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RESUMEN

En esta tesis se realizd un estudio acerca de la interaccion entre nanoparticulas (NPs)
hidrofobicas y diferentes modelos de biomembranas, a los fines de aportar conocimientos que
permitan el futuro disefio 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 nanoparticulas
de plata y nanoparticulas magnéticas, ambas funcionalizadas con una monocapa de acido oleico,
denominadas AgNP-OA y MNP-OA, respectivamente. Las nanoparticulas se caracterizaron
exhaustivamente a través de diversas técnicas para determinar su estructura y propiedades. UV-
Visible permitié corroborar las propiedades Opticas de las AQNP-OA y ensayos de magnetometria
(VSM), determinar las propiedades magnéticas de las MNP-OA. Adicionalmente, se emplearon
técnicas de espectroscopia infrarroja (FT-IR), andlisis termogravimétrico (TGA), microscopia de
transmision electronica (TEM), espectroscopia de fotoelectrones de rayos-X (XPS) y difraccion
de rayos-X de polvo (p-XRD) con las cuales fue posible acceder a informacion detallada sobre la
morfologia y las caracteristicas estructurales de las nanoparticulas que fueron luego, utilizadas en
los ensayos frente a modelos de biomembranas. Estos resultados se presentan en el capitulo I1.

En el capitulo 111, se evaluo la capacidad de las AgNP-OA para incorporarse en biomembranas
modelos y desempefiarse como potenciales agentes antimicrobianos en entornos lipofilicos. Para
ello, se estudid la interaccion de las AgNP-OA con fosfolipidos y mezclas de fosfolipidos
empleando monocapas de Langmuir como sistema modelo de membranas. A estos ensayos, se
adiciono el estudio la interaccion de las AQNP-OA con un modelo de biomembrana que simula la
composicién del estrato corneo de la piel (SCM). La interaccion AgNP-OA/SCM se evalud 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 reestructuracion en la organizacion molecular de los films
lipidicos 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

fosfolipidos (y mezclas de ellos), fue posible determinar que existe una estrecha relacion entre el
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tipo de interaccion que se establece entre las nanoparticulas y las biomembranas, y la naturaleza
del nacleo o core que conforma las NPs.

Conociendo que la identidad quimica de los nanomateriales puede modificarse ante su
interaccion con biomoléculas, hecho muy conocido para proteinas pero no informado en la
literatura para lipidos de membrana, se evalud la composicion de las AgNP-OA luego de su
interaccion con fosfolipidos, las moléculas mas abundantes en el entorno que ofrecen las
membranas celulares. Luego de la interaccion AgNP-OA/fosfolipidos presentes en vesiculas
multilamelares, se realizaron ensayos para evaluar la adsorcién de fosfolipidos sobre la superficie
de las NPs mediante XPS. Estos estudios mostraron que fosfocolinas son capaces de adsorberse
en ciertas proporciones sobre el nucleo metélico, sin desplazar de manera significativa al 4cido
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 liberacion de iones Ag* desde el
nucleo metélico, se cuantifico la liberacion de estos iones desde las AGNP-OA por medio de una
técnica colorimétrica empleando espectrofotometria UV-Visible. Los resultados encontrados
indicaron que las AgNP-OA son capaces de ejercer una liberacién prolongada de iones Ag* en el
tiempo, en concentraciones reportadas como antimicrobianas.

En el capitulo 1V se evalud la capacidad de las MNP-OA para promover procesos de fusion de
bicapas lipidicas 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 fusion de vesiculas. Se adquirio, ademas, informacion importante acerca de las
proporciones, cinética'y morfologia de la reestructuracion molecular que experimentan las bicapas
lipidicas en presencia de diferentes concentraciones de nanoparticula.

Estudios realizados por DLS y potencial Z demostraron que existe un notorio proceso de
reestructuracion de las bicapas de los liposomas luego de incorporar las MNP-OA. Esta
reestructuracion conllevo en primera instancia, a la obtencion de vesiculas de tamafios mas grades,
y pequefias modificaciones de los potenciales de doble capa en las vesiculas. Por medio del ensayo
estandar de mezclado de contenidos internos, visualizado por la formacion del complejo
fluorescente Th**/DPA, se demostrd que las MNP-OA inducen fusion y el mezclado de los
contenidos internos de las vesiculas. Tanto en este caso como en mediciones realizadas por
turbidimetria (espectrofotometria de absorcién), fue posible determinar que la cinética y las

proporciones en las que se llevan a cabo los procesos de agregacion y fusién de las vesiculas, son
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dependientes de la concentracion de MNP-OA incorporada a las estructuras lipidicas. Ensayos
para la medicion del grado de cambio en la permeabilidad de las vesiculas hicieron posible
corroborar que las NPs inducen un proceso de fusion de bicapas lipidicas que transcurre sin
pérdidas aparentes de contenido interno.

Aprovechando las caracteristicas superparamagnéticas de las MNP-OA, se evalué la fusion de
vesiculas lipidicas en presencia de campos magnéticos de intensidades variables. Como resultado
de estos estudios se encontr6 que las MNP-OA, son capaces de modificar de manera dindmica, las
proporciones en las que se produce el mezclado de contenidos internos ante la aplicacion de
campos magnéticos de intensidad baja. De esta manera fue posible obtener un incremento
aproximado del 20 % en el rendimiento del proceso de fusion.

Por altimo, se realizaron diversos estudios a través de técnicas de microscopia, destinadas a
determinar la localizacion de las MNP-OA en los liposomas en el proceso de fusion. Utilizando
TEM, se confirmd que las MNP-OA se ubican preferentemente sobre las bicapas lipidicas, a lo
largo de toda la estructura de los liposomas. Seguidamente, un mayor detalle se obtuvo de
mediciones de microscopia confocal de fluorescencia, donde a través del empleo de fluoroforos
de marcacion fue posible realizar experimentos de co-localizacién de sondas fluorescentes para
determinar la localizacion precisa de las MNP-OA en el medio vesicular. Como resultado de estos
estudios, se confirmé que las MNP-OA interacttan efectivamente con la bicapa de las vesiculas
lipidicas por medio de lo que podrian suponerse, interacciones hidrofdbicas sin producir cambios
morfoldgicos detectables.

En el capitulo V, se exponen las conclusiones generales acerca del trabajo realizado en esta tesis
doctoral. Los hallazgos aqui logrados, nos permitieron obtener el conocimiento suficiente acerca
de las interacciones entre nanoparticulas hidrofobicas y sistemas de biomembranas modelo, como
para proponer diferentes mecanismos de accion e interaccién entre ambas estructuras, que
permitan contribuir y guiar el desarrollo de sistemas de nanoparticulas con aplicaciones en el

campo de la biomedicina y la nanobiotecnologia.
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CAPITULO |

Introduccion general

RESUMEN

En este capitulo introductorio se abarcaran aspectos tedricos fundamentales para el marco
contextual en el que se situa el presente trabajo de tesis. Dichos aspectos tienen en cuenta los
avances en el disefio de plataformas nanobiotecnoldgicas para su implementacion en las ciencias
biomédicas y areas afines. Se expondran ademas los diferentes desafios que plantea el desarrollo
de nanoparticulas (material bajo estudio) para aplicaciones de esta naturaleza y las principales
metodologias que son empleadas para el estudio, entendimiento y caracterizacion de las
interacciones entre nanoparticulas y membranas lipidicas. Por Gltimo, se detallaran los objetivos

generales que seran desarrollados a lo largo de esta tesis doctoral.



CAPITULO I

I.1- Paradigmas y fronteras de la nanotecnologia. Hacia la investigacion y el desarrollo en

tecnologias de interés biomédico

La nanotecnologia representa uno de los campos de mayor desarrollo cientifico y tecnoldgico 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 afio 1857 (soluciones
coloidales de oro), el origen de la nanotecnologia se asocia usualmente a las ideas expuestas por
Richard Feynmann en el afio 1959. En su conferencia “There’s plenty of room at the bottom”, €l
fisico norteamericano visiond por primera vez, la idea de manipular particulas o materiales a escala
molecular y atomica. Sin embargo, el término “nanotecnologia” fue acufiado en 1974 por el
cientifico de la Universidad de Tokio, Norio Taniguchi, en su trabajo titulado “On the Basic
Concept of Nanotechnology”. El catedratico describid estructuras con dimensiones ultrapequefias
de alta precision, y pronostico su aplicacion a futuro en circuitos integrados y dispositivos de
memoria computacional. Méas adelante la nanotecnologia fue definida por el National Health
Institute (NHI, 2000) como la ciencia encargada de la investigacion y el desarrollo tecnologico a
niveles atdbmicos, moleculares o0 macromoleculares en un rango de tamafios de 1 a 100 nm con el
fin de proveer el entendimiento de los fendmenos 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 disponia de mayor informacién y conocimiento
sobre su desempefio inteligente, capaces de mediar respuestas selectivas y organizadas, eran nada
mas ni nada menos que las biomoléculas. Consecuentemente, algunos de los méas grandes
progresos que realizo el area en cuestion, no devinieron de otra fuente sino de la imitacion del
comportamiento y propiedades de estructuras biologicas. Virus, péptidos, ADN, y células como
los eritrocitos, entre otros, han constituido algunos de los primeros bloques de construccion en el
desarrollo de plataformas a escala nanométrica o nanomateriales (NMs). Asi, con el transcurso de
los afios la nanotecnologia no sélo se ha convertido en uno de los campos lider en investigacion y
produccion cientifica, sino que también ha permitido el desarrollo de nuevas metodologias para la
fabricacion y caracterizacion de plataformas con aplicaciones biotecnolégicas, dando lugar a lo
que se conoce hoy en dia como nanobiotecnologia.l?

La fabricacion 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 nanotecnologia. En métodos
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de bottom up, los nanomateriales se desarrollan por medio de la construccion a partir de &tomos o
moléculas de forma controlada y por medio de la regulacion de las propiedades termodindmicas y
cinéticas como autoensamblaje, precipitacion y cristalizacion. Por otra parte, los métodos de top
down involucran el desarrollo de las estructuras nanométricas a través de metodologias de
reduccion del tamafio, tales como fotolitografia, nanomoldeado, litografia y nanofluidica.® Los
diferentes métodos disefiados para la fabricacion de los NMs, tienen su base en estos dos
paradigmas emergentes y dependen ademas de la estructura y las propiedades fisicoquimicas del

material bajo desarrollo (Figura 1.1.1).
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Figura 1.1.1. 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 reduccién del tamafio tiene un rol crucial en lo que respecta a aplicaciones
biotecnoldgicas y farmacéuticas. Por ejemplo, particulas de un tamafio aproximado de 12 nm de

diametro, son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica, y nanomateriales con tamafios del
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orden de los micrémetros, pueden ser fagocitados por las células con una gran eficiencia.* Asi, las
diferentes vias endociticas por las que los NMs sean capaces de ingresar a las células dependera
de las caracteristicas estructurales como tamafio y forma, pero también de las propiedades
fisicoquimicas intrinsecas y la quimica de superficie de los nanomateriales disefiados.® Las
técnicas de sintesis actuales, han permitido una mejor manipulacion de las propiedades dpticas,
magnéticas y fisicoquimicas en general de los NMs, dando lugar a la obtencion de sistemas
multicomponente con capacidad de accion efectiva en aplicaciones teragndsticas.®

Dependiendo del método de preparacion, es posible obtener diferentes NMs tales como
nanoparticulas (NPs), nanoesféras (NSs), o nanocadpsulas (NCs). Las nanocéapsulas 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 matriz, donde la droga
se encuentra fisica y uniformemente dispersa.>*’ En los Gltimos afios se han empleado
nanoparticulas poliméricas recubiertas con ligandos biocompatibles y biodegradables (Ej.: PEG)
como potenciales sistemas de transporte de farmacos dada su habilidad para circular por el torrente
sanguineo durante tiempos prolongados, su capacidad para poder ser direccionadas a un érgano
especifico, como transportadoras de ADN en terapia génica e incluso como transportadoras de
proteinas.® Gracias a su tamafio pequefio, las nanoparticulas son capaces de atravesar la barrera
endotelial de sitios inflamados, el epitelio, tumores, etc.® La posibilidad de alternar entre diversos
tamafos y formas a escala nanométrica, les permite ademas una captacion eficiente por parte de
diversos tipos celulares y, por ende, su acumulacion selectiva en sitios especificos.!® Entre otras
de las grandes ventajas, las NPs son capaces de proteger agentes terapéuticos contra factores de
degradacion, incrementando la solubilidad y la biodisponibilidad de las drogas, disminuyendo
efectos toxicos y efectuando una liberacion continua y controlada de estos farmacos en diferentes
terapias biomédicas.®

Con todo, la era actual ha sido testigo de un avance sin precedentes del crecimiento en la
investigacion y aplicaciones de la nanotecnologia. Segun la base de datos estadistica StatNano®?,
solo en 2018 se han publicado més de 166.000 articulos cientificos relacionados con
nanotecnologia. En ese afio, la cantidad de articulos cientificos y revisiones relacionadas al area
fue equivalente al 9% de las publicaciones cientificas totales, alcanzando el valor mas alto desde
el 2014 (Figura 1.1.2A). Asimismo, la nanotecnologia ha alcanzado un gran desarrollo en

aplicaciones medicinales, diagndstico in vitro e in vivo, transporte y liberacion de farmacos, etc.
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Acorde a estadisticas emitidas por la agencia BCC Research,? las ventas globales de dispositivos
actualmente comercializados en nanomedicina incrementaron en casi 60 billones de ddlares entre
los afios 2011 y 2016. Entre los sistemas de mercado en circulacion, se encuentran nanoparticulas
poliméricas, liposomas, nanoparticulas sélido-lipido, sistemas micelares, virosomas, etc., todos
ellos para usos en terapias como anticancerigenos, antimicrobianos y cardiovasculares, por

mencionar algunos ejemplos (Figura 1.1.2B).
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Figura 1.1.2. Estadisticas informadas por diferentes portales de bases de datos. A. Porcentaje de
publicaciones en nanotecnologia en relacién a las publicaciones cientificas totales a lo largo del
tiempo. Extraido de StatNano. Statistics in nano-based science, technology, and industry
https://statnano.com/. B. Crecimiento lustral del mercado en plataformas nanobiotecnoldgicas por
area terapéutica. Extraido de BBC. Market Research Reports.

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

Paraddjicamente y pese al sinnimero de avances que se han realizado entorno a la
nanobiotecnologia durante el siglo 21, esta continta siendo un campo en estado incipiente.
Precisamente, los tiempos necesarios para que se desarrolle esta area dependen criticamente del
entendimiento de las propiedades fisicas y quimicas de los NMs disefiados. Este conocimiento es

fundamental para amalgamar los NMs a los procesos bioldgicos que intervienen en la naturaleza.
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I.2- Desafios en el disefio de nanoparticulas (NPs) para terapias biomédicas

I.2.1- Caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas

Una vasta cantidad de investigaciones en relacion al desempefio biotecnolégico de las NPs, han
permitido demostrar que las caracteristicas fisicoquimicas de estos sistemas, tales como: el
tamafio, la forma, el area superficial y la composicion quimica, juegan un rol significativo en la
determinacion de las respuestas bioldgicas obtenidas. Aunque resulta atractivo considerar las NPs
como entidades simples, las mismas son de hecho, muy complejas. Por ello, la obtencién 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.®

Cualquier nanoparticula tendra una relacion superficie a volumen (S/V) excepcionalmente alta;
principal razon de sus propiedades Unicas. En otros términos, la gran area superficial de las NPs
en relacion a su volumen total trae como consecuencia, incluso en casos de NPs simples, que la
quimica de su superficie sea totalmente distinta a la del material que compone la parte interna de
la nanoparticula. Asi por ejemplo, NPs de SiO> expondran en su superficie grupos OH fuertemente
adsorbidos, mientras que su interior carecera de dichos grupos.'* Si se compara la relacion S/V de
las nanoparticulas con la de sistemas macroscopicos 0 moléculas, se encuentra que la relacion de
S/V de las NPs, tiene valores intermedios respecto a la baja relacion S/V que poseen los materiales
macroscopicos (sistemas de solidos extendidos) y la relacion extremadamente alta que presentan
las moléculas. Esta propiedad es de vital importancia en la optimizacion de sistemas para el
transporte de farmacos y efectos terapéuticos de diversa naturaleza. Como se vera en el capitulo
111, las areas superficiales grandes en nanoparticulas metalicas dan lugar a sistemas eficientes en
tratamientos antimicrobianos, donde se logra un excelente compromiso entre captacion del
nanomaterial por parte de las células y cantidad de especies reactivas del oxigeno (ROS)
producidas, para efectuar la degradacion del ADN microbiano y otras estructuras celulares.®

Otra de las ventajas estratégicas de las nanoparticulas para el disefio de materiales biomédicos
radica en la posibilidad de otorgarles modificaciones versatiles. 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 bioldgicos. Diversas investigaciones han puntualizado este
fendmeno con el ensamblaje exitoso de sistemas de NPs de relevancia biomédica.'®t’ En materia
de composicion quimica, aspectos adicionales relacionados a la sintesis y funcionalizacion de
nanoparticulas para aplicaciones biomédicas seran abordados en el capitulo I1.

Como se menciond previamente, la forma de los NMs, juega también un papel importante en su
funcion frente a sistemas bioldgicos. Se han utilizado moldes o templates para la sintesis
controlada de nanoestructuras.’® Mediante diferentes métodos de manufactura, las nanoparticulas
pueden adquirir una multiplicidad de formas de manera homogénea o heterogénea seguin la
aplicacion 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 investigacion han explorado como la forma de los NMs afecta a la captacion
celular, especialmente por medio de la variacion de la relacion de aspecto (ej.; nanotubo,
nanoparticula, nanocubos, etc.). Los hallazgos deducidos de estas investigaciones han demostrado
que el control sobre la relacion de aspecto es un factor determinante para la captacion celular. De
igual manera, la presencia de esquinas, bordes o defectos, guarda una estrecha correlacion con la
toxicidad, debido a que el incremento en el area disponible que estas configuraciones traen
aparejadas, ayuda a la adsorcion y unién de compuestos, ademas de aumentar la produccion de
sitios para la generacion de ROS.*%20

Como se explicara en secciones posteriores, la identidad quimica de las nanoparticulas también
se vera afectada como resultado de la interaccion con las moléculas presentes en medios biologicos
(proteinas, carbohidratos, lipidos, etc.). Sin embargo, es valido aclarar en este punto, que a fin de
efectuar la eleccion adecuada del tipo de nanomaterial necesario para ejercer una determinada
actividad biomédica (biocida, terapéutica, etc.), la forma con la que los NMs deben ser disefiados
también debe tener en cuenta factores como la estabilidad de estas estructuras ante la exposicion
prolongada en medios biologicos, las caracteristicas fisiologicas a las cuales se enfrentaran y el
sitio especifico hacia donde seran direccionados.*>*° Si, por ejemplo, se requiriese su ingreso al
interior de las células, la nanoforma maés ventajosa sera aquella que le permita al nanomaterial
interactuar con las moléculas y los receptores de las membranas de la manera mas efectivay pasiva
posible para llevar a cabo la endocitosis celular.>?

