, capaces de promover las reorganizaciones estructurales 

de las moléculas lipídicas en las bicapas involucradas. Como se verá en la sección IV.1.4, se ha 

demostrado que gradientes de Ca2+ y determinadas moléculas orgánicas y principios activos 

pueden participar en la inducción y regulación de estos procesos, y son calificados como 

fusógenos.6    

Tal como es señalado por muchos autores, la etapa inicial del contacto vesicular es promovido 

fundamentalmente por interacciones atractivas de van der Waals, responsables del acercamiento 

de las membranas opuestas a la distancia mínima requerida.7 Dado que dichas interacciones son 

contrarrestadas por fuerzas repulsivas de hidratación, electrostáticas y estéricas que impiden el 

contacto cercano de ambas bicapas, este es sin duda uno de los procesos energéticamente más 

demandante.8 Si bien existen diferentes formas de iniciar esta aproximación, la disminución de la 

repulsión de hidratación intermembrana es uno de los procesos más importantes y diferentes 

mecanismos para alcanzar esta meta han sido descriptos para fusógenos con estructura y 

propiedades variadas. Algunos de estos mecanismos se basan en la disminución de la densidad de 

carga superficial en las bicapas, otros en la disminución de la polaridad o incremento de la 

hidrofobicidad en la región hidrofílica intermembrana por deshidratación del ambiente intermedio 

tal como ha sido reportado por Lentz. et. al. para el caso del polietilenglicol.9  
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En la Figura IV.1.1 se esquematizan las etapas de la fusión de bicapas y los arreglos moleculares 

establecidos durante este proceso.  

 

Figura IV.1.1. I- Etapas básicas de la fusión de membranas, A) aproximación y contacto de 

membranas mediado por reconocimiento de dominios complementarios como en el caso de las 

proteínas SNARE o las lipoproteínas (esquema superior), o por entidades externas como 

nanopartículas, moléculas orgánicas o iones Ca2+ (esquema inferior). B) mezclado de los lípidos 

ubicados en la capa externa para formar el intermediario de hemi-fusión o “tallo”. C) mezclado de 

los lípidos de capa interna con la formación del poro y subsecuente mezclado de contenidos 

internos. II- Fases lipídicas entre las cuales ocurre la transición durante la fusión; fase “L” o 

lamelar (arriba) y fase “HII” o hexagonal invertida (abajo). Esquema adaptado de Mondal Roy, S.; 

Sarkar, M. Membrane Fusion Induced by Small Molecules and Ions. J. Lipids 2011, 2011, 1–14.  

  

 

Luego del contacto cercano de las membranas opuestas, su unión final requiere de un desorden 

temporal de los lípidos de las bicapas. Iniciando desde la zona de contacto, los lípidos de las 

bicapas experimentan una transición de fase de bicapa lamelar (L) a una fase hexagonal invertida 

(HII). Esta reestructuración conduce en cierta forma a una relocalización de los lípidos de las 
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bicapas permitiendo la exposición de las regiones hidrofóbicas necesarias para concretar la fusión. 

La principal fuerza motora para la inducción de esta reorganización es la acumulación de defectos 

de membrana y es, por ende, la segunda barrera energética de mayor importancia a lo largo del 

proceso. Estos defectos pueden ser introducidos por los agentes fusogénicos externos o 

alteraciones en parámetros físicos. La temperatura del medio, la curvatura de la membrana y la 

tensión superficial, entre otros, son capaces de incorporar estrés y tensión en las membranas, 

introduciendo defectos en dichos sistemas.5,10–12  

Fundamentalmente debido a su gran implicancia en los procesos vitales, la fusión de membranas 

constituye un campo de estudio extremadamente importante. El control de estos procesos en 

muchos métodos bioquímicos in vitro e in vivo, y en procesos biotecnológicos es de gran utilidad. 

Sumado a esto, hoy en día la posibilidad de controlarlo representa una herramienta alternativa e 

innovadora en el área de la química supramolecular y de la nanotecnología. Además, el desarrollo 

y entendimiento de nuevos mecanismos involucrados en este evento y su regulación guiada por 

nanomateriales permitirá a futuro el diseño de aplicaciones en diversas áreas desde la biología 

molecular y la nanobiotecnología hasta la síntesis de nuevos materiales. 

 

 

IV.1.2- Liposomas como base de modelos de fusión 

 

Como fue descripto en el Capítulo I, las vesículas unilamelares o liposomas, representan una 

parte integral en la investigación y aplicaciones clínicas en el campo de la nanomedicina.13–18 

Debido a la estructura de los liposomas que cuenta con la presencia de un núcleo acuoso limitado 

por una bicapa lipídica, además de ser utilizadas como modelos de biomembranas con fines de 

investigación biofísica son actualmente estudiadas como sistemas de transporte y liberación de 

moléculas bioactivas, tanto hidrofílicas como hidrofóbicas. Dentro de este campo, el empleo de 

liposomas como sistemas modelo para el estudio de fusión de membranas ha permitido grandes 

avances en torno al desarrollo de terapias médicas como el transporte de genes.16,19 Debido a la 

baja difusión del material genético desde el sitio de administración o las dificultades para atravesar 

barreras endoteliales, los agentes terapéuticos empleados en estas terapias (ADN plasmídico, 

oligonucleótidos, siARN), son vectorizados en liposomas que actúan como carriers sintéticos. Es 

sabido que proteínas de fusión viral de cepas como HIV e influenza, son responsables de catalizar 
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la fusión de las membranas virales con las endosómicas, permitiendo el ingreso del ADN viral al 

citosol donde es replicado.2 Imitando un mecanismo análogo, muchas investigaciones se han 

avocado a la carga de agentes genéticos en liposomas de composición lipídica variada y junto al 

empleo de proteínas virales se induce su fusión a membranas celulares. De esta manera se intenta 

tratar enfermedades de diversa índole cambiando la expresión de un gen, reemplazando genes 

dañados o introduciendo genes faltantes.20  

Otro aspecto sumamente importante en el uso de liposomas como modelos de fusión, es que la 

composición, tamaño y carga superficial, ente otras propiedades, pueden ser fácilmente 

controladas para alcanzar los requerimientos de un experimento en particular. Sin embargo, la alta 

sensibilidad del sistema hacia cualquiera de estas variables puede dificultar la identificación del 

origen de la fusión obtenida. Este es el caso de liposomas unilamelares pequeños (SUVs), en los 

cuales su tamaño reducido les confiere una alta curvatura espontánea. El estrés y tensión mecánica 

producidos por esta curvatura, les provee a las membranas la perturbación y energía necesarias 

para fusionarse por sí solas. Otro ejemplo en el cual se demuestra que la capacidad fusogénica de 

las bicapas lipídicas es fuertemente dependiente de la composición de lípidos, es cuando se 

incorporan en los liposomas, lisofosfolípidos. Los mismos, con su única cadena acilo, proveen una 

curvatura positiva (dada la estructura de cono invertido que poseen) y ha sido demostrada su 

capacidad de inhibir fusión. Por el contrario, lípidos con una curvatura altamente negativa 

(estructura de cono) como 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) o el ácido 

fosfatídico, incrementan la velocidad de fusión dada su propensión estérica a inducir la formación 

del intermediario de hemi-fusión.3 

Los liposomas pueden también ser funcionalizados con ligandos para gatillar o introducir una 

interacción específica con su ambiente o con otros liposomas, en cuyo caso, las propiedades 

específicas de los lípidos como carga, largo de cadena, nivel de insaturación y porcentaje de 

colesterol, por ejemplo, pueden modificar las proporciones y velocidades con las cuales tiene lugar 

el proceso de fusión. Si los lípidos de la bicapa son capaces de exponer cargas superficiales, 

agentes fusogénicos con cargas opuestas, probablemente sean capaces de incrementar la efectivad 

del proceso de fusión mediado por fuerzas electrostáticas.21  

En resumen, variaciones en las propiedades de los lípidos pueden tener una influencia 

significativa en la cinética y mecanismo de fusión de liposomas como sistemas modelo, en 

particular si las estructuras poseen altas curvaturas como en el caso de las SUVs. Por ello, modelos 
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de liposomas de diámetros en un intervalo de entre 80-200 nm (Vesículas Unilamelares Grandes 

o LUVs) representan sistemas más eficientes en un compromiso estabilidad/carga y son, por ende, 

las más empleados como membranas modelo en el estudio de los procesos de fusión.22 Las LUVs 

constituyen el modelo más empleado de liposomas dentro de la gran variedad de aplicaciones 

biofísicas, farmacológicas y nanotecnológica. Ello encuentra justificación en la gran versatilidad 

sintética que poseen por medio de diversos métodos (extrusión, sonicación, fusión, etc.) y además 

por la variabilidad en cuanto a composiciones lipídicas y funcionalización. Son también, las 

estructuras más robustas para ser empleadas en técnicas espectroscópicas como ensayos de 

fluorescencia, espectroscopía de absorción, dicroísmo circular, FT-IR, e incluso, en técnicas de 

microscopía como TEM, SEM y AFM, entre otras. El modelo de vesículas unilamelares gigantes 

(GUVs), cuyo rango de tamaños contempla estructuras de alrededor de 1 μm y superiores, poseen 

también la practicidad de un fácil manejo y observación por medio de microscopías ópticas.23 Estas 

vesículas, usualmente preparadas por el método de electroformación, han sido ampliamente 

utilizadas en microscopía confocal de fluorescencia para la determinación de alteraciones 

morfológicas y cambios estructurales en bicapas lipídicas, como resultado de la introducción de 

distintos estímulos y agentes externos. 

Una de las plataformas más interesantes de introducir hasta aquí, y que podría afirmarse como 

uno de los nanomateriales más explorados en las últimas décadas para el transporte de fármacos 

controlado por estímulos externos, son los magnetoliposomas.13,24–27 Como se describió en 

capítulos anteriores, las nanopartículas superparamagnéticas de óxidos de hierro (SPIONs) poseen 

antecedentes importantes en lo que respecta a su empleo en el desarrollo de nanomateriales para 

terapias biomédicas y teragnósticas. La capacidad de estas nanopartículas para responder a una 

amplia gama de estímulos externos (campos magnéticos, temperatura, luz infrarroja, etc), las 

posicionan como los candidatos ideales para la liberación controlada espacial y temporal de 

agentes con acción terapéutica. Pese las características ventajosas en torno a su fácil manipulación 

y características fisicoquímicas favorables, las MNPs pueden tener asociadas problemas de 

estabilidad y baja capacidad de carga o pérdida (leakage) del fármaco a lo largo de su recorrido 

por los diferentes compartimentos fisiológicos, en particular, las vías sanguíneas una vez 

administradas. Así, los magnetoliposomas surgen como una vía que mejora el desempeño del 

sistema transportador alcanzando mayores cargas del fármaco vectorizado, biodisponibilidad y 

una mejor regulación en el transporte y liberación en sitios específicos.  



TESIS DOCTORAL – Lic. Martín E. Villanueva 

162 
 

Las técnicas más comunes para el diseño de estos carriers, están basadas en la incorporación de 

las MNPs dentro del lumen (interior acuoso) de las vesículas o dentro de la bicapa lipídica (espacio 

hidrofóbico). Sin embargo, aplicaciones relacionadas con separación magnética mediada por 

campos alternos han investigado también el uso de las MNPs para crear agregados o complejos de 

manera controlada en la superficie de las vesículas.28 Las estrategias de diseño del material 

dependerán de la aplicación final que se desee conferirles, pero lógicamente estarán también 

supeditadas a la estructura y propiedades de superficie de las NPs. La Figura IV.1.2 detalla 

algunas de las localizaciones posibles de las nanopartículas en su interacción con las vesículas 

lipídicas.  

 

Figura IV.1.2. Representación esquemática de las posibles localizaciones de nanopartículas en el 

diseño de compósitos NP-Liposoma. A) Incorporación en lumen o interior acuoso. B) 

Internalización en bicapa lipídica. C) Decoración superficial. D) Modos posibles de interacción 

superficial con la bicapa lipídica. Formación controlada de agregados o complejos vesiculares. 

Adaptado de Preiss, M. R.; Bothun, G. D. Stimuli-Responsive Liposome-Nanoparticle 

Assemblies. Expert Opin. Drug Deliv. 2011, 8 (8), 1025–1040.    

 

Aplicaciones en resonancia magnética de imagen (MRI) hacen un mayor uso de la 

internalización de las MNPs en el entorno acuoso29,30 mientras que estudios para la liberación 

controlada de principios activos, han planteado un mayor enfoque en la inclusión de MNPs dentro 
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de la bicapa lipídica con el fin de adquirir control sobre las propiedades estructurales de la 

membrana (fase, permeabilidad, etc).31,32 Pese a que se han reportado interesantes estudios para 

terapias de Drug Delivery y MRI que hacen uso de MNPs internalizadas en vesículas lipídicas y 

su control por estímulos externos,33,34 no existen al día de hoy plataformas de magnetoliposomas 

o nanopartículas magnéticas, reportados como potenciales actores en la promoción y el control de 

fenómenos de fusión de membranas. La investigación en este campo resulta entonces, en tierra 

fértil para el diseño de nuevas aplicaciones en fusión, que permitan no solo el diseño de nuevos 

dispositivos de interés en terapias biomédicas (ej.: terapia génica) sino en la catálisis controlada y 

confinada de un sinnúmero de reacciones químicas.    

 

IV.1.3- Técnicas para el estudio de fusión en membranas 

 

Además de las técnicas de imagen, como SEM, TEM, cryo-TEM, microscopía confocal y 

microscopía de fluorescencia con las cuales es posible realizar un monitoreo directo de la fusión 

en vesículas grandes o células, existen ensayos de fluorescencia (FL) que permiten monitorear la 

fusión de las vesículas con diámetros tan pequeños como ~20 nm.  

Los ensayos de FL son utilizados tanto para monitorear la etapa inicial de fusión, esto es, el 

mezclado de los lípidos de las bicapas, como la etapa final del proceso, es decir, el mezclado de 

los contenidos internos de las vesículas. La pérdida o fuga de contenido interno de las vesículas a 

través de la membrana (leakage), es un proceso que ocurre de manera espontánea y continua 

durante ambas etapas del proceso de fusión.35 Por ello, la medición de las proporciones en las que 

se producen estas pérdidas, son necesarias para obtener ideas cuantitativas sobre la efectividad del 

mezclado de contenidos internos y el mezclado de lípidos (unión de membranas). Los ensayos de 

FL más utilizados pueden subdividirse en: ensayos que estudian el mezclado de lípidos, y ensayos 

de mezclado de contenidos internos.3,36  

El mezclado de los lípidos de las bicapas es el paso preliminar de la fusión, donde luego del 

contacto inicial, las moléculas lipídicas de ambas capas de las membranas, se mezclan. Esto da 

lugar a la formación del intermediario de hemifusión que luego inicia la formación del poro y su 

apertura, conduciendo (idealmente) a la fusión completa. Uno de los ensayos más comunes que se 

utilizan para estudiar el mezclado de lípidos asociado a la fusión, se basa en la transferencia de 
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energía por resonancia de fluorescencia (FRET).37 En estos experimentos, un set de vesículas es 

marcado con un fluoróforo donor (ej.: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(7-nitro-

2-1,3-benzoxadiazol-4-il), denotada también como 16:0 NBD-PE) y un fluoróforo aceptor (ej.: 

1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(lisamina Rodamina B sulfonilo, o 16:1 Liss 

Rhod PE) a una concentración tal que quedan a una distancia donde tiene lugar una FRET eficiente. 

Esta población de vesículas es luego mezclada con otra población de vesículas sin marcar (sin 

sondas fluorescentes). Luego de la fusión de ambos sets de vesículas, la distancia mínima entre los 

pares donor/aceptor se incrementa, resultando en una disminución de la transferencia de energía 

(disminución de eficiencia FRET) y un incremento en la fluorescencia del donor. Los incrementos 

en la fluorescencia del donor o la disminución de la fluorescencia del aceptor, son monitoreados 

para calcular el porcentaje de mezclado lipídico en función del tiempo (Figura IV.1.3 A).37   

Muchos informes señalan que la fusión de liposomas puede detenerse en el estado de hemifusión, 

es decir, donde solo los lípidos de la capa más externa resultan mezclados. Si bien existen 

metodologías para corregir los experimentos de FRET con el objetivo de corregir las señales de 

fusión falsa (Ej.: eliminación de sondas en capas externas con ditionito de sodio), los ensayos de 

mezclado de contenido interno permiten una determinación más precisa de la fusión efectiva. Para 

estas determinaciones, el ensayo utilizado más frecuentemente se basa en la formación del 

complejo fluorescente Tb3+/ácido dipicolínico (DPA).35,37 En este ensayo, poblaciones separadas 

de vesículas son cargadas con TbCl3 o DPA. Luego de la fusión de las vesículas, el complejo 

Tb3+/DPA es formado, y su intensidad de fluorescencia es ~10000 veces mayor que la del Tb3+. El 

incremento en la señal fluorescente es entonces utilizado para calcular los porcentajes de mezclado 

de contenido en función del tiempo. Para evadir fluorescencia proveniente del complejo ubicado 

fuera de las vesículas (debido a leakage o sonda no encapsulada desde el inicio), un ligando 

fuertemente quelante como EDTA, es añadido al buffer externo usualmente durante el proceso de 

purificación de las vesículas preparadas. EDTA impide la formación del complejo Tb3+/DPA, 

formando el complejo no fluorescente Tb3+/EDTA (Figura IV.1.3 B).  

Tal como se especificó anteriormente, el proceso de fusión de bicapas, puede traer aparejado un 

porcentaje de pérdida de contenido interno inherente al mecanismo de reorganización lipídica. Es 

posible además que los agentes fusogénicos introducidos al medio externo, o los estímulos a los 

que sean sometidas las vesículas, tengan consecuencias en la estructura y propiedades de las 

membranas lipídicas, afectando sus estados de fase o permeabilidad. Por ello, asociado a los 
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estudios de fusión, es conveniente llevar a cabo controles de los cambios en la permeabilidad de 

las vesículas, los cuales se realizan generalmente midiendo la liberación de una moléculas 

fluorescente desde el interior al exterior de los liposomas (Ej.: ensayo de carboxifluoresceina, 

calceina).35 La maleabilidad que presenta el ensayo de formación de complejo Tb/DPA, le permite 

a este sistema ser también utilizado en la determinación de la liberación del contenido interno 

desde las vesículas lipídicas. En este caso, el complejo Tb/DPA es co-encapsulado en vesículas 

lipídicas en el mismo buffer con presencia de EDTA que el empleado en la preparación de 

vesículas con Tb y DPA de manera separada. Esto significa, que inicialmente una intensidad de 

fluorescencia neta (mayor a cero), es observada. Ante el aumento en la permeabilidad de las 

membranas, el complejo Tb/DPA es liberado y un decaimiento en la intensidad de fluorescencia, 

es observado como consecuencia del quenching del Tb3+ por el EDTA en el medio externo.38  

Por último, y si bien constituyen ensayos un carácter más cualitativo, es válido mencionar la 

existencia de una serie de pruebas anexas como lo son los ensayos de incremento de tamaño. Dado 

que los eventos de fusión de liposomas resultan en el mezclado de membranas lipídicas y 

contenidos internos, las estructuras vesiculares también experimentarán un incremento en los 

radios hidrodinámicos promedio. Estos cambios pueden medirse por medio de técnicas como 

dispersión dinámica de luz (DLS) o turbidimetría (densidad óptica). Sin embargo, estas técnicas 

no permiten distinguir entre fusión o simple agregación, de manera que representan metodologías 

que pueden ser utilizadas para acompañar información obtenida por medio de técnicas de 

fluorescencia, como las mencionadas anteriormente. Otra limitación que presentan estas técnicas 

es que sólo es posible obtener medidas precisas para partículas con tamaños no superiores a ~1 

μm. TEM y cryo-TEM, pueden ser utilizadas también para observar cambios en los tamaños de 

los liposomas y las morfologías intermedias durante los eventos de fusión.39  
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Figura IV.1.3. Representación esquemática de ensayos para la detección de procesos de fusión. 