Ademas, 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.'® Los microorganismos, en consecuencia, modifican su estructura celular por
medio de diversas mutaciones para evadir la captacion en este caso, de nanomateriales con una
morfologia 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.?? Asi, este tipo de NMs, puede anclarse a la pared celular de
las células bacterianas produciendo su ruptura y eliminando al microorganismo en cuestion.
Sucesivamente, muchas propiedades intrinsecas de las nanoparticulas que dependen del material
del cual se componen contribuyen a la respuesta final frente a sistemas bioldgicos y son
ampliamente explotadas a los fines de las aplicaciones para los que se destinan estos NMs. Las
propiedades dpticas han sido relevantes en el desarrollo de tecnologias como agentes para la
obtencion de imagenes y sensores. En ellas el fendmeno de oscilacion colectiva de los electrones
de la banda de conduccion de NPs metalicas (resonancia de plasmon superficial, SPR), ha sido
estudiado de tal manera que las correspondientes bandas de absorcion pueden ser modificadas para
alcanzar efectos particulares.?>?* La aplicacion de estimulos externos tales como el calentamiento
magnético o la irradiacion con luz UV, visible o IR, les confiere a las nanoparticulas magnéticas
la capacidad de alcanzar respuestas con alta sensibilidad y eficiencia en terapias de hipertermia,

resonancia magnética de imagen (MRI) y transporte direccionado de farmacos.?%2?

1.2.2- Fuerzas coloidales intrinsecas

Por definicion, las nanoparticulas constituyen una sub-fraccion de lo que se define como
“coloides” por la IUPAC.?” 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, liquido o solido. Dichos sistemas son ampliamente conocidos como dispersiones (solido en
liquido), emulsiones (liquido en liquido) y aerosoles (s6lido en gas).* Como particulas 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 particulas como del fluido. Ademas, en muchos casos es necesario considerar la capa

interfacial que cubre las particulas, no s6lo 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 funcién de estabilizantes
0 agentes pasivantes.>4

Las NPs inmersas en un determinado solvente, se comportan como sistemas dinamicos en
continuo movimiento Browniano. Esto es, se mueven espontaneamente y al azar en el medio
dispersante. Este movimiento esta definido por la ley de difusién de Einstein segun la ecuacién
1.1.1.

kT

D= —8T (1.1.2)

6N Ry

Donde kg es la constante de Boltzmann; T, la temperatura; #, el indice de viscosidad del medio,
y Rn, el radio hidrodinamico de la particula.

Si bien existen coloides termodinamicamente estables en equilibrio (2D o bidimensionales), la
mayoria de los coloides se encuentran en estados metaestables (todo coloide tridimensional o 3D),
cinéticamente controlados. Cualquier evento de colision entre dos particulas, resultara en la
agregacion y precipitacion de las nanoparticulas. De esta manera, surge la necesidad de estabilizar
la dispersion de NPs por medio de barreras de potencial que eviten la aproximacion de las
particulas. Las barreras de potencial tipicas corresponden a interacciones electrostaticas y
estabilizacion estérica.?® El primer caso esta asociado a la disposicion de cargas superficiales de
las particulas en dispersion; las mismas, poseen fuerzas ionicas altas que les confieren cargas
capaces de producir fuerzas repulsivas de largo alcance. Estas fuerzas repulsivas son las
responsables de prevenir la agregacion. La carga de la superficie en un determinado liquido puede
lograrse de diversas maneras tales como: ionizacion de grupos acidos carboxilicos o aminas,
adsorcion o unién de iones desde la solucién 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 nanoparticulas en solucion como consecuencia de estos factores,
es la responsable de dictar el comportamiento electrostatico de los nanocoloides en un determinado
medio.?® En la estabilizacion estérica, moléculas poliméricas relativamente largas se unen a la
superficie de las NPs. Bajo ciertas condiciones de solvatacion, las cadenas se extienden en
solucion, de manera tal que la barrera para la agregacion (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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ualtimas y el solvente. De esta manera, para que las particulas puedan agregarse, el solvente debe
ser eliminado de las regiones interparticula y alrededor de las cadenas. Dado que este proceso es
energéticamente desfavorable, la agregacion es subsecuentemente prevenida. En la Figura 1.1.3
se esquematizan las curvas de energia potencial en funcion de la distancia segun la teoria DLVO.
Este modelo estima las fluctuaciones de energias potenciales que atraviesa un sistema de dos
particulas en aproximacién continua, y cuya interaccion responde fundamentalmente a fuerzas
electrostaticas repulsivas y fuerzas de van der Waals atractivas.?® Dependiendo de la distancia
entre ambas particulas, las mismas se encontraran en un estado de dispersién estable (maximo de
energia potencial), en estado de agregacion irreversible (minimo primario) o en un estado de
reversibilidad metaestable (minimo secundario). Adicionalmente, propiedades como la
hidrofilicidad, hidrofobicidad, repulsion osmotica y deplecion de iones, intervienen activamente
en las fuerzas que operan en la interfase particula-medio y deben ser igualmente consideradas en
las estrategias para la estabilizacion de estos sistemas.*

Como se ha visto, muchas de las fuerzas promovidas por las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas inmersas en un determinado solvente, permiten entender gran parte del
comportamiento de este tipo de sistemas coloidales. Sin embargo, los desafios que plantea la
interaccion de las nanoparticulas frente a sistemas bioldgicos 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 quimica como la fisica de las NPs, estan

supeditadas a cambios dindmicos de diversa magnitud.
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Figura 1.1.3- Representacion esquematica del perfil de energia de interaccion en funcion de la
distancia de separacion entre dos particulas, obtenido del modelo DLVVO. 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.

1.2.3- Fuerzas en la nanobiointerfase

La nanobiointerfase comprende las interacciones fisicoquimicas dinamicas, la cinética, y los
intercambios termodinamicos entre la superficie de los nanomateriales y las superficies de los
componentes bioldgicos (por ejemplo: proteinas, membranas, fosfolipidos, vesiculas endociticas,
organelas, ADN vy fluidos bioldgicos).?}*? Bajo la existencia de todos los factores y fuerzas
involucradas en la interaccion entre las NPs y el medio en el cual se dispersan, el sistema ya en un
estado metaestable, estd sujeto ademas al ambiente inhomogéneo y dindmico que aportan las
nanobiointerfases. Esta inhomogeneidad interfacial resulta de la distribucion y las distintas
localizaciones espaciales de las proteinas, lipidos 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 suspension (fuerza ionica, pH, osmolaridad, etc.), y las

11
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NPs pueden unirse a estas biomoléculas en suspension o a la membrana celular.! De manera
reciproca, los componentes bioldgicos interactuantes pueden verse influenciados por la naturaleza
de las particulas, por ejemplo, a través de la union con ligandos de superficie, contacto con regiones
hidrofobicas o cargadas, cambios en la energia libre de superficie que induce cambios
conformacionales, o dafios oxidativos causados por ROS. En la Figura 1.1.4 se resumen algunas
de las caracteristicas mencionadas para estos sistemas y su relevancia en los procesos de
interaccion en la nanobiointerfase. En consecuencia, algunos de los principales procesos que tienen
lugar entre las nanoparticulas y los componentes bioldgicos tales como la formacion de coronas
proteicas ( “protein corona”), 0 la captacion celular por endocitosis, translocacion o incorporacion
en la superficie de las membranas, han sido explorados no sélo con fines tecnoldgicos sino también
con el objetivo de establecer principios y procedimientos para la manufactura segura de

nanobiomateriales con salida al mercado.®

Medig dispersante

Nanoparticula

Interfase -
sélido-liquido

Deplecion
osmética

Nanobiointerfase Bicapa lipidica

Figura 1.1.4. A. Fuerzas de interaccion entre NPs (electrostaticas, van der Waals, covalentes, etc.),
y otras interacciones importantes (adsorcion de biomoléculas, deplecién, etc.) en el medio en el
cual se dispersan. B. Representacion de la interfase nanoparticula-bicapa lipidica. En la imagen se
sefialan algunos de los principales componentes intervinientes en el comportamiento de la
interaccion entre los nanocoloides y las membranas celulares. Esquemas adaptados de Nel, A. E.;
Madler, 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 nanoparticula-corona proteica, es importante en la determinacion de las
propiedades finales de superficie, carga, resistencia a la agregacion y tamafio hidrodinamico de las
particulas. Las particulas unidas a proteinas en fluidos bioldgicos constituyen la nanobiointerfase
inicial que experimenta cambios dinamicos durante la movilizacion de las particulas en los
diferentes compartimentos fisioldgicos o dentro de las células. Dado que la formacion de la corona
es también un proceso competitivo donde diferentes proteinas compiten por la adsorcion en las
NPs; la cinética de asociacion/disociacién entre nanoparticulas y proteinas, y su concurrente
intercambio con proteinas libres en el medio, tiene también un rol fundamental en la elucidacion
de las interacciones predominantes con superficies bioldgicas y receptores. En suma, la
composicion y el comportamiento del complejo NP-corona proteica depende de una gran
diversidad de factores relacionados a la composicion, estructura y propiedades fisicoquimicas de
nanoparticulas y proteinas como componentes puros, a las caracteristicas de ambas entidades en
asociacion, y la naturaleza del ambiente fisioldgico en el que se encuentran (sangre, fluido
intersticial, citoplasma, etc.).3

La internalizacion en las células introduce a las NPs hacia nuevas interfases, y tanto la adhesion
como la envoltura de los coloides durante estos procesos, se encuentran reguladas por fuerzas y
fendmenos interfaciales diferentes. Para que las nanoparticulas en cuestion sean capaces de
atravesar las barreras que impiden la captacion celular, numerosas interacciones especificas y no
especificas deben llevarse a cabo dentro de los intervalos de tiempo en los que transcurre la
aproximacion y anclaje a de las NPs a la bicapa. Algunas de las interacciones especificas son
aquellas que se encuentran mediadas por ligandos de superficie que le permiten al material, su
unién con moléculas complementarias o receptores en la membrana celular. Para suplir este
propdsito, los receptores de membrana deben difundir hacia los sitios de adhesion y asistir la
formacion de un nimero critico de interacciones.®® Una vez que la unidn, ligando-receptor ha sido
efectivamente alcanzada, la interaccion cooperativa debe generar la energia suficiente como para
sobrepasar el retroceso elastico que sufre la membrana (fuerza resistiva).3®

Por otro lado, fuerzas atractivas no especificas que promueven el contacto celular resultan de las
caracteristicas intrinsecas del material como las mencionadas en 1.2.2, tales como carga
superficial, hidrofobicidad y rugosidad.®® La carga superficial cumple un rol importante en las
interacciones entre particulas y fosfolipidos con grupos polares cargados o dominios proteicos en

superficies celulares. Considerar el rol de la hidrofobicidad en la captacion celular es mas
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complicado dada la posible hidratacion de las superficies de nanoparticulas y membranas celulares.
Esto da lugar a una serie de interacciones dinamicas cuyo resultado final estd determinado por la
fuerza de las interacciones entre las moléculas de agua y la superficie de los materiales, en relacion
a los enlaces formados entre moléculas de agua. Simulaciones computacionales realizadas con
particulas de grafeno y membranas modelo han demostrado que la internalizacién de NPs
hidrofdbicas se encuentra ampliamente favorecida debido a la hidrofobicidad del espacio interno
de la membrana.®” 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 interaccién NP-célula.

1.2.4- Endocitosis celular

El entendimiento de los factores que intervienen en los procesos de envoltura e internalizacion
de NMs en las células mediados por diferentes receptores y biomoléculas, son importantes no solo
desde el punto de vista sintético y tecnoldgico sino también desde el punto de vista toxicoldgico.
Conocer los procesos que condicionan el destino de las nanoparticulas una vez internalizadas,
permite crear perfiles toxicolégicos y elucidar los efectos en la actividad biologica de los
nanocoloides transportados dentro de las células.®

Las NPs envian diferentes respuestas celulares dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas,
concentraciones intracelulares, duracion del contacto, distribuciones subcelulares e interacciones
con moléculas bioldgicas.* Las vias endociticas comunes por las cuales las particulas pueden
ingresar a las células, se resumen en la Figura 1.1.5. Si bien las particulas de tamarios
micromeétricos entran a la célula por fagocitosis 0 macropinocitosis, estas operan también en casos
donde los NMs se agregan o coalescen y adquieren tamafios mayores. La fagocitosis dirige la
formacion de protrusiones de membrana en forma de copa que gradualmente rodean y encierran a
las particulas (1.1.5a). Mientras que el tamarfio y la forma de los fagosomas, son dictados por las
particulas tomadas; en los procesos de macropinocitosis regulados por actina, la formacion de los
macropinosomas transcurre por medio de la envoltura de grandes cantidades de fluido extracelular
y particulas en la membrana plasmatica, dando lugar a estructuras con tamarios diferentes (1.1.5b).
Los materiales de tamafios nanométricos son endocitados por mecanismos de endocitosis mediada

por receptores como clatrina y caveolina.
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En la endocitosis mediada por clatrina (1.1.5d), la unién entre el agente externo (en este caso,
los NMs) y los receptores de membrana gatillan la sefial de reclutamiento mediada por adaptinas,
y la posterior formacion de hoyos recubiertos de clatrina en el lado citosélico de la membrana
plasmética. Estos hoyos se autoensamblan en estructuras poligonales cerradas que, mediante la
accion cooperativa de otras proteinas (ej.: dinamina) forman las vesiculas que seran endocitadas.
Por otra parte, la endocitosis dependiente de caveolina (1.1.5c) involucra el ensamblaje en
coberturas de caveolina en forma de horquilla en el lado citosolico de la membrana plasmatica. En
este caso, el mecanismo estd mediado por proteinas GTPasas (ej.: ARF), que se encargan del
reclutamiento de subunidades coatémeros, permitiendo la formacion estable de la vesicula
transportadora.

Tanto los procesos de endocitosis mediados por clatrina como por caveolina involucran,
cascadas de sefializacion bioguimica 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 (1.1.5e), interacciones no especificas en NPs sin ligandos conjugados (1.1.5f), y
difusion simple a través de la bicapa lipidica en el caso de nanoparticulas y moléculas con
diametros muy pequefios y del orden de ~1-5 nm (1.1.5g).%*

El rapido avance de la nanobiotecnologia ha permitido el desarrollo de nuevos métodos de
sintesis de nanoparticulas con diferentes materiales y funcionalizaciones, impartiendo un alto
control en la uniformidad de tamafios y formas. Muchas de estas NPs han manifestado un gran
potencial para gran cantidad de aplicaciones biomédicas incluyendo diagndstico in vitro/in vivo,3®
seguimiento celular (“cell tracking),* imagen molecular,*® y transporte y liberacion de farmacos

y genes.*
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Figura 1.1.5. Rutas posibles para la internalizacion de las nanoparticulas en membranas celulares.
El destino mas probable estara determinado por multiplicidad de factores, incluyendo las
caracteristicas fisicoquimicas del nanomaterial, las propiedades del medio de suspension 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.