A- ensayo de FRET para la medición del mezclado total de las bicapas lipídicas. La separación 

espacial promedio de las sondas fluorescentes donora (D, 16:0 NBD-PE) y aceptora (A, 16:0 Liss 

Rhod PE), incrementa luego de la fusión de las membranas marcadas con las membranas no 

marcadas. Esto resulta en una disminución de la eficiencia FRET, dependiente de la proximidad 

de ambas sondas. B- ensayo de mezclado de contenidos internos por formación del complejo 

fluorescente Tb/DPA. Luego de la fusión de las bicapas, la intensidad de fluorescencia (If) aumenta 

por el acomplejamiento de los iones Tb3+ con las moléculas de DPA en diferentes grados de 

coordinación (x= 1-3). La liberación del complejo desde el interior de las vesículas hacia el buffer 

externo con presencia de EDTA, da lugar a la formación del complejo entre el Tb y el ligando 

hexadentado y, en consecuencia, el decaimiento de la If.  
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IV.1.4- Fusión inducida por diferentes agentes fusogénicos 

 

La fusión de membranas requiere en la mayoría de los casos, la participación directa o indirecta 

de diferentes agentes externos o fusógenos para ser llevada a cabo. Existen diferentes formas en 

las que un fusógeno puede inducir fusión y, como fue descripto en la sección VI.1.1, un balance 

estructura-energía es requerido para cada intermediario presente en el proceso. La falta de 

disponibilidad de estas moléculas catalizadoras del proceso, puede conducir fácilmente a una 

detención o a una reversión de la fusión. El empleo de proteínas o péptidos en la promoción de 

estos eventos, ha sido ampliamente estudiado debido a su reconocida implicancia en los fenómenos 

biológicos vitales (Ej.: SNAREs).40,41 El potencial de estas biomoléculas para permitir sobrepasar 

las barreras energéticas de las etapas intermediarias de fusión por mecanismos de reorganización 

estructural como fuerza conductora, ha sentado las bases para el desarrollo de numerosos modelos 

de fusión artificial de membranas.42,43 Algunos diseños supramoleculares, han involucrado el 

acoplamiento de péptidos con estructuras complementarias a vesículas lipídicas.44,45 Los péptidos 

funcionalizados con dominios hidrofóbicos pueden ser fácilmente anclados a bicapas de liposomas 

de diferente composición, y las secuencias peptídicas son responsables de guiar el reconocimiento 

y cambios estructurales necesarios para la fusión, de manera análoga a las arquitecturas de 

autoensamblaje encontradas en la naturaleza.44 

Aparte de péptidos y proteínas, una buena diversidad de moléculas pequeñas y iones han sido 

descriptas como agentes fusogénicos. Dentro de ellas, los cationes metálicos, en particular Ca2+ 

fue uno de los primeros en ser identificado como potencial promotor de los procesos de fusión.35,46 

Este catión es capaz de inducir fusión de vesículas aniónicas de fosfatidilserina (PS) o vesículas 

compuestas por una mezcla de fosfatidilserina: fosfatidilcolina (PS: PC). La fuerza motora tiene 

su origen en la interacción entre cargas opuestas. Las cargas negativas de las vesículas previenen 

la aproximación de vesículas de PS puras. Cuando las cargas positivas de los iones Ca2+ ubicadas 

en la superficie de las vesículas y la fuerza iónica del buffer intermedio, se encuentran dentro de 

determinadas concentraciones umbrales, se promueve la agregación de vesículas. Muchos estudios 

han determinado que la aproximación cercana de las membranas opuestas en estos casos, depende 

directamente de la desestabilización de las membranas, que es directamente proporcional al 

número de iones Ca2+ unidos a la superficie de la membrana. La presencia de iones Na+ en el 

buffer, compite con el Ca2+ por los sitios de unión a la membrana, por lo que a mayores 
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concentraciones del primer ión, menor es la cantidad de Ca2+ disponible por molécula de PS y la 

fusión queda, por ende, inhibida. A través de estudios teóricos y ensayos de mezclado de contenido 

(formación de complejo Tb/DPA) se determinaron concentraciones umbrales de Ca2+ de ~1 mM 

para la fusión de vesículas de PS pura en presencia de iones Na+ en concentración 100 mM. En el 

caso de vesículas mezcla PS: PC, dado que PC es de naturaleza zwitteriónica la densidad de carga 

superficial de las vesículas es menor que en el primer caso, por lo que la cantidad de Ca2+ que 

puede asociarse a las vesículas a través de las moléculas de PS, se ve drásticamente disminuida. 

Así, para una relación molar PS/PC 4:1, una concentración mínima de Ca2+ de ~2 mM será 

necesaria para gatillar el proceso de agregación, requiriéndose concentraciones aún mayores 

conforme la composición de las vesículas en PC con respecto a PS, se incremente.46 El contacto 

cercano de las vesículas opuestas inducido por Ca2+ transcurre a través de la formación de un 

complejo anhidro interbicapa (complejo trans), concomitante con la transición de fase L→HII, para 

dar lugar posteriormente a la fusión inmediata de las dos membranas y el mezclado de los 

volúmenes internos.35 La formación de este complejo Ca2+-fosfolípido, ha sido estudiada por 

muchos autores para sistemas conformados por vesículas de PS en presencia de este catión. Estos 

estudios demostraron que la estructuración del complejo Ca2+-PS, que ahora presenta un nuevo 

parámetro crítico, transcurre con una reorganización de las cadenas acilo del fosfolípido que 

genera una desestabilización transitoria de membranas posicionadas a una distancia muy próxima. 

Se ha informado que hay un cambio de fase hacia una estructura hexagonal que es más ordenada 

que la estructura hexagonal clásica. 

En las células, se ha determinado que los gradientes de iones Ca2+ intervienen activamente en la 

regulación de procesos de fusión, este es el caso de membranas celulares de eritrocitos. En todos 

los casos donde el Ca2+ induce fusión de vesículas conteniendo composiciones lipídicas complejas, 

otros fusógenos adicionales son requeridos para catalizar la fusión efectiva. Estos coadyuvantes 

adicionales pueden ser fusógenos hidrofóbicos como ácidos grasos (oleoilglicerol, dioleoilglicerol, 

etc.) o hidrofílicos como polietilenglicol (PEG), dimetilsulfóxido (DMSO), etc., los cuales tienen 

como función principal, incrementar la permeabilidad de las membranas.47 El incremento en la 

permeabilidad de las membranas, facilita la entrada de Ca2+ en la célula, y esta partición 

incrementada de Ca2+ mejora el proceso de fusión.48  

Una gran cantidad de lípidos de distinto grado de saturación y largo de cadena han sido 

ampliamente estudiados como agentes fusogénicos frente a membranas de eritrocitos 
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humanos.49,50 Características estructurales como la presencia de una única insaturación o una 

cadena hidrofóbica de bajo punto de fusión son considerados requisitos necesarios para que el 

lípido posea habilidad fusogénica.49 Este es el caso de lípidos como el ácido oleico, del cual se ha 

estudiado ampliamente su capacidad para promover cambios conformacionales desde fases 

lamelares a hexagonal (HII), en las membranas de eritrocitos.50,51  

En relación a su mecanismo de acción, estudios en monocapas de Langmuir han permitido 

identificar diferencias relevantes en cuanto al comportamiento termodinámico de ácidos grasos 

fusogénicos y no fusogénicos con fosfolípidos en films monomoleculares. De manera general, 

ácidos grasos capaces de inducir fusión, exhiben desviaciones de la idealidad cuando son 

mezclados con fosfolípidos conteniendo grupos polares colina mientras que estas desviaciones no 

son observadas para ácidos grasos no-fusógenos.47 Una observación interesante que surge de estos 

experimentos, es que factores como la distribución asimétrica y el grado de empaquetamiento de 

los lípidos de bicapa son cruciales en la promoción del proceso de fusión, y la efectividad del 

mismo no recae unilateralmente en las propiedades y características estructurales de los fusógenos. 

La capa externa de la bicapa de las membranas celulares, puede entonces ser preferentemente 

expandida por lípidos fusogénicos, y su arreglo molecular modificado en favor de una 

organización más fluida.6 Estos cambios son los que pueden dar lugar a alteraciones en la 

permeabilidad y la estructura de las membranas, conllevando al proceso de fusión subsiguiente. 

Mecanismos de alteración en la fluidez de las membranas han sido también descriptos como 

prerrequisito para la fusión inducida por moléculas orgánicas como bromuros de n-alquilo, con 

cadenas de 6 a 10 átomos de carbono.52 

En resumen, el mecanismo de acción de fusógenos de cadena hidrocarbonada larga, insaturados 

o con presencia de grupos cargados, recae fundamentalmente en la interdigitación o localización 

de estas moléculas en la superficie de las bicapas opuestas, durante la etapa inicial de anclaje 

vesicular. El posterior incremento de la hidrofobicidad intermembrana o disminución de la 

densidad superficial de cargas culmina luego con la transición de fases L→HII característico del 

proceso de fusión convencional. Adicionalmente, se ha demostrado que alcoholes de cadena corta 

como etanol, también son capaces de promover fenómenos de fusión por diferentes vías. En estos 

casos, la completitud del proceso de fusión no viene dado por la formación de la fase HII, sino por 

la desestabilización de la monocapa externa que estos alcoholes pueden producir. Las moléculas 

en cuestión disrumpen la capa externa de manera local por fenómenos de interdigitación, formando 
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el intermediario de hemifusión. Durante la formación del intermediario, se crean vacíos 

hidrofóbicos en el espacio interbicapa, lo cual afecta el empaquetamiento de las cadenas lipídicas. 

Este estado de interdigitación, deja expuestos los dominios hidrofóbicos acilo terminales, 

incrementando la interacción hidrofóbica entre las bicapas opuestas. La alta inestabilidad de los 

agregados lipídicos da lugar al mezclado de lípidos y, finalmente, al mezclado de contenidos 

internos.39  

Por último, se ha encontrado que determinadas familias de fármacos pequeños también son 

capaces de inducir fusión. Este es el caso de la serie de la familia de antinflamatorios no esteroideos 

del grupo oxicam (NSAIDs). Originalmente desarrolladas como supresoras de dolor o 

“painkillers”, tres de estos fármacos, meloxicam, piroxicam, y tenoxicam, han demostrado poseer 

una alta habilidad fusogénica en bajas concentraciones (50 μM), por medio de mecanismos de 

inducción de defectos de membrana. La interacción hidrofóbica, guía la localización de los 

principios activos en las bicapas. Así, las drogas más hidrofóbicas logran una mayor penetración 

dando lugar a una mayor permeabilización de las vesículas, lo que se traduce en una mayor 

efectividad del proceso de fusión.38 Algunas de las estructuras de actividad fusogénica informada, 

se detallan en la Figura IV.1.4.  

En resumen, un gran potencial reside en la aplicación de diferentes moléculas como inductores 

de fusión de membranas. El entendimiento de los detalles mecanísticos de gran variedad de 

fusógenos como los aquí ejemplificados, contribuye al uso racional de estas estructuras para la 

fusión de membranas de manera controlada y su implementación en la fabricación de nuevas 

estructuras y procesos bioquímicos y biotecnológicos.  
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Figura IV.1.4. Estructura de agentes fusogénicos conocidos. A- anclaje de péptidos con 

estructuras complementarias (en este caso, K y E) a las vesículas lipídicas, por medio de diferentes 

moléculas con grupos carboxilato y dominios hidrofóbicos grandes. Muchas de estas moléculas 

anfifílicas utilizadas para el anclaje, también poseen carácter fusogénico por sí solas (ej.: ácido 

palmitoleico) o participan activamente en procesos de fusión espontánea cuando se encuentran 

formando parte de la composición de las vesículas lipídicas (DOPE-SA). B- unión de Ca2+ con los 

grupos polares de fosfatidilserinas opuestas para promover el proceso de fusión. C- polietilenglicol 

(PEG). D- ácido oleico (OA). E- 1-bromohexano. F- etanol. G- fármaco antiinflamatorio 

meloxicam.  

 

 

IV.2- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

El desarrollo de nanopartículas con aplicaciones en el campo de fusión de membranas, 

representa un paradigma emergente en las biociencias, donde no existen al día de hoy, plataformas 

de esta naturaleza que permitan la inducción y el control de estos procesos. En función de los 
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antecedentes existentes y la gran variedad de áreas que podrían aprovechar el potencial de estos 

materiales, se planteó en el marco de esta tesis, la implementación de nanopartículas magnéticas 

funcionalizadas con ácido oleico (MNP-OA) para la promoción de fenómenos de fusión de 

membranas y su regulación. Con este objetivo, y como fue introducido en el Capítulo II, se 

sintetizaron nanopartículas de magnetita (Fe3O4), cuya estructura y propiedades fueron 

confirmadas a través de diferentes técnicas de caracterización. Las características 

superparamagnéticas que presentan estas NPs, junto con la biocompatibilidad inherente al material 

de magnetita que ha sido corroborada por estudios recientes, convierten a las MNPs-OA en un 

nanomaterial ideal para el desarrollo de aplicaciones de fusión in vitro e in vivo controladas por 

medio de estímulos externos. Además, el ácido oleico empleado como ligando de funcionalización 

de estas nanopartículas, es también una biomolécula con propiedades fusogénicas estudiadas, por 

lo que este lípido no cumple una única función de estabilización sino también un rol como principal 

agente intermediario del proceso de fusión de membranas. En este trabajo de tesis se propuso 

evaluar la capacidad de las MNP-OA para inducir la fusión de bicapas a través de diversas 

metodologías, empleando vesículas unilamelares como sistema modelo.  

A fin de conocer si las MNP-OA conducen a una fusión completa, se procedió a evaluar el 

mezclado de los contenidos internos mediante el ensayo de formación del complejo fluorescente 

Tb3+/DPA, en el transcurso del tiempo. Se realizaron de este modo, mediciones cuantitativas acerca 

de los porcentajes en los cuales se produce el mezclado de contenidos internos debido a la fusión 

completa de las vesículas. Para corroborar la existencia o magnitud de los cambios en la 

permeabilidad de las bicapas, se llevaron a cabo ensayos empleando el fluoróforo 

carboxifluoresceina (CF) y mediciones sucesivas de la emisión fluorescente del complejo 

Tb3+/DPA co-encapsulado en liposomas. 

Con el objetivo de obtener información acerca de la cinética de agregación y fusión de vesículas 

mediada por las MNP-OA, se emplearon técnicas de turbidimetría y DLS. Adicionalmente, se 

realizaron estudios sobre los cambios morfológicos inducidos en las membranas y la distribución 

o partición de las nanopartículas en las mismas, a través de microscopía de transmisión electrónica 

(TEM) y microscopía de fluorescencia confocal.  

Por último, se llevaron a cabo estudios con el objetivo de regular o modificar la velocidad o 

extensión con la que ocurre el proceso de fusión por medio de la aplicación de campos magnéticos 

de potencial variable. Para ello, un electroimán conectado a una fuente de potencial variable, fue 
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incorporado al set-up de medición de fluorescencia por formación del complejo Tb3+/DPA. El 

diseño experimental permitió implementar el ensayo de mezclado de contenidos internos para 

estudiar el efecto de los campos variables en la fusión inducida por las MNP-OA, y caracterizar la 

respuesta del sistema ante la aplicación del estímulo magnético en cuestión.  

   

 

IV.3- MATERIALES Y MÉTODOS 

 

IV.3.1- Cuantificación de iones Fe3+ 

 

En el capítulo II, se presentó cómo fue determinada la estructura y masa molar (751 KDa) de 

las MNP-OA. Para utilizar estas MNP-OA como fusógeno es necesario conocer la cantidad 

utilizada de manera precisa. Por ello, y a los fines de contar con un método de cuantificación 

adicional a la masa pesada de MNP-OA, se procedió a cuantificar hierro. La cuantificación se 

realizó a través de la medición de Fe total (Fe3+) empleando espectrofotometría de absorción y 

siguiendo la metodología informada por Frascione et, al.53  

Brevemente, se preparó una solución stock A de Fe3+ 0,5 mg/mL empleando Fe (NO3).9H2O 

disuelto en HCl 37% (0,225 mL) y una solución de buffer HEPES 20 mM/ NaCl 150 mM en 

proporción 1:1 en volúmenes (pH 7,4). Seguidamente a partir de esta solución stock A se 

prepararon diluciones con concentraciones de Fe3+ de entre 3 y 10 ppm agregando el volumen 

correspondiente de la solución A a 250 μL de una solución acuosa de KSCN 40 mM y 

compensando el volumen final con agua MilliQ.  

La curva de calibración (Figura IV.3.5) fue obtenida por medición de la absorbancia de cada 

solución a 460 nm (espectrofotómetro HP Multispect 1501), la cual corresponde a la λmáx, abs del 

complejo de coloración rojiza (Esquema IV.3.1) que se forma como resultado de la reacción entre 

los aniones SCN- y cationes Fe3+ (pentaaqua(tiocianato-N) Fe (III), [Fe (SCN) (H2O)5]
2+).  

Para cuantificar el contenido de hierro total en una dada masa de MNP-OA, se procedió a agregar 

HCl 37% a fines de oxidar el Fe2+ presente en la Fe3O4 a Fe3+. Las muestras fueron tratadas de 

igual manera que la solución standard agregando buffer HEPES e igual volumen de la solución de 

KSCN 40 mM. Esta metodología permitió corroborar que la masa pesada de MNP-OA para la 

preparación de dispersiones stock es confiable, encontrándose una buena coincidencia dentro del 
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error experimental (~0,3 mg/mL). La desviación estándar de las dispersiones de MNP-OA 

empleadas en todos los ensayos de fusión (sección IV.3.4.1) se informa en función de las 

cuantificaciones colorimétricas realizadas.    

 

Figura IV.3.5. Curva de calibración para la cuantificación de Fe3+ empleando el método de 

formación del complejo coloreado con KSCN.  

 

 

 

Esquema IV.3.1. Reacción de formación de complejo de coordinación entre aniones SCN- y 

cationes Fe3+. 

 

 

IV.3.2- Preparación de LUVs (Large Unilamellar Vesicles) 

 

Las vesículas unilamelares largas empleadas como modelo de membrana para los ensayos de 

fusión fueron preparadas por el método de extrusión.54 Primeramente, se generó un film lipídico 

uniforme en las paredes de un vial de vidrio, por evaporación de un volumen de solución 

clorofórmica de 1-palmitoil-2-oleoil-glicero-3-fosfocolina (POPC) bajo corriente de N2. Las trazas 
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finales del solvente fueron removidas del film, por incubación en cámara de alto vacío durante 2 

h. Posteriormente, se hidrató la película de lípidos anteriormente generada haciendo uso de una 

solución buffer conteniendo ácido 2- [[1,3-dihidroxi-2- (hidroximetil) propan-2-il]amino] 

etanosulfónico (TES) 2 mM y citrato de sodio (Na3C3H5O(COO)3) 100 mM (pH~7,5), aplicando 

agitación vórtex para dispersar todo el contenido; la solución fue luego trasvasada cualitativamente 

a un vial criogénico y sometida a cinco ciclos de frío-calor (-195°C y 60°C, respectivamente), 

formando así vesículas multilamelares grandes o MLVs. LUVs con un diámetro promedio de 

(108,7 ± 0,3) nm fueron obtenidos por extrusión (20 veces) de las MLVs compuestas por POPC a 

través de filtros de policarbonato con tamaños de poro de 100 nm, a temperatura ambiente 

empleando un extrusor (Mini-Extruder, Avanti Polar Lipids, Inc.). 

Leves cambios a este protocolo general fueron aplicados para los liposomas empleados en 

ensayos de fluorescencia (FL). La concentración de lípidos en los experimentos con y sin carga de 

moléculas prueba o sondas tales como Tb3+, DPA y carboxifluoresceina (CF), se mantuvo en ~44 

μM para todos los experimentos; y dicha concentración fue conocida aplicando el método de 

Bartlett para la cuantificación de fósforo.55  

 

IV.3.3- Cuantificación de fosfato 

 

Acorde al protocolo establecido por Bartlett et. al.55 una muestra conteniendo 0,4 mL de LUVs, 

fue digerida con 0,4 mL de ácido perclórico e incubada a 180°C durante 30 minutos. Luego de 

alcanzar temperatura ambiente, se agregaron 4 mL de reactivo de molibdato (que consiste en una 

solución de molibdato de amonio (NH4)6Mo7O24.4H2O en concentración 1,8 mM disuelto en 

H2SO4 0,3 M) y 0,5 mL de solución de ácido ascórbico al 10%. La solución final fue agitada 

vigorosamente y llevada a incubación en baño de agua a 100°C durante 10 minutos. Luego de 

enfriar la mezcla de reacción a temperatura ambiente, se registró la absorbancia a 820 nm en un 

espectrofotómetro Shimadzu 1800. La curva de calibración correspondiente se obtuvo llevando a 

cabo el mismo tratamiento empleando soluciones estándar de KH2PO4 en diferentes 

concentraciones (Figura IV.3.6). Como se especificó en la sección IV.3.2, la concentración 

promedio de lípido en las dispersiones de LUVs utilizadas, se determinó en (44,0 ± 0,7) μM 

teniendo en cuenta las absorbancias medidas y las diluciones realizadas durante el tratamiento de 

cada muestra.  
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Figura IV.3.6. Curva de calibración para la cuantificación de fósforo por el método de Bartlett, 

R2= 0,998. 

 

 

IV.3.4- Detección de fusión en LUVs inducida por MNP-OA 

 

IV.3.4.1- Condiciones experimentales generales 

 

Para evaluar si las MNP-OA pueden actuar como agentes fusogénicos e inducir la fusión de 

liposomas, se trabajó de la siguiente manera general. A un dado volumen de dispersión 

conteniendo LUVs (ej. 250 μL) se le añadió un volumen de una dispersión de MNP-OA en THF 

(ej. 5 μL) de concentración conocida. La ocurrencia de fusión en las LUVs inducida por las MNP-

OA se estudió en función del tiempo y se monitoreó a través de diversas metodologías 

experimentales, las cuales permitieron obtener diferente tipo de información acerca del proceso de 

fusión. Las metodologías empleadas fueron: 1) ensayo de mezclado de contenidos internos de dos 

poblaciones de liposomas a través del empleo del complejo Tb3+/DPA, 2) DLS, 3) turbidimetría.  

También se evaluó el efecto de las MNP-OA sobre la permeabilidad de las LUVs a través de la 

medición de la liberación de CF en el tiempo o monitoreando la fluorescencia emitida por el 

complejo Tb/DPA.  

Todos los experimentos se realizaron manteniendo constante la cantidad de liposomas 

(concentración lipídica total) y se evaluó el efecto de agregar diferentes cantidades de MNP-OA. 
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A los fines de facilitar la interpretación de los datos, se informa la fracción molar de MNP-OA 

empleada respecto a aquella de los lípidos que constituyen a las vesículas modelo, en este caso 

POPC.  

Como se mencionó anteriormente, los ensayos que requirieron incorporar una molécula de 

prueba o sonda debieron ser sometidos a un proceso de purificación empleando una columna de 

Sephadex G-25, lo que conduce a una dilución de las LUVs. Con el objetivo de utilizar iguales 

concentraciones finales de LUVs en todos los ensayos (excepto que se especifique otra condición), 

se realizó la misma dilución que aquella producida por la elución en la columna a las dispersiones 

de liposomas que no requerían estrictamente ser purificados (ej. DLS, potencial Z).  

En general, se utilizó una dispersión de MNPs-OA en concentración (2,0 ± 0,3) mg/mL (3 μM) 

en tetrahidrofurano (THF), o diluciones de la misma para experimentos que precisaron de menores 

concentraciones de nanopartículas. Entre los diferentes solventes orgánicos ensayados, THF 

demostró el mejor desempeño para mantener dispersiones estables de nanopartículas hidrofóbicas 

y para el mezclado homogéneo de pequeños volúmenes de sus dispersiones con el buffer 

conteniendo las vesículas lipídicas. Controles realizados con THF puro hasta 10 μL de volumen 

añadido (máximo volumen evaluado), mostraron que el solvente orgánico carece de actividad 

hacia la promoción de la fusión de membranas, disrupción o cambios en la permeabilidad de la 

bicapa. Otro control realizado incluyó el agregado de una solución de ácido oleico en THF, en la 

concentración que aporta una dispersión de 2 mg/mL de MNP-OA (0,3 mg/mL de ácido oleico). 

La adición de hasta 10 μL de esta solución (máximo volumen evaluado) a los 250 μL de dispersión 

de LUVs, no mostró actividad fusogénica alguna. Estos controles fueron realizados con las 

diferentes técnicas empleadas en los ensayos de fusión (DLS y ensayo de mezclado de contenidos 

Tb/DPA) con el objetivo de descartar efectos ocasionados por el solvente y el ácido oleico. 

 

 

IV.3.4.2- Dispersión dinámica de luz (DLS)  

 

El efecto sobre la distribución de tamaño en las LUVs de POPC luego de la adición de las MNP-

OA se evaluó en función del tiempo mediante dispersión dinámica de luz (DLS; Submicron 
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Particle Sizer, NicompTM 380, Santa Bárbara, California, EE. UU.). Los resultados se muestran 

con la ponderación de porcentaje en volumen dado por el equipo.  

Adicionalmente se realizaron mediciones de potencial zeta (ζ, mV) de las LUVs incubadas con 

conentraciones crecientes de MNP-OA, a diferentes tiempos. Las mediciones fueron obtenidas por 

duplicado para las muestras ensayadas, realizando un total de 10 escaneos para cada una de ellas.  

Para ello, se utilizó un equipo Horiba SZ-100 nanopartica operando con el software Next Spec 

versión 1.90.  

 

IV.3.4.3- Ensayos cinéticos de turbidimetría 

 

Los experimentos de turbidimetría se realizaron con un espectrofotómetro HP Multispect 1501 

agregando volúmenes fijos de dispersiones de MNP-OA en concentraciones que variaron entre 0,5 

y 2 mg/mL, a una cubeta de cuarzo conteniendo un volumen fijo de vesículas. Se obtuvieron los 

parámetros de velocidad inicial (v0) y variación en la densidad óptica (ΔOD) a 400 nm de las 

muestras mencionadas anteriormente. ΔOD se obtuvo por sustracción de la densidad óptica inicial 

dada por las LUVs de POPC a la densidad óptica final alcanzada luego de la adición de las MNPs-

OA, una vez que el sistema alcanzó una OD constante (plateau). La velocidad inicial del proceso 

de fusión se calculó teniendo en cuenta la pendiente de la región lineal del gráfico de OD en 

función del tiempo. Se utilizó el parámetro de velocidad inicial del proceso de fusión, con el fin 

de evitar complicaciones asociadas con la respuesta no-lineal que deriva de la formación de 

agregados de tamaños grandes. Los experimentos se realizaron por duplicado o triplicado.  

 

IV.3.4.4 Parámetros empleados en las mediciones de fluorescencia (FL) 

 

Todas las mediciones de fluorescencia fueron realizadas en un espectrofluorímetro Perkin Elmer 

LS 55, de arreglo óptico con formato en L. El voltaje de la lámpara se fijó en 650 V, y tanto la 

rendija (slit) de excitación como la de emisión se fijaron en 3 nm. Cada experimento se repitió al 

menos tres veces. También se realizaron controles mediante el empleo de una solución de 

Rodamina B base previo a cada ensayo con el objetivo de normalizar las cuentas (If) obtenidas 

ante posibles variaciones en la potencia de la lámpara.  
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IV.3.4.5- Ensayos de mezclado de contenidos 

 

El ensayo de mezclado de contenidos Tb/DPA se realizó según lo descrito por Wilschut et. al.35 

Aquí, dos films lipídicos (generados como fue descripto en la sección IV.3.2), se rehidrataron con 

buffer TES 2 mM, citrato de sodio 100 mM (pH 7,5), conteniendo las contrapartes 

correspondientes del complejo fluorescente: A) TbCl3 7,5 mM (99,99 % Sigma-Aldrich) o B) DPA 

(ácido piridina-2,6-dicarboxílico 99%, Sigma-Aldrich) 75 mM según corresponda. Luego de la 

extrusión, las especies no encapsuladas en las vesículas fueron removidas del buffer externo 

empleando columnas de Sephadex G-25 (GE- Healthcare), y una solución de TES 2 mM, citrato 

de sodio 75 mM, y NaCl 112,5 mM (pH 7,5) como buffer de elusión en equilibrio osmótico con 

el interior de las vesículas. Con el objetivo de prevenir la unión de Tb3+ a moléculas de DPA libres 

en el exterior de las vesículas (falso incremento en la intensidad de FL), se incluyó EDTA (agente 

quelante del Tb3+) en una concentración de 3 mM en el buffer de elusión utilizado para las vesículas 

conteniendo Tb3+. Controles realizados por DLS luego de la primera elusión de ambas poblaciones, 

permitieron determinar las fracciones con mayor concentración de LUVs purificados. El volumen 

obtenido de estas fracciones más concentradas en LUVs, fue sometido a una segunda etapa de 

purificación por filtración en gel, empleando el buffer de elusión sin EDTA en ambos casos. Este 

procedimiento se utilizó para disminuir la concentración de agente quelante, a las requeridas para 

el atrapamiento de Tb3+ fuera de las vesículas (~0,5 mM) evitando interferencias en la medición 

de la señal fluorescente del complejo Tb/DPA. El proceso de elusión adicional realizado para las 

LUVs conteniendo DPA, permitió igualar las concentraciones finales de ambas poblaciones de 

vesículas con las que se trabajó.  

El diámetro final de cada población de vesículas fue determinado por medio de un segundo 

control con DLS, obteniéndose un valor promedio de (107,5 ± 0,3) nm para la población de 

vesículas con Tb3+ y (108,4 ± 0,3) nm para la población de vesículas con DPA. Las longitudes de 

onda de excitación (λexc) y emisión (λem) utilizadas para medir el complejo Tb/DPA, fueron 276 y 

545 nm, respectivamente. El paso óptico de la celda de fluorescencia empleada fue de 3 nm.  

Con el fin de evaluar el mezclado de contenidos internos de LUVs inducido por las 

nanopartículas, se agregó un volumen de 5μL de una dispersión de MNP-OA a una mezcla de 

vesículas conteniendo Tb3+ y DPA, en proporción 1:1 (volumen final: 250 μL) y se midió el 
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aumento en la intensidad de fluorescencia (If) debida a la formación del complejo Tb/DPA en el 

tiempo. 

Para propósitos de calibración de la escala de fluorescencia (mezcla de contenido del 100%), se 

prepararon vesículas conteniendo el complejo de Tb/DPA co-encapsulado, utilizando las mismas 

cantidades de cada sonda que las que se emplearon en el ensayo de fusión, en buffer TES 2 mM 

(citrato de sodio 100 mM, pH 7.5). Las vesículas se eluyeron dos veces en una columna Sephadex 

G-50, empleando el buffer de elusión que incorpora EDTA 3 mM (pH 7,5) en una primera instancia 

y en ausencia del quelante durante la segunda elusión cromatográfica. Posteriormente se adquirió 

el espectro de fluorescencia (λexc 276 nm) de las vesículas conteniendo Tb/DPA co-encapsulado 

inmediatamente luego de haber concluido la última elución de las vesículas, a la hora, y luego de 

dos horas, con el objetivo de evaluar la estabilidad y reproducibilidad en las mediciones. Estos 

espectros se muestran en la Figura IV.3.7A. 

A fin de caracterizar el sistema se realizaron diversos controles. Se preparó una solución 

conteniendo Tb3+ y DPA en concentraciones 3,75 y 37,5 mM, respectivamente en buffer TES 2 

mM, citrato de sodio 100 mM y se adquirió el espectro de emisión de fluorescencia empleando la 

misma potencia de lámpara (650 V) y ancho de rendija (3 nm) que el usado para medir las vesículas 

con el complejo co-encapsulado. Como se muestra en la Figura IV.3.7B, con esta configuración 

experimental no es posible observar el espectro de fluorescencia del complejo en bulk en las 

concentraciones utilizadas. Para visualizar el espectro, se debió incrementar la potencia de la 

lámpara a 850 V y el ancho de rendijas a 10 nm. Este sencillo control nos indica la importancia de 

tener confinado el complejo Tb/DPA en las vesículas para su detección por FL con los parámetros 

utilizados en los experimentos. 

También, con el objetivo de confirmar que la fluorescencia observada en la muestra conteniendo 

vesículas con el complejo co-encapsulado se debe al complejo confinado dentro de las vesículas, 

se procedió a lisar las mismas mediante el empleo de Tritón X-100. La adición de este surfactante 

produce la lisis de las vesículas y la liberación del complejo Tb/DPA al seno de la solución. En la 

Figura IV.3.7C se compara el espectro de las LUVs conteniendo Tb/DPA y los obtenidos frente 

al agregado de diferentes cantidades de Tritón X-100 (0,1 mM). En la figura puede observarse que 

el agregado del detergente ocasiona una disminución de la emisión de fluorescencia hasta llegar a 

la ausencia de la misma. Esto se atribuye a la dilución sufrida por el complejo Tb/DPA. En este 
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caso, se debe contemplar que probablemente el surfactante puede participar produciendo 

quenching en la fluorescencia del complejo. 

 

Figura IV.3.7. Espectros de fluorescencia realizados como control. A) Espectro de emisión del 

complejo Tb/DPA en solución empleando las mismas concentraciones que las usadas en los 

ensayos de fusión (Tb3+= 3,75 mM; DPA= 37,5 mM). La curva roja (adquirida con el arreglo 

experimental empleado en los experimentos de mezclado de contenido) muestra prácticamente una 

ausencia de emisión de fluorescencia dada por el complejo Tb3+/DPA en las concentraciones 

usadas. La adecuada adquisición del espectro de fluorescencia pudo lograrse incrementando el 

voltaje de trabajo y el ancho de banda (espectro verde). B) Espectro de emisión del complejo 

Tb/DPA adquirida con las LUVs conteniendo Tb/DPA co-encapsulado, por triplicado. El valor 

promedio obtenido de If, utilizado para el cálculo posterior de los porcentajes de fusión, se estimó 

en (6,0 ± 0,3) x102 u.a. C) Decaimiento en la emisión fluorescente del complejo Tb/DPA por 

adición de diferentes volúmenes de una solución de Tritón X-100 0,1% p/v. A mayor volumen de 

surfactante añadido, menor intensidad fluorescente al máximo de emisión, debido a la dilución y 

disociación de la sonda en el bulk acuoso por ruptura de las vesículas lipídicas.    
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Estos controles permitieron confirmar que la intensidad de fluorescencia observada con las 

condiciones experimentales empleadas, es dependiente de lograr una alta concentración local de 

complejo confinado en las vesículas. También fue posible determinar que la intensidad de 

fluorescencia (If) observada es extremadamente sensible a la cantidad de complejo atrapado o 

confinado. Teniendo en cuenta las constantes de asociación reportadas para el complejo Tb/DPA 

con distinto grado de coordinación,56 los volúmenes internos acuosos que aportan el total de LUVs 

con el cual se trabaja, el volumen acuoso total trabajado en los ensayos y las concentraciones de 

Tb y DPA disponibles en cada población de vesículas; la dilución que experimenta el complejo 

luego de la lisis de las vesículas (o en ausencia de confinamiento en las LUVs), es de ~15900 veces 

(ver apéndice IIA). La magnitud de esta dilución, indica que el complejo es prácticamente 

indetectable o que probablemente se disocie en el buffer externo (conteniendo EDTA) justificando 

la ausencia de señal o quenching observado.   

Considerando los controles correspondientes para todas las mediciones de intensidad de 

fluorescencia adquiridas por los métodos de co-encapsulamiento y medición de If en el tiempo, el 

porcentaje de mezclado de contenido luego de la adición de las MNP-OA (fusógeno) se calculó 

según la Ecuación IV.3.1, de la siguiente manera:  

 

                   % 𝑀𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜 =
(𝐹− 𝐹0)

(𝐹𝑐𝑒− 𝐹0
𝑐𝑒)

× 100                         (IV.3.1) 

 

Donde F y F0 son las intensidades de fluorescencia del complejo Tb/DPA en presencia de MNPs-

OA a tiempo t y, a t = 0 antes de la adición de las nanopartículas. La If inicial (t=0) debida a la 

dispersión de luz causada por los liposomas, fue tenida en cuenta para los cálculos realizados (F0), 

sin embargo, todas las curvas de fluorescencia en el tiempo fueron normalizadas a cero a fines 

comparativos. Por otro lado, Fce representa la intensidad de fluorescencia al 100% del mezclado 

de contenido que, como se especificó anteriormente, se dedujo a partir de las cuentas obtenidas de 

la emisión fluorescente del complejo Tb/DPA co-encapsulado en las vesículas de POPC. Dado 

que la configuración de los espectros de barrido muestra sólo la intensidad de fluorescencia 

atribuida a la emisión del complejo Tb/DPA sin dispersión de luz a descontar, el término F0
ce 

(intensidad de fluorescencia de las vesículas co-encapsuladas a t = 0), puede aproximarse a cero.  
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IV.3.4.6- Ensayo de modulación de la fusión por campos magnéticos de potencial variable 

 

Con el fin de estudiar la posibilidad de modular el proceso de fusión por medio de la aplicación 

de campos magnéticos, se llevaron a cabo mediciones de mezclado de contenido (FL) a través del 

tiempo, implementando el set-up experimental mostrado en el Esquema IV.3.2. Adicionalmente, 

se evaluó cómo la presencia de campos magnéticos afecta la permeabilidad de la bicapa lipídica 

en ausencia de MNP-OA y luego del agregado de las mismas. El arreglo experimental consistió 

en un electroimán casero (3,0 x 0,2 cm) que se situó paralelo al compartimento de la celda de 

fluorescencia sin causar ninguna interferencia al arreglo óptico del equipo. El electroimán se 

conectó posteriormente a una fuente de potencial variable, de manera tal que permitió aplicar un 

programa de potenciales a lo largo del tiempo, variando así la magnitud del campo magnético 

generado y modificando, por lo tanto, la perturbación causada por dicho estímulo externo. Los 

valores registrados en forma de corrientes y potenciales, se tradujeron a unidades de campo 

magnético (Tesla) por medio de un teslámetro F.W. Bell Mod. 5070 situando el sensor de medición 

en el centro de la cubeta de fluorescencia. El programa de potenciales aplicados permitió generar 

con el electroimán, campos de entre 0,08 y 0,45 mT. Dado que la sonda Tb3+ posee carácter 

paramagnético, se realizaron controles por medio de la aplicación de campos magnéticos a las 

LUVs (cargadas con Tb y DPA) en ausencia de las MNP-OA. Esto asegura que las fluctuaciones 

en intensidad de fluorescencia son debidas únicamente a cambios en porcentajes de vesículas 

fusionadas.  
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Esquema IV.3.2. Diseño experimental empleado para los ensayos de modulación de la fusión por 

acción de campos magnéticos de intensidad variable. En el esquema general (vista superior del 

instrumento de FL), las líneas de campo recorren las distancias señaladas a lo largo de las líneas 

rojas entrando y saliendo del plano. El zoom ubicado en el recuadro (izquierda) corresponde a la 

vista en paralelo del arreglo electroimán-cubeta separados por una distancia aproximada de 1,5 

cm. Se señala también el recorrido de las líneas de campo en el plano transversal.  

 

 

IV.3.4.7- Ensayos de leakage o liberación de contenido interno 

 

Estos estudios fueron realizados con el fin de evaluar el efecto de las MNP-OA en la 

permeabilidad de la bicapa de las vesículas de POPC. Como estudio principal para la 

determinación de alteraciones en la permeabilidad de las bicapas, se implementó el ensayo de 

liberación de la sonda carboxifluoresceina (CF) desde el interior, hacia el exterior de las vesículas. 

En este caso se incorpora carboxifluoresceina (5(6)-carboxifluoresceina) en el interior de las 

vesículas en una alta concentración en la cual el fluoróforo experimenta un auto-quenching de la 

fluorescencia. En el caso de que la permeabilidad de la bicapa se incremente y permita la salida de 

CF al exterior de las vesículas, la dilución de la sonda fluorescente en la solución conduce a un 

incremento en la fluorescencia. 
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 La preparación de las vesículas unilamelares grandes (LUVs) se llevó a cabo siguiendo la 

metodología informada en Düzgünes et. al.36,57 Para ello se utilizó el método de extrusión descripto 

en 3.2, generando en este caso, la suspensión de MLVs en una solución de CF 20 mM (TES 2 mM, 

citrato de sodio 100 mM, pH 7,4) previamente preparada y almacenada en film de aluminio para 

su protección de la luz. Luego de la extrusión por filtro de policarbonato con tamaño de poro de 

100 nm, las vesículas fueron purificadas por filtración en gel mediante una columna de Sephadex 

G-25 utilizando el buffer de ensayo, al cual se le adicionó NaCl en concentración 10 mM con el 

fin de mantener la osmolaridad. El tamaño promedio de las LUVs-CF se midió por DLS, 

obteniéndose una distribución de diámetros promedio de 100 nm. Con el fin de confirmar la 

presencia de CF en el interior de las LUVs, se adquirieron espectros de fluorescencia de las 

fracciones eluídas de vesícula lipídica, antes y después del agregado de un volumen de Tritón X-

100 (10 μL en concentración 0,1 mM). La emisión de fluorescencia de la CF, fue medida a 517 

nm con una excitación fijada a 492 nm. El surfactante, al romper las vesículas produce la liberación 

de CF. La If de las vesículas sin TX-100 fue normalizada como intensidad inicial en todos los 

experimentos (Figura IV.3.8). 

 

Figura IV.3.8. Espectro de emisión de CF en vesículas lipídicas conteniendo CF 20 mM (rojo) y 

luego del agregado del surfactante TX-100 (azul). La estructura de la sonda fluorescente (5(6)-

carboxifluoresceina) se muestra en el margen superior derecho. 
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De manera subsiguiente, se colocó un volumen de 250 μL LUVs conteniendo CF en una cubeta 

de fluorescencia y se registraron los cambios en función del tiempo, en la If al máximo de emisión 

de la sonda como resultado de la incorporación de 5 μL de MNP-OA en concentración 2 mg/mL 

a las vesículas. Las mediciones de permeabilidad fueron realizadas como control en condiciones 

de ausencia y presencia de campo magnético.  

Adicionalmente, haciendo uso de la metodología experimental detallada en la sección IV.3.4.5, 

se realizaron estudios para la determinación de cambios en la permeabilidad de las bicapas, por 

medio de la medición de la If proveniente del complejo Tb/DPA co-encapsulado en las LUVs. Una 

disminución de la If en presencia de las MNP-OA, es atribuida a la salida del complejo Tb/DPA 

desde el interior hacia el exterior de los liposomas.36,38 Para ello, un volumen de 5 μL de MNP-

OA en concentración 2 mg/mL fue añadido a un volumen de 250 μL de LUVs conteniendo el 

complejo Tb/DPA co-encapsulado. Posteriormente, los cambios en la If al máximo de emisión del 

complejo Tb/DPA (λem= 545 nm), fueron registrados a lo largo de un tiempo total de ~50 minutos, 

luego del cual se agregó un volumen de 10 μL de Tritón X-100. En este caso, el surfactante lisa 

las vesículas lipídicas produciendo el decaimiento en la If dado por la dilución del complejo 

Tb/DPA en el bulk, como fue indicado previamente.  

 

 

IV.3.4.8- Microscopía de transmisión electrónica (TEM) de LUVs/MNP-OA 

 

Las mediciones de TEM se realizaron empleando un microscopio Jeol 1200 EX II operado a un 

voltaje de aceleración de 80 kV. Una muestra que consistió en 250 µL de LUV se incubó junto 

con 5 µL de MNP-OA (2 mg/mL; XMNP-OA= 0,0014), a diferentes tiempos, y se sembraron 

volúmenes de 10 µL sobre grillas de cobre recubiertas con carbono (Electron Microscopy 400 

mesh). Posteriormente, las muestras se tiñeron negativamente con una solución de acetato de 

uranilo al 1% para mejorar el contraste. Con el objetivo de obtener un perfil cinético de las 

morfologías promedio a través del proceso de fusión, se graficaron una serie de histogramas que 

incluyeron el conteo de al menos tres imágenes obtenidas en cada período de tiempo. El índice de 

polidispersidad (PDI) se calculó a partir de los datos de TEM por medio de la Ecuación II.1.11, 

definida en el capítulo II. La determinación estadística de este parámetro se realizó considerando 
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los valores medios promediados a partir de tres imágenes en cada tiempo. El procesamiento de la 

imagen se realizó utilizando el software Image J V.8. 