1.3- Modelos de biomembranas para el estudio de la interaccién con nanoparticulas

La intrincada estructura dindmica de las membranas celulares, junto con la gran variedad de
interacciones y fuerzas intervinientes entre ellas y las nanoparticulas, genera la necesidad
inmediata de contar con sistemas artificiales que permitan realizar un estudio eficiente de los
procesos biofisicos (termodindmicos y morfologicos) que transcurren durante dicha interaccion.
Para ello, los modelos de biomembranas constituyen sistemas simplificados que imitan las
membranas lipidicas en los cuales, dependiendo del modelo, muchos de los parametros fisicos y
quimicos pueden ser controlados.*? Los diferentes modelos de membrana existentes resultan Gtiles
en proveer informacion complementaria a ensayos in vitro e in vivo, permitiendo una
caracterizacion sistematica de las transformaciones de la membrana como resultado de la
incorporacion de las NPs y la visualizacion de la interaccion entre ambas entidades. Tanto la

composicién como las condiciones fisiologicas y ambientales de estos modelos experimentales,
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pueden alterarse en las proporciones deseadas, a los fines de simular las condiciones biol6gicas
que pueden encontrarse en determinados compartimentos.** A continuacion, se describen
brevemente algunos de los modelos de membranas usadas para el estudio de la interaccion NP-
bicapa lipidica (Figura 1.1.6), 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.
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Figura 1.1.6. llustracion esquematica de la membrana celular y los diferentes sistemas modelos
de biomembrana. La descripcion de la membrana celular muestra la asimetria de la membrana
lipidica, los microdominios enriquecidos en lipidos particulares y aquellos inducidos por proteinas
de membrana. Los diferentes modelos de membrana imitan los arreglos lipidicos de las membranas
celulares. A- Monocapas y bicapas soportadas sobre soportes solidos (metodologia de Langmuir-
Blodgett). B- Monocapas lipidicas autoensambladas con una balanza de Langmuir. C- Vesiculas
lipidicas o liposomas de diferentes tamafios y nimero 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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1.3.1- Liposomas

Los liposomas son vesiculas lipidicas delimitadas por una bicapa de lipidos cerrada, que se
arregla de manera concéntrica y encierra un interior acuoso (1.1.6C). Esta organizacion estructural
particular que ofrece ambientes hidrofilicos (interior acuoso) e hidrofébicos (espacio interior de la
bicapa), asi como su naturaleza biocompatible, biodegradable y no-inmunogénica, hace de los
liposomas una de las piedras angulares de la nanobiotecnologia.** Dentro de las configuraciones
generales, las vesiculas pueden estar constituidas por una (vesicula unilamelar) o maltiples bicapas
(vesicula multilamelar). Asimismo, las vesiculas unilamelares pueden contar con diferentes
tamarios, esta clasificacion las subdivide en pequefias (20-50 nm), grandes (50-100 nm), o gigantes
(10-100 um), denominadas SUVs, LUVs, y GUVs, respectivamente. Tipicamente, SUVs y LUVs
son preparadas por disolucion de sus lipidos o mezclas de lipidos constituyentes en un solvente
organico, que es luego evaporado bajo vacio, formando un film lipidico en las paredes del tubo o
vial que se emplee para tal fin. Este film es rehidratado en el buffer deseado dando lugar a vesiculas
multilamelares (MLV). Posteriormente la mezcla es sometida a ciclos de frio/calor o
ultrasonicacion, y un método de extrusion subsecuente por filtros de tamarfio de poro definido, da
lugar a las vesiculas unilamelares correspondientes. Por otro lado, las GUVs son obtenidas por el
método de electroformacion, mediante la accidn de un campo eléctrico oscilante. Usualmente un
generador de ondas estandar aplica una frecuencia de 1 V a 10 Hz entre electrodos sobre los cuales
un film lipidico delgado ha sido secado en presencia de agua o buffer para la formacion de las
GUVs.®

Los liposomas son estructural y funcionalmente, los ensamblajes supramoleculares mas
versatiles que se conocen, y poseen propiedades ventajosas que los han posicionado como
estructuras bien establecidas en un sinnimero de aplicaciones en la industria farmacéutica,
cosmética, alimenticia, en ciencias analiticas como amplificadores de sefiales, etc.*® 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 nanobiotecnologia.*” A modo de contenedores lipidicos, estas
vesiculas se desempefian eficientemente como transportadores de drogas o diferentes biomoléculas
(ADN, péptidos) en terapias biomédicas que requieren medios biocompatibles, estables y con una
alta capacidad de captacion celular.*® Ademas, las diferentes modificaciones o funcionalidades que

pueden ser impartidas a estas estructuras a través de la incorporacién de distintos nanomateriales
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en su disefio (Ej. Magnetoliposomas) les confieren a las vesiculas lipidicas, una alta capacidad en
el direccionamiento o targeting de estos principios activos hacia el sitio de accion.*® En
combinacion con la micro-fluidica y ciencia de los surfactantes, vesiculas unilamelares de
diferentes tamafios son generadas en los diferentes canales y pueden ser utilizadas para el
transporte de materiales bioactivos a diferentes ambientes.* La necesidad de contar con métodos
de sintesis méas simples y menos nocivos para el medioambiente, ha dado lugar también, a la
incursién de los sistemas vesiculares como nano-reactores para la fabricacion de NPs con tamafio
y forma controlada.*

Una de las cuestiones mas interesantes de este modelo de membranas es su capacidad para
desempefiar un rol dual tanto como sistema transportador en aplicaciones tecnoldgicas, como para
el estudio de sus propiedades biofisicas a nivel termodinamico y morfolégico. En este dltimo
aspecto, las nano-vesiculas se han utilizado como vehiculos para transferir materiales hacia otro
compartimento vesicular cerrado, por medio del proceso de fusion de membranas. Como se vera
en el capitulo 1V del presente trabajo de tesis, este proceso en particular, esta condicionado y
dirigido por multiplicidad de factores a lo largo de todo su mecanismo, tales como la temperatura
y pH del medio, defectos, curvatura, composicion y permeabilidad de las membranas, entre otros.
Bajo el disefio experimental que presenta el modelo de vesiculas lipidicas, no solo es posible
ejercer un control total sobre la composicion y las caracteristicas del medio, sino que también las
técnicas disponibles para el estudio y visualizacion de los cambios en las propiedades de
membrana permiten adquirir informacion completa sobre los cambios morfologicos y
fisicoquimicos que suceden. Numerosas técnicas de microscopia como la microscopia de
transmision electronica (TEM) y microscopia de escaneo electronico (SEM), técnicas de
fluorescencia (FRAP, de sus siglas recuperacion de la fluorescencia luego del fotoblanqueo) y
adquisicion de tamafios (dispersion dinamica de luz, DLS), permiten acceder a esta informacion.
Gradientes de difusion y cambios en la permeabilidad de las membranas pueden ser igualmente
determinadas por ensayos de liberacion de contenido interno y potencial Z. Si bien se han
implementado técnicas para la determinacidén de cambios en la estructura de fases y propiedades
reoldgicas de las membranas en vesiculas lipidicas (Ej.: resonancia magnética nuclear de fosforo,
31P-NMR), informacion de esta naturaleza es adquirida con mayor precision por medio de disefios

experimentales en monocapas de Langmuir o bicapas soportadas.*?3
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1.3.2- Bicapas lipidicas soportadas (SLB)

Probablemente este sistema sea méas adecuado definirlo como estructuras lipidicas soportadas;
dado que esta técnica hace alusion a los sistemas planares (monocapa o multicapa) formados sobre
una superficie solida, los cuales generalmente comprenden bicapas lipidicas sobre un sustrato
solido de naturaleza variada. La naturaleza de los soportes sélidos depende fundamentalmente de
los métodos analiticos que se deseen usar: SPR (resonancia del plasmon superficial) requiere una
capa delgada de un metal noble (oro, plata), técnicas 6pticas requieren de superficies transparentes
(silica, cuarzo, vidrio) y AFM (microscopia de fuerza atomica) necesita de superficies
“atdbmicamente planas” (mica, silicio, oro plano). EI modelo de membranas de SLBs es usualmente
implementado para estudiar la union NP-membrana dado que algunos métodos sensibles a las
superficies como los mencionados, pueden aportar informacion asociada a esta interaccion.
Cambios en la estructura, morfologia y quimica de superficie de las SBLs luego de la interaccion
con drogas, sistemas transportadores, NPs, etc., pueden ser investigadas por difraccion de rayos X
(XRD), SEM, AFM, TEM, espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS), entre otras.*?5%3

Las SLBs pueden formarse por diferentes metodologias, como lo son Langmuir-Blodgett (LB)
o Langmuir-Schaefer (LS), o incluso también por fusion (spreading) de vesiculas lipidicas.*? LB
y LS son particularmente interesantes por la formacion asimétrica de las SLBs a la que dan lugar.>*
La fusion de vesiculas en un soporte solido es un procedimiento mas simple para preparar este tipo
de modelos de membrana.®

De manera general, en la técnica de LB, el sustrato es sumergido en la subfase previo a la
formacion de una monocapa de Langmuir en la interfase agua-aire de una balanza de Langmuir
(dependiendo el tipo de deposicidn requerida, este proceso puede invertirse); la monocapa de
Langmuir es luego transferida al sustrato solido por medio de la elevacion vertical del sustrato a
través de la monocapa, a una presion lateral definida. En la técnica de LS, un sustrato hidrofébico
es posicionado de manera horizontal a la subfase; la monocapa es luego transferida sobre el
sustrato hidrofébico por medio del contacto directo del sustrato con la monocapa de Langmuir
durante un periodo de tiempo determinado (30-60 s). La cantidad de capas que se depositen sobre
el sustrato dependeran del numero de ciclos de deposicion que sean efectuados en cada una de
estas técnicas. A modo de ejemplo, en la técnica de transferencia de LB dara lugar a la deposicion

de una monocapa molecular, luego de efectuar una Unica elevacion del sustrato a través del film
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de Langmuir. Por el contrario, un ciclo de elevacion-descenso del sustrato a traves de la monocapa
en la interfase, permitira la deposicion de una bicapa lipidica sobre dicho sustrato. En metodologias
de transferencia combinadas, la primera capa es transferida por la metodologia de LB, y la segunda
por LS.** En la Figura 1.1.7 se describen algunos de los procedimientos experimentales empleados
para la obtencion de bicapas soportadas por medio las técnicas de LBy LS.

Figura 1.1.7- A- Deposicion esquematica de una bicapa solida soportada por el método de
Langmuir-Blodgett (LB). (Izquierda) Luego de la inmersion del sustrato, el lipido es depositado
sobre la interfase aire-agua y comprimido hacia la presion superficial deseada. (Centro) El sustrato
es luego elevado verticalmente hacia la interfase aire-agua para la deposicion de la capa interna.
(Derecha) Para la deposicién de una segunda capa (externa), el sustrato es sumergido nuevamente
a traves de la interfase. B- Método de Langmuir-Schaefer (LS) para la deposicion horizontal de la
capa externa, sobre una monocapa interna previamente soportada sobre el sustrato solido.
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
solidos 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 polimeros actian como espaciadores y lubricantes entre la bicapa
lipidica y el sustrato, asistiendo la auto-recuperacion de defectos de membrana locales.®® También
se incluyen dentro de los modelos biomiméticos, membranas lipidicas de bicapas hibridas y

membranas lipidicas de bicapas unidas covalentemente o “tethered bilayers”.>’

1.3.3- Monocapas de Langmuir

Los films monomoleculares 0 monocapas de Langmuir, constituyen una de las plataformas méas
poderosas empleadas en el estudio de interfases fluidas dada la vasta informacion detallada a la
que es posible acceder respecto de la biofisica de biomembranas y las interacciones
intermoleculares en la interfase. Las caracteristicas unicas de esta técnica se basan en tres aspectos
principales: a) control preciso del area disponible por molécula en la interfase liquido/aire, b) una
gran variedad de técnicas disponibles para la caracterizacion de los arreglos moleculares en la
interfase, y ¢) simplicidad del modelo fisico.%%%

Basicamente, este sistema estd compuesto por una monocapa de una dada molécula o mezclas
de moléculas con actividad de superficie en la interfase liquido/aire. El procedimiento
experimental usual para la formacién de monocapas de Langmuir, es muy simple. Empleando una
balanza de Langmuir, moléculas anfifilicas son depositadas sobre una superficie liquida mediante
el cuidadoso sembrado (dispersion) de una cantidad definida de una solucion de las moléculas
tensoactivas, disueltas en un solvente organico. Luego de la evaporacion del solvente organico (en
escalas de tiempo del orden de minutos), las cabezas polares de las moléculas de surfactante
permanecen en contacto con la subfase liquida, 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 tensidn superficial que se producen en la interfase liquido/aire, son
monitoreados por una microbalanza que posee una placa de Wilhelmy. Debido a que se conoce el
numero de moléculas depositadas en la interfase y se cuenta con un registro preciso del area y la
presion correspondiente, es posible obtener una isoterma de Langmuir. En la isoterma de Langmuir

se correlaciona la presion superficial (mN/m) en funcion del area molecular promedio
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(A?/particula). Este estudio permite deducir informacion relevante sobre el comportamiento
termodinamico y reoldgico de los films en la interfase.®

Alternativamente, también es posible realizar experimentos para el estudio de la penetracion de
determinados anfifilos en la membrana lipidica. En ellos, la monocapa lipidica es normalmente
comprimida hasta una presion superficial de 30 mN/m. A esta presion se postula que la densidad
de empaquetamiento lipidico es similar a la que se encuentra presente en las membranas
celulares.®! Sucesivamente, manteniendo constante el area del film lipidico, es posible registrar
cambios en la presion superficial luego de la incorporacion de moléculas bajo estudio (drogas,
NPs, etc.) en el interior de la subfase.*3%!

También, empleando Microscopia de Angulo de Brewster (BAM), es posible conocer y estudiar
la topografia de los anfifilos en la interfase. Este método permite el estudio in situ de monocapas
de Langmuir en la interfase fluida. La técnica en cuestion no requiere de sondas o la introduccion
de cualquier modificacién a la muestra, por lo que uno puede asegurarse que la monocapa bajo
investigacion, se encuentra en su estado original.®?

Sistematicamente, la balanza de Langmuir puede acoplarse a otros métodos complementarios
como espectroscopia vibracional de generacion de frecuencias aditivas (SFG), espectroscopia
infrarroja de reflexion- absorcion (IRRAS), difraccion de rayos X de angulo rasante (GIXD), y
fluorescencia de rayos X de reflexion total, entre otras. La combinacion de estos diferentes
métodos permite realizar un extenso estudio mecanistico sobre las interacciones entre NPs y

lipidos de membrana.*253
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I.4- PERSPECTIVAS

El constante avance de la nanotecnologia aplicada a la investigacion, el disefio y la fabricacion
de nuevos dispositivos biomédicos, ha permitido el desarrollo conjunto de una plétora de
metodologias para la sintesis de los nanomateriales y el estudio de las interacciones entre ellos, y
los diferentes sistemas bioldgicos a los cuales son o seran expuestos. Conocer e interpretar
racionalmente las distintas fuerzas que intervienen en la regulacion del comportamiento de los
sistemas bioldgicos frente a las nanoparticulas, contribuira de manera sistematica al disefio de
nuevas estrategias para la fabricacion de estas plataformas (NPs) tanto en términos de sus propias
caracteristicas fisicoquimicas, como en relacién a su desempefio en la nanobiointerfase. Resulta
importante sefialar también, que el disefio controlado de las nanoparticulas, no debe ser solo
enfocado desde un punto de vista tecnologico, es decir, en pro de su aplicacion biomédica final;
sino también teniendo en cuenta los aspectos toxicoldgicos y ambientales en igual medida.

Los estudios de interaccion biofisica por medio de diferentes modelos de biomembranas,
proveen una metodologia de investigacion simple y efectiva para el entendimiento del
comportamiento de los lipidos de bicapa (principales constituyentes y mediadores de los procesos
de membrana) y las nanoparticulas (entre muchos sistemas de interés), en la nanobiointerfase y
frente a barreras biologicas de naturaleza diversa. La versatilidad con la que cuentan los sistemas
modelos de biomembranas permiten principalmente, variar la composicion de la cual se
constituyen los lipidos de membrana y las condiciones fisiologicas y ambientales a las cuales se
llevara a cabo la medicion de la interaccion en presencia de los nanomateriales disefiados.
Complementariamente, la gran cantidad de técnicas analiticas y de microscopia que es posible
acoplar a cada uno de los modelos experimentales de biomembrana, permiten realizar una
caracterizacion cuali- y cuantitativa completa y precisa, acerca de los procesos termodinamicos y

morfoldgicos que tienen lugar durante la interaccion NP-membrana.
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1.5- OBJETIVOS GENERALES

La presente tesis doctoral se centra en conocer las bases biofisicoquimicas de la interaccién entre
nanoparticulas y biointerfases, con el fin de optimizar las propiedades y aplicaciones de las NPs
para el desarrollo de sistemas con potencial aplicacion en las ciencias biomédicas y la
nanobiotecnologia.

Para ello, se combinan aportes interdisciplinarios de metodologias de sintesis organica, quimica
supramolecular, biofisicoquimica, fisicoquimica y nanociencias. Por medio del empleo de
diferentes modelos de membrana, se estudia la interaccién nanoparticulas/biointerfases frente a
diferentes estimulos externos y se llevara a cabo una caracterizacion completa de esta interaccién

con metodologias especificas para cada sistema de nanoparticula disefiado.

1.6- OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

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

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata y nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas con &cido oleico.

e Estudiar la interaccidn de nanoparticulas de plata funcionalizadas con &cido oleico (AgNP-
OA) con films de Langmuir como modelos de biomembranas y evaluar el desempefio de
estas nanoparticulas como plataforma de accion biocida.

e Evaluar la actividad fusogénica de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con &cido
oleico (MNP-OA) en dispersiones coloidales de liposomas y la regulacion del proceso de

fusion mediante campos magnéticos de intensidad variable.
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CAPITULO II

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de platay

nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con acido oleico

RESUMEN

El presente capitulo abarca un breve marco tedrico sobre las técnicas de sintesis y de
caracterizacion empleadas en el disefio de nanoparticulas con aplicaciones en las nanobiociencias.
Posteriormente, se describen las metodologias sintéticas empleadas en la tesis para la obtencién
de las nanoparticulas de plata y magnéticas funcionalizadas con acido oleico, AGQNP-OA y MNP-
OA respectivamente, estudiadas como potenciales plataformas para biomedicina. Adicionalmente,
las diversas técnicas empleadas en la caracterizacion de las nanoparticulas 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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11.1- INTRODUCCION

I1.1.1- Aspectos sintéticos de las nanoparticulas de plata (AgNPs) y nanoparticulas
magnéticas (MNPs) para su empleo en el campo de las biociencias

En la actualidad, los nanomateriales (NMs) se han convertido en un &rea de investigacion activa
y un sector tecno-econdémico en continua expansion en diversos campos de aplicacion. Como fue
descripto en el capitulo anterior, debido a la versatilidad con la que las propiedades fisico-quimicas
de los NMs (ej. humectabilidad, punto de fusion de la red cristalina, conductividad térmica,
actividad catalitica, propiedades Opticas, entre otros) pueden ser modificadas para ejercer una
amplia variedad de propdsitos, nuevas estrategias para el disefio controlado de estos materiales en
torno arutas sintéticas y métodos para el control del tamario, formay estructura, son continuamente
investigadas. Dentro de los NMs mas explorados y que probablemente puedan ser descriptos como
pioneros en el campo de la nanotecnologia, se encuentran las nanoparticulas (NPs). Las NPs con
nucleo o “core” de diferente composicion son y contintan siendo la plataforma mas empleada
debido a sus propiedades Unicas, facil funcionalizacion y capacidad de inducir respuestas
bioldgicas eficaces, en comparacion con sus analogos 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 implementacion en el campo de las
ciencias biomédicas donde las numerosas regulaciones existentes para la sintesis y posterior
comercializacion de productos con llegada factible a la sociedad, plantean severas barreras que
pocos materiales de origen no-biolégico han sido capaces de superar.t?

A lo largo de estas ultimas décadas, un gran interés y substanciales esfuerzos en investigacion
se han dirigido a la evaluacion biomédica y revalorizacién de nanoparticulas metalicas derivadas
de metales nobles tales como plata y oro, tal como se menciond anteriormente, debido a sus
propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas especificas.