 

 

IV.3.4.9- Marcado de las MNP-OA con la sonda fluorescente 16:0 NBD-PE 

 

Los ensayos que involucraron la observación y estudio de GUVs por microscopio confocal en 

presencia de MNP-OA requirieron para la observación de las nanopartículas, su marcación con 

una sonda fluorescente a fines de poder co-localizarlas en la bicapa lipídica. La metodología 

seleccionada para la marcación de las nanopartículas se basó en el auto-ensamblado de la sonda 

fluorescente.  

Resumidamente, 200 μL de una dispersión de MNPs-OA en concentración 2 mg/mL en THF 

fue centrifugada (12000 g) y luego sometida a la acción de un imán convencional (decantación 

magnética), a modo de lograr la precipitación completa del coloide en el fondo de la solución. Las 

nanopartículas fueron posteriormente suspendidas en etanol aplicando un ciclo de sonicación de 

10 minutos, luego de lo cual 10 µL de la sonda fluorescente 16: 0 NBD-PE (> 99%, Avanti Polar 

Lipids) en una concentración de 0,02 mg/mL (cloroformo: metanol 2:1 v / v) fueron agregados a 

la dispersión etanólica. La mezcla se incubó durante 1 h con agitación constante y, posteriormente, 

las MNPs se precipitaron magnéticamente una vez más para extraer el sobrenadante etanólico. La 

unión de la sonda fluorescente a la nanopartícula magnética tiene lugar durante este tiempo de 

incubación, a través de interacciones no covalentes entre las cadenas hidrocarbonadas del ácido 

oleico y las de la sonda fluorescente (Esquema IV.3.3). 
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Esquema IV.3.3. 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-

4-il) (16:0 NBD-PE). La región fluorescente se encuentra marcada en verde (Izquierda). MNP-

OA marcada fluorescentemente con la sonda 16:0 NBD-PE por medio de interacciones no 

covalentes (Derecha). 

 

 

La sonda no unida a las nanopartículas se eliminó por medio de tres ciclos de suspensión-

extracción en etanol, y se verificó su eliminación completa en la tercera fracción etanólica, por 

medio de espectros de fluorescencia. Las longitudes de onda de excitación y emisión de la sonda 

NBD-PE 16:0 en etanol, se fijaron en 460 y 535 nm respectivamente, y los espectros de emisión 

de fluorescencia fueron adquiridos en un rango de 400 a 700 nm (Figura IV.3.9). El pellet final 

de MNP-OA/NBD-PE, fue suspendido en 200 μL de THF para su posterior empleo en la 

incubación con las GUVs.    
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Figura IV.3.9. Espectros de emisión de la sonda fluorescente NBD-PE 16:0 utilizada para el 

marcado de las MNP-OA. La línea roja corresponde al espectro de la sonda en solución etanólica 

en una concentración 0,02 mg/mL (concentración utilizada para el tratamiento de las MNP-OA). 

Las curvas restantes (leyenda en gráfico) corresponden a los espectros de emisión de la sonda 

luego de cada uno de los lavados con etanol para la eliminación de fluoróforo libre.   

 

 

IV.3.4.10- Microscopía confocal  

 

Vesículas Unilamelares Gigantes (GUVs) de POPC se prepararon mediante la técnica de 

electroformación clásica descrita por Angelova et. al.58,59 Resumidamente, 10 µl de solución madre 

de POPC (0,5 mg/ml en cloroformo: metanol 2:1 v/v) con 0,5% mol de la sonda fluorescente 

Bodipy-TR-Ceramida (Life Technologies, Esquema IV.3.4), fueron dispersados en dos láminas 

de vidrio recubiertas con ITO. Los electrodos se sometieron a vacío para eliminar cualquier resto 

de solvente orgánico. La formación de las GUVs se realizó en una solución de sacarosa iso-

osmótica con respecto a un buffer TES 2 mM, citrato de sodio 100 mM, pH (7,5) con 1,6% v/v de 

THF (según la concentración final de THF en los ensayos de incorporación de MNPs-OA a las 

LUVs). La osmolaridad del buffer y de la solución de sacarosa fue corroborada por medio de un 

osmómetro (Löser™ TYP6). Posteriormente las GUVs se formaron aplicando un potencial 

sinusoidal de 1 V y 10 Hz durante 40 minutos, a temperatura ambiente. 
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Esquema IV.3.4. Sonda fluorescente de marcación de la membrana en GUVs, 2- [4-(2,2-difluoro-

12-tiofen-2-il-1-aza-3-azonia-2-boranuidatriciclo [7.3.0.03,7]dodeca-3,5,7,9,11-pentaen-4-il) 

fenoxi]-N-(1,3-dihidroxioctadec-4-en-2-il)acetamida (Bodipy TR Ceramida). La región 

fluorescente se señala en rojo.  

 

Alícuotas de la suspensión de GUVs se transfirieron a una cámara de observación de 8 pocillos 

(Lab-Tek, Thermo Fisher Scientific, Inc. NYSE: TMO). Antes de la adición de las GUVs en los 

pocillos, el vidrio de la cámara de observación se trató con una solución de β-caseína 10 mg/ml, 

para evitar la ruptura de las GUVs en los portaobjetos. El remanente de β-caseína fue eliminado 

por enjuague con agua. Una vez listos los pocillos de observación se agregó a cada uno 200 µL 

del buffer iso-osmótico TES 2 mM, citrato de sodio 100 mM (pH 7,5), 5 µL de la suspensión de 

GUVs y 5 µL de la muestra correspondiente a analizar (por ejemplo, MNPs-OA marcadas con 

sonda fluorescente). Todas las muestras y los controles realizados se dejaron equilibrar 20 minutos 

en la cámara de observación de 8 pocillos antes de la observación en el microscopio confocal. Los 

liposomas gigantes se observaron directamente con un microscopio confocal de fluorescencia 

(Olympus FV1200, Tokio, Japón).  

Los cambios en la intensidad de la fluorescencia en la membrana de las GUVs y el contraste 

dentro del liposoma se cuantificaron posteriormente con el software ImageJ 1.43u (NIH, USA), 

llevando a cabo un procedimiento de co-localización de las sondas fluorescentes con canales 

diferenciados. Para ello, se parametrizó la intensidad fluorescente en la membrana empleando un 

factor de normalización N, definido según la ecuación IV.3.2, como: 

                                                            𝑁 =
𝐼𝑣𝑒𝑟𝑑𝑒

𝐼𝑟𝑜𝑗𝑜
                                                   (IV.3.2) 

Donde Iverde es la intensidad de fluorescencia dada por las nanopartículas marcadas (NBD-PE 

16:0) e Irojo, la intensidad de fluorescencia de la sonda que marca la membrana (Bodipy TR-

Ceramida). Con el fin de obtener valores contrastables entre las muestras estudiadas, la 
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cuantificación a lo largo de la membrana se realizó por medio del trazado de una línea transversal 

a la misma. Tanto la longitud como la posición de este corte transversal se mantuvo constante en 

todos los casos. Después de la corrección de la línea de base correspondiente, se realizó la lectura 

de los valores máximos de intensidad de fluorescencia (If) de las curvas gaussianas obtenidas en 

cada corte transversal, al punto donde el canal rojo tiene su máximo en If. Dado que puede asumirse 

que el marcador de membrana se encuentra en igual concentración en todas las vesículas obtenidas, 

su If se asume constante, y esto permite la cuantificación relativa de la sonda de nanopartícula 

(variable según la cantidad de MNP-OA que se ubique en la membrana) por el factor de 

normalización calculado.    

Adicionalmente, se realizaron controles para detectar posibles cambios estructurales en las 

membranas lipídicas. Estos controles incluyeron la adición de THF puro en la misma cantidad que 

la empleada con los agregados de las suspensiones de MNP-OA y la adición de MNP-OA sin 

marcar (5µL de MNP-OA en concentración 2 mg/mL), Figura IV.3.8. 

 

 

Figura IV.3.10. Controles de estabilidad de GUVs marcadas con Bodipy TR-Ceramida (canal 

rojo). A) agregado de MNPs-OA sin marcado con sonda fluorescente NBD-PE 16:0. B) agregado 

de solvente orgánico (THF) en el que se dispersan las MNPs-OA. En ambos casos la morfología 

de las bicapas permanece inalterada ante el agregado de los componentes puros.  
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IV.4- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

IV.4.1- Cinética de crecimiento de las vesículas inducido por la adición de MNP-OA 

 

En una primera instancia, se obtuvo información relevante acerca de la cinética de crecimiento 

y/o aglomeración de las vesículas lipídicas (LUVs), luego de la incorporación del fusógeno de 

prueba, las MNPs-OA. Por medio de la técnica de dispersión dinámica de luz (DLS), se midieron 

los tamaños de las vesículas de POPC y se detectaron cambios inducidos por la presencia de MNP-

OA a lo largo de un transcurso de tiempo aproximado de 2,5 horas.  

Como se observa en la Figura IV.4.11, las LUVs mostraron inicialmente una distribución del 

diámetro hidrodinámico con una media de (108,7 ± 0,3) nm. Tras la adición de las MNPs-OA, y 

luego de 45 minutos de incubación, se observó la aparición de una segunda población de vesículas 

con un diámetro promedio de (265,6 ± 0,5) nm. Exceptuando fluctuaciones dentro del error 

experimental, ambas distribuciones poblacionales se mantuvieron relativamente constantes 

durante el transcurso del experimento, obteniéndose tamaños promedio de (90,4 ± 0,7) y (303,1 ± 

0,8) nm para la primera y segunda población de vesículas respectivamente.  

 

Figura IV.4.11. Distribuciones de tamaño observadas por DLS a lo largo del tiempo. Población 

inicial de LUVs (azul); y tamaños promedio obtenidos luego de la adición de las MNPs-OA, 

población 1 (verde) y población 2 (roja). Las barras de error obtenidas a partir del promedio de 

tres mediciones realizadas para cada muestra, señalan un aumento en la polidispersidad de la 

población 2 correspondiente a los reordenamientos de vesículas de mayor tamaño.  
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Al analizar los datos de las distribuciones gaussianas, teniendo en cuenta la ponderación en 

volumen de las estructuras observadas a cada tiempo (Figura IV.4.12A), y al calcular el área bajo 

la curva de cada señal, se aprecia un incremento en el área de pico correspondiente a la población 

de mayor tamaño con respecto a la población inicial o de menor diámetro promedio. Esta tendencia 

fue racionalizada en el gráfico de la Figura IV.4.12B donde se calcularon los porcentajes relativos 

a cada área bajo la curva, teniendo en cuenta la sumatoria de las áreas de cada pico (para cada uno 

de los tiempos medidos) como área total (100%). Este gráfico permite visualizar claramente que 

la aparición de la segunda población vesículas (30-45 minutos de incubación de LUVs en presencia 

de MNPs-OA) marca el inicio de un rápido proceso de reestructuración lipídica, donde tiene lugar 

el crecimiento de nuevas vesículas “hijas” a partir de sus precursores de menor tamaño (LUVs de 

~100 nm). Ambas poblaciones de vesículas se estabilizan en los valores finales antes mencionados, 

prácticamente luego de 1 hora de incubación en el medio acuoso. Adicionalmente, cuando a las 

vesículas de POPC se les agregó THF en volúmenes de 5 a 10 μL (empleados en dispersiones de 

nanopartículas ensayadas) no se evidenciaron variaciones en el tamaño de las estructuras lipídicas. 

Este control permitió corroborar que el fenómeno de reestructuración de las estructuras lipídicas 

observadas, se debe únicamente a la presencia de las MNPs-OA en interacción activa con las 

LUVs.  

Si bien es válido definir que existen procesos de reestructuración en el tiempo que dan lugar al 

crecimiento de una segunda población de vesículas a expensas de la primera, no es posible definir 

si este fenómeno en donde se generan vesículas de mayor tamaño es un proceso de agregación, o 

se encuentra relacionado a procesos de reestructuración de bicapas para dar un intermediario de 

hemifusión o fusión de membranas en su totalidad. Sin embargo, la reestructuración aquí 

promovida por las MNP-OA puede comenzar a entenderse dentro del marco de la gran cantidad 

de mecanismos que los sistemas vesiculares atraviesan para promover el proceso de fusión y que 

muchos autores han definido en instancias similares.10,12   
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Figura IV.4.12. A- Perfil de distribución de tamaños de LUVs en presencia de MNPs-OA a lo 

largo del tiempo. B- Gráfico áreas poblacionales porcentuales calculadas para las poblaciones 1 

(negra) y 2 (gris). Los valores graficados, se obtuvieron del promedio de experimentos por 

triplicado. 

 

 

Acorde a las observaciones realizadas por Luisi et. al.60,61 y otros62, los procesos de 

reestructuración y reorganización lipídica para la síntesis de nuevas vesículas hijas a partir de 

vesículas precursoras, son considerados dentro del escenario del origen de la vida. La auto-

reproducción de micelas y vesículas, es considerado un modelo realista de la proliferación de 

células primitivas dentro del cual se han llevado a cabo numerosos estudios para la elucidación de 

los mecanismos predominantes. En ellos, se determinó que la incorporación externa de precursores 

monoméricos como ácido oleico, o autoensamblados micelares de este ácido graso, a vesículas de 

POPC preexistentes, es capaz de catalizar una cascada de procesos de rearreglo y fragmentación 

de las bicapas liposomales para dar lugar al crecimiento y división de vesículas hijas.60. El costo 

energético de la división de vesículas, se suple con el incremento de la relación superficie/volumen 

de los liposomas hijos más pequeños que se forman. Haciendo una analogía con las MNP-OA 

actuando como precursores del proceso, y sabiendo que en la reproducción vesicular resulta 

termodinámicamente favorable la génesis de una nueva población de vesículas a partir de vesículas 
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precursoras y con un diámetro promedio final similar al que presentan inicialmente, es que en los 

resultados obtenidos por DLS sería correcto discutir o al menos contemplar la posibilidad de que 

la población señalada como 1, podría corresponder o bien a vesículas que han permanecido 

inalteradas o a estructuras que han atravesado por un proceso de fusión y han originado nuevas 

vesículas hijas.   

Potencial zeta representa una propiedad física importante de las partículas en suspensión y 

permite predecir no solo cuestiones relativas a la estabilidad coloidal del sistema en el medio 

acuoso, sino también dar cuenta del tipo de interacciones que pueden estarse llevando a cabo, tales 

como interacciones transitorias, permanentes y asociación o disociación de especies en solución.54 

Al mismo tiempo, la medición del potencial zeta ha sido planteada por organismos de regulación 

en la producción de nuevos nanobiomateriales para el área de la salud (FDA, NCL), como uno de 

los parámetros relevantes en la determinación de la biocompatibilidad in vivo e in vitro de 

plataformas con futura implicancia en la salud humana.63  

En paralelo a las adquisiciones de diámetros promedio por DLS, se procedió a realizar 

mediciones de potencial zeta (ζ) de mezclas de LUVs en presencia de las MNP-OA a distintas 

fracciones molares de nanopartícula (Figura IV.4.13). Las adquisiciones fueron efectuadas una 

vez mezclados los volúmenes de ambos componentes, y luego de 1 y 1,5 h de incubación. El 

potencial zeta de las vesículas de POPC puras fluctuó dentro de valores levemente negativos, 

cercanos a (-2,6 ± 0,3) mV, a lo largo del tiempo. Este valor es consecuencia directa del potencial 

de dipolo inducido por el buffer de ensayo a lo largo de la región polar de la bicapa. 

Adicionalmente, controles realizados con el solvente orgánico usado en la dispersión de las 

nanopartículas (THF) no mostraron cambios en el potencial de membrana a lo largo del tiempo. 
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Figura IV.4.13. Potencial Z medido para LUVs de POPC y mezclas MNP-OA/LUVs a distintas 

fracciones molares de nanopartículas (XMNP-OA). Adquisiciones realizadas una vez incorporadas 

las MNP-OA al sistema de vesículas (t=0), y luego de 1 y 1,5 h de incubación. 

 

 

Dada la naturaleza zwitteriónica de las moléculas de POPC que componen las vesículas lipídicas 

y la ausencia de carga neta en las MNP-OA, las variaciones obtenidas en los valores de potencial 

zeta resultan leves y dificultan, por lo tanto, el establecimiento de tendencias marcadas. Sin 

embargo, la obtención de ζ similares a través de sucesivas repeticiones de este experimento con 

muestras diferentes a intervalos de tiempo regulares, evidenciaron un comportamiento 

reproducible a partir del cual es posible realizar algunas aseveraciones de manera general. 

Del análisis de la fracción molar XMNP-OA=0,0014, se observa que la incorporación inmediata de 

las nanopartículas a las LUVs, producen un incremento inmediato del potencial de membrana 

(inicialmente en -2,6 mV) a valores cercanos a (0,6 ± 0,3) mV. Luego de 1 h de incubación, el 

potencial ζ se reestablece en valores próximos a los iniciales (LUVs puras), (-3,0 ± 0,6) mV; y se 

estabiliza posteriormente en valores promedio de (-0,8 ± 0,3) mV.  

El comportamiento observado puede entenderse en términos del mecanismo de unión de las 

MNP-OA a la bicapa de las vesículas lipídicas. La incorporación de las MNP-OA a las vesículas 

producen una reestructuración instantánea de la capa difusa dada por el buffer que interacciona 

con las LUVs. Si bien las nanopartículas hidrofóbicas no aportan cargas al sistema, el potencial de 
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membrana de las LUVs aumenta a valores cercanos a cero debido a la oclusión de las cargas 

dispuestas por los grupos colina polares en la superficie de las bicapas. Transcurrida 1 h de 

incubación, las nanopartículas posiblemente han cursado el proceso de internalización en la bicapa 

lipídica hacia el espacio hidrofóbico intermembrana, a través de un mecanismo de interdigitación 

mediado por las cadenas hidrocarbonadas de OA. Las deformaciones como consecuencia de este 

proceso de internalización o cambios y arreglos estructurales establecidos en las membranas 

lipídicas luego de 1,5 h de incubación, resultan en la estabilización final en los valores de potencial 

zeta observados. Segota et. al.64 han reportado cambios de igual magnitud en los valores de 

potencial zeta de membranas lipídicas de un fosfolípido zwitteriónico, tras la internalización de 

nanopartículas hidrofóbicas mediante mecanismos similares. Los autores establecieron que los 

procesos de interdigitación entre los lípidos de bicapa y las cadenas hidrofóbicas de las NPs 

(ligandos de superficie), acompañadas por deformaciones en la estructura de la membrana, 

representan los mecanismos energéticamente más viables para el posicionamiento estable de las 

nanopartículas en el interior de la bicapa. Sin embargo, tanto en este último caso como en la gran 

mayoría de estudios relacionados a la internalización de NMs a las bicapas lipídicas, la evaluación 

de estos procesos ha sido avocada al uso de nanopartículas con diámetros menores (~2-4 nm) que 

el espesor medio de las membranas (~4-5 nm).65,66 En nuestro caso, y debido al mayor diámetro 

de las MNP-OA empleadas (10,7 nm) no es posible concebir, en principio, una internalización 

completa en la bicapa sino más bien una adsorción o internalización que debería dejar defectos o 

protuberancias de manera similar a lo propuesto por Rai et. al.67 en modelos simulados de 

biomembranas y nanopartículas hidrofóbicas. A través de las simulaciones realizadas en modelos 

de estrato córneo, los autores reportaron que NPs hidrofóbicas de tamaños de hasta 5 nm son 

capaces de penetrar en el interior de la bicapa lipídica, mientras que NPs aniónicas y catiónicas 

permanecen adsorbidas en la superficie de las membranas. Además, la baja barrera energética 

requerida para que las nanopartículas hidrofóbicas neutras sean capaces de atravesar la membrana, 

disminuye conforme el tamaño de las NPs es cada vez menor.67 Li et. al.68 presentaron un modelo 

empleando nanopartículas hidrofóbicas de tamaños similares (~10 nm) a los utilizados durante 

este trabajo de tesis. Los autores propusieron que en casos donde el diámetro de las NPs es mayor 

que el de la bicapa, tiene lugar un proceso de desajuste o “mismatching” hidrofóbico positivo. En 

este proceso, los lípidos de membrana adyacentes al plano de inserción de las NPs experimentan 

desarreglos configuracionales diversos donde la fluctuación en el movimiento de las moléculas 
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lipídicas de bicapa tiene un impacto casi nulo en la posición de final de las nanoestructuras en 

membrana. Por el contrario, las nanopartículas resultan estabilizadas en el plano intermedio de la 

membrana, que modifica sus propiedades mecánicas en determinadas proporciones, en pos de 

mantener una inclusión estable de las nanopartículas en el poro de la bicapa lipídica.68 Pese a que 

muchos de los mecanismos acerca de la inclusión de nanopartículas hidrofóbicas con diámetros 

mayores que el espesor de la bicapa continúan siendo objeto de investigación, estudios de 

penetración in vitro utilizando piel humana como membrana modelo, han permitido demostrar que 

NPs hidrofóbicas neutras con tamaños hasta 15 nm son capaces de atravesar eficazmente, la barrera 

del estrato córneo en buenas proporciones.69,70 Si bien el tamaño resulta un factor limitante para la 

permeación efectiva en bicapas lipídicas por parte de las nanopartículas, se ha constatado que el 

grado de hidrofobicidad de estas últimas es un factor fundamental y determinante en la capacidad 

de penetración en membranas para su uso en diversas aplicaciones.67–69 

Como se mencionó anteriormente, los valores de potencial zeta obtenidos para los experimentos 

con diferentes fracciones molares de MNP-OA incorporada a las LUVs, presentan una tendencia 

reproducible dentro de sus leves variaciones a lo largo de repetidas mediciones con experimentos 

diferentes. Sin embargo, en el caso de los ζ que se observan para las fracciones molares más bajas 

de nanopartícula (XMNP-OA=0,0007 y 0,0002), las fluctuaciones en los valores de potencial son 

sustancialmente menores y prácticamente constantes a lo largo del tiempo. Esto nos permitió 

hipotetizar en cierta forma, que la medida en que las MNP-OA son capaces de interaccionar con 

las LUVs, guarda una estrecha dependencia con las cantidades de nanopartícula añadida al sistema 

de vesículas lipídicas. Dichas dependencias podrían ser capaces de dictar el comportamiento de 

las MNP-OA durante el proceso de fusión, tanto en la cinética como en las proporciones en las 

que este sucede. 

De manera subsiguiente y como primera aproximación experimental, se procedió al estudio de 

la cinética de los procesos que tienen lugar como resultado de la interacción nanopartícula-LUVs, 

ante la incorporación de MNP-OA en diferentes fracciones molares. Esto se llevó a cabo realizando 

ensayos de turbidimetría. Los cambios en el tamaño de las estructuras medidas por medio de 

turbidimetría (UV-Visible), son visualizados en términos de cambios en la densidad óptica (OD). 

La OD corresponde a la extinción o total atenuación de la luz debido a fenómenos de absorción 

sumado a efectos de dispersión del haz de luz con el que se irradia la muestra. Bajo determinadas 

condiciones de contorno, la medición de la densidad óptica por medio de la irradiación con una 
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longitud de onda de 400 nm, permite realizar una determinación certera de los cambios en el 

tamaño de estructuras de entre ~100 y 300 nm.71 En resumen, estos ensayos permiten conocer la 

velocidad inicial a la cual ocurre la reestructuración de las vesículas ante procesos de agregación, 

fusión o cualquier otro tipo de rearreglo, teniendo en cuenta los cambios en la densidad óptica 

ocasionados por las estructuras que son formadas a lo largo del tiempo.72  

 

Tabla IV.4.1. Parámetros calculados a partir de los experimentos de turbidimetría realizados con 

distintas concentraciones de MNP-OA agregadas a LUVs. 

MNP-OA (mg/mL) XMNP-OA ΔOD400 nm Velocidad inicial (Abs/min) r2  

2,0 0,0005 (0,81 ± 0,08)  (0,046 ± 0,002)  0,9960 

1,5 0,0003 (0,70 ± 0,05) (0,049 ± 0,002) 0,9958 

1,0 0,0002 (0,50 ± 0,04) (0,015 ± 0,001) 0,9968 

0,5 0,0001 (0,34 ± 0,04)  (0,0070 ± 0,0002) 0,9988 

 

El efecto sobre la estructuración de las vesículas ante el agregado de diferentes concentraciones 

de MNP-OA, se estudió midiendo la densidad óptica a 400 nm en función del tiempo a temperatura 

ambiente (20-24 °C). Tal como se describe en la Tabla IV.4.1, se obtuvieron mejores ajustes 

lineales para fracciones molares bajas de MNP-OA debido a la sensibilidad de esta técnica a la 

saturación de densidad óptica (aumento de opacidad) que las soluciones de nanopartículas de color 

pardo causan a las dispersiones de vesículas en medio acuoso. La velocidad inicial del proceso de 

agregación/fusión se obtuvo para cada muestra, de la región lineal de los perfiles de OD en función 

del tiempo. Estos experimentos fueron realizados por triplicado. En la Figura IV.4.14 se muestran 

algunos de los perfiles de turbidimetría obtenidos para cada concentración de MNP-OA trabajada.  
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Figura IV.4.14. Perfiles de turbidimetría obtenidos luego de la adición de 5 μL de MNP-OA en 

diferentes concentraciones: 0,5 mg/mL (A), 1,0 mg/mL (B), 1,5 mg/mL (C) y 2 mg/mL (D), a 250 

μL de LUVs. Un tiempo de ~10 min de estabilización de las LUVs previo a la adición de las 

nanopartículas, fue permitido para corroborar la ausencia de incremento en la OD por defectos 

experimentales. Las velocidades iniciales fueron obtenidas de las pendientes de los segmentos 

lineales antes de alcanzar el inicio de las mesetas de saturación. 

 

Los datos graficados en la Figura IV.4.15A, muestran una clara correlación lineal entre la 

concentración de nanopartículas que son agregadas a los liposomas y los cambios en la densidad 

óptica a través del tiempo (ΔOD), de lo cual se deduce que un incremento en la cantidad 

(concentración) de MNPs-OA agregadas al sistema de vesículas, da lugar a un incremento 

proporcional en la cantidad de estructuras aglomeradas o fusionadas formadas.  
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Figura IV.4.15. Tendencias calculadas para los ensayos de turbidimetría. A) tendencia lineal 

determinada para el volumen final de las estructuras vesiculares en función de la concentración de 

nanopartícula añadida al medio acuoso. B) perfil sigmoidal de la velocidad inicial con meseta 

alcanzada a una concentración de MNP-OA agregada a LUVs de 1,5 mg/mL. 

 

Los cálculos de velocidad inicial en función de la concentración de nanopartícula incorporada 

(Figura IV.4.15 B), permitieron observar una respuesta sigmoidal, alcanzando una meseta para 

las concentraciones más altas de MNP-OA agregadas (1,5 y 2 mg /mL correspondientes a las XMNP-

OA de 0,0003 y 0,0005 respectivamente) observándose un efecto de saturación. Una característica 

relevante que muestra esta tendencia se basa en el hecho de que entre concentraciones de MNP-

OA de 1,0 (XMNP-OA= 0,0002) y 1,5 mg/mL (XMNP-OA= 0,0003), se identifica un umbral para la 

promoción del proceso de aglomeración/fusión. Al superar esta barrera, se obtuvo un aumento de 

3,3 veces en la velocidad inicial entre estas dos concentraciones, en contraste con el cambio 

experimentado entre las concentraciones de nanopartículas de 0,5 (XMNP-OA= 0,0001) y 1,0 mg/mL 

(XMNP-OA= 0,0002), entre las cuales la velocidad inicial se ve incrementada en un factor de 2,1. 

 

IV.4.2- Mezclado de contenidos internos de LUVs inducido por las MNP-OA 

 

 El mezclado de volúmenes internos de vesículas fusionadas, fue estudiado por el ensayo 

estándar de formación del complejo Tb3+/DPA.36 Para este ensayo se mezclaron iguales volúmenes 

de las poblaciones de vesículas conteniendo Tb3+ y DPA y se dejó estabilizar el sistema durante 
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un tiempo de 10 minutos. Posteriormente se añadió un volumen de 5 μL de dispersión de MNP-

OA. Se utilizaron diferentes concentraciones de nanopartícula en un rango de 0,5 a 2 mg/mL, de 

esta manera las MNP-OA, respecto de POPC quedaron con las fracciones molares XMNP-OA= 

0,0002, XMNP-OA= 0,0007, y XMNP-OA= 0,0014. 

Luego de la incorporación de las nanopartículas en diferentes cantidades, el sistema respondió 

inmediatamente con un incremento en la intensidad de fluorescencia En la Figura IV.4.16 se 

observa que la If aumenta progresivamente, lo que se atribuye al mezclado de contenidos internos 

que conduce a la formación del complejo Tb/DPA. Luego de un determinado período de tiempo 

se alcanzan valores constantes de If y el sistema alcanza un plateau que denota la saturación o 

compleción del proceso. 

 

Figura IV.4.16. Curvas de mezclado de contenidos internos de LUVs de POPC mediado por 

MNPs-OA y estudiado por medio de la formación del complejo fluorescente Tb/DPA a lo largo 

del tiempo. Gráficos correspondientes al mezclado inducido por la adición de diferentes fracciones 

molares de nanopartículas (XMNP-OA): 0,0002 (verde), 0,0007 (azul) y 0,0014 (rojo). La curva de 

control por adición de 5 μL del solvente de las nanopartículas (THF) se muestra en negro. 

 

A fin de descartar la posibilidad de que el solvente orgánico, que dispersa las nanopartículas 

(THF), tuviera algún efecto sobre la fusión de las vesículas y condujera al mezclado de contenidos 
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internos se evaluó su efecto en presencia de las vesículas lipídicas. El agregado de THF al sistema 

no produjo modificación en la If tal como se muestra en la curva correspondiente (Figura IV.4.16).  

Cuando se comparan los perfiles de If obtenidos para las diferentes concentraciones de MNP-

OA añadidas, se observa una tendencia similar a la obtenida por medio de otros ensayos 

presentados anteriormente. De manera general en la Figura IV.4.16 puede observarse que con la 

menor cantidad de nanopartícula utilizada y tomando como 100% la If dada por el complejo 

Tb/DPA co-encapsulado, se obtiene un 31,6 %, en tanto que, con las dos concentraciones más altas 

utilizadas, el porcentaje de fusión resulta similar, 51,6 y 53,3%.  

Posteriormente, se procedió a calcular los valores de las constantes de velocidad en cada 

experimento con el fin de establecer tendencias entre los resultados obtenidos. Las constantes de 

velocidad se obtuvieron ajustando los aumentos en If, a curvas exponenciales según la Ecuación 

IV.4.4.38  

 

        𝑦 = 𝑎 + 𝑏 𝑒−𝑘𝑡   (IV.4.4) 

 

Donde a= If
0, b= If

∞- If
0, k= constante de velocidad del proceso y t= tiempo. Respecto al perfil 

de fluorescencia obtenido con XMNP-OA= 0,0007 y XMNP-OA= 0,0014, si bien el ~50% de fusión 

alcanzado es comparable, la velocidad a la cual ocurre el proceso, es mayor para la condición en 

donde se utilizó mayor cantidad de nanopartículas. Al comparar estas constantes de velocidad, es 

posible identificar un cambio abrupto en la respuesta del mezclado de contenidos internos que 

tiene lugar a bajas fracciones molares de MNP-OA, donde ambas constantes de velocidad son 

relativamente iguales (XMNP-OA= 0,0002 y 0,0007) con respecto una fracción molar de MNP-OA 

de 0,0014, donde tiene lugar un aumento de 2 veces en dicho parámetro cinético (Tabla IV.4.2).  

Cuando se compara la velocidad inicial obtenida a partir del ensayo de mezclado de contenidos 

internos con aquellas obtenidas a partir de turbidimetría (Tablas IV.4.1-2), se observa que el 

proceso de mezclado de contenidos es aproximadamente dos órdenes de magnitud más rápido que 

el proceso de agregación inicial de las vesículas lipídicas. Análogamente a lo observado en la 

cinética evaluada por turbidimetría, mayores concentraciones de MNP-OA son capaces de generar 

incrementos sucesivos en la velocidad inicial del mezclado de contenidos internos.  

Vale aclarar que la comparación entre las velocidades iniciales obtenidas por técnicas de 

turbidimetría y aquellas obtenidas por fluorescencia, es válida. Esto se debe a que las mediciones 
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de las variaciones en magnitudes físicas cualesquiera (absorbancia, fluorescencia, etc.) a lo largo 

del tiempo, dan lugar a la obtención de parámetros cinéticos que se independizan del método de 

medición (ver apéndice IIIA). 

Según lo establecido por diversos autores en relación con la cinética de la fusión de membranas 

y los mecanismos que involucra este proceso tal como fueron descriptos en la sección IV.1.1,73,74 

el proceso de fusión consiste en dos etapas distintas, cinéticamente acopladas. Como se detalla en 

el esquema IV.4.5, el primer paso es la agregación de las vesículas, para simplificar, la formación 

de dímeros de tipo V2, seguido por la formación de un doblete fusionado F2 como resultado de la 

fusión de vesículas final: 

 

 

Esquema IV.4.5. Cinética del proceso de agregación/fusión. 

 

La agregación es entonces un proceso de segundo orden, siendo su velocidad dependiente del 

cuadrado de las concentraciones iniciales de vesículas. En contraste, la fusión es un proceso de 

primer orden. Esto conduce a que, a bajas concentraciones de vesículas, la agregación es 

relativamente lenta mientras que la fusión ocurre sin mayores demoras. El caso inverso tendrá 

lugar si en cambio, se contemplan altas concentraciones de liposomas. Teniendo en cuenta las 

diferencias aquí observadas, es posible afirmar que en las concentraciones de LUVs ensayadas (44 

μM) frente a las MNP-OA como fusógeno en concentraciones variadas, el proceso de agregación 

es indefectiblemente limitante (para XMNP-OA comparables) del proceso de fusión global. Como 

puede verse en el esquema de la reacción de fusión, la fusión de las vesículas es un proceso 

irreversible, mientras que la agregación no lo es, y vesículas que se encuentren en la etapa de 

formación del dímero V2 pueden también desagregarse para volver a dar vesículas monómeros 

(V1). Siendo que la agregación podría ser la etapa limitante en la fusión de las vesículas promovida 

por las MNP-OA, el factor de la desagregación puede sumarse a las interpretaciones que surgen 

de la prevalencia de una población remanente con tamaños similares al de las vesículas iniciales 

(población I) observadas en experimentos de dispersión dinámica de luz (DLS).   
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En la Tabla IV.4.2, se muestran los porcentajes de fusión obtenidos, el tiempo para alcanzar la 

saturación del proceso, la velocidad inicial a la cual este ocurre y las constantes de velocidad 

calculadas.  

Los datos hasta aquí obtenidos, permiten vislumbrar que tanto la extensión en la cual ocurre la 

fusión (porcentajes) como la velocidad con la que se lleva a cabo este evento, puede ser controlada 

con la cantidad de MNP-OA agregada al sistema.  

 

Tabla IV.4.2 Análisis obtenidos de las mediciones de fluorescencia en el transcurso del tiempo 

realizadas mediante el ensayo de Tb/DPA a 25 °C. Las constantes de velocidad se obtuvieron 

ajustando los aumentos en If en el tiempo a curvas exponenciales según la Ecuación IV.4.4, y las 

velocidades iniciales teniendo en cuenta la pendiente de la región lineal para cada curva de If en 

función del tiempo.  

XMNP-OA Tiempo de 

saturación (min) 

Velocidad inicial 

(If/min) 

Constante de velocidad 

k (s-1) 

Fusion 

(%) 

0,0002 (68 ± 1) (2,75 ± 0,01)  (12,6 ± 0,3) x10-3 (31,6 ± 5,0) 

0,0007 (128 ± 1) (3,50 ± 0,02) (15,0 ± 0,1) x10-3 (51,6 ± 4,0) 

0,0014 (92 ± 1) (6,96 ± 0,04) (31,0 ± 0,1) x10-3 (53,3 ± 6,0) 

  

 

Hasta donde es posible deducir, las MNP-OA tienen la capacidad de promover la agregación 

(aproximación) de las LUVs por interacción directa con la bicapa lipídica, promoviendo la 

formación de estructuras de mayor tamaño. Las primeras observaciones por DLS y turbidimetría, 

no permiten deducir si las vesículas se encuentran solamente agregadas, o en diferentes instancias 

del evento de fusión. El ensayo de mezclado de contenidos internos, corrobora la unificación del 

volumen interno de las vesículas, demostrando que las bicapas de vesículas opuestas son 

efectivamente fusionadas. Como fue observado, las mediciones cinéticas identifican una clara 

dependencia con la concentración de las nanopartículas. Teniendo en cuenta lo informado en la 

literatura, es muy factible que las MNP-OA sean capaces de facilitar el proceso de fusión por 

medio de diferentes mecanismos tales como la interdigitación de las cadenas de OA en la bicapa 

lipídica64, y/o por su internalización en estas últimas67. Las relaciones molares entre los agentes 

fusogénicos y los lípidos que componen las vesículas, son también uno de los muchos factores que 
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dictan el patrón de fusión y determinan si el sistema es capaz de lograr la ronda/s de fusión y 

alcanzar el estado de saturación posterior.60,61 Habiendo encontrado una dependencia notoria en el 

proceso de fusión (extensión y velocidad en las que ocurre) con el cambio de las relaciones molares 

de XMNP-OA que son enfrentadas a las vesículas lipídicas, es de esperarse que relaciones similares 

sean igualmente sostenidas en los eventos aquí estudiados respecto a lo informado en la literatura 

para otros fusógenos.6,75,76 

En concordancia con ello, se han reportado determinadas concentraciones “umbral”, necesarias 

para inducir la formación de nuevas vesículas a partir de vesículas preexistentes.61 Así, una 

fracción molar de 0,35 de oleato (XOA) es necesaria para inducir la acumulación e inserción de 

micelas de ácido oleico y perturbar las membranas de POPC, causando los cambios de curvatura 

y formación de regiones no-lamelares que constituyen los arreglos previos a la reproducción 

vesicular. Cullis et. al.50,51, determinaron que concentraciones equimolares de lípidos fusogénicos 

con respecto a los lípidos presentes en mezclas de eritrocitos reconstituidos (1:1 lípido 

fusógeno/fosfolípido), permiten la inducción de la fase hexagonal (HII) intermediaria en el proceso 

de fusión. En el marco de estas aseveraciones, la concentración efectiva de ácido oleico que es 

aportada al sistema de liposomas para la fusión mediada por MNPs-OA, es varios órdenes de 

magnitud menor a las proporciones implementadas en los sistemas de fusión de membranas 

mediada por OA como lípido en bulk. La concentración más alta de MNP-OA (0,06 μM) 

incorporada a las LUVs, aporta una concentración total de OA de ~9x10-3 μM, esto da una fracción 

molar (XOA) de 0,0002. Teniendo en cuenta que los controles realizados determinaron que la 

misma concentración de OA que la aportada por las nanopartículas no produjo alteraciones en los 

perfiles de DLS o FL, y que las MNP-OA producen la reestructuración de bicapas lipídicas con 

bajas concentraciones de OA, es posible dilucidar que el núcleo magnético de las nanopartículas 

podría estar cumpliendo un rol sinérgico con el ligando de funcionalización para llevar a cabo este 

proceso.  

Otra forma de estudiar la dependencia que existe entre las cantidades de nanopartícula 

incorporada y el desempeño en la promoción de la fusión, es mediante el análisis de las fracciones 

de superficie que ofrecen las nanopartículas con respecto a la superficie total disponible en el 

sistema. En el apéndice IA se detallan los cálculos realizados acerca del número de entidades 

disponibles en el medio y las relaciones de áreas superficiales establecidas. Este análisis permite 

observar que para XMNP-OA entre las cuales el sistema se satura en la fusión de las vesículas 
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disponibles (XMNP-OA= 0,0007 y 0,0014), las fracciones de superficie que las nanopartículas 

exponen con respecto a la superficie total (XMNP-OA) es ~0,5. Esto quiere decir que la relación entre 

la superficie que las MNP-OA aportan al sistema y las LUVs sobre las cuales se inducirá el proceso 

de fusión, responden a una relación próxima a 1:1.  

 

IV.4.3- Regulación del proceso de fusión por medio de campos magnéticos de potencial 

variable 

 

Luego de establecer que las MNP-OA pueden actuar como fusógenos y mediar la fusión de 

vesículas lipídicas, se procedió a medir el mezclado de contenidos internos de LUVs (por medio 

de la formación del complejo Tb/DPA) con aplicación de campos magnéticos de intensidad 

variable. MNP-OA en diferentes fracciones molares respecto del lípido, se añadieron a las 

poblaciones de vesículas conteniendo Tb y DPA y luego se aplicó al sistema un campo magnético 

constante, hasta alcanzar la saturación del proceso de fusión, o bien una rampa de campos 

magnéticos de intensidad variable. 

A fin de comparar el efecto producido en la fusión de vesículas debido a la presencia de un 

campo magnético respecto a cuando no lo hay, se aplicó un campo de 0,45 mT (máximo valor 

logrado con nuestro arreglo experimental). En la Figura IV.4.17 se comparan las curvas de If en 

función del tiempo de la emisión proveniente del complejo Tb/DPA, obtenidas en ausencia y en 

presencia de campo magnético frente al agregado de la misma cantidad de MNP-OA (XMNP-OA= 

0,0014) a las vesículas lipídicas. 
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Figura IV.4.17. Comparación del desempeño en el mezclado de contenidos entre medios donde 

se añadieron las MNP-OA en ausencia (rojo) y bajo aplicación (azul) de campos magnéticos de 

intensidad variable. Ambas curvas corresponden a una XMNP-OA= 0,0014 respecto al lípido de las 

vesículas. El gráfico negro (If ~0) corresponde al control realizado bajo aplicación de campo 

magnético en ausencia de nanopartícula para demostrar la respuesta negativa sobre la fusión de 

membranas, del ión paramagnético Tb3+ ante el estímulo externo.  

 

 

Los datos obtenidos muestran que en presencia de un campo de 0,45 mT la extensión en la cual 

ocurre el proceso de fusión se incrementa en aproximadamente un 28%, alcanzándose un 

porcentaje de eficiencia en el proceso, de (81,6 ± 10,0) %. Además, se puede deducir de los perfiles 

obtenidos que existen variaciones relevantes en cuanto al comportamiento cinético de ambos 

experimentos. A partir de cálculos realizados por medio del ajuste según la función exponencial 

mencionada previamente (Ec. IV.4.4), se obtuvo que la constante de velocidad (k) de mezclado de 

contenido para el medio manipulado magnéticamente alcanzó un valor de (38,0 ± 0,8) x10-3 s-1. Si 

bien este leve incremento en la velocidad del proceso global puede no representar una variación 

considerable a efectos de la aplicación del campo magnético, las diferencias son en cambio 

apreciables, al comparar las velocidades iniciales (v0) obtenidas en ausencia y presencia de del 

campo magnético en cuestión. Así, mientras que el valor de la v0 para la mezcla MNP-OA/LUVs 

(XMNP-OA= 0,0014) en ausencia de campo magnético, se determinó en (6,96 ± 0,04) min-1, la misma 

mezcla en presencia de un campo magnético constante de 0,45 mT adquirió un valor de v0 de 
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(11,44 ± 0,05) min-1. En suma, la aplicación del campo magnético al sistema MNP-OA/LUVs, no 

sólo fue capaz de producir un notorio incremento en la extensión (porcentaje) del proceso de 

fusión, sino también un destacable incremento en un factor aproximado de 1,65 veces, en de la 

velocidad inicial del mismo.   