En particular, un gran foco de atencion se ha situado en la evaluacion biomédica de las
nanoparticulas de plata (AgNPs), las cuales atrajeron la atencién mundial en primera instancia,
como agentes antimicrobianos no convencionales. Pese a que actualmente ain hay controversia en

torno a la toxicidad y el comportamiento bioldgico 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.®® Como se profundizara en el capitulo 11, estas nanoparticulas son capaces de
ejercer sus efectos antimicrobianos a través de diversos mecanismos. Las AgNPs pueden inducir
muerte celular mediante disrupcion directa de la pared celular, inactivacion de enzimas de la
cadena respiratoria y produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), entre algunas de las
vias méas informadas. Ademas, existe gran cantidad de evidencia de que estas nanoparticulas son
capaces de liberar iones Ag* conocidos por exhibir actividad antimicrobiana al interactuar con
proteinas que contienen grupos tiol, debilitando las funciones de biomoléculas esenciales para el
metabolismo vital de las bacterias.5’

En cuanto a los métodos reportados de obtencién de las AgNPs, se han empleado de manera
satisfactoria diversas metodologias gracias a la versatilidad intrinseca de los compuestos a base de
plata y la plata metalica (Figura I11.1.1). Métodos fisicos de obtencion, comprenden el empleo de
energias externas (eléctrica y/o térmica, por ejemplo) para la produccién de nanoparticulas. Dentro
de las tecnicas fisicas mas empleada, se ha utilizado la deposicién directa de nanoparticulas de
plata sobre sustratos solidos, mediante métodos de spray de flama liquida (LFS) aplicados
directamente sobre los precursores de sintesis inmovilizados en estos soportes.® Otros autores han
explorado rutas sonoquimicas que involucran el uso de ondas de ultrasonido para promover la
formacion de nanoparticulas de tamafio controlado.® Métodos de esta indole han sido extensamente
evaluados ya que permiten una alternativa de sintesis de AgNPs mucho mas ecoldgica que los
métodos quimicos convencionales, los cuales emplean usualmente reactivos y solventes organicos
para reducir precursores de plata y formar las NPs.

Las metodologias de obtencion quimica, tienen su base en el método desarrollado por Turkevich
et. al.’ en la cual la sintesis de las nanoparticulas se realiza mediante la reduccion de una sal de
plata en solucion acuosa, en presencia de citrato trisddico y borohidruro de sodio (NaBH4) como
agente reductor. Esta via representa un método sencillo para lograr la obtencion de NPs empleando
Unicamente agitacion en tiempos cortos y utilizando citrato como agente estabilizante.

A pesar de la gran versatilidad que posee la sintesis de nanoparticulas llevada a cabo mediante
el método de Turkevich (facil estabilizacidn con surfactantes, biomoléculas de diversa naturaleza,
etc.), esta ruta posee una importante desventaja que reside en el hecho de que no es posible obtener

nanoparticulas con tamafios monodispersos. La heterogeneidad de tamafios usualmente obtenidos
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por medio de esta metodologia hace necesaria la posterior utilizacion de diversos procedimientos
extensos de purificacion y seleccion de tamafios, con el objetivo de obtener nanoparticulas de
tamafios uniformes.!

A los fines de sortear esta dificultad, diversos autores han planteado la obtencion quimica de las
AgNPs a través de rutas de descomposicion térmica que permiten obtener estructuras de tamafios
monodispersos, evitando el empleo de tiempos de reaccién prolongados vy, el uso de solventes
organicos toxicos y/o condiciones de reaccion con altos costos energéticos.!2® 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 Unica fuente precursora en un solvente organico de
alto punto de ebullicion. Para estos fines, el trifluoroacetato de plata (CFsCOOAQ) representa una
excelente eleccién, dado que puede ser facilmente reducido térmicamente a plata metélica, a

diferentes temperaturas (Esquema 11.1.1).*

2 CF;C00Ag — 2 Ag’ + CF;COOH + CO, + H, + C

Esquema 11.1.1. Reaccion de descomposicion térmica del trifluoroacetato de plata (CFsCOOAQ).

Lin et. al.® informaron la sintesis de nanoparticulas de plata monodispersas preparadas por
reduccion térmica de CFsCOOH en presencia de &cido oleico como agente estabilizante y
empleando éter isoamilico (solvente de alto punto de ebullicion) como solvente de reaccion. Este
procedimiento llevado a cabo en atmosfera inerte (Ar) y a temperaturas moderadas (~160 °C),
permite efectuar un control facil y preciso del tamafio de las NPs, variando parametros como los
tiempos de reaccion de la mezcla (30-180 minutos) y la relacion molar surfactante/precursor. La
versatilidad sintética que presenta este método de descomposicion térmica, hace posible la
eliminacion de los procesos de seleccidn de tamafios, lo cual podria ser importante no sélo para el
estudio de los autoensamblados y las propiedades de las AgNPs, sino también para la produccion
a gran escala de estas nanoparticulas.®

Si bien los métodos quimicos siguen siendo explotados por la versatilidad sintética que
presentan, en la actualidad son diariamente exploradas nuevas estrategias para la obtencion de NPs
por medio de vias mas verdes y funcionalidades mas estables. En este aspecto, estrategias sintéticas
que incorporan el uso de surfactantes bioactivos para la funcionalizacién de las nanoparticulas

presentan ventajas notables en comparacion con los estabilizantes de uso comdn. EI bromuro de

36



CAPITULO Il

hexadeciltrimetilamonio (CTAB), es un surfactante cationico que puede ser empleado como
agente estabilizante en nanoparticulas metalicas y cuya actividad biocida puede incrementarse de
manera sinérgica, al coordinar este ligando con antibidticos bactericidas comerciales como
estreptomicina.'® Metodologias de esta naturaleza no solo permiten obtener respuestas de actividad
antibacteriana eficaces, sino que también el desarrollo experimental empleando agua como
solvente de reaccion a temperatura ambiente, reduce el empleo de reactivos o cosolventes nocivos

para la salud y el medioambiente.®

/ Molienda
* Procesos sol-gel Evaporacion térmica
* Deposicién de vapor quimico Litografia

* Técnicas de reduccién quimica
Sintesis basada en solucion

Vaporizacion
Ablacién laser

* Solvotérmicos Ultrasonicacién

* Micelas inversas Métodos Métodos Fotosimadiscidn

*  Co-precipitacion Quimicos Fisicos Pirdlisis por spray
\ Radidlisis
4 |\./|et10(.1|05 Otros métodos

* Bacterias Biologicos Bioldgicos

+ Arqueas Verdes Vitaminas

* Actinomicetos Enzimas

* Hongos Proteinas y aminoacidos

* Algas Polimeros y co-polimeros
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\ Virus Sintesis asistida por microondas

Figura 11.1.1. Algunos ejemplos importantes de métodos quimicos, fisicos y bio-sustentables de
preparacion de nanoparticulas metalicas. 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 reduccion de componentes contaminantes en la
fabricacion de nanomateriales para la industria biomédica han permitido variar ampliamente las
rutas sintéticas para la obtencion de NPs. Con este objetivo, se han explorado métodos de
obtencion bioldgicos en los cuales bacterias, hongos o extractos vegetales, entre otros, son
empleados como reductores, o bien aportan agentes reductores y estabilizantes en la produccion

de nanoparticulas. Adicionalmente, gran cantidad de los métodos bioldgicos de sintesis involucran

37



TESIS DOCTORAL — Lic. Martin E. Villanueva

tratamientos hidrotérmicos (agua ultrapurificada como solvente de reaccion) a temperaturas entre
25y 80°C, y tiempos de reaccion que varian de 30 min a 1 h, con lo cual no s6lo la toxicidad sino
el costo energético, son considerablemente reducidos.!”'® Muchos de estos sistemas de
nanoparticulas sintetizadas por vias 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 ntcleo de las NPs las cuales
resultan dificiles de identificar en términos de caracterizacion y optimizacion de estos sistemas. Es
sabido que los extractos vegetales contienen una gran variedad de polioles, péptidos ciclicos,
acidos sorbico, ascorbico, retinoico, etc., que pueden facilmente unirse al nucleo de las NPs. Si
bien el aislamiento previo de determinadas moléculas para ser utilizadas posteriormente como
ligandos en la funcionalizacion de las NPs representaria en principio una estrategia valida, en
muchos casos esto conlleva a la obtencion de sistemas menos estables o con una marcada
reduccion en la actividad biocida. Recientemente, Liu et. al. lograron la sintesis de AgNPs
estabilizadas con inulina nativa, polisacarido que se encuentra en frutas y vegetales, acercandose
un poco mas a la biosintesis con principios activos aislados. Los autores demostraron que estas
nanoparticulas no sélo son capaces de ejercer actividad biocida contra S. aureus y E. coli, sino que
también se desempefian eficientemente como catalizadores en la reduccion de 4-nitrofenol, lo cual
les podria permitir a futuro, alcanzar aplicaciones en degradacion de contaminantes.*®

Entre otras de las plataformas mas estudiadas en la actualidad como NMs aptos para uso medicinal,
se encuentran las nanoparticulas magnéticas (MNPs). Particularmente, las nanoparticulas de
magnetita (Fe3O4), cuya composicion radica en una mezcla de oxidos de hierro (I1) y (1),
presentan propiedades fisicas, mecanicas, térmicas y quimicas que les otorgan un gran potencial
para aplicaciones biomédicas. Dentro de las nanoparticulas magnéticas de oxidos de hierro, las
conocidas bajo el nombre de SPIONS ( “Superparamagnetic iron oxide nanoparticles”), presentan
caracteristicas superparamagnéticas que les confieren una respuesta dinamica ante la aplicacion de
campos magnéticos externos (calentamiento, vectorizacion, ultrasonido, etc.), y la ausencia de
magnetizacion permanente ante el cese de campos magnéticos aplicados. Esta respuesta variable
les otorga la propiedad Unica de poder ser direccionadas hacia determinados blancos o “targets”
en diversas aplicaciones nanobiotecnoldgicas, o adquirir movimientos que les permiten generar

calentamiento local.?°
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De manera general, el cardcter superparamagnético, esta regido por condiciones de contorno de
tamafio finito, conocidas como limite de dominio Unico (single-domain) y limite
superparamagnético. En particulas magnéticas grandes o ferromagnéticas, existe una estructura
de multidominios, donde regiones de magnetizacion uniforme (dominios) son separadas por
paredes. La formacion de estos dominios estd determinada por un balance entre la energia
magnetostatica (4Ewms) que se incrementa proporcionalmente con el volumen de los materiales, y
la energia pared-dominio (Eqw) que Se incrementa proporcionalmente al area interfacial entre
dominios. Cuando el tamafio de la particula es reducido a unas décimas de nandémetro, el costo
energético para la creacion de dominios es demasiado alto y el material en cuestion adquiere un

estado de dominio Unico. La condicién de contorno de limite de dominio Unico se esquematiza en

la Figura 11.1.2.
PARTICULAS PARTICULAS
MULTI-DOMINIO MONO-DOMINIO
(NPs ferromagnéticas) (NPs superparamagnéticas)

/
/

Campo magnético
aplicado

Paredes de dominio

\
\
\
\

magnético

Ausencia de campo

Disminucion del tamafo de particula

Figura 11.1.2. Comportamiento de magnetizacion de nanoparticulas ferromagnéticas y
superparamagnéticas bajo la aplicacion de un campo magnético externo. En la imagen puede
apreciarse como la configuracion de dominios magnéticos, cambia en funcion del tamafio de
particula. 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 didmetro critico para una particula esférica, Dc, por debajo del cual se alcanza la condicién

de dominio unico, se obtiene cuando 4Ewms= Eqw, 10 cual implica que:

D¢ ~ 18% (11.1.1)

Donde A es la constante de intercambio, Kefr es la constante de anisotropia, po es la permeabilidad
en el vacio, y M, la magnetizacion de saturacion. Asi, una particula con un Gnico dominio, se
encuentra uniformemente magnetizada con todos los spines alineados en una misma direccion. La
magnetizacion podra ser revertida por rotacion de spin ya que no hay paredes dominio que deban
desplazarse, lo cual produce una disminucion drastica de la coercitividad (resistencia de un
material ferromagnético a ser desimantado) del sistema. En consecuencia, la desmagnetizacion de
las particulas no requerira ejercer un trabajo adicional. La evidencia experimental indica que se
obtienen NPs de dominio Unico, cuando el tamafio de las nanoparticulas se encuentra en un rango
de entre 10-20 nm.

El segundo fendmeno importante que tiene lugar en las nanoparticulas magnéticas, es el limite
superparamagnético. Esta condicion opera para nanoparticulas de dominio Unico perfectamente
aisladas, y define los valores de energia de anisotropia magnética que establecen los limites para
el salto de un estado de magnetizacién a otro (barreras energéticas de magnetizacion). La energia
de anisotropia magnética por particula que es responsable de mantener la magnetizacion a lo largo
de una determinada direccion, puede ser expresada segun la ecuacion 11.1.2, donde V es el volumen
de la particula, Kett la constante de anisotropia y 0, el angulo entre la magnetizacion vy el eje facil

(direccion preferencial de la magnetizacion total del sistema)

E(6) = K,V sin2 6 (11.1.2)

La barrera de energia KerfV separa dos direcciones faciles de magnetizacion con energias
equivalentes. Con la disminucion del tamafio de particula, la energia térmica excede la barrera de
energia (koT>KeffV), y la magnetizacion es facilmente invertida. Por lo tanto, el sistema se
comporta como un paramagneto bajo estas condiciones. Si se hace una analogia con atomos
paramagnéticos, en lugar de momentos magnéticos atomicos individuales, ahora existe un unico
momento magnético gigante (super) dentro de cada particula. Este sistema es definido ahora como

superparamagnético. Su curva de magnetizacion denotara 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 remocion del mismo. Cabe aclarar que, al igual que en la condicion de dominio Unico,
también existe una temperatura determinada para estos materiales, por debajo de la cual el sistema
perderia su condicion de superparamagnétismo. Esta temperatura es denominada temperatura de
blogueo (Tg), y depende también de la constante de anisotropia, el tamafio de las particulas, el
campo magnético aplicado, y los tiempos experimentales de medicion, como se discutird en
secciones posteriores.

La gran importancia que han adquirido las nanoparticulas magnéticas se debe precisamente a
esta capacidad de direccionalidad, control en el encendido/apagado ante la aplicacion de campos
y modificacion de las propiedades magnéticas, sumado a la versatilidad de funcionalidades que
puede ser impartida en la superficie. Ademas, muchas MNPs, especialmente las de 6xidos de
hierro, presentan baja toxicidad por lo cual son investigadas para su empleo en campos como la
reparacion de tejidos, terapia y/o diagnostico dirigido (transporte de farmacos) y resonancia
magnética de imagenes entre muchas otras. 212

Las nanoparticulas magnéticas han buscado ser sintetizadas desde entonces por diferentes vias
con el fin de lograr un mejor grado en control de la forma, tamafio, estabilidad y monodispersidad,
los cuales representan factores que tendran un impacto directo en sus propiedades fisicas finales.
Entre los métodos mas empleados, la coprecipitacion representa una via facil y conveniente para
la sintesis de nanoparticulas de magnetita (FesO4) o maghemita (y-Fe2O3), a partir de soluciones
salinas de Fe?*/Fe** y por adicion de una base bajo atmdsfera inerte a temperatura ambiente o
elevada. El tamafio y la forma de estas NPs de dxido de hierro depende del tipo de sal usada
(cloruros, sulfatos, nitratos, percloratos, etc.), la relacion entre iones ferrico/ferroso, temperatura
de reaccion, pH, fuerza ionica y demas parametros de reaccion.?® EI método de coprecipitacion
permite obtener NMs cuya magnetizacion (Ms) varia entre 30-80 emu g* , siendo estos valores,
menores a los que presenta el FesO, como material macroscdpico (100 emu gt); adn asi los NMs
obtenidos por estas vias contintan presentando valores que indican que las configuraciones ionicas
permanecen inalteradas.? Si bien las NPs obtenidas por la via de coprecipitacion presentan un alto
grado de polidispersidad, se ha podido lograr con el tiempo y experiencia un buen control del
tamafio v la estabilizacion con surfactantes de naturaleza quimica variada.?*

En contraste con los protocolos méas conocidos, los cuales continian empleando el método de la

coprecipitacion, los métodos de sintesis a altas temperaturas: hidrotérmico y descomposicion
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térmica, han atraido considerablemente la atencion de muchos grupos de investigacion. Estos
métodos tienen un gran potencial en cuanto a que ofrecen un mejor control del tamafio, la formay
la capacidad de modificacion o “sintonizado ” de las propiedades magnéticas.?2 Como se menciond
anteriormente en comparacion con vias de sintesis de Turkevich, los métodos de descomposicion
térmica para la sintesis de nanoparticulas magnéticas permiten obtener MNPs monodispersas (~20-
25 nm) que cuentan ademas con altos valores de Ms, y que no pueden ser preparadas por
coprecipitacion. Cualquiera sea el método de sintesis, para prevenir la agregacion y coalescencia
de los nucleos magnéticos, se utilizan ligandos como acido oleico, oleilamina 6 trioctilfosfina que
permiten la pasivacion de la superficie de las particulas.?! Entre algunos de los ejemplos
interesantes a destacar, Sun y Zeng reportaron un método de descomposicion térmica para la
sintesis de nanoparticulas magnéticas monodispersas en el que se puede controlar el tamafio,
basadas en una reaccion de Fe(acac)s (acac= acetil-acetonato) a altas temperaturas (265°C) en fenil
éter en presencia de alcohol, acido oleico y oleilamina. Este proceso no requirio un procedimiento
de seleccion de tamarfios para alcanzar un alto grado de monodispersidad y puede ser facilmente
escalable para su produccion en masa.?® Por otra parte, si bien existe un incremento en la
polidispersidad final de las MNPs obtenidas con respecto a la descomposicion térmica, los
métodos hidrotérmicos resultan ambientalmente benignos dado que emplean menores
temperaturas y soluciones menos toxicas, ademas de requerir el uso de reactivos menos costosos.
Lebedev et al. implementaron esta metodologia para la sintesis de MNPs hidrofobicas partiendo
de cloruros de Fe (1) y (I11), hidréxido de amonio como agente de precipitacion y oleato de sodio
como fuente de ligandos oleato para su estabilizacion. Los autores demostraron que esta via
procedimental permite un amplio control sobre las Ms resultantes en nanoparticulas de FezOs
superparamagnéticas de tamafio y cristalinidad facilmente regulables.?