Posteriormente, se evaluó el efecto de aplicar una rampa de campos magnéticos de intensidad 

creciente a medida que ocurre el proceso de fusión. En la Figura IV.4.18 se observa el efecto de 

aplicar campos desde 0,10 a 0,40 mT a una población de vesículas en presencia de una XMNP-OA= 

0,0007 respecto al lípido. En la curva puede observarse que luego de incrementar el campo se 

produce un incremento en el régimen de fusión. Lo mismo ocurre cuando campos magnéticos de 

similar magnitud, son aplicados a una mezcla LUVs/MNP-OA, a una fracción molar de MNP-OA 

mayor (XMNP-OA= 0,0014). Las alteraciones producidas en la intensidad de fluorescencia durante 

las etapas D en la curva 1, y H e I en la curva 2, denotaron una clara respuesta dinámica del sistema 

de MNP-OA en la modificación de las proporciones en las que se produce el proceso de fusión. 

Por otro lado, campos magnéticos de mayores magnitudes aplicados luego de la etapa I (curva 2), 

no produjeron incrementos adicionales en la If. Este fenómeno puede asociarse con la saturación 

en el proceso de fusión, donde la completa fusión de las vesículas presentes en el sistema ha sido 

efectivamente promovida.  

Otra característica interesante proviene de la etapa E en la curva 1, donde el electroimán se apagó 

mientras se producía el mezclado de contenidos bajo un campo de 0,40 mT. Como se demostró 

anteriormente (Figura IV.4.17), el campo magnético aplicado en ausencia de MNP-OA, no 

produce incremento alguno en la If observada, es decir, no ocurre mezclado de contenidos internos 

por efecto del estímulo externo por sí solo. En consecuencia, la meseta visualizada en la If para la 

etapa E de la curva 1 (XMNP-OA= 0,0007) una vez que el imán es apagado, podría estar relacionada 

a una interrupción instantánea en el mezclado de contenidos internos que las nanopartículas son 

capaces de promover en presencia del campo magnético.  
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Figura IV.4.18. Respuesta dinámica de las MNP-OA durante los ensayos de mezclado de 

contenido Tb/DPA. Los porcentajes de mezclado de contenido se modificaron en distintas 

proporciones de acuerdo a los campos magnéticos aplicados en cada etapa (tabla a la izquierda). 

La desviación estándar de los valores de campo aplicados se corresponde con el valor mínimo de 

lectura, 0,01 mT. Las fracciones molares de nanopartícula (XMNP-OA) ensayadas fueron de 0,0007 

y 0,0014 (curvas 1 y 2, respectivamente).  

 

 

En comparación con nanopartículas hidrofílicas, que necesitan ser incluidas dentro del volumen 

interno de vesículas lipídicas, la integración directa de nanopartículas hidrofóbicas en el interior 

de la bicapa ha demostrado poseer mejores respuestas para su uso en ensayos biomédicos de 

diversa índole. Como fue discutido en secciones previas, esta marcada diferencia reside en el hecho 

de que las nanopartículas ubicadas en la bicapa lipídica son capaces de cumplir un rol activo en la 

interacción entre las vesículas y el medio externo, proporcionando control sobre las propiedades 
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de la membrana como densidad de empaquetamiento y transiciones de fase.28,34 Grandes esfuerzos 

se han puesto en la optimización de plataformas de magnetoliposomas para mejorar el control 

sobre la velocidad de liberación de fármacos, las concentraciones en las cuales estos se liberan y 

su vectorización hacia sitios de acción. Investigaciones realizadas en torno a estos desafíos han 

permitido desarrollar gran cantidad de teorías sobre el efecto de la aplicación de campos 

magnéticos externos sobre vesículas lipídicas conteniendo nanopartículas magnéticas en el interior 

de la bicapa. La mayoría de los autores reportan fenómenos de calentamiento electromagnético o 

generación de ultrasonido por parte de las nanopartículas como algunas de las explicaciones más 

racionales a los efectos producidos por la aplicación de campos magnéticos.31,77,78 Pese a ello, no 

se han propuesto mecanismos precisos que determinen la acción real de este estímulo externo.  

La respuesta dinámica encontrada en el sistema de MNP-OA frente a las vesículas lipídicas, ante 

la aplicación de campos externos podría deberse o bien a fenómenos de mayor frecuencia de 

choque entre vesículas por acción del efecto magnético, a efectos térmicos, o bien a una sumatoria 

de mecanismos diferentes. Para conocer el factor que prevalece, sería necesario realizar más 

estudios. Sin embargo, los campos magnéticos empleados para alcanzar los porcentajes de fusión 

observados, corresponden aproximadamente al 5% de las intensidades de campo comúnmente 

empleadas en otros estudios para el desarrollo de aplicaciones biomédicas.31,34,79 Asimismo, el 

aumento experimentado en los porcentajes de fusión ante la aplicación de campos magnéticos 

extremadamente bajos, no solo demuestra la alta sensibilidad de la plataforma aquí desarrollada, 

sino que también contribuye a corroborar el efecto sinérgico OA-Fe3O4 del que previamente se 

hizo mención teniendo en cuenta las fracciones molares de nanopartícula utilizadas.    

A diferencia de muchos estudios donde las partículas son inicialmente incorporadas en la 

membrana de los liposomas, la incorporación externa de las MNP-OA en la dispersión acuosa de 

los liposomas, implica un aumento en el número de barreras energéticas que deben ser superadas 

para promover la fusión de membranas. Esto es debido a que la internalización de las 

nanoestructuras en la bicapa, el cual representa el proceso inicial más probable para la acción 

fusogénica de las NPs, tiene su costo energético asociado.80 La determinación de los procesos por 

los cuales los campos magnéticos son capaces de aumentar la efectividad de la fusión, tiene en 

cuenta también la acción de este estímulo sobre la nanopartícula como entidad aislada en un primer 

momento. Esta acción está comprendida dentro del proceso global de fusión que se encuentra 

beneficiado por la acción del estímulo externo, por lo que corroborar la localización de las MNP-



TESIS DOCTORAL – Lic. Martín E. Villanueva 

212 
 

OA en la bicapa resulta un estudio crucial a los fines de poder determinar un mecanismo de fusión 

más certero.       

  

 

IV.4.4- Medición de la permeabilidad de membranas.  

 

La determinación de cambios en la permeabilidad de la bicapa de las vesículas modelo o LUVs, 

constituye un estudio necesario para comprender cuales son los diferentes eventos que ocurren en 

el proceso de fusión. Pérdidas nulas o leves desde el interior acuoso, son inherentes al mecanismo 

de la fusión de bicapas. Por el contrario, pérdidas significativas de volumen interno, podrían estar 

asociadas a importantes desestabilizaciones de las membranas lipídicas en presencia de las 

nanopartículas. Estas desestabilizaciones pueden conllevar a fenómenos de permeabilización 

excesiva o incluso ruptura de las bicapas. Procesos de agregación o hemifusión pueden ser 

erróneamente detectados como fusión completa si el complejo Tb/DPA es formado en el interior 

de vesículas con alta difusión entre sus membranas. 

La modificación de la permeabilidad de las bicapas lipídicas ante la interacción con las MNP-

OA fue estudiada de dos maneras, I) por liberación de la sonda fluorescente carboxifluoresceina 

(CF) a través de la bicapa las LUVs, y II) por liberación del complejo Tb/DPA co-encapsulado en 

las vesículas. Ambos ensayos fueron realizados empleando la fracción molar de nanopartícula más 

alta estudiada (XMNP-OA= 0,0014) con respecto al lípido, en la mezcla LUVs/MNP-OA.  

En primer lugar, se evaluó la salida de CF a través de la bicapa. En este caso, se realizaron 

mediciones en ausencia, y bajo aplicación de campos magnéticos (Figura IV.4.19A). Luego de 

~8 minutos de estabilización de las vesículas puras conteniendo CF 20 mM, las MNP-OA fueron 

agregadas a las LUVs. En el primer caso (ausencia de campo), no se observó incremento alguno 

en la If luego de añadir las NPs, durante 30 min (máximo tiempo evaluado). La posterior adición 

de Tritón X-100 permitió observar un incremento efectivo de la If debido a la liberación de CF. 

Este experimento permitió conocer que durante la fusión de las vesículas inducida por las MNP-

OA, no hay una pérdida significativa de contenido interno desde el interior de las LUVs por 

alteraciones en la permeabilidad de la bicapa.  

En la segunda variante de este experimento, inmediatamente luego de la adición de las 

nanopartículas a las vesículas conteniendo CF, se comenzó a aplicar una rampa de potenciales que 
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generaron campos magnéticos a razón de 0,01 mT/min. Este programa de potenciales se configuró 

de manera tal que luego de 50 minutos de curso del experimento, se le aplicaran al sistema campos 

magnéticos en los cuales previamente se vio un efecto de fusión neto. De la Figura IV.4.19A 

(curva verde) se deduce que no hubo incrementos en la If a lo largo de todo el tiempo en el que 

fueron aplicados los potenciales en presencia de las MNPs-OA. Esto nos permite asumir que las 

nanopartículas tampoco inducen pérdida detectable de contenido interno, durante el proceso de 

fusión en presencia de campos magnéticos. El agregado final de surfactante Tritón X-100 rompe 

las vesículas liberando la CF que muestra la If acorde a su nueva concentración en bulk.  

Posteriormente, se evaluó la variación en la If emitida por el complejo Tb/DPA co-encapsulado 

en las LUVs de acuerdo a la metodología detallada en la sección IV.3.4.5, en ausencia de campo 

magnético. Como se explicó anteriormente, las disminuciones en la If observadas durante la fusión 

mediada por las MNP-OA en el tiempo, indican la salida del complejo Tb/DPA desde las vesículas, 

hacia el medio externo. Como se observa en la Figura IV.4.19B, la intensidad de fluorescencia 

inicial (sin normalizar a cero en este caso) comenzó desde los valores señalados como If total, tal 

como fue demostrado por el promedio de los controles descriptos en la sección IV.3.4.5, estimada 

aproximadamente en (6,0 ± 0,3) x102 u.a. Luego del agregado de las MNP-OA a las LUVs, la If 

se mantuvo constante a lo largo del tiempo transcurrido, sin experimentar disminución alguna 

promovida por la liberación del complejo fluorescente, al medio. Luego de un tiempo aproximado 

de 50 minutos, el surfactante Tritón X-100 fue añadido para producir la lisis de las vesículas, 

causando el posterior decaimiento de la If a cero, como se determinó para una dilución total del 

complejo en el bulk.  

Como resultado de lo observado en estos experimentos, es posible aseverar que la fusión de 

vesículas mediada por MNP-OA transcurre efectivamente sin alteraciones significativas en la 

permeabilidad de las bicapas, al menos en las concentraciones trabajadas. Los ensayos realizados 

en torno a la liberación de CF, junto con el ensayo de Tb/DPA co-encapsulado, medidos en el 

tiempo, son concluyentes de que durante la fusión de membranas mediada por las MNP-OA como 

agentes fusogénicos, no se producen cambios significativos en la permeabilidad de las bicapas. 

Este resultado es relevante en el sentido de que no hay pérdida de los compuestos “cargo” que son 

vehiculizados por los liposomas.  
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Figura IV.4.19. Medición de la permeabilidad de las membranas mediante diferentes estudios en 

mezclas MNP-OA/LUVs (XMNP-OA= 0,0014). A- Ensayo de liberación la sonda CF desde las 

vesículas lipídicas, en ausencia (curva roja) y bajo aplicación (curva verde) de campos magnéticos 

de 0,01 a 0,5 mT. B- Ensayo de liberación del complejo fluorescente Tb/DPA co-encapsulado en 

las LUVs. Las instancias de agregado de MNP-OA y el surfactante de lisis de las vesículas, Tritón 

X-100 se encuentran diferenciadas en negro y azul, respectivamente.   

 

 

IV.4.5- Localización de las MNP-OA en bicapas lipídicas 

 

 

Los estudios realizados hasta aquí han podido confirmar la promoción efectiva del proceso de 

fusión mediado por las MNP-OA y la ausencia de grandes cambios en la permeabilidad de la 

bicapa durante su transcurso. Sin embargo, la localización de las nanopartículas en la bicapa 

representa uno de los interrogantes a resolver, necesario para esclarecer el escenario completo de 

su modo de acción. Como se estableció en secciones previas, una de las hipótesis principales radica 

en la presencia de una primera etapa de interacción entre las MNP-OA y las bicapas lipídicas de 

las LUVs. Esta primera interacción transcurriría con el anclaje e inserción de las nanopartículas a 

la bicapa por medio de los ligandos OA ubicados en la superficie del núcleo magnético, el cual se 

ha demostrado, interviene de manera activa (sinérgica) en las diferentes instancias del proceso de 

fusión. La etapa inicial de incorporación del fusógeno al interior de la bicapa, ha sido definida por 

muchos autores como un proceso de fusión per se entre el nanomaterial diseñado y las vesículas 
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lipídicas, que constituye una instancia determinante para luego dar lugar al proceso de fusión de 

membranas opuestas.80–83 Alexander-Katz et. al.82 han reportado un mecanismo tipo “snorkel” 

para la penetración de nanopartículas hidrofóbicas. Estos autores proponen que los ligandos de 

funcionalización son capaces de adquirir cierta flexibilidad, promoviendo la generación de 

defectos de membrana, disrupción y posterior inserción de las nanopartículas en la bicapa, de 

manera similar a las reestructuraciones establecidas en los mecanismos más convencionales, 

propuestos para la de fusión de vesículas. Tanto en este estudio como en otros realizados por otros 

grupos de investigación,81,83 la penetración de moléculas en la bicapa ha sido atribuida al efecto 

hidrofóbico que estructuras de tamaños entre ~5 y 10 nm, son capaces de promover.  

Previamente (sección IV.4.1) se consideró que nanopartículas con diámetros mayores que el 

espesor de la bicapa pueden dar lugar a fenómenos de desajuste o mismatching hidrofóbico.68 En 

concordancia con esta observación, Von White et. al.83, determinaron que nanopartículas 

hidrofóbicas con diámetros mayores que el espesor de las bicapas, y en altas fracciones molares 

respecto del lípido total, son capaces de insertarse en membrana de vesículas unilamelares 

mediante un fenómeno de desajuste hidrofóbico positivo. Este desajuste produce una fluidización 

de la bicapa lipídica que da origen a fuerzas de capilaridad lateral que están mediadas por las 

cadenas lipídicas de la bicapa, e intervienen en la aglomeración de las partículas en la membrana, 

de manera espontánea.83 En estudios reportados por otros autores,31 nanopartículas hidrofóbicas 

de menores tamaños (~5 nm) recubiertas con ácido oleico como ligando estabilizante e 

internalizadas en vesículas lipídicas, han sido capaces de conferir un incremento en las 

temperaturas de fusión de los lípidos de bicapa. Esta respuesta da lugar a un incremento en el 

ordenamiento de la bicapa y, en consecuencia, una estabilización considerable contra la liberación 

de contenido interno o leakage espontáneo. 

Adicionalmente, el establecimiento de gradientes como la depleción de moléculas de agua de la 

región intermembrana o fuerzas de carácter hidrofóbico, dan lugar a un incremento de la 

interacción nanopartícula-bicapa con cambios consecuentes en las propiedades de la bicapa tales 

como la densidad de empaquetamiento, la fluidez y las transiciones de fase. Este estado de 

inserción dinámico, e idealmente no-disruptivo del fusógeno en la membrana lipídica, prosigue 

luego con la internalización y estabilización de la nanopartícula en la bicapa. En consecuencia, 

estos nuevos “umbrales” energéticos que aparecen al considerar la composición de ligando de 

superficie y tamaño de la nanopartícula como factores fundamentales para la internalización de las 
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NPs en la bicapa (entre otros), deben ser tenidos en cuenta para determinar la factibilidad de esta 

primera etapa determinante en la fusión de membranas. En el caso de las MNP-OA, tanto el ligando 

hidrofóbico ácido oleico, como el tamaño promedio de las nanoestructuras (~10 nm), dan lugar a 

considerar la incorporación en la bicapa de las LUVs como un proceso probable dentro de su 

desempeño en actividad fusogénica.  

Teniendo en cuenta estas observaciones, se procedió a realizar estudios de microscopía con el 

objetivo de determinar la localización de las MNP-OA en las bicapas lipídicas y su efecto en la 

estructura de los liposomas. Ensayos de microscopía de transmisión electrónica (TEM) fueron 

primeramente realizados por medio de la incubación de MNP-OA en presencia de las vesículas de 

POPC (XMNP-OA= 0,0014) durante 1 h. Como se muestra en la Figura IV.4.20, las MNP-OA 

parecen ubicarse en las LUVs, respetando la forma esférica de las vesículas y cubriéndolas en toda 

la superficie disponible. Empleando las mismas cantidades de MNP-OA, se realizaron 

experimentos de TEM en donde se evaluó la morfología de las vesículas a diferentes tiempos de 

incubación con las MNP-OA. De las imágenes obtenidas en este ensayo se calcularon los 

diámetros promedio e índices de polidispersidad.  

  Los cálculos del índice de polidispersidad (PDI) basados en el histograma adquirido para las 

muestras incubadas MNP-OA/LUVs a diferentes tiempos, mostraron una buena correlación con 

los datos de dispersión de luz dinámica (DLS) obtenidos anteriormente. Salvando las diferencias 

experimentales con la técnica de DLS en relación a la desviación de diámetros por consideración 

del radio hidrodinámico; TEM registró un aumento notorio en el índice de PDI dentro de un 

intervalo de tiempo similar de 35 minutos. Dicho incremento podría atribuirse a la aparición de la 

segunda población de vesículas cuya formación es consistente con lo observado por DLS, dentro 

de este intervalo de tiempos (Figura IV.4.21). 
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Figura IV.4.20. Imágenes de TEM de las MNP-OA incubadas con LUVs de POPC durante 1 h en 

diferentes magnificaciones y campos de observación. Las imágenes muestran a las nanopartículas 

magnéticas respetando la morfología de las vesículas. 

 

 

Si bien DLS tiene hace una ponderación en volumen mucho más grande respecto al número de 

vesículas consideradas para la determinación de diámetros promedio, es posible validar con las 

mediciones cinéticas de TEM, tendencias similares en cuanto al proceso efectivo de 

reestructuración de vesículas que tiene lugar dentro de un intervalo aproximado de tiempo, de 35-

40 min de transcurrida la interacción entre las MNP-OA y las vesículas lipídicas. Sin embargo, 

nuestro principal hallazgo aquí es, sin duda, la interacción e inserción de las nanopartículas en la 

bicapa lipídica de las LUVs.  

 

 



TESIS DOCTORAL – Lic. Martín E. Villanueva 

218 
 

 

Figura IV.4.21. Perfiles de variación en los diámetros promedio obtenidos de imágenes de TEM 

de vesículas de POPC, realizados para la mezcla MNP-OA/LUVs (XMNP-OA= 0,0014) a lo largo 

del tiempo (izquierda). Índices de polidispersidad (PDI) calculados para las variaciones de tamaños 

observados en las LUVs (derecha). 

 

 

Por ello, con el objetivo de corroborar la integración efectiva de las MNP-OA a la membrana 

lipídica y si estas últimas son afectadas en alguna medida (permeabilidad, morfología, etc.) como 

resultado de este fenómeno, se procedió a realizar mediciones con microscopía confocal. 

 Como se especificó en las secciones IV.3.4.9-10, los experimentos de microscopía confocal 

fueron realizados empleando vesículas unilamelares gigantes (GUVs) como modelos de 

membrana. Un volumen de nanopartícula marcada con sonda fluorescente (MNP-OA/NBD-PE, 

canal verde) fue incubado durante 20 minutos con las vesículas gigantes marcadas con sonda de 

membrana (GUVs/Bodipy-TR-Ceramida, canal rojo) en relaciones lípido/nanopartículas similares 
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a las utilizadas en experimentos con LUVs. Muestras y controles necesarios fueron posteriormente 

analizadas bajo el microscopio confocal, por medio de una co-localización de sondas en los canales 

diferenciados.  

En la Figura IV.4.22A, se muestra la fluorescencia generada por las MNP-OA/NBD-PE (canal 

verde) luego de su incubación con las vesículas unilamelares gigantes (GUVs) marcadas con 

Bodipy-TR ceramida (canal rojo) como marcador de membrana. En B (Fig. IV.4.22), se visualiza 

el control realizado por medio de la incubación de un volumen del sobrenadante obtenido en el 

proceso de marcación de las NPs con las GUVs. Como se especificó anteriormente, este control 

tiene la finalidad de determinar dos cuestiones fundamentales. Por un lado, que toda la 

fluorescencia asignada a las MNP-OA/NBD-PE, proviene únicamente de las mismas y no de sonda 

fluorescente (NBD-PE 16:0) libre. Por otra parte, si bien es probable que una parte de la sonda 

NBD-PE permanezca libre en el medio, es importante determinar de la manera más certera posible 

que toda la fluorescencia resultante al co-localizar las sondas fluorescentes (presentes en NPs y 

GUVs), se deban a la presencia de MNP-OA/NBD-PE en interacción con la bicapa lipídica. Esto 

permite realizar una cuantificación precisa de las cantidades relativas de MNP-OA que son capaces 

de unirse a la bicapa de las vesículas, por medio del factor de normalización según la ecuación 

IV.3.3. Entonces, teniendo en cuenta la If emitida por cada canal en una misma sección transversal 

de las bicapas, es posible determinar cuantitativamente la cantidad relativa de nanopartícula que 

se encuentra unida a la membrana de las GUVs. 

Seguidamente, al analizar las imágenes obtenidas por microscopía confocal de los experimentos 

mencionados, se observó una co-localización absoluta de los canales rojo y verde para las MNP-

OA/NBD-PE incubadas con GUVs (N = (0,64 ± 0,09) u.a.) (Figura IV.4.22A). El control para la 

validación de la señal proveniente de las nanopartículas en la membrana, fue realizado sometiendo 

un volumen de MNPs-OA al mismo proceso de marcación usual y suspendiéndolas luego en una 

mezcla THF/H2O 50:50 luego de los lavados en etanol en lugar de THF puro. Los procesos 

posteriores de separación de fases junto con la decantación magnética asistida por un imán 

convencional, facilitaron la precipitación de las nanopartículas marcadas. Luego, se extrajo un 

volumen de 5 μL de este sobrenadante que podría contener restos de NBD-PE 16:0, que pudo 

haberse liberado desde las MNP-OA (o no haberse unido a ellas), y se incubó de igual manera en 

presencia de las vesículas lipídicas. Como se observa en la Figura IV.4.22B, el ensayo en 

presencia de sobrenadante demostró ausencia de emisión fluorescente en el canal verde asociado 
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a la sonda NBD-PE, y la co-localización de canales muestra únicamente emisión fluorescente roja 

debida al marcador de membrana (N = (0,04 ± 0,01) u.a.). Los ensayos realizados en microscopía 

de fluorescencia confocal permiten entonces confirmar que las MNP-OA se encuentran 

efectivamente presentes en la membrana lipídica, con un valor de normalización (N) de (0,6 ± 0,1) 

u.a. obtenido para la emisión total de fluorescencia proveniente de la interacción nanopartícula-

membrana. 

 

Figura IV.4.22. Imágenes de microscopía confocal de (A) GUVs incubadas con MNP-OA/NBD-

PE y (B) control realizado incubando un volumen del sobrenadante obtenido luego del proceso de 

marcación de las NPs, con GUVs. La diferenciación de los canales de izquierda a derecha para los 

paneles A y B está definida como sigue: MNP-OA/NBD-PE (verde, I), marcador de membrana 

Bodipy-ceramida (rojo, II), y co-localización de las sondas (superposición de canales I y II; III). 

La cuantificación de sonda fluorescente realizada a lo largo de la sección transversal de la 

membrana, denotada por la línea amarilla correspondiente en III, se graficó a la derecha de los 

paneles correspondientes A y B. La barra de escala corresponde a 10 μm.  
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IV.5- CONCLUSIÓN 

 

En este estudio se demostró el potencial de las nanopartículas magnéticas funcionalizadas con 

ácido oleico (MNP-OA) para promover la fusión de vesículas lipídicas. Los diferentes ensayos 

realizados permitieron determinar cada una de las variables responsables del desempeño de las 

MNP-OA en el evento de fusión y adquirir conocimientos acerca de posibles mecanismos de 

interacción nanopartícula/bicapa necesarios para llevar a cabo este proceso. Tanto en los 

experimentos de cinética y crecimiento de las vesículas lipídicas en el tiempo, como en los ensayos 

de mezclado de contenido interno, se observó una dependencia entre las cantidades de 

nanopartícula empleadas y la eficiencia en el proceso de fusión de bicapas. Estudios realizados por 

diversos grupos de investigación empleando lípidos de diverso largo de cadena y grado de 

insaturación (ácido oleico entre ellos), han puesto especial énfasis en la relación existente entre las 

fracciones molares lípido de bicapa/lípido fusogénico y la factibilidad alcanzar los 

reordenamientos lipídicos del sistema de bicapas desde una fase L a una fase HII. Sin embargo, la 

gran mayoría establece que fracciones molares cercanas a la proporción 1:1 fusógeno: lípido de 

bicapa, son necesarias para atravesar las diferentes barreras energéticas y promover estos cambios. 

Por el contrario, los estudios aquí realizados demostraron que fracciones molares de fusógeno 

(XMNP-OA) de entre 0,0002 y 0,0014 son capaces de promover la aproximación y el mezclado de 

contenidos internos de vesículas lipídicas, en diferentes proporciones. Adicionalmente, el rango 

utilizado de fracciones molares de nanopartícula para inducir la fusión de membranas, se 

corresponde con fracciones molares de MNP-OA ensayadas en monocapas mixtas con lípidos 

puros en estudios previos realizados por el presente grupo de investigación.84 En los mismos, 

monocapas obtenidas para una mezcla MNP-OA/POPC en XMNP-OA= 0,0003, evidenciaron un 

comportamiento de expansión del film experimental con respecto al film ideal. Este fenómeno se 

condice con un comportamiento de fluidización o incremento en la elasticidad del film lipídico en 

presencia de las MNP-OA y representa además una de las configuraciones ampliamente reportadas 

como requisito para que un dado compuesto actúe como agente fusogénico en la fusión de bicapas. 

Desde este punto de vista, la inserción de las nanopartículas en la bicapa en las concentraciones 

reportadas, tiene como consecuencia la disminución en la densidad de empaquetamiento de las 

moléculas de POPC que la constituyen. Acorde a los mecanismos para la inducción del mezclado 
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de bicapas; la expansión del film observada en monocapas, podría fácilmente correlacionarse con 

el “imput” de generación de defectos o perturbaciones en la bicapa, para dar lugar a la fusión.  

Las bajas concentraciones de MNP-OA necesarias para inducir fusión, no constituyeron el único 

parámetro para dar lugar a la interpretación de una sinergia entre el ácido oleico (potencial 

fusógeno) y el núcleo magnético. Los ensayos de regulación del mezclado de contenidos internos 

mediante campos magnéticos variables, demostraron que campos magnéticos del orden de los mT 

(~5% de los campos empleados en plataformas reportadas como útiles en nanomedicina28,31,78), 

son capaces modificar dinámicamente, la actividad fusogénica de las MNP-OA. Las 

nanopartículas en cuestión, evidenciaron una rápida respuesta al estímulo externo durante la 

aplicación de campos magnéticos crecientes en el tiempo, y un incremento notorio en los 

porcentajes de fusión finales luego de la aplicación de un campo continuo de ~0,5 mT.  

Los estudios realizados a través de la liberación de carboxifluoresceina (CF) y el complejo 

Tb/DPA desde el interior de las vesículas hacia el medio externo, permitieron principalmente 

determinar la ausencia de cambios en la permeabilidad de las bicapas como resultado de la 

incorporación de las MNP-OA a las vesículas lipídicas. Adicionalmente, dada la sensibilidad y 

reproducibilidad del sistema MNP-OA/LUVs ante los estos ensayos de leakage realizados, fue 

posible validar la extensión del proceso de fusión en los porcentajes de mezclado de contenido 

obtenidos en los ensayos de formación de complejo Tb/DPA.   

Si bien los mecanismos de fusión precisos continúan sin ser determinados en su totalidad, las 

mediciones acerca de los cambios morfológicos en el sistema permitieron entablar importantes 

relaciones acerca de las etapas existentes en la interacción MNP-OA/bicapa. A través de los datos 

adquiridos en DLS, se determinó que cambios estructurales que conllevan a la formación de una 

segunda población de vesículas, tienen lugar a tiempos aproximados de 40 min. Si bien este tiempo 

marca el inicio medible de los procesos de reestructuración de bicapas para dar lugar a la fusión, 

se adquirió información acerca de procesos previos que ocurren a tiempos cortos y resultan 

fundamentales para la promoción de la fusión por parte de las MNP-OA. A partir de las 

modificaciones observadas en el entorno iónico de las vesículas a lo largo del tiempo (potencial 

Z), se dedujo que importantes interacciones entre las nanopartículas y las LUVs, son generadas 

desde la adición del fusógeno al medio. Dichas interacciones se corresponderían con procesos 

incorporación de las nanopartículas magnéticas en el interior o en la periferia de la bicapa lipídica 

y comprenden etapas determinantes en la promoción del evento de fusión. La proporción en la que 
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la incorporación de nanopartículas con diámetros mayores que el espesor de las bicapas lipídicas 

es capaz de ser promovida, dependerá de una multiplicidad de factores. Por ello, la determinación 

de los mecanismos de internalización probables implica considerar tanto las propiedades 

fisicoquímicas de las nanopartículas como las interacciones predominantes en la nanobiointerfase 

LUVs/MNP-OA. Si bien lograr una determinación precisa acerca de las vías de incorporación de 

las nanopartículas a las bicapas requerirá estudios más profundos, mediciones a través de técnicas 

de microscopía diversas, permitieron corroborar que las MNP-OA son capaces de entablar una 

interacción efectiva con las membranas lipídicas.    

Ensayos realizados por TEM confirmaron la presencia de las MNP-OA en la superficie de las 

LUVs y procesos de reestructuración de las bicapas a tiempos intermedios, fundamentados en los 

valores calculados de los índices de polidispersidad (PDI) a partir de mediciones en el tiempo. Con 

el fin de confirmar esta posible interacción de las MNP-OA con la membrana lipídica, se llevaron 

a cabo estudios en microscopía confocal por medio del marcado fluorescente de las nanopartículas 

y su incubación a tiempos cortos, con vesículas unilamelares gigantes (GUVs) obtenidas por el 

método de electroformación. Las observaciones realizadas por medio de la co-localización de 

canales permitieron identificar un fenómeno de internalización efectiva de las MNP-OA en la 

bicapa de las vesículas.  

Habiendo determinado la localización de las nanopartículas y teniendo en cuenta los procesos 

observados a través de todas las técnicas empleadas para la determinación de la fusión mediada 

por las nanopartículas hidrofóbicas, es posible proponer un mecanismo para la acción fusogénica 

del sistema bajo estudio. En una primera instancia las MNP-OA parecieran interaccionar 

activamente con las vesículas, llevando a cabo un proceso de anclaje e internalización en la bicapa 

lipídica. Esta primera etapa, puede definirse como el primer proceso formal de fusión en el cual 

las nanopartículas son capaces de atravesar la primer barrera de energía del sistema, asociada a la 

solvatación de las mismas en el dominio hidrofóbico interno de las membranas lipídicas de manera 

total o parcial.80 Debido al diámetro que presentan las MNP-OA (~10,7 nm), una internalización 

parcial puede ser quizás la explicación más racional. Sumado a ello, es probable que las cadenas 

de OA sean capaces de interactuar con las cadenas lipídicas de los fosfolípidos de membrana de 

manera tal que las MNP-OA intervienen de más de una forma durante su desempeño en el proceso 

de fusión. Por un lado, permiten la generación de defectos y fluidización de las membranas 

necesarias para dar lugar a los arreglos subsiguientes característicos de la fusión. Por el otro, el 
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incremento en el número de dominios hidrocarbonados en la región intermembrana, cataliza en 

cierta forma la aproximación de membranas opuestas por medio de gradientes de depleción de 

moléculas de agua (efecto hidrofóbico). Cualquiera sea la interacción predominante, el hecho de 

que la aplicación de campos externos sea capaz de promover los cambios dinámicos observados 

en el proceso de fusión, da a entender también que las MNP-OA son capaces de modificar la 

estructura y las propiedades de las membranas lipídicas. Comportamientos de ésta índole, han sido 

reportados como característicos de estructuras donde las nanopartículas se encuentran formando 

parte de las vesículas lipídicas.31,34 De igual manera, la saturación en la fusión observada al 

incrementar las concentraciones de fusógeno añadido, puede estar relacionada con una saturación 

en la internalización o anclaje de las nanopartículas a las vesículas para promover los procesos en 

cuestión. Dadas las diferencias obtenidas en cuanto a las velocidades iniciales determinadas para 

los procesos de agregación y mezclado de contenidos internos, es probable que en las 

concentraciones de vesícula lipídica trabajadas, el proceso de agregación o acercamiento de 

vesículas opuestas sea el limitante de la velocidad y promoción del proceso de fusión mediado por 

MNP-OA en el caso aquí estudiado.   

Tanto la internalización de las nanopartículas a la bicapa como el proceso de contacto de 

vesículas opuestas subsiguiente, pueden estar mediados por fenómenos de interdigitación de 

cadenas lipídicas OA/bicapa. De esta forma, las MNP-OA son capaces de generar los defectos 

estructurales o frustraciones topológicas necesarias para dar lugar a la transición de fases L→HII. 

Posteriormente, la unión de ambas bicapas es efectivamente promovida junto con el mezclado de 

contenidos vesiculares, que transcurre sin pérdidas detectables de volúmenes internos.  

Si bien existen aún una gran variedad de factores a explorar a nivel mecanístico, es posible 

concluir que las nanopartículas magnéticas hidrofóbicas aquí estudiadas, representan un potencial 

sistema altamente sensible y de respuesta controlada para la inducción de procesos de fusión de 

membranas. El fácil y rápido control en las proporciones en las que se produce la fusión mediada 

por las MNP-OA las convierte en una plataforma novedosa con un gran potencial en aplicaciones 

biomédicas y biotecnológicas.   
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V.1- CONCLUSIÓN GENERAL Y PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

En el marco de la presente tesis de doctorado se llevó a cabo un estudio exhaustivo acerca de la 

interacción entre nanopartículas de plata y nanopartículas de magnetita, ambas de naturaleza 

hidrofóbica, con biomembranas modelo. El estudio de estas interacciones tuvo como objetivo 

fundamental, hacer un aporte al conocimiento de las diferentes fuerzas motrices, factores y 

fenómenos que regulan el comportamiento entre nanopartículas y membranas biológicas usando 

sistemas supramoleculares complejos. Dado que los fosfolípidos representan el constituyente 

mayoritario de las membranas biológicas, los modelos de biomembrana aquí descriptos 

(monocapas de Langmuir, monocapas soportadas, liposomas, etc.) representan sistemas eficaces 

que permitieron llevar a cabo los ensayos pertinentes para dilucidar los principales actores 

intervinientes en la interacción con las nanopartículas. El entendimiento de los procesos que 

gobiernan las nanobiointerfases entre las nanopartículas desarrolladas con fines biotecnológicos y 

las diferentes estructuras presentes en medios biológicos, es necesario para poder llevar a cabo el 

diseño racional y controlado de estos nanomateriales a fin de alcanzar su mayor potencial en el 

desempeño de las aplicaciones biomédicas, terapéuticas, cosméticas, etc., para las cuales son 

requeridos. 

Con este objetivo, y a lo largo de las primeras etapas del desarrollo de este trabajo, se 

optimizaron rutas de síntesis y purificación de las nanopartículas bajo estudio: AgNP-OA y MNP-

OA de manera controlada y reproducible. Las diferentes técnicas de caracterización empleadas 

permitieron a la vez, obtener información valiosa sobre la morfología, tamaño y propiedades 

fisicoquímicas de las nanopartículas sintetizadas Adicionalmente, se calcularon las masas molares 

de los nanomateriales sintetizados por medio de la información derivada de estas técnicas. De esta 

forma fue posible contar con un detalle preciso de las propiedades y cantidades de las 

nanopartículas que fueron enfrentadas a los modelos de biomembranas. 

Dado el reconocido potencial que las AgNPs poseen como agentes antimicrobianos y los 

esfuerzos que se han puesto para entender los mecanismos mediante los cuales son capaces de 

ejercer dicha actividad, se propuso estudiar a las AgNP-OA como potencial plataforma biocida en 

entornos lipofílicos, y determinar las variables que regulan las tasas de actividad que presentan. 

Los ensayos en monocapas de Langmuir de films de AgNP-OA y films mixtos conformados por 
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diferentes mezclas AgNP-OA/lípido (y mezclas de lípidos), permitieron determinar que las 

nanopartículas de plata hidrofóbicas son estables en la interfase aire/agua, y que las mismas, son 

capaces de inducir un efecto de expansión de los films lipídicos con incremento de su elasticidad 

en el plano (fluidización). Se corroboró que las AgNP-OA producen un mayor desorden a nivel 

molecular en las fases líquido-condensadas (LC) que en las fases líquido-expandidas (LE). 

También pudo conocerse que la interacción de estas NPs frente a modelos de biomembranas con 

coexistencia de fases, conlleva a una mayor permanencia de las fases LE, que se prolongan hasta 

presiones superiores respecto a lo que se observa en ausencia de las AgNP-OA. Esta 

reorganización fue observada en los ensayos de la interacción de las AgNP-OA frente a un modelo 

de biomembrana que simula la composición del estrato córneo (SCM) de la piel. En este último 

caso, las AgNP-OA produjeron un demezclado de los constituyentes que conllevó a una 

disminución en el empaquetamiento de los lípidos y a un incremento en la elasticidad de un film 

con fase altamente condensada (ordenada). Este efecto es importante debido a que las AgNP-OA 

podrían modificar la propiedad de barrera del estrato córneo. A través del empleo de monocapas 

transferidas a sustratos sólidos (modelo de Langmuir-Blodgett), se confirmó el modelo planteado 

de interacción de las AgNP-OA frente al SCM, donde estas NPs promueven (en principio) un 

efecto de reorganización estructural sobre las moléculas que conforman la capa de la piel. 

Adicionalmente, se determinó que las AgNP-OA son propensas a presentar adsorción de 

fosfolípidos sobre su superficie. Este es un aspecto que debería considerarse, al igual que se lo 

hace con las proteínas, en lo que respecta al cambio de identidad química de las nanopartículas 

cuando son expuestas a un entorno biológico. Las interacciones de adsorción constituyen uno de 

los fenómenos más importantes capaces de modificar una multiplicidad de aspectos, 

condicionando, mejorando o limitando la actividad biomédica de las nanopartículas.  

A través de ensayos de liberación de Ag+ desde las nanopartículas (una de las principales vías 

reportadas para su actividad biocida), se evaluó la capacidad de las AgNP-OA para liberar los 

iones plata en medios acuosos y lipofílicos. Estos estudios permitieron confirmar que las AgNP-

OA son capaces de liberar iones Ag+, en concentraciones biocidas y durante tiempos prolongados, 

en ambos ambientes. Si bien se requerirán más estudios para determinar la medida en la que la 

adsorción de biomoléculas puede modificar el desempeño de las AgNP-OA como agente 

antimicrobiano, los ensayos realizados en torno a la liberación de iones plata en diferentes medios, 

demostraron que mayores concentraciones de Ag+ son liberadas cuando las AgNP-OA se 
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encuentran en entornos lipofílicos (vesículas multilamelares). Es posible deducir entonces que, 

ante la presencia de membranas biológicas (o medios lipofílicos en general), estas nanopartículas 

hidrofóbicas son capaces de interactuar favorablemente, mejorando notablemente su actividad 

terapéutica. La habilidad de las AgNP-OA para disrumpir en la organización estructural de 

modelos complejos de biomembranas como el de estrato córneo, favoreciendo la expansión y el 

incremento de la elasticidad de estos films, demuestra el gran potencial que estas NPs pueden tener 

en una gran variedad de aplicaciones cosméticas y terapéuticas. 

A continuación, se llevaron a cabo estudios para determinar la capacidad de las nanopartículas 

magnéticas hidrofóbicas (MNP-OA) para inducir procesos de fusión de bicapas lipídicas.  

Es sabido que los procesos de fusión de membranas son responsables de regular gran cantidad 

de funciones vitales de las células. Desde el punto de vista biotecnológico, numerosas 

investigaciones se han abocado al desarrollo de plataformas con aplicación en el campo de la 

fusión de membranas que permitan lograr un adecuado control en el transporte direccionado y la 

liberación final de diferentes tipos de fármacos o moléculas bioactivas. Esto ha permitido adquirir 

conocimiento acerca las propiedades de diferentes tipos de moléculas orgánicas, fármacos y 

cationes metálicos (entre otros), para promover procesos de fusión. Dentro de este tipo de 

moléculas con actividad fusogénica (agentes fusogénicos), se encuentra el ácido oleico (OA), 

utilizado en la síntesis de muchos nanomateriales como ligando de funcionalización o agente 

estabilizante, como es el caso de las nanopartículas aquí estudiadas.  

La interacción favorable frente a films lipídicos de diversa composición que las MNP-OA han 

demostrado poseer a través de estudios previos (monocapas de Langmuir) en el laboratorio, 

sumado a las propiedades superparamagnéticas corroboradas mediante los ensayos de 

caracterización y la presencia de un ligando de reconocida actividad fusogénica como parte de su 

estructura, se hipotetizó la idea de que estas nanopartículas tendrían las aptitudes necesarias para 

ser evaluadas como promotores de procesos de fusión controlada de bicapas lipídicas. Empleando 

liposomas como modelos de biomembrana, se llevó a cabo el estudio de la interacción entre las 

MNP-OA y las vesículas lipídicas, con el fin de identificar procesos de reestructuración de bicapas 

asociados a fenómenos de fusión.  

Como resultado de los diversos ensayos realizados con respecto a los cambios en los tamaños, 

cinética de agregación y mezclado de contenidos internos, fue posible corroborar que las MNP-

OA son, en efecto, capaces promover la fusión de bicapas lipídicas. Los ensayos de mezclado de 
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contenidos internos y turbidimetría permitieron identificar claras diferencias asociadas a la cinética 

de procesos de aglomeración y mezclado de contenidos que indicaron que ambos procesos 

cinéticamente acoplados, dependieron directamente de la concentración de MNP-OA añadida al 

sistema. Además, por medio de ensayos de liberación de contenido interno o “leakage” se 

corroboró que los procesos de reestructuración de las bicapas que median las nanopartículas, 

transcurren sin pérdidas detectables de contenido interno.  