De igual modo que las AgNPs, las MNPs han sido constantemente investigadas para el desarrollo
de dispositivos biomédicos, y pese a que no existe ain un marcado impacto en el mercado para la
gran mayoria de las aplicaciones planteadas, es posible encontrar muchos ejemplos de productos
basados en dispersiones de NPs solubles en agua para el area biomédica.?” Las MNPs de Fe3Os,
en particular las SPIONSs, contindan siendo la plataforma mas estudiada debido sus caracteristicas
fisico-quimicas intrinsecas de: (1) biocompatibilidad, (2) alta magnetizacion con coercividad cero
y remanencia despreciable (ausencia de magnetizacion remanente al remover el campo magnético

aplicado), lo cual permite evadir la agregacion y “clustering” de particulas, siendo féciles de guiar
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en aplicaciones como transporte de farmacos y extremadamente faciles de separar durante etapas
y/o aplicaciones sintéticas; y (3), propiedades fisicoquimicas modificables (distribucion de

particulas, magnetizacion de saturacion).?®

I1.1.2- Ligandos biocompatibles para la funcionalizacion de nanoparticulas de interés
biomédico

Tal como se discuti6 en secciones previas, la diversidad y versatilidad de los diferentes métodos
sintéticos de nanoparticulas, permiten modificar la quimica de superficie de las mismas y asi, sus
propiedades fisicoquimicas, lo que les permite adaptarse a sistemas celulares y biomoleculares.
Esto ha confluido en un gran atractivo para la fabricacion de dispositivos con aplicaciones
terapéuticas y de diagnostico. El empleo de estos nanomateriales en biomedicina requiere de una
interaccion controlada con las biomoléculas, para lo cual es necesario considerar en su disefio, no
solamente la biocompatibilidad, sino también la multiplicidad de interacciones preponderantes en
medios bioldgicos complejos. Asi, distintos sistemas de nanoparticulas pueden ser modificados
para lograr diferentes propositos tales como una alta capacidad de carga de farmaco, 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 sefializacion, o
incluso, no-sefalizacion a los fines de evitar la deteccion por parte de macréfagos del sistema
reticulo-endotelial (respuesta inmune) que evitan que la nanoparticula alcance un determinado
blanco (efecto “stealth”).”® Por medio de diferentes estrategias se ha logrado impartir
multiplicidad de funcionalidades a nanoparticulas con nucleos de diferente composicion a través
de moléculas pequefias, surfactantes, dendrimeros, polimeros y biomoléculas entre otros, los
cuales ya forman parte de numerosos reportes como ligandos bio-activos con fines terapéuticos
(Figura 11.1.3).30-%
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Figura 11.1.3. Diagrama de funcionalizacion superficial de nanoparticulas. lzquierda:
nanoparticula original. Derecha: nanoparticula con funcionalizacién superficial que permite la
union de una amplia variedad de moléculas vectores. Adaptado de Hurst, M.; DeLong, R. Spectral
Signature Analysis of Surface Functionalized Nanoparticles. Mol. Devices 2016.

Las nanoparticulas pueden ser funcionalizadas con determinado tipo de ligandos organicos y/o
bioldgicos, 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 seccion 11.1.1), numerosas metodologias en torno a una adecuada
funcionalizacion de superficie, han sido ensayadas. Asi, por ejemplo, se ha estudiado que la
funcionalizacion de las AgNPs con biomoléculas como carbohidratos (galactosa, manosa, etc.)
logran una importante disminucién en la toxicidad de las NPs en lo que respecta a células
neuronales y hepatocitos. Esta bio-funcionalizacion logra ademas una importante mejora en la
captacion celular en comparacion con otros ligandos de uso convencional como citrato o
etilenglicol.®® Muchos autores sugieren que resulta dificil 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.3” Experimentos de induccion de carbonilacion en proteinas, han demostrado que la
respuesta al estrés oxidativo que presentan las AgNPs por formacidn de especies reactivas del
oxigeno (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
hidrofébico/hidrofilico de las AgNPs, tendran influencia en el comportamiento biofisico frente a

membranas bioldgicas.®® Otros estudios han hecho hincapié en el empleo de ligandos tiol para
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lograr efectos interesantes en la modulacion de la actividad citotoxica. Borowik et. al.*
demostraron que AgNPs funcionalizadas con acido 11-mercaptoundecanoico son capaces de
modular la toxicidad de determinados mutagenos, aumentando la viabilidad de células tratadas con
esta nanoparticula.®® Estudios llevados a cabo en monocapas de Langmuir empleando un
fosfolipido 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) como modelo de biomembrana,
demostraron que AgNPs funcionalizadas con &cido 4-mercaptobenzoico (MBA) presentan una
mayor adsorcién e interaccién con la monocapa en comparacion con nanoparticulas 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 interaccion electrostatica de los grupos cargados y las interacciones hidrofébicas que se
establecen entre los anillos aromaticos de MBA vy las cadenas hidrocarbonadas del fosfolipido.3®
Similares funcionalidades han sido empleadas en nanoparticulas de FesOs. Como se detalld
anteriormente, las MNPs poseen excelente biocompatibilidad y sus caracteristicas de
superparamagnetismo les confieren un gran numero 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 accion.*® Dentro del campo de la resonancia magnética de
imagenes (MRI), se ha comprobado que MNPs con distinto tipo de recubrimiento superficial
producen alteraciones en los tiempos de relajacion T1y T2, incrementando notoriamente la calidad
de la imagen obtenida.** Las nanoparticulas de éxidos de hierro son facilmente degradadas en el
cuerpo e incorporadas a las reservas de hierro del mismo, o bien empleadas en otros procesos
metabolicos. Sus altos valores de magnetizacion permiten una facil regulacion en la relacion de
los tiempos de relajacion que se necesitan para que sean empleadas efectivamente como agentes
de contraste, por medio de la variacion del tamafo, estado superficial y composicion de las
particulas. De manera general, efectos de incremento de contraste en agentes tipo T1 (aumento en
tiempos de relajacion de spin electronico) son logrados al disminuir el tamafio de las
nanoparticulas a didmetros de entre 1,8 y 3 nm, mientras que tamarios de entre 4 y 12 nm logran
un efecto de mejora en contraste para agentes tipo T2. En lo respectivo a la composicion del
material que las estabiliza, es necesario contar con una funcionalidad y grado de cobertura tales,
que permitan evitar la aglomeracion 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 relajacién, por lo que sus caracteristicas fisicoquimicas deben ser tenidas en cuenta no
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solo para su interaccion frente a membranas bioldgicas sino también en pos de lograr una relajacion
efectiva en los nucleos activos en resonancia magnética, presentes en el medio (tejido u 6rgano
diana).*

Moléculas surfactantes pequefias son comunmente utilizadas para la funcionalizacion de
nanoparticulas de oxido de hierro.*? Entre los ligandos biocompatibles mas versatiles, los acidos
grasos pueden ser facilmente empleados como agentes estabilizantes en diferentes medios.®* La
funcionalizacién de NPs mediante &cidos grasos puede disefiarse para conferirles caracteristicas
hidrofilicas o hidrofébicas, las cuales pueden lograrse aplicando diferentes métodos de
purificacion. Asi, por ejemplo, las NPs hidrofilicas estabilizadas por &cidos grasos cuentan con
una doble capa, en donde el grupo COO" de la capa mas externa del estabilizante se expone al
medio. En la configuracién de una Unica capa de acido graso que estabiliza a las NPs, las cadenas
hidrocarbonadas quedan expuestas, otorgando propiedades hidrofébicas.

El &cido oleico (OA) ha sido reportado como uno de los &cidos grasos mas empleados en
estabilizacion de nanoparticulas.***® En consonancia con las propiedades mencionadas para este
tipo de ligandos, metodologias de funcionalizacion a través de la formacion de una monocapa de
OA conjugada al nicleo magnético, les otorga una gran estabilidad coloidal en solventes organicos
donde las cadenas hidrocarbonadas del lipido quedan expuestas hacia el medio externo.**# Por
otro lado, en la configuracion de doble capa, los grupos COO™ polarizables del OA, quedan
expuestos en la superficie de las nanoparticulas, confiriéndoles una buena dispersabilidad en agua
y demés medios acuosos.*” En ambos casos, esta union estable resulta en la obtencion de
nanoparticulas con un alto grado de monodispersidad, baja toxicidad y alta actividad in vitro,
manteniendo al mismo tiempo, una respuesta magnética eficiente.*>4

La naturaleza hidrofébica de las nanoparticulas también puede modificarse a hidrofilica por
medio de metodologias que pueden abarcar desde funcionalizacién con polimeros e intercambio
de ligando hasta oxidacion de acidos grasos en la superficie de las mismas.?® Cualquiera sea el
método implementado, es necesario considerar también la viabilidad del proceso global en la
fabricacion de estos materiales, la cual se entiende en un contexto donde no solo el destino final
de las nanoparticulas en el organismo vivo (aspecto principal) importa, sino también la no-
toxicidad para el medioambiente que las metodologias necesarias para su sintesis presenten. Si
bien el desarrollo de rutas sintéticas que involucren alternativas mas “verdes” (Ej., reactivos y

solventes menos tdxicos, condiciones de reaccion menos extremas) impacta directamente en la
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creacion de estas nuevas tecnologias enfocadas a terapias de diagndstico, las mismas representan
también avances importantes para la fabricacion de nanomateriales con aplicaciones en multiples

campos de la ciencia.

11.1.3- Caracterizacion de nanoparticulas

Los nanomateriales imponen un gran desafio en materia de técnicas de caracterizacion. La
caracterizacion implica un factor determinante a la hora de validar sus propiedades, la
reproducibilidad en la sintesis, y su comportamiento frente a las moléculas del medio en el cual se
encuentran. Una caracterizacion incompleta debida a la falta de experticia, instrumentacion o
simple desconocimiento de los aspectos fisicoquimicos del sistema, limita en igual medida el
desarrollo y entendimiento de los nuevos materiales. De manera general, dentro del campo de las
nanoparticulas, algunos de los desafios mas comunes radican en la medida en que las
caracteristicas del sistema se ven modificadas conforme cambian los arreglos estructurales y
conformacionales entre las particulas interactuantes. Asi las propiedades de estos sistemas pueden
verse modificadas en mayor o menor medida, dependiendo de si las nanoparticulas se comportan
como entidades individuales en el seno de una dispersion (bulk) o adquieren una estructuracion en
superficies o “capas”, donde otro tipo de interacciones (electrostaticas, ionicas, hidrofobicas, etc.)
les permiten adoptar caracteristicas absolutamente distintas o sinérgicas con respecto al material
inicial. El dinamismo caracteristico de las NPs, también las hace propensas a experimentar
cambios en el tiempo y acorde al ambiente en el que se encuentran; las particulas 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 funcion de las
caracteristicas del sistema.*®*° Es por ello que, a lo largo del transcurso de la innovacion en
nanotecnologia, se han perfeccionado una amplia gama de metodologias precisas capaces de
realizar analisis de caracterizacion cada vez mas especificos dependiendo del nanomaterial y tipo
de interaccion que se desee estudiar. Algunos parametros que deben ser evaluados se muestran en

la Figura 11.1.4.
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Figura I11.1.4. Parametros y propiedades de las nanoparticulas que pueden ser estudiados a través
de las diferentes técnicas de caracterizacion. Adaptado de Hassellov, 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 Microscopia de Transmision Electronica (TEM) y Microscopia de Barrido
Electrénico (SEM) permiten llevar a cabo estudios completos para la determinacion de la
estructura y el tamafio de las nanoparticulas. La relacion area superficial/volumen de las
nanoparticulas tiene una gran influencia en el desempefio y las propiedades de las mismas, por lo
cual se emplean comunmente técnicas de determinacion de area superficial por medio de modelos
de isotermas de adsorcion de gases como BET (Brunauer—-Emmett-Teller) o Langmuir. La
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) resulta una de las técnicas mas empleadas en
la actualidad ya que permite conocer informacion acerca de la composicién elemental superficial
de los nanomateriales y realizar un analisis detallado de cada &tomo que los compone, estados de
oxidacion, formacion de nuevos enlaces o adsorcion de especies. La estructura de red cristalina en
un sélido nanoparticulado puede determinarse por medio de espectroscopia de difraccion de rayos
X de polvo (p-XRD) obteniéndose también informacién relevante acerca de alteraciones en la
estructura de planos cristalinos y grado de cristalinidad.?

A continuacion, se describen brevemente algunas de las técnicas de caracterizacion de

nanoparticulas que fueron empleadas a lo largo de esta tesis. EI empleo de estas metodologias
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permitié obtener un alto grado de certeza en cuanto a las propiedades fisicoquimicas que presentan
las AgNP-OA y MNP-OA estudiadas. El conocimiento de estas propiedades permitio establecer
relaciones estructura-respuesta, en base al comportamiento que evidenciaron estas NPs, durante su

interaccion con las biomoléculas y los modelos de biomembranas a las cuales fueron expuestas.

e Efectos de plasmén superficial en nanoparticulas metalicas. Espectrofotometria UV-
Visible

Como fue mencionado en el capitulo anterior, la nanofoténica no sélo permite el disefio de
diversas aplicaciones para los NMs, como biosensores, SERS, etc. sino que es, primeramente, una
de las herramientas mas utilizadas en la caracterizacion de nanoparticulas metalicas.

Dado que un gran numero de atomos, en relacion al nimero total, se encuentran en la superficie
de las NPs, los electrones de atomos externos forman una nube o “gas” de electrones en continua
interaccion. Cuando la luz (radiacion electromagnética) incide sobre las nanoparticulas, su campo
eléctrico perturba esta nube electrénica y los electrones en cuestion son excitados hacia la banda
de conduccion (CB). En particulas pequefias (r<<A), esto crea una separacion de cargas de
superficie denominada resonancia de dipolo. EI momento dipolar por unidad de volumen se
conoce como polarizacion (Figura 11.1.5 A). La oscilacion dipolar de todos los electrones, tendra
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 absorcion en el espectro
Optico. Esta condicion de resonancia, se conoce como Localized Surface Plasmon Resonance
(LSPR). La frecuencia y el ancho de la banda de absorcion del LSPR, depende del tamafio y la
forma de las nanoparticulas metélicas, la constante dieléctrica del metal que constituye a las
particulas y la constante dieléctrica del medio que las rodea. De esta manera, es posible adquirir
conocimiento acerca de la morfologia y dispersion de tamafios de las nanoparticulas metalicas
basandonos en las caracteristicas de la o las bandas de plasmon superficial.>°

Existen multiples procesos de pérdida de energia cuando las NPs son irradiadas: absorcion,
radiation damping, efectos de retardacion, depolarizacién dindmica, etc., los cuales dan lugar al
espectro de extincion del sistema. Sin embargo, bajo condiciones de contorno expresadas

anteriormente, en las que el tamafio de las nanoparticulas se considera mucho menor a la longitud
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de onda de irradiacion, solo la resonancia dipolar del plasmoén contribuye a la respuesta dptica y
podemos considerar al espectro de extincién, dominado por el fendmeno de absorcion. Para
particulas grandes (ej.: agregados de NPs), la luz no es capaz de polarizar las nanoparticulas de
manera homogénea, y efectos de retardacion dan lugar a fendmenos de excitacion de modos de
orden mayor o multipolos. Asi, multiples resonancias son generadas, dando lugar a un perfil de
extincion ancho o picos adicionales localizados a energias mas bajas (red-shift) en el espectro de
extincion. Para particulas no-esféricas, el campo eléctrico inducido por el plasmon superficial, no
se distribuye uniformemente en la superficie de las estructuras (ej.: nanotubos, nanocables). En
consecuencia, el plasmon superficial puede constar de mdaltiples bandas (oscilacién de los
electrones en diferentes direcciones) con anchos a media altura (FMHW) variados, los cuales dan
idea de cuan rapidos son los procesos de dispersion de energia de los electrones®, e incluso a
distancias diferentes dependiendo de la relacion de aspecto de la estructura (ej. Dimension
perpendicular vs. Longitudinal, Figura I1.1.5 B). La modificacion del perfil de la banda de LSPR
también puede evidenciar cambios en la estructura de las nanoparticulas metalicas como resultado
de un determinado tratamiento o interaccion posterior con otras moléculas del entorno. De igual
modo, puede servir como parametro para el estudio de la estabilidad de las NPs con el tiempo y la
temperatura, su incidencia en procesos de aglomeracion o coalescencia, o bien ante determinados

estimulos externos.
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Figura 11.1.5.A- Oscilaciones periddicas de la nube de electrones de superficie en las NPs,
inducidas por el campo EM de la radiacién incidente. A la derecha se muestra la polarizacion de
los electrones del metal. B- Variacion de la banda del plasmon superficial dependiendo de la
relacion de aspecto (R=L/b) de la nanoparticula. En el caso de NPs esféricas, al ser isotrépicas y
poseer dimensiones uniformes (R=1), el plasmén mostrara un Unico pico de absorcion (linea de
puntos). Por otro lado, en el caso de una nanoparticula anisotropica como un nanotubo (R#1), la
banda de absorcion del plasmon de superficie evidenciara dos picos correspondientes a los modos
de oscilacion 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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e Tipo y grado de funcionalizacién: Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier
(FT-IR) y Analisis Termogravimétrico (TGA)

La espectroscopia FT-IR permite obtener informacion valiosa acerca de los diferentes grupos
funcionales que pueden estar presentes en diferentes tipos de nanoparticulas con nicleos de diversa
constitucién, por medio de la medicion de las frecuencias vibracionales de los enlaces quimicos
involucrados. Con la informacién obtenida por esta técnica se pueden conocer, por ejemplo, los
grupos funcionales coordinados a la superficie de las NPs. Esta informacion puede utilizarse para
realizar analisis 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 mas comunes para la medicion por espectroscopia 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 relacion sefial/ruido con el que las
muestras pueden ser analizadas, este constituye el método de mayor uso en el andlisis de
materiales. Bajo esta metodologia pueden medirse muestras solidas, liquidas o gaseosas. Las
muestras solidas de nanoparticulas secas son usualmente molidas con un mortero convencional,
junto con una proporcion de un haluro de metal alcalino, usualmente KBr. Estos haluros poseen
propiedades de flujo en frio, por lo que cuando son pulverizados y luego sometidos a altas
presiones (~1000 kg/cm?, paso posterior), el mismo presenta propiedades transparentes o
translucidas como el vidrio. La muestra es compactada en una pastilla y colocada en la celda
correspondiente. El arreglo optico de la instrumentacion para FT-IR, permite la irradiacion
homogénea de la mezcla con la energia necesaria. Pese a la practicidad de esta metodologia en el
analisis de rutina, las técnicas de microscopia FT-IR han avanzado progresivamente hasta
convertirse en la opcion de preferencia en el analisis de NMs. Esta técnica permite obtener
informacion espectral espacial y quimica de manera simultanea. En este caso la muestra puede no
requerir preparacion previa ya que se deposita en forma de polvo sobre la platina del microscopio
para su analisis directo. Una vez alli, la radiacion IR puede concentrarse para obtener espectros en
modo de transmitancia 0 ATR, segln se desee, mucho mas precisos.>

En términos de funcionalidades quimicas, FT-IR puede emplearse para determinar tanto el tipo
de ligando presente en la superficie como la configuracidn del enlace existente entre el ligando y

el nacleo de las NPs. Este analisis se basa en los desplazamientos de las frecuencias vibracionales
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de cada enlace como resultado de la coordinacion o union de diferentes moléculas a la superficie
de las NPs. Por ejemplo, moléculas de &cidos carboxilicos mostraran en su espectro de infrarrojo,
la banda de absorcion caracteristica del estiramiento del grupo carbonilo (C=0) entre 1700y 1750
cm™. Estas moléculas, en su rol de ligandos de estabilizacion, se unen al nicleo de las
nanoparticulas por medio de los grupos carboxilo. Como consecuencia de union, el grupo
carboxilico 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 &cido carboxilico unido
al nacleo de la nanoparticula, el doble enlace C=0 tiene caracteristicas de enlace simple, con lo
cual se requiere una menor energia para producir la transicion vibracional bajo este estado. Los
mismos razonamientos pueden realizarse si se trata de grupos amino (vs, as 0 v N-H) en el caso de
proteinas o grupos fosfato (P-O) en el caso de fosfolipidos. Estos diferentes desplazamientos en
frecuencias vibracionales pueden implementarse para determinar el tipo de enlace o grado de
coordinacion que se establece entre el ligando y la nanoparticula, como se vera mas adelante.

El analisis termogravimétrico (TGA) es una técnica analitica sencilla que mide el cambio de
masa en una muestra en funcion de la temperatura y/o el tiempo, bajo atmosfera controlada.®
Tipicamente no se requiere una preparacion compleja de la muestra a excepcion de su adecuado
secado, y la informacion que se obtiene permite evaluar pureza y caracterizar diversos tipos de
nanomateriales.> Basicamente, el analizador termogravimétrico consiste en una termobalanza de
alta precision el cual esta conectado a un soporte/receptaculo (usualmente de alimina), dentro de
un horno con temperatura controlada. El receptaculo 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 atmosfera inerte o bien aire/O2 para obtener una atmosfera
oxidante. Los experimentos de TGA usualmente se realizan desde temperatura ambiente a
temperaturas proximas 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 descomposicion 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 grafico de la derivada de la curva de TGA referida como
curva de derivada termogravimétrica (DTG), es utilizada para localizar con mayor precision, la
temperatura a la cual ocurren los procesos de pérdida de masa. Los cambios de masa en una

muestra pueden deberse a procesos como evaporacion, secado, desorcion o adsorcion, sublimacion

53



TESIS DOCTORAL — Lic. Martin E. Villanueva

y descomposicion térmica. Estos cambios de masa son observados como “escalones” en la curva

de TGA o como picos en la curva de DTG (Figura 11.1.6).%°
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Figura 11.1.6. 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 escalon se
corresponde con un proceso de pérdida de masa diferente, cuyas temperaturas pueden ser
facilmente deducidas de la derivada primera (DTG) de la curva termogravimétrica. EI programa
de calentamiento aplicado fue fijado en 30 K/min bajo atmdsfera 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 organico que recubre
un nanomaterial, propiedades y caracteristicas de polimeros, temperaturas de descomposicion,
contenido de humedad adsorbida (en entornos cristalinos complejos, puede incluso dar idea de un
determinado tipo de estructuracion), contenido residual de metales, etc. Dadas sus capacidades,
TGA se ha convertido en una herramienta muy 0til para determinar el grado de cubrimiento
superficial de nanoparticulas. Tanto en nanoparticulas metalicas como magnéticas funcionalizadas
con ligandos organicos, esta técnica permite alcanzar una determinacion precisa de la masa total

que se desprende de la especie organica, la cual atraviesa por lo general, por procesos de
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combustion tempranos a temperaturas entre 200 y 400°C. Estas temperaturas resultan mucho
menores a las temperaturas de fusion del material inorganico que constituye al ndcleo de las
nanoparticulas y permite realizar la estimacion 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 nanoparticula como entidad individual.

Como se menciond anteriormente, las pérdidas de masa estaran relacionadas a la temperatura de
degradacion (combustion, oxidacién) de cada componente de la muestra; sin embargo, en casos de
materiales capaces de ocluir agua u otros solventes en diferentes entornos, sera posible observar
multiples “escalones” por eliminacion de la misma molécula (mismo solvente, en este caso)
ubicado en diferentes entornos estructurales de la muestra. Asi también pueden observarse
diferentes etapas de pérdida en muestras de NPs, para la oxidacion de un mismo ligando orgénico,
dependiendo del tipo de interacciones ligando-nanoparticula que se estén rompiendo y la

disposicion de las moléculas sobre la superficie del niicleo.%®

e Andlisis por espectroscopia de rayos X para el estudio de la composicion atémica y

estructura cristalina de las nanoparticulas
Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Uno de los més grandes desafios de la ciencia de superficies, es la caracterizacion detallada y
cuantitativa de la composicion de la superficie a nivel molecular o atdbmico. La espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X constituye una técnica poderosa para la investigacion de superficies
sdlidas y adsorbatos.®” La misma, involucra la irradiacion de un sélido en alto vacio (UHV), con
un haz monocromatico de rayos-X y el posterior analisis de los electrones emitidos segun su
energia (Figura I1.1.7A). El espectro es obtenido como un gréafico de nimero de electrones
detectados en funcion de sus energias de enlace. Usualmente se emplean anodos de MgKa (1253.6
eV) o AlKa (1486.6 eV), cuyos fotones generados tienen un poder de penetracion limitado en
solidos, de 1-10 micrometros. Estos fotones interactian con atomos en la region superficial,
causando la emision de electrones por efecto fotoeléctrico. Los electrones que logran escapar de
la superficie (desde una profundidad maxima de ~10 nm) poseen energias cinéticas (KE)

mesurables segun la expresion 11.1.3, donde hv es la energia del foton, BE es la energia de enlace
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del orbital atomico de donde se origina el electron eyectado, y ¢s la funcion trabajo del

espectrometro:
KE = hv — BE — ¢4 (1.1.3)

La energia de enlace (BE) puede considerarse como la diferencia de energia entre los estados
inicial y final, luego de que el fotoelectron deja el &tomo. Dado que hay una amplia variedad de
estados finales posibles de los iones de cada tipo de &tomo, hay una variedad correspondiente de
energias cinéticas de electrones emitidos. Adicionalmente existe una probabilidad diferente o
seccion transversal para cada estado final. En este sentido, los niveles de orbitales atdmicos: p, d
y f, llevarén a cabo desdoblamientos luego de la ionizacion, dando lugar a vacancias en pis, pai,
das2, dsp, fsi2 y f70. 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 estaran contempladas en el anélisis de la linea
atdmica que se desee estudiar.

Dado que cada elemento tiene un Unico conjunto de energias cinéticas, XPS puede utilizarse
para identificar y determinar la concentracion de los elementos en la superficie. Las variaciones
en las energias de enlace de cada elemento (desplazamientos quimicos) provienen de diferencias
en el potencial quimico y la polarizabilidad de los compuestos. Estos desplazamientos quimicos
pueden ser utilizados para identificar el estado quimico de los materiales bajo analisis. EI proceso
de emision de electrones, normalmente da lugar a dos procesos de emisién que ocurren en
simultaneo, un fotoelectron y un electron Auger. La emision Auger ocurre 10 s después de la
emision del fotoelectron y corresponde a procesos de relajacion en donde un electron de orbitales
externos decae hacia una vacancia generada en un orbital interno, emitiendo un segundo electron
en simultaneo (liberacion de energia 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 solo los electrones que se originan dentro de este rango de distancias por debajo de la superficie
del solido, pueden dejar la superficie sin pérdida de energia y generar los picos espectrales de
utilidad. Los electrones que atraviesan procesos de pérdida inelastica antes de emerger, forman
parte del background o linea de base, mientras que los electrones que dejan la muestra, son
detectados por un espectrometro de electrones acorde a su energia cinética.

XPS permite entonces, la determinacién directa de las concentraciones relativas de varios

constituyentes por medio de aproximaciones realizadas considerando el area de pico de las sefiales
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elementales.>® Para una muestra homogénea en el volumen analizado, el niimero de fotoelectrones
por segundo en un pico espectral especifico, esta dado por la ecuacion 11.1.4:
I = nfoOylAT (11.1.4)

Donde n es el nimero de atomos del elemento por cm?® de muestra, f es el flujo de rayos X en
fotones/cm?s, o es la seccion transversal fotoeléctrica para el orbital atomico de interés en cm?, 0
es el factor de eficiencia angular para el arreglo instrumental basado en el &ngulo entre el camino
del foton incidente y el electron detectado, y es la eficiencia del efecto fotoeléctrico, A es el camino
libre medio de los fotoelectrones en la muestra, A el area de la muestra de la cual los fotoelectrones
son detectados, y T es la eficiencia de deteccion de los fotoelectrones emitidos desde la muestra.

Desde la ecuacion 11.1.4, surge la expresion 11.1.5:

I

n= m (“15)

El denominador de esta Gltima expresion puede definirse como factor de sensibilidad, S, y si

consideramos una linea intensa para dos elementos, entonces:
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La expresion 11.1.6 puede utilizarse para todas las muestras homogéneas si la relacion Si/S; es
independiente de la matriz para todos los materiales. Las cantidades ¢ y A pueden variar de material
a material, pero las relaciones 61/62 y A1/A2 Se mantienen constantes. Para cualquier espectrémetro,
es posible desarrollar una serie de valores relativos de S para todos los elementos, y de esta manera
es posible efectuar una cuantificacion elemental relativa de las especies localizadas en la superficie

de los materiales.®

Difraccion de rayos X (XRD)

XRD es un método ampliamente eficaz y robusto para el estudio de nanomateriales (con
configuraciones estructurales de al menos una dimension, en el rango de 1-100 nm) dada la vasta
informacion que es posible extraer del ancho y la forma de las reflexiones, acerca de la
subestructura de los materiales; como, por ejemplo, tamafios de microcristales, micro distorsiones

de una red, dislocacién de estructuras, etc. La precision de esta técnica en cuanto a mediciones de

57



TESIS DOCTORAL — Lic. Martin E. Villanueva

espaciamiento atdmico, le confiere la capacidad de realizar determinaciones cuantitativas acerca
de los arreglos atomicos en las interfaces y estados de tension en films delgados.

Al igual que en XPS, la técnica de difraccion de rayos X (en nuestro caso, especificamente de
polvo, P-XRD), requiere Unicamente el apropiado secado y pulverizacion homogénea de la muestra
que debera contar con superficies suaves y por lo general, con cristales distribuidos de manera
aleatoria. La muestra es situada en un soporte bajo presion con el fin de obtener una superficie lisa
y plana. Tal como se describe en la Figura 11.1.7B, la configuracion del arreglo instrumental tipico
consiste en una fuente de rayos X (cuya irradiacién empleada usualmente es de 1.54 A, Cu Ko),
un receptaculo del espécimen, la dptica de recepcién y el detector de rayos X. La fuente y el
detector con su Optica asociada, se ubican en la circunferencia del circulo de enfoque, y el
receptaculo de la muestra, en el centro del circulo. El analisis del patron de XRD, se basa en la ley
de Bragg, tal como esté definido en la ecuacion 11.1.7, donde 4 es la longitud de onda del haz de
rayos X reflejado, d el espaciamiento entre planos atomicos, y n'y 6, el orden y el angulo de
difraccion respectivamente.

2d sinf@ = nAl (1.1.7)

El angulo entre la radiacion incidente y el plano de difraccion, es & (angulo de Bragg), vy el
angulo entre los haces transmitidos y difractados, es 26 (Figura 11.1.7C). Cuando el haz incide en
la muestra, los rayos X son dispersados por cada atomo de una manera diferente. Si los haces
dispersados se encuentran en fase, interfieren constructivamente y se obtiene un maximo de
intensidad (pico) para el angulo en particular. Los planos atomicos desde los cuales los rayos X
resultan dispersados, se conocen como planos de reflexion y se denotan bajo sus respectivos
indices de Miller.>®

El ensanchamiento de lineas, puede emplearse como medida de tamafio promedio de los cristales

bajo la ecuacion de Debye Scherrer®® (11.1.8):

KA
D. =
v B cos @

(11.1.8)

En esta expresion, Dy es el tamafio promedio de la particula, A es la longitud de onda de
radiacion, B el FWHM (ancho de banda a media altura del méximo) del pico de reflexion analizado,
y K, la constante de Sherrer. Esta constante tiene en cuenta la forma de la particula y usualmente
adquiere un valor de ~0.9. Si bien los tamafios obtenidos a través de esta férmula permiten conocer
el tamafio promedio de las particulas 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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particula. No tiene en cuenta la existencia de una distribucion de tamafios ni la presencia de
defectos en la red cristalina, de manera que el célculo de didmetros de grano a partir de la FWHM,
puede sobreestimar el valor del didmetro real. Ademas, la presencia de defectos en una cantidad
significativa puede derivar en un alargamiento adicional de la linea de difraccion. Estas
limitaciones pueden solucionarse, respaldando las mediciones de XRD con otras técnicas para la
determinacion del diametro de particulas como TEM.
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Figura I1.1.7. A- Diagrama esquematico de un espectrofotometro de XPS. Adaptado de Moulder,
J. F., Stickle, W. F., Saobol, P. E., Bomben, K. D. Handbook of X-Ray Photoelectron Spectroscopy;
Sobol, P. E., Chastain, J., Eds.; Perkin ElImer Corporation, 1993. B- Difractometro de rayos X con
generador de rayos X de anodo rotatorio. C- Configuracion basica 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.

e Determinacion de la morfologia y el diametro de nanoparticulas: Microscopia de

Transmision Electronica (TEM)

La informacion estructural a escala nanomeétrica, es fundamental para la correlacion estructura-

propiedad y el desarrollo de investigacion basica y aplicada en nanomateriales. La microscopia de
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transmision electronica (TEM) ha sido por afios una de las herramientas mas empleadas para los
estudios estructurales. Ademéas de informacion en cuanto distribucion de tamafios en
nanoparticulas, esta técnica aporta informacion relevante en torno a morfologia, nimero y
composicion de fases, defectos cristalograficos, etc. La preparacion de muestras requiere
usualmente la suspension de un volumen del espécimen (en su solvente de dispersion) sobre grillas
de Cu recubiertas con film de C o Formvard. La muestra en cuestion es depositada en una camara
de vacio donde es irradiada por un flujo de electrones generados por un cafién de electrones con
energias proximas a los ~120 kV. Este haz es focalizado por medio de aperturas metélicas 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 fésforo y convertir la informacion de imagen electroénica,
en una forma visible (Figura 11.1.8).%

Caiién de electrones

Lentes de proyeccion

Monitor fluorescente

Figura 11.1.8. Diagrama esquematico de un microscopio de transmision electrénica. Adaptado de
Tang, C. Y.; Yang, Z. Transmission Electron Microscopy (TEM); Elsevier B.V., 2017.

e Andlisis de propiedades magnéticas: magnetometro de muestra vibrante (VSM)

Tal como se detallo en la seccion 11.1.1, la determinacion de las propiedades magnéticas de las
MNPs es fundamental para el disefio adecuado de los sistemas que utilizan estas nanoparticulas y

para establecer una relacién 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 fisica de estos sistemas responde segln las condiciones de contorno previamente
mencionadas. Segun lo descripto, las fluctuaciones térmicas son las responsables de promover la
inversion en la direccion de la magnetizacién (rotacién), en ausencia de histéresis en materiales
superparamagnéticos. Esta dependencia de los tiempos de relajacion de los momentos magnéticos
en una particula (t) con la temperatura, esta dada por la expresion de Néel-Brown segun la

expresion 11.1.9, donde kg es la constante de Boltzmann y =107,

KeffV
T = Tgexp (kﬁf’;) (11.1.9)

Si el momento magnético de la particula se invierte a tiempos méas cortos que los tiempos
experimentales, el sistema se encuentra en un estado superparamagnético, mientras que si el
tiempo de inversion de spin es mas largo, el mismo se define dentro del estado blogueado.
Nuevamente, como se describio en 1.1, la temperatura de bloqueo (Tg) es el pardmetro que separa
ambos regimenes y puede ser calculada considerando la ventana de tiempo de la medicion. Asi por
ejemplo, mediciones de magnetometria realizadas en un tiempo aproximado de 100s, permiten

KeffV o3
30kp

aproximar Tg a

El magnetdmetro de muestra vibrante (VSM) es una de las metodologias mas empleadas para
realizar este tipo de analisis. La muestra es sometida a un campo magnético externo uniforme, el
cual induce magnetizacion 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 geometria de estas bobinas,
la FEM puede variar segun: amplitud y frecuencia de vibracién, campo magnético externo y
magnetizacion de la muestra. Por Gltimo, los valores de magnetizacion son deducidos de la FEM
obtenida, y es posible registrar la curva de histéresis realizando un barrido de campos magnéticos
externos.

Si todas las particulas estan en estado superparamagnético, los momentos magnéticos de cada
particula deberan apuntar en direcciones arbitrarias, y la curva de magnetizacion del ensamblaje

de nanoparticulas estara dado por la ecuacion de Langevin?! (11.1.10):

My = NuL (£2) (11.1.10)

kgT
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Donde My es la magnetizacion del ensamblaje a lo largo de la direccién del campo magnético
aplicado H, N es el nimero de particulas magnéticas por unidad de volumen, T es la temperatura
absoluta y kp, la constante de Boltzmann. Las curvas de magnetizacion para particulas
superparamagneéticas, en funcion de H/T medidas a diferentes temperaturas, deberian superponerse
hasta la saturacion. Adicionalmente, si todas las particulas se encuentran en estado
superparamagnético, no deberia observarse histéresis y tanto la remanencia como el campo
coercitivo (Hc) deberian ser cero (Figura 11.1.9). Por otra parte, si todas las particulas no se
encuentran en un equilibrio térmico completo con el campo aplicado durante el tiempo que

requiere la medicion, se visualiza el bucle distintivo de la histéresis.?

A B C
- ]M
kBT@@ T
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|
%

Figura 11.1.9. 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 interactlan entre si, y fluctian cuando la energia térmica ksT es mayor que la
energia de anisotropia. La curva de magnetizacion 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- Nanoparticulas anti ferromagnéticas
pueden exhibir una magnetizacién débil con bajo grado de histéresis. Adaptado de Lu, A. H.;
Salabas, E. L.; Schith, F. Magnetic Nanoparticles: Synthesis, Protection, Functionalization, and
Application. Angew. Chemie - Int. Ed. 2007, 46 (8), 1222-1244.
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I1.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como punto de partida, se propuso llevar a cabo la puesta a punto de rutas sintéticas para la
obtencién de nanoparticulas de plata funcionalizadas con &cido oleico (AgNP-OA), vy
nanoparticulas magnéticas recubiertas por el mismo ligando (MNP-OA), de manera controlada y
reproducible.

En conjunto con ello, se apunt6 de manera continua al desarrollo de procedimientos de
purificacion efectivos de las nanoparticulas sintetizadas con el fin de lograr el grado de
funcionalizacidon y dispersion en solventes adecuados.

Seguidamente, y en concordancia con el marco introductorio descripto en 11.1.3, se emplearon
diversas técnicas de caracterizacion con el fin de obtener informacion precisa acerca de la
estructura, morfologia y propiedades fisicoquimicas (entre otras) de las AQNP-OA y MNP-OA
que seran enfrentadas a los diferentes modelos de biomembrana o sistemas transportadores durante
los ensayos diagramados en esta tesis.

Como se explicd anteriormente, tanto el disefio de metodologias de sintesis y purificacion
reproducibles como una caracterizacion completa y detallada de los sistemas de nanoparticulas
fabricados, son esenciales para establecer relaciones estructura-propiedad que permitan luego el

entendimiento de las respuestas observadas durante la interaccion nanoparticula-biomolécula.

11.3- MATERIALES Y METODOS

11.3.1- Sintesis y purificacion de nanoparticulas hidrofobicas

Las nanoparticulas utilizadas para estudios de interaccion con diferentes modelos de
biomembranas o sistemas transportadores durante esta tesis, se componen de un nucleo inorganico
(core) de plata (Ag®) o magnetita (FesOa), segln corresponda, y un recubrimiento de capa Unica
(monocapa) de acido oleico (OA). Los ligandos OA se unen al nicleo metélico o magnético por
quimisorcién a través de los grupos carboxilato (COQ), disponiendo sus cadenas hidrocarbonadas
hacia la parte externa; esto les confiere a las NPs sus caracteristicas hidrofébicas. El equipo de

sintesis consistié en un balon de reaccion de dos bocas; por una de ellas se introdujo un burbujeador
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para el ingreso de N2y se conectd la salida remanente a un tubo refrigerante con oliva y trampa de
CaCl.. En los siguientes apartados, se describen las metodologias empleadas para la sintesis de
estas nanoparticulas (Figura 11.3.10), las cuales fueron adaptadas de trabajos de investigacion

reportados en la literatura.

e Nanoparticulas de plata funcionalizadas con acido oleico (AgNP-OA)

La sintesis de AgNP-OA se llevd a cabo siguiendo la metodologia descripta por Wang et. al.®2
Las NPs fueron preparadas por reduccion térmica de trifluoroacetato de plata (CFsCOO Ag*) en
éter isoamilico (C10H220) en presencia de acido oleico. Brevemente, en el balon de reaccion se
afiadieron 0,04 g (0,18 mmol) de trifluoroacetato de plata, junto con 3 mL de éter isoamilico.
Posteriormente, se comenzo el calentamiento bajo agitacion constante y burbujeo de N2, hasta
alcanzar una temperatura de 160 °C, momento en el cual tiene lugar la formacion de nucleos
estables de plata. Una vez alcanzada esta temperatura, se adicionaron 230 uL de acido oleico (0,72
mmol) y se continud la reaccion durante 30 minutos a temperatura constante. La mezcla final se
dejo enfriar a temperatura ambiente, bajo atmdsfera de nitrégeno y refrigeracion continua. A
continuacion, el producto obtenido durante la sintesis, se trasvasé a un beaker y se afiadieron 4 mL
de etanol absoluto. Luego de un tiempo de decantacion de 1 h, se logro la precipitacion completa
de las NPs en el medio etanolico.

Seguidamente se realizo la purificacion de las AGQNP-OA con el objetivo de eliminar &cido oleico
libre y la segunda capa de OA con la cual las nanoparticulas son inicialmente obtenidas (Figura
11.3.10B). Este proceso les permite adoptar una funcionalizacion final con una Unica monocapa
densa del ligando lipidico y su posterior dispersion en solvente organico (AgNP-OA hidrofobicas).
Con este proposito, se extrajo el sobrenadante etandlico con una pipeta Pasteur y se afiadid otra
fraccion de etanol a las nanoparticulas. La mezcla resultante, se centrifugé a 3000 rpm durante 5
min para favorecer la separacion de fases y de esta manera, extraer fase etanolica con sucesivas
fracciones de OA remanentes que permanecieron sin reaccionar. De esta manera, se llevaron a
cabo un total de cuatro ciclos de extraccion en etanol y finalizado el proceso, se procedi6 al secado
de las AgNP-OA por evaporacion de solvente con una bomba de vacio. Las AQNP-OA obtenidas
fueron suspendidas en n-hexano, solvente en el cual produjeron dispersiones de una coloracién

marron claro.
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e Nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con acido oleico (MNP-OA)

Las MNPs-OA fueron preparadas mediante el método de co-precipitacion descripto por Peng et.
al.%% En un balon de dos bocas se colocaron 1,5 g (7,5 mmol) de FeCl..4H;0; 4,1 g (15,2 mmol)
de FeCls.6H20, 120 mL de H20 y un agitador magnético. La mezcla se mantuvo bajo agitacion a
temperatura ambiente hasta la disolucion completa de todos sus componentes bajo atmosfera de
N2. Una vez obtenida la solucion homogénea, se agregaron 20 mL de NHz.H2O 28% (w/w) con lo
cual la coloracion de la mezcla cambid de naranja a negro, en simultaneo con la aparicion un de
precipitado negro. Seguidamente, se incorpord 1 mL de OA (3 mmol) y se llevo la mezcla de
reaccion a 80°C bajo agitacion constante durante una hora. Una vez cumplido este tiempo, la
mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente bajo corriente de nitrogeno.

Para la decantacion subsiguiente, volimenes de 10-20 mL del crudo de reaccidn se trasvasaron
a diferentes cristalizadores y se agreg6 un volumen equivalente de etanol a cada uno de ellos, con
el fin de precipitar las nanoparticulas. Dicha separacion fue favorecida por medio de la colocacion
de imanes convencionales en la parte inferior de los recipientes, lo cual contribuye a acelerar el
proceso de decantacion. Seguidamente, se efectud el procedimiento de purificacion con el mismo
objetivo que en el caso de las AgNP-OA, realizando cuatro ciclos sucesivos de decantacion
magnética/extraccion de las mezclas de MNP-OA obtenidas. Finalmente, se evaporé el etanol
excedente haciendo uso de una bomba de vacio.

El solido resultante fue suspendido en solvente organico (n-hexano o THF dependiendo de su

futuro uso), medios en los cuales las NPs se mantienen bien dispersadas.
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Figura 11.3.10. A-Metodologias implementadas para la sintesis de nanoparticulas hidrofobicas.
Ruta superior (NPs en gris), AgQNPs-OA. Ruta inferior (NPs en rojo), MNPs-OA. B- Modificacion
de las caracteristicas de superficie de las NPs durante el proceso de purificacion. Durante este paso,
la doble capa de OA que estabiliza inicialmente a las nanoparticulas (hidrofilicas) es eliminada,

dejando una monocapa lipidica hidrofébica como cobertura final.

111.3.2- Caracterizacion

e Microscopia de Transmision Electrénica (TEM)

La caracterizacion de nanoparticulas por TEM se realiz6 empleando un microscopio electronico
Jeol 1200 EX 11 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 uL. de cada dispersion en grillas de cobre.
Los didmetros se calcularon empleando el software Image J, y el nimero de particulas
contabilizadas en cada imagen vario6 entre ~1000 y 3000 particulas. El indice de polidispersidad
(PDI) se calcul6 a partir de los datos de TEM por medio de la Ecuacion 11.1.11, donde o es la
desviacion estandar y Davg €s el didmetro, ambos considerando los valores promediados del total

de imagenes analizadas.

PDI = (2 ’ (11.1.11)
(5es)

DAvg

e Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR)

Se adquirieron espectros de infrarrojo de las nanoparticulas utilizando un microscopio infrarrojo
Thermo Scientific Nicolet iN10 operando entre 500 y 4000 cm™ con una resolucién de 4 cm™.

Preparacion 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 Gltimo, se las sometid a presion para obtener una pastilla. El espectro

IR de OA se midio depositando una gota de OA en una pastilla de AgBr.

e Difraccion de rayos X de polvo (p-XRD)

El patrén de difraccion de nanoparticulas secas (polvo), se obtuvo con un equipo Philips PAN
analytical X pert utilizando un haz de radiacion de Cu Ka (A=0.15406 nm) operado a un voltaje

de 40 kV y una corriente de 30 mA, en el rango de 20-80° (260).

e Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

Se analizaron las composiciones quimicas 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 Kaa a 140W. La informacion obtenida, se analizéo empleando

el software Avantage Surface Chemical Analysis versién 5.9912 y los ajustes se obtuvieron
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empleando un modelo Gaussiana-30% Lorenziana y una linea de base Shirley. Las posiciones de
los picos fueron referenciadas internamente al pico de C 1s a 284.8 eV.

e Espectroscopia UV-Visible

Para corroborar la estabilidad de las AgNPs-OA en solucién de n-hexano a lo largo del tiempo,
se realizaron controles mediante espectrofotometria 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 estudio la sefial del plasmén superficial a lo largo de un (1) mes.

e Analisis termogravidimétrico (TGA)

El comportamiento térmico se evalué 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

atmosfera de nitrogeno a un flujo de 75 mL/min.

e Analisis de magnetometria (Magnetometro de muestra vibrante- VSM)

La caracterizacion magnética de las nanoparticulas se realizo por medio de un Magnetémetro de
Muestra Vibrante (VSM) Lakeshore 7300. El ciclo se midi6 a temperatura ambiente con campos

aplicados entre 13 y -13 kOe.

I1.4- RESULTADOS Y DISCUSION

11.4.1- Obtencion de nanoparticulas hidrofdbicas y estudio de sus propiedades

fisicoquimicas

En el caso de las AgNP-OA, la reaccion térmica para la obtencion de las nanoparticulas mostro
ser dependiente de varios factores tales como el grado de hidratacion del &cido oleico empleado

como agente de funcionalizacién de las nanoparticulas y los tiempos de calentamiento antes y
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después de la incorporacion del OA. La utilizacidén de un OA hidratado en esta sintesis, conduce a
la aglomeracion de las nanoparticulas en el medio de reaccion y posteriormente a un bajo grado
de dispersion post-precipitacion.

Por otra parte, durante el transcurso de ambas rutas sintéticas (AgNP-OA y MNP-OA), el tiempo
de nucleacién previo al agregado del ligando resultdé determinante en la reproducibilidad de la
obtencion de las nanoparticulas; especialmente en el caso de las AgNPs-OA donde la nucleacion
transcurre dentro de una rampa de temperaturas crecientes. Un tiempo de nucleacién de ~1 h fue
permitido en ambos casos. De manera subsiguiente, el OA fue agregado lentamente para favorecer
un mezclado homogéneo y la estabilizacion adecuada de las NPs en presencia del surfactante.

Mientras que la purificacion de AgNP-OA se llevo a cabo mediante separacion de fases
facilitada por centrifugacion, las ventajas en cuanto a la separacién magnética que las MNPs-OA
brindan, les confieren una capacidad de purificacion simplificada empleando solamente imanes
convencionales. Asi los tiempos de decantacion de las MNPs-OA son substancialmente reducidos,
mejorando la purificacion ya que todo el OA libre queda mas facilmente desplazado en la fase
etandlica. Las AgNP-OA y las MNP-OA mostraron ser estables tanto en sequedad (polvo
liofilizado), como en soluciones en diferentes solventes organicos (preferentemente, n-hexano)
almacenadas a 4 °C.

La absorbancia relacionada con la resonancia del plasmén superficial en las AgNP-OA fue
utilizada como parametro para determinar estabilidad y grado de dispersion en estas
nanoparticulas.

Como se observa en la Figura 11.4.11, la longitud de onda a la cual se produce la absorcion del
plasmén de las AgQNPs-OA se encuentra entre los 412-414 nm, acorde a lo informado en trabajos
previos para nanoparticulas de este tamafio.'®®* Los espectros mostraron que las dispersiones de
AgNP-OA son completamente estables hasta los 15 dias, luego de lo cual la absorbancia decae
(aproximadamente en un 10%) probablemente debido a la precipitacion de las nanoparticulas. Sin
embargo, luego de un ciclo de sonicado, el valor original de absorbancia es recuperado. También
es posible observar que la forma del plasman se ve preservada, indicando la ausencia de agregacion

o coalescencia de las AgNP-OA.
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Figura 11.4.11. 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
desmagnetizacion al extraer el mismo, tanto en estado sélido como en dispersiones en solvente
organico, nos permitio deducir que las nanoparticulas sintetizadas presentaban propiedades
caracteristicas de los materiales ferromagneticos, esto es, al menos un determinado grado de
paramagnetismo. Sin embargo, a los fines de definir si las nanoparticulas en cuestion, se comportan
como superparamagnetos, se llevd a cabo el analisis de magnetometria, empleando un
magnetémetro de muestra vibrante (VSM).

Como se denota en la Figura 11.4.12, no se observé histéresis alguna durante el ciclo de
magnetometria efectuado sobre la muestra, lo cual sugiere que las particulas sintetizadas son
superparamagnéticas con un valor de magnetizacion de saturacion (Ms) de 63,4 emu g™*. Este valor
concuerda con los valores reportados en bibliografia para este tipo de nanoparticulas.*® MNPs sin
ninguna funcionalizacion poseen valores de Ms mas altos que rondan los 81,4 emu g*, la
subsecuente estabilizacidn con una capa de ligandos diamagnéticos (OA) produce una disminucién

de este valor por un fendmeno de “quenching” del momento magnético.**
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Figura 11.4.12. Curva de magnetizacion de las MNP-OA. La curva corresponde al ciclo de
magnetizacion/ desmagnetizacion realizado, el cual transcurrio en ausencia de histéresis, sin

remanencia ni campo coercitivo.

11.4.2- Caracterizacion estructural de las nanoparticulas hidrofobicas

La espectroscopia infrarroja (FT-IR), nos permitio dilucidar primeramente el grado de
purificacion de las nanoparticulas, por lo que esta técnica se precisé como analisis de rutina durante
cada sintesis realizada. Si bien las nanoparticulas tienen nucleos de diferente composicion, el
ligando que las estabiliza es el mismo, por lo que las bandas caracteristicas correspondientes a la
unién NP-ligando se conservan, con leves desplazamientos. En la Figura 11.4.14, se observan los
espectros de IR caracteristicos de OA y las nanoparticulas sintetizadas junto con las bandas de
absorcion detalladas para cada frecuencia. Como caracteristica principal, fue posible confirmar la
purificacion efectiva de las nanoparticulas (eliminacion de OA libre o de la segunda capa, Figura
11.3.10B) por desaparicion de banda de estiramiento simétrico (vs) correspondiente al grupo
carbonilo (C=0) del OA, centrada a ~1700 cm™ en contraste con la aparicion de bandas
caracteristicas de quimisorcion de los grupos carboxilato unidos al ntcleo de las NPs. Las sefiales
correspondientes al carboxilato quimisorbido mostraron desplazamientos caracteristicos proximos

a ~1560, 1520, y 1410 cm™.% Acorde a las observaciones realizadas por Deacon et. al.%®, y en
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concordancia con otros estudios sobre carboxilatos,*® la interaccion entre el grupo carboxilato y

atomos metalicos, puede ser categorizada en tres estructuras distintas (Figura 11.4.13):

e Complejo monodentado: donde el metal se une con un Gnico atomo de oxigeno del grupo
carboxilato.

e Complejo bidentado: (quelando) donde un atomo del metal se une con dos atomos de
oxigeno del carboxilato.

e Complejo tipo puente: donde cada a&tomo de oxigeno del carboxilato se une con un atomo

de metal a través de un enlace monodentado.

-

(o]
—(CHp); —CH=CH—(CH),—CH, + H,0 A

HO
\

+ //c-(cng,-cu:cu—(cu;,-cu, —_—
o

S0~ (CHy —CH=CH—(CHy,—CH, + H:0 B

%~ (CHY—CH=CH—(CH}—CHy + H,0 C

-

Figura 11.4.13. Modos de interaccion entre los atomos del nucleo metélico y el grupo carboxilato

del OA. A- Complejo monodentado. B- Complejo bidentado (quelando). C- Complejo tipo puente.

Considerando la relacion empirica entre las frecuencias vas, Y vs 0bservadas se propone que un Av=
200-300 cm'! se corresponde con la formacion del complejo monodentado, Av~140-190 cm™ al
complejo tipo puente, y Av < 110 cm™ al complejo bidentado. En los espectros obtenidos para las
AgNP-OA y MNP-OA, esta relacion sugiere que el OA se encuentra unido a la superficie de las
nanoparticulas mediante una configuracion de complejo bidentado y mediante estado puente. Estas
configuraciones resultan en las uniones fuertes del OA a los nucleos de las NPs en donde ademas

el ligando expone las cadenas hidrocarbonadas del OA hacia el exterior confiriéndole a las NPs

72



CAPITULO Il

caracteristicas hidrofobicas. Las sefiales ubicadas a ~2921, 2853, 1440 y 718 cm™ pertenecen a los
grupos -CH:-, y la sefial situada a ~3005 cm™ a los grupos -CHs terminales de las cadenas
hidrocarbonadas de OA. En el espectro FT-IR de las MNP-OA se destaca la sefial correspondiente

a la vibracion Fe-O de la estructura de la magnetita, a ~594 cm™, en concordancia con lo informado
por la bibliografia.*3

Acido oleico

1711
v(C=0)

AgNP-OA

)
= 718
© (CH,) rock
o 1561€—
= v, (COO)
= 3005 V= (COOY) 1414
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g V(CH;) puente 5(CHJ)
]
=
2921 v,, (COO)
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1563&
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Figura 11.4.14. Espectros FT-IR de las AgNP-OA y MNP-OA (discos de KBr) y acido 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 tedrica y
medido experimentalmente. El analisis de termogravimetria permitié determinar el grado de
funcionalizacién para ambas nanoparticulas, en cuyos termogramas se observan diferentes
pérdidas asociadas a la descomposicion de OA en diferentes instancias. Experimentalmente
también es posible deducir pérdidas debidas a oclusion de solvente o solvente de dispersion
remanente en las muestras ensayadas. En particular, las AQNP-OA (Figura 11.4.15A) resultan
dificiles de obtener como polvo seco para efectuar estudios en sélido, sin embargo, la primera
pérdida obtenida para estas nanoparticulas en el intervalo entre 80-100°C asociada a solvente
ocluido, representa una leve disminucion casi imperceptible en el porcentaje de masa inicial.
Seguidamente, entre los 136,6 y 263,6°C, comienza la degradacion de los enlaces COO"Ag™, lo
cual pospone la oxidacion de las moléculas de OA.% Entre 263,6 y 394,4°C se experimentan
sucesivos procesos de degradacion de OA que finalizan alrededor de los 460°C, arrojando un
porcentaje de pérdida de masa de ~19%, correspondiente a la cantidad total de &cido oleico en las
AgNPs-OA. Valores equivalentes en masa para la cobertura de una monocapa de OA y etapas de

degradacion similares en nanoparticulas del mismo tamafio, han sido reportados por otros

autores. 8
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Figura 111.4.15. Andlisis termogravimétrico (TGA, linea sélida) y primera derivada (DTA, linea
discontinua) de las A- AgNP-OA y B- MNP-OA.

Un razonamiento similar se aplicd al analisis del termograma obtenido para las MNPs-OA
(Figura 11.4.15B), las cuales pueden obtenerse facilmente como polvo seco. En el mismo, la
primera pérdida de ~1% en masa se relacioné 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 descomposicion del OA, acorde a lo reportado para nanoparticulas de magnetita funcionalizadas
con una monocapa de acido oleico.®” Luego del primer decaimiento (pérdida de solvente), y desde
153,2 a 482,1 °C fue posible observar un primer proceso global de descomposicion 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 degradacion de OA, dando lugar a una pérdida neta de masa de 15,8 %,
correspondiente a la proporcién de surfactante que interviene en la funcionalizacién de las MNP-
OA.

La informacién obtenida por termogravimetria concuerda bien con lo predicho por estimaciones
tedricas de la masa (detalladas méas adelante), las cuales denotaron 14 y 18% de masa total de OA
para el caso de una funcionalizacion completa con una monocapa de OA en AgNP-OA y MNP-
OA, respectivamente. Las pequefias diferencias observadas con respecto a las estimaciones
tedricas basadas en considerar los diametros de TEM, la masa de OA, el area ocupada por el mismo
y un empaquetamiento de red hexagonal pueden ser atribuidas a procesos de aglomeracion o
pérdidas desparejas de masa que ocurren normalmente cuando las nanoparticulas son llevadas a

sequedad.

A fin de caracterizar el nucleo de las nanoparticulas, se realizaron estudios por medio de
microscopia de transmision electrénica (TEM), con la cual se recabd informacién en cuanto a
morfologia, grado de polidispersidad y estabilidad en el tiempo (AgNP-OA) de las nanoparticulas
(Figura 11.4.16). Para las AgNPs-OA, se encontré un diametro promedio de (5,2 £ 0,1) nm. Dado
que las AgNP-OA son susceptibles a sufrir oxidacion, 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 degradacion. Imagenes obtenidas a los 5 y a los 50 dias después de sintetizadas (grillas
diferentes), permitieron corroborar la ausencia de cambios en la morfologia de las AgNP-OA en
intervalos de tiempo prolongados, lo cual se condice con lo observado por espectroscopia UV-
visible. El diametro promedio del nicleo de magnetita en las MNP-OA, se estimé en (7,2 £ 0,7)
nm. Como puede inferirse de las micrografias obtenidas (Fig. 11.4.16), las nanoparticulas metalicas
presentaron una morfologia mas uniforme y homogénea, mientras que las nanoparticulas
magnéticas son mas polidispersas con zonas de aglomeracion variable. Estas diferencias son
reflejadas por los indices de polidispersidad (PDI) calculados, para los cuales se obtuvieron valores
de 4x10™* y 90x10* para AgNP-OA y MNP-OA, respectivamente.
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Figura 11.4.16. Histogramas de distribucion de tamafio promedio (izquierda) realizado a partir de

imagenes obtenidas por medio de TEM, de AgNPs-OA (paneles superiores) y MNPs-OA (paneles
inferiores) dispersadas en n-hexano. En las imagenes correspondientes a AgQNP-OA, se obtuvieron
micrografias luego de 5 (A, B) y 50 dias (C, D) de su sintesis para corroborar su estabilidad y
morfologia. Debajo, se visualizan las MNP-OA en diferentes campos y magnificaciones. El
andlisis estadistico tuvo en cuenta un total de 5 imagenes por NP y el nimero de particulas

analizadas vario entre ~1000 y 3000 particulas para cada imagen.

A partir de los didmetros obtenidos por TEM, y considerando la masa y el area ocupada por
moléculas de OA en la superficie de las NPs, fue posible realizar calculos teéricos enfocados a
estimar las masas molares (implicitamente, la composicidn nicleo/ligando) de las nanoparticulas

sintetizadas (Ecuacion 11.4.12).

PMyp_o4 = [(4nr3§nﬁdeo) + (MWOAerogoe«))]xNA (11.4.12)

El peso de las NPs fue estimado considerando el radio (r) del nacleo de las mismas, la densidad

especifica del material que compone cada nucleo (dnacleo), Y 1a masa molar del acido oleico (MWoa).
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Las densidades especificas de Ag y FesOs utilizadas, fueron 10490 y 5200 g/dm?,
respectivamente.®® Se asumié 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
introduccion de un factor de correccidn igual a 0,9069. Aoa representa el area de seccion
transversal promedio ocupada por una molécula de OA en la superficie de la particula, la cual se
definio en 30 A%molécula (molécula completamente extendida),’®®® y Na es el ndmero de
Avogadro.’”® Bajo esta metodologia, se obtuvieron masas molares de 529 KDa y 751 KDa para las
AgNP-OA y las MNP-OA, respectivamente.

Adicionalmente, se estudiaron las composiciones atémicas superficiales y estructura de red
cristalina de las nanoparticulas, a través de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) y
difraccion de rayos X de polvo (p-XRD).

En la Figura 11.4.17, se muestran los espectros de XPS de las nanoparticulas sintetizadas. En el
caso de los espectros obtenidos para las AgNP-OA (A-C), es posible distinguir las sefiales
caracteristicas de Ag 3ds» y Ag 3di, a367,7 y 373,8 eV respectivamente, con un desdoblamiento
spin-orbita de ~6eV como es de esperarse para la Ag (0).”* La region de O 1s (B) muestra dos
contribuciones principales a 531,9 y 532,7 eV, los cuales corresponden en este orden a los atomos
de oxigeno de los grupos carboxilato con uniones de tipo mono- y bidentado al nticleo metalico.”
En este sentido, es valido aclarar que la union monodentada identificada por la técnica de XPS
hace referencia a la configuracion de complejo tipo puente, observada en estudios de FT-IR
(Figura 11.4.13). A diferencia de la técnica de FT-IT, XPS no puede discriminar entre una union
netamente monodentada y una de tipo puente, dado que s6lo obtiene informacién acerca de la
unién entre un &tomo de oxigeno y un atomo de Ag o Fe, con energias de enlace (BE) degeneradas.

Estos mismos desplazamientos en la region de O 1s pueden apreciarse en el caso de las MNP-
OA (E), donde adquieren energias similares de 531,6 y 532,8 eV, con la contribucion adicional
del oxigeno de red propio de la estructura cristalina que compone el nicleo de FeszOa, la cual
adquiere un valor de energia de ~530 eV.” La configuracion de enlace ligando-nanoparticula,
también queda en evidencia cuando se analizan las regiones de C 1s para cada material. Como
observa en la regiéon de C 1s para las AgNPs-OA (C), las sefiales estan compuestas por tres
contribuciones diferentes, que surgen del entorno quimico de los diferentes &tomos de carbono en
las moléculas de acido oleico. El pico mas intenso a 284,6 eV, se asigno a la cadena hidrocarbonada

de OA. De manera analoga a la region de O 1s, los picos en la region de C 1s centrados en 285,6
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y 288,7 eV corresponden a los enlaces C-O simple y doble (caracteristicos de uniones mono- y
bidentado respectivamente, al nicleo de las NPs), provenientes de los grupos carboxilato del OA.
La region de C 1s en las MNP-OA (F), comprende los mismos valores de desplazamiento en
energia para las tres contribuciones pertenecientes a esta sefial (284,8, 286,4 y 288,4 eV). La
relacion de sefiales denotada por las areas de cada pico, sugiere que los ligandos OA se unen al
nucleo de magnetita por medio de enlaces mono- (puente) y bidentado en proporciones semejantes,
en tanto que para las AgNP-OA, la relacion es diferente. Por este motivo, se realizaron
cuantificaciones de proporciones atomicas relativas en la superficie teniendo en cuenta las areas
de pico para cada contribucion de las sefiales observadas en las regiones de O 1s. Descontando las
sefiales provenientes del oxigeno de red (FesOs) en MNPs-OA, se obtuvo que, para ambas
nanoparticulas la superficie posee un tipo de unién en proporciones aproximadas de 80:20,
monodentado (con ambos O de un grupo COO™ unidos a dos atomos diferentes de Ag o
Fe)/bidentado (ec. 11.1.6), teniendo en cuenta la concentracion total de grupos carboxilatos
aportados por el surfactante. De esta forma, las caracteristicas de enlace encontradas por medio de
esta técnica, concuerdan con lo observado por FT-IR, donde la relacion establecida por medio de
las diferencias en frecuencias de absorcion en el infrarrojo, denotaron un equilibrio quelando
bidentado/puente (Figuras 11.4.13-14) en lo respectivo a la naturaleza del enlace nucleo-ligando.

El espectro de XPS de las nanoparticulas de magnetita en la region del Fe 2p, comprende sefiales
pertenecientes a ambos estados de oxidacion, Fe?* y Fe®*; el primero coordinado octaédricamente
y el segundo, distribuido entre sitios octaédrico y tetraédrico (solapamiento de sefiales FeoOz/FeO).
La regién del Fe 2p en las MNP-OA (D) presenta dos sefiales dobletes correspondientes al
desdoblamiento spin-Orbita para Fe 2ps2 'y 2p12 con sus respectivos satélites. El pico a mas baja
energia, centrado en 710,6 eV corresponde a la sefial de Fe?* 2ps y su respectivo satélite en 712,6
eV. Alrededor de los 710,8 eV se muestran algunas especies octaédricas de Fe®" y satélites
correspondientes a estructuras octaédricas/tetraédricas de esta misma especie, se sitian en 719,1
eV aproximadamente. Seguidamente se encuentra la sefial correspondiente al Fe 2p1 en 724,2 eV,

su satélite en 726,4 eV y una sefial satélite adicional de Fe®*, alrededor de 733,2 eV."
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Figura 11.4.17. Espectros de HR-XPS de las AgNP-OA (A-C) y las MNP-OA (D-F) mostrando
las regiones Ag 3d, Fe 2p, O 1sy C 1s.

Por altimo, se estudio la estructura cristalina de las nanoparticulas mediante difraccién de rayos
X de polvo (p-XRD). Como se visualiza en la Figura 11.4.18A, se corrobord la estructura cristalina

de la Ag® en las AgNP-OA obteniéndose las sefiales caracteristicas a 38,1°, 44,3° y 64,5°
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correspondientes a las familias de planos atdbmicos (111), (200) y (220), propias de la estructura
clbica centrada en las caras (fcc).”

El patron de XRD de las MNP-OA (Figura 11.4.18B), muestra los picos caracteristicos a 20 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.** Célculos
de tamafio de grano efectuados por ajustes gaussianos de los picos del difractograma y por medio
de la ecuacion de Debye-Scherrer (Ec. 11.1.8), mostraron una buena correlacion con los tamafios
obtenidos por TEM, evidenciando un diametro promedio de (7,0 £ 0.9) nm del nlcleo de FezOa en
las MNP-OA. En el caso del difractograma obtenido para las AgNP-OA el ajuste gaussiano
presentd una menor correlacion, evidenciando didmetros levemente mayores a los obtenidos por

TEM, pero con una mayor desviacion estandar acorde a esta discrepancia ((6,4 + 2,0) nm).
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Figura 11.4.18. Patron de difraccion de rayos X de polvo (p-XRD) de AgNP-OA (A) y MNP-OA
(B).
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11.5- CONCLUSION

La vasta cantidad de estudios existentes en torno a la sintesis y funcionalizacion de
nanoparticulas con aplicaciones en las nanobiociencias ha permitido abrir caminos innovadores en
el desarrollo de estrategias para la fabricacion de estos materiales.

En esta tesis doctoral, se llevaron a cabo exitosamente rutas sintéticas para la obtencion de
nanoparticulas de plata y magnetita, funcionalizadas con acido oleico (AgNP-OA y MNP-OA) de
manera controlada y reproducible. A través de metodologias que hacen uso de las propiedades
fisicoquimicas intrinsecas de las nanoparticulas hidrofébicas obtenidas (superparamagnetismo,
absorcién de plasmon superficial), fue posible mejorar los procesos de separacion y purificacion
de los nanocompdsitos en cuestion.

De manera subsiguiente, se abordd un amplio espectro de técnicas de caracterizacion de
nanomateriales con las cuales fue posible estudiar las propiedades fisicoquimicas de AgNPs-OA
y MNPs-OA. Como se menciono anteriormente, se confirm¢ la presencia de la banda de
resonancia del plasmon superficial en AgNPs-OA, la cual nos proporcion0 una via atil para medir
la estabilidad de estas NPs en dispersiones. La magnetometria nos permitio por otra parte,
determinar la propiedad de superparamagnetismo en las MNPs-OA, requisito fundamental para
abordar los estudios de fusion de membranas planteados como objetivo principal de aplicacion de
estas nanoparticulas durante el presente trabajo de tesis. Las técnicas implementadas para el
estudio de la morfologia y estructura de las nanoparticulas sintetizadas, permitieron obtener
informacion relevante que serd determinante en su comportamiento frente a los modelos de
biomembranas a las cuales se las expondra. Asi, las técnicas asistidas por irradiacion de rayos X
(p-XRD y XPS) arrojaron luz sobre configuraciones de red cristalina y estructura superficial de
las NPs, disposicion de ligandos y estados de oxidacion predominantes. La caracterizacion de
superficie fue debidamente acompafiada por la informacion adquirida mediante espectroscopia
infrarroja (FT-IR), la cual ademas de representar una herramienta Util en términos de control de
rutina para la purificacion de las nanoparticulas, hace posible la determinacion de la naturaleza del
enlace nucleo-OA. Por medio de microscopia de transmisién electronica (TEM), se analizo la
morfologia del ndcleo de las nanoparticulas y se adquirieron conocimientos acerca del grado de
polidispersidad de los sistemas ensayados. A traves de breves modelos tedricos aplicados, teniendo
en cuenta la informacién extraida por TEM, se estimo tamafio y masa molar de las nanoparticulas.

Esta informacion tedrica fue acompafiada con datos obtenidos por medio de analisis
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termogravimétricos (TGA), orientados a determinar experimentalmente la relacion de masas entre
los componentes del nucleo (Ag o FesO4) y las moléculas de ligando (OA), y asi poder estimar la
masa molar de las NPs. Este dato es importante cuando se desean hacer comparaciones
relacionadas a la cantidad relativa de nanoparticulas respecto a los componentes de los modelos
de biomembrana (fosfolipidos).
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CAPITULO 111

Interaccion de nanoparticulas de plata funcionalizadas con acido

oleico (AgNP-OA) con modelos de biomembranas

RESUMEN

En este capitulo se describen los estudios realizados en relacion a la interaccion entre
nanoparticulas de plata funcionalizadas con acido oleico (AgNP-OA) y modelos de biomembranas
con diferente composicion. Utilizando el modelo de monocapas de Langmuir como eje principal
y por medio de diversas técnicas de microscopia acopladas al mismo, se accedio a informacion
relevante acerca del comportamiento termodindmico y topografico de los sistemas NP/Lipido. Se
realizaron, ademas, ensayos para la determinacion de la capacidad de estas NPs para adsorber
fosfolipidos 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 desempefio de
las AgNP-OA hidrofébicas como potencial plataforma biocida. El entendimiento de los factores
que regulan la interaccion entre estas nanoparticulas hidrofébicas y biomembranas, permite sentar
bases importantes para el desarrollo y disefio racional de nanoparticulas con aplicaciones en

biomedicina.
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111.1- INTRODUCCION

I11.1.1- Principales mecanismos de accién antimicrobiana de las nanoparticulas de plata
(AgNPs)

Entre las nanoestructuras integradas por compuestos de plata, las nanoparticulas de plata
(AgNP) han sido ampliamente utilizadas por afios como agentes antibacterianos y antifingicos,
con una amplia insercion en la manufactura de dispositivos quirdrgicos, de higienizacion y para el
tratamiento de quemaduras; debido a sus propiedades antimicrobianas. Especificamente,
nanoparticulas de plata con didmetros menores que 20 nm, han demostrado una mayor actividad
antimicrobiana en comparacion con otros compuestos no-particulados de plata. Esto puede ser
atribuido a la gran relacion superficie/volumen que poseen las NP, lo cual provee