Sin embargo, es sabido que en la fusión de bicapas promovida por agentes externos puede 

transcurrir con la disrupción de la estructura organizacional de las moléculas de la bicapa a través 

de procesos como la internalización de estas estructuras en la bicapa, mediada por diferentes 

fuerzas como van der Waals, efecto hidrofóbico, etc. Debido a ello, se realizaron mediciones a 

través de diferentes técnicas de microscopía en las vesículas lipídicas mediante las cuales de 

determinó que las MNP-OA interactúan con los lípidos de bicapa, anclándose a ellos y, 

posiblemente, incorporándose en determinadas proporciones a la bicapa lipídica. Si bien la 

determinación del grado de interacción entre las nanopartículas y las membranas de los liposomas, 

requerirá una mayor cantidad de estudios a futuro, el hecho de poder aseverar una interacción 

efectiva, arroja luz acerca de los mecanismos más probables que pueden tener lugar en la 

interacción fusógeno-membrana bajo estudio. Teniendo en cuenta que el ácido oleico está definido 

como el principal promotor del proceso de fusión, y considerando el anclaje observado de las 

MNP-OA a las membranas de las vesículas, es evidente que una gran parte de estos mecanismos 

se encuentran mediados por interacciones hidrofóbicas de las cadenas de OA que exponen las NPs 

al medio y los fosfolípidos de las biomembranas.  

La pregunta que surge entonces es: el núcleo magnético, ¿es capaz de intervenir activamente en 

la regulación del proceso de fusión? La respuesta a este interrogante se obtuvo de los experimentos 

de mezclado de contenidos internos bajo la aplicación de campos magnéticos variables de baja 

intensidad. Tal como fue demostrado durante los ensayos correspondientes, la aplicación de los 

estímulos magnéticos externos, al sistema MNP-OA/LUVs, indicó la presencia de una respuesta 

dinámica de las nanopartículas en las proporciones en las que se produce el mezclado de 

contenidos internos, obteniéndose para cada campo aplicado un incremento diferente de los 

porcentajes de fusión alcanzados. La aplicación de un campo constante durante los experimentos 

de mezclado de contenidos, produjo un incremento notorio en el porcentaje de fusión obtenido, 
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con respecto al que se obtiene para una mezcla MNP-OA/LUVs en iguales concentraciones de 

nanopartículas, en ausencia de campos magnéticos.  

Considerando fundamentalmente dos cuestiones relevantes es posible deducir una respuesta al 

interrogante antes planteado. En primer lugar, es claro que las nanopartículas son capaces de 

responder inmediatamente a campos aplicados de intensidades bajas (~5% de campos empleados 

en aplicaciones de biomedicina), promoviendo un mayor porcentaje de fusión de bicapas lipídicas. 

En segundo lugar, la fracción molar de OA (XOA) que aportan las MNP-OA en la máxima 

concentración de nanopartícula incorporada a las LUVs, es cuatro órdenes de magnitud menor que 

las informadas como concentraciones fusogénicas de OA en bulk. Dadas estas circunstancias, 

podría decirse que el núcleo de las MNP-OA no solo interviene en el proceso de fusión de bicapas 

como resultado del efecto que el campo magnético induce en el núcleo de las partículas 

(calentamiento, ultrasonido, por ej.), sino también de manera activa como entidades discretas 

probablemente por la forma en la que permiten a los ligandos OA llevar a cabo el anclaje y 

posterior mezclado de las bicapas lipídicas.  

Teniendo en cuenta el comportamiento observado en la fusión promovida por las MNP-OA y la 

mecánica reportada para el cumplimiento de estos procesos, es factible asumir que la 

reestructuración de los lípidos de la biomembrana que se produce durante este evento conlleva a 

un incremento de la elasticidad de las bicapas, necesaria para favorecer termodinámicamente la 

promoción de la fusión. El comportamiento de incremento en la elasticidad de las membranas, 

también pudo deducirse de las observaciones realizadas en monocapas mixtas de MNP-OA y el 

fosfolípido POPC, constituyente de las vesículas unilamelares ensayadas en los experimentos de 

fusión. La expansión o incremento en la elasticidad de las monocapas de POPC, es en este caso 

producida por las MNP-OA en fracciones molares similares que las ensayadas en los experimentos 

de fusión. Dado que a presiones superficiales próximas a 30 mN/m el comportamiento en films en 

la interfase aire/agua es contrastable con el comportamiento evaluado en bicapas lipídicas, la 

similitud en el comportamiento observado entre ambos modelos permite confirmar el tipo de 

interacciones que tienen lugar entre las MNP-OA y la bicapa de las vesículas lipídicas. 

Al comparar el comportamiento observado para nanopartículas de plata y nanopartículas 

magnéticas recubiertas con ácido oleico en la interfase aire/agua, y su desempeño en la interacción 

frente a diferentes fosfolípidos y mezclas de fosfolípidos, es claro que existen marcadas diferencias 
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que confirman que el núcleo de las nanopartículas tiene una alta influencia en el desempeño de las 

interacciones establecidas entre las NPs y las biomembranas.   

Como corolario principal de esta tesis, ha sido posible demostrar que el núcleo de las 

nanopartículas hidrofóbicas con igual funcionalización superficial juega un papel fundamental en 

las interacciones con biomoléculas como lo son los fosfolípidos constituyentes de las membranas 

biológicas. Además, la funcionalización impartida por ligandos de naturaleza hidrofóbica les 

confiere a las nanopartículas la capacidad de interactuar activamente con modelos de 

biomembranas de diferentes maneras, siendo fáciles de incorporar en entornos lipofílicos en 

proporciones y velocidades regulables. Su alta estabilidad en medios lipofílicos o entornos 

biológicos de composición fosfolipídica variada, les permiten a las nanopartículas hidrofóbicas 

con propiedades ópticas, antimicrobianas, magnéticas y fusogénicas, ejercer una actividad que 

puede ser regulada según los tiempos de exposición a dichos ambientes o por acción de estímulos 

externos como la aplicación de campos magnéticos de intensidad variable.  

Las potencialidades presentadas por las nanopartículas estudiadas dentro de la presente tesis 

doctoral, así como el conocimiento obtenido acerca de los diferentes mecanismos de interacción 

frente a los modelos de biomembranas ensayados, contribuirá en el futuro a generar un diseño 

controlado y racional de nuevas plataformas con aplicación en el campo de las nanobiociencias y 

diversas terapias biomédicas. 
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IA- Cálculo del número de LUVs y MNP-OA empleadas en los ensayos de fusión y su relación 

en áreas 

 

El área que ocupa una molécula de POPC a 30 mN/m, presión a la cual se encuentran 

empaquetadas las moléculas de fosfolípido en una bicapa1, puede considerarse como 𝐴30 𝑚𝑁/𝑚
𝑃𝑂𝑃𝐶 =

0,63 𝑛𝑚2/𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐.2 

Considerando la superficie de una esfera, 𝑆 = 4𝜋𝑟2, el valor obtenido para la superficie externa 

de una LUV de un diámetro aproximado de 108 nm (r= 54 nm), es de 𝑆𝐿𝑈𝑉𝑠 = 36644 𝑛𝑚2. 

Por ende, el número de moléculas de POPC que forman parte de una hemicapa de la LUV puede 

estimarse como, 

36644 𝑛𝑚2

0,63 𝑛𝑚2
= 58165 𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑃𝑂𝑃𝐶 (ℎ𝑒𝑚𝑖𝑐𝑎𝑝𝑎 𝑑𝑒 1 𝐿𝑈𝑉) 

Haciendo la suposición de que ambas hemicapas del liposoma están constituidas por el mismo 

número de moléculas de fosfolípido, se puede estimar que la cantidad de moléculas de POPC que 

forman un liposoma es, 

 

N° de moléculas de POPC en la bicapa=  2 x N° de moléculas de POPC en una hemicapa 

N° de moléculas de POPC en la bicapa= 116330 moléculas de POPC 

 

Considerando un ensayo estándar donde se mezcla típicamente un volumen de 250 μL de 

dispersión de LUVs, cuya concentración inicial en POPC fue determinada como 44 M, con 5 μL 

de MNP-OA cuya concentración inicial fue 3 μM se obtienen en la mezcla las siguientes fracciones 

molares XMNP-OA= 0,0014, XPOPC= 0,9986.  

Calculando el número total de moléculas de POPC presente en la dispersión, y considerando el 

número de moléculas de POPC que conforman una vesícula, se puede estimar el número de LUVs 

presentes en la dispersión,   

1000 mL    ⎯⎯⎯   44 x 10-6 mol POPC 

0,250 mL    ⎯⎯⎯   X= 11 x 10-9  mol POPC 
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11 x 10-9  mol POPC x 6,02 x 1023 = 6,62 x1015 moléculas de POPC 

El número total de LUVs es,  

 

𝑁º 𝑑𝑒 𝐿𝑈𝑉𝑠 =
6,62 𝑥 1015 𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠

116330 𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑃𝑂𝑃𝐶
= 𝟓, 𝟔𝟗 𝒙 𝟏𝟎𝟏𝟎  

 

Por otra parte, respecto a las nanopartículas se puede hacer la misma estimación, 

 

1000 mL MNP-OA   ⎯⎯⎯   3 x 10-6 mol MNP-OA 

5 x 10-3 mL MNP-OA   ⎯⎯⎯   X= 1,5 x 10-11 mol MNP-OA 

El número total de partículas presentes en el sistema es, 

1,5 x 10-11 mol MNP-OA x 6,02 x 1023 = 9,03 x1012 MNP-OA 

 

Tal como se mencionó anteriormente la superficie expuesta por un liposoma es,  

𝑆𝐿𝑈𝑉𝑠 = 36644 𝑛𝑚2 

 

Realizando el mismo cálculo para las MNP-OA (r= 5,4), se tiene que, 

𝑆𝑀𝑁𝑃−𝑂𝐴 = 366,4 𝑛𝑚2  

 

De manera que teniendo en cuenta la cantidad de entidades disponibles en el medio (número de 

LUVs= 5,69 x 1010, número de MNP-OA= 9,03 x1012) y la superficie total que son capaces de 

exponer de manera individual, es posible determinar que la superficie total que ofrecen tanto LUVs 

como MNP-OA son las siguientes: 

 

𝑆𝐿𝑈𝑉𝑠
𝑇𝑂𝑇𝐴𝐿 = 2,08 𝑥 1015 𝑛𝑚2 

𝑆𝑀𝑁𝑃−𝑂𝐴
𝑇𝑂𝑇𝐴𝐿 = 3,31 𝑥 1015 𝑛𝑚2 

 

Esto quiere decir que, en las concentraciones presentes de cada una de las entidades, las MNP-

OA se encuentran prácticamente en una relación 1:1 en superficie con respecto a las vesículas. 

Este hecho, justifica su amplia probabilidad de cubrir toda la superficie de las LUVs a las cuales 

se enfrentan.  
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Traduciendo esto a fracciones de superficie expuesta por las MNP-OA, respecto a la superficie 

total queda, 

𝑋𝑀𝑁𝑃−𝑂𝐴
𝑆 =  

𝑆𝑀𝑁𝑃−𝑂𝐴  

(𝑆𝑀𝑁𝑃−𝑂𝐴 +  𝑆𝐿𝑈𝑉𝑠)
 

 

para la condición en donde se utilizan 250 L de LUVs con [POPC]= 44 M y 5 L de MNP-

OA 3 M (XMNP-OA= 0,0014), la fracción de superficie ofrecida por MNP-OA con respecto a la 

superficie total presente en el sistema es  

 

𝑋𝑀𝑁𝑃−𝑂𝐴
𝑆 =  

3,31 𝑥 1015

(3,31 𝑥 1015 + 2,08 𝑥 1015)
= 0,61 

 

La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos para  

𝑿𝑴𝑵𝑷−𝑶𝑨
𝑺  considerando las diferentes fracciones molares de MNP-OA utilizadas en este trabajo.  

 

𝑿𝑴𝑵𝑷−𝑶𝑨 𝑿𝑴𝑵𝑷−𝑶𝑨
𝑺  

0,0001 0,12 

0,0002 0,21 

0,0003 0,26 

0,0005 0,36 

0,0007 0,44 

0,0014 0,61 
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IIA- Cálculo del volumen interno disponible y dilución de sonda Tb/DPA en el buffer externo 

 

Para 1 LUV de ~108 nm de diámetro, y cuya bicapa posee un espesor aproximado de 4 nm, se 

puede suponer que el diámetro efectivo para el interior acuoso es de  ~104 nm, es decir: r= 52 

nm.3 

Entonces, teniendo en cuenta el volumen de la esfera 𝑉 =  
4

3
𝜋𝑟3, el volumen interno de 1 LUV 

adquiere el valor de 𝑉 = 588977 𝑛𝑚3 = 5,89 𝑥 10−16 𝑐𝑚3. 

Seguidamente, de acuerdo a la cantidad de vesículas disponibles calculadas en la sección IA, el 

volumen total de contenido interno (CI) se puede considerar como, 

VTOTAL (CI) = VCI x N° de LUVs 

𝑉𝑇𝑂𝑇𝐴𝐿 (𝐶𝐼) = 5,89 𝑥 10−16 𝑐𝑚3𝑥 5,69 𝑥 1010 = 𝟑, 𝟑𝟓 𝒙 𝟏𝟎−𝟓 𝒄𝒎𝟑  

Suponiendo que la concentración de Tb3+ y DPA en el interior de las vesículas es la misma que 

la del buffer a partir del cual se preparan, 7,5 mM y 75 mM, respectivamente, y considerando 

que en los ensayos de mezclado de contenido se emplean 125 μL de cada población en un 

volumen final de 250 L, la cantidad de moles de Tb3+ y DPA presentes en el ensayo se puede 

estimar cómo, 

[𝑇𝑏3+] =
1,68 𝑥 10−5 𝑚𝐿 × 7,5 𝑥 10−3𝑚𝑜𝑙

1000 𝑚𝐿
= 1,26 𝑥 10−10𝑚𝑜𝑙 𝑇𝑏3+  

[𝐷𝑃𝐴] =
1,68 𝑥 10−5 𝑚𝐿×75 𝑥 10−3𝑚𝐿

1000 𝑚𝐿
= 1,26 𝑥 10−9𝑚𝑜𝑙 𝐷𝑃𝐴 

Si se considera el volumen final en el que estos moles de Tb3+ y DPA se encontrarán una vez 

que se incorporan las MNP-OA y el surfactante de lisis de las vesículas Tritón X-100: 

𝑉𝑓 = 250 𝜇𝐿 𝐿𝑈𝑉𝑠 + 5 𝜇𝐿 𝑀𝑁𝑃 − 𝑂𝐴 + 10 𝜇𝐿 𝑇𝑟𝑖𝑡ó𝑛 𝑋100 = 265 𝜇𝐿 

La concentración final de Tb3+ en la solución luego de la lisis de las vesículas será: 

[𝑇𝑏3+]𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 =
1000 𝑚𝐿 × 1,26 𝑥 10−10𝑚𝑜𝑙 

265 𝑥 10−3 𝑚𝐿
= 4,7 𝑥 10−7𝑀 

El factor de dilución de esta especie respecto a la concentración inicial será:  
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[𝑇𝑏3+]𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

[𝑇𝑏3+]𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
=

7,5 𝑥 10−3 𝑀

4,7 𝑥 10−7𝑀
= 𝟏𝟓𝟗𝟓𝟕 

Mientras que la concentración final de DPA luego de la lisis de las vesículas será: 

[𝐷𝑃𝐴]𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

1000 𝑚𝐿 ∗ 1,26 𝑥 10−9𝑚𝑜𝑙 

265 𝑥 10−3 𝑚𝐿
= 4,7 𝑥 10−6𝑀 

Dando un factor de dilución de: 

[𝐷𝑃𝐴]𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

[𝐷𝑃𝐴]𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
=

75 𝑥 10−3 𝑀

4,7 𝑥 10−6𝑀
= 𝟏𝟓𝟗𝟓𝟕 

Acorde a la bibliografía disponible, para una estructura de complejo Tb/DPA con coordinación 

1:1 (Tb(DPA)1(H2O)6) y 1:2 (Tb(DPA)2(H2O)3), la constante de asociación está dada por Ka= 1 x 

10-6 M-1.4 Teniendo en cuenta las concentraciones iniciales de Tb3+ y DPA presentes en cada 

población de vesículas, la concentración final aproximada de complejo Tb/DPA que puede 

formarse en un entorno confinado en el caso de un mezclado de contenidos internos sin perdida 

detectable de cualquiera de las contrapartes del complejo, está dada por la ecuación: 

𝐾𝑎 =
[𝑇𝑏(𝐷𝑃𝐴)1]

[𝑇𝑏3+] ×  [𝐷𝑃𝐴]
= 1𝑥10−6𝑀−1 

La resolución a esta ecuación empleando las concentraciones iniciales de Tb3+ y DPA da como 

resultado, una concentración aproximada de complejo Tb/DPA en el interior de las vesículas de 

5,6 x 10-4 mM.  

Cuando las vesículas fusionadas se lisan por el agregado de Tritón X-100, la dilución que 

experimentan ambas especies es de aproximadamente 15900 veces, tal como se calculó 

previamente. En esta situación, y teniendo en cuenta la nueva concentración que adquieren Tb3+ y 

DPA la concentración estimada de complejo es de 3,5 x 10-8 mM. Acorde a los espectros de 

fluorescencia adquiridos para muestras del complejo en bulk, esta concentración de complejo ya 

no es detectada por emisión de fluorescencia.  
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IIIA- Dependencia de la determinación de parámetros cinéticos con los métodos físicos de 

medición 

 

Para determinar diferentes parámetros cinéticos pueden utilizarse diferentes métodos físicos de 

medición (absorbancia, fluorescencia, turbidez, áreas de un cromatograma, etc) los cuales deben 

responder de manera lineal a los cambios medidos. En las mediciones cinéticas lo que se analiza 

son cambios de la magnitud física medida en función del tiempo y los parámetros cinéticos que se 

obtienen se independizan del método de medición. 

A modo de ejemplo, para un proceso  

 

La magnitud física medida ε, (absorbancia, fluorescencia, área de cromatograma, etc.) será la 

suma de la contribución de los 4 componentes. 

𝜀 =  𝜀𝐴 + 𝜀𝐵 + 𝜀𝑥 + 𝜀𝑌 

Cada una de las contribuciones es linealmente proporcional a la concentración individual 

𝜀𝐴 = 𝑚𝐴[𝐴]       𝜀𝐵 =  𝑚𝐵[𝐵]       𝜀𝑋 =  𝑚𝑋[𝑋]     𝜀𝑌 =  𝑚𝑌[𝑌]   

𝜀 =  𝑚𝐴[𝐴] + 𝑚𝐵[𝐵] + 𝑚𝑋[𝑋] + 𝑚𝑌[𝑌] 

 

Suponiendo que A sea el reactivo limitante, la ecuación anterior se simplifica si se expresa en 

términos de [A] 

[𝑋] = [𝑌] =  [𝐴]0 − [𝐴] 

[𝐵] =  [𝐵]0 − {[𝐴]0 − [𝐴]} 

𝜀 =  𝑚𝐴[𝐴] + 𝑚𝐵{[𝐵]0 − [𝐴]0 + [𝐴]} + 𝑚𝑋{[𝐴]0 − [𝐴]} + 𝑚𝑌{[𝐴]0 − [𝐴]} 

 

De manera tal que al comienzo de la reacción (t0)  

[𝑋] =  [𝑌] = 0 



APÉNDICE 

248 
 

𝜀0 =  𝑚𝐴[𝐴]0 + 𝑚𝐵[𝐵]0 

Al final de la reacción (t∞) 

[𝐴] = 0  𝜀∞ = 𝑚𝐵{[𝐵]0 − [𝐴]0} + 𝑚𝑋[𝐴]0 + 𝑚𝑌[𝐴]0 

Los cambios en [A] se pueden relacionar con ε tomando por ejemplo la diferencia entre ε∞ y ε0  

𝜀∞ − 𝜀0 =  𝑚𝐵[𝐵]0 − 𝑚𝐵[𝐴]0 + 𝑚𝑋[𝐴]0 + 𝑚𝑌[𝐴]0 − 𝑚𝐴[𝐴]0 − 𝑚𝐵[𝐵]0 = 𝑚[𝐴]0 

 

Teniendo en cuenta la notación:    𝑚 = −𝑚𝐴 − 𝑚𝐵 + 𝑚𝑋 + 𝑚𝑌 

Se derivan las siguientes ecuaciones: 

𝜀∞ − 𝜀0 = 𝑚[𝐴]0 

𝜀∞ − 𝜀0 = 𝑚[𝐴] 

𝜀 − 𝜀0 = 𝑚{[𝐴]0 − [𝐴]} 

De manera alternativa, es posible expresar las concentraciones en términos de los valores de ε 

[𝐴] =
𝜀∞ − 𝜀

𝑚
 

[𝐴]0 =  
𝜀∞ − 𝜀0

𝑚
 

[𝐴]0 − [𝐴] =  
𝜀 − 𝜀0

𝑚
 

Substituyendo estas ecuaciones en las ecuaciones de velocidad integradas, es posible obtener las 

constantes de velocidad en términos de los valores de ε sin ningún cálculo directo de las 

concentraciones.  

Así, para una reacción de primer orden como las ensayadas en el presente trabajo de tesis: 

     ln
[𝐴]

[𝐴]0
=  −𝑘𝑡         

                                                 ln
(𝜀∞−𝜀)

(𝜀∞−𝜀0)
=  −𝑘𝑡 
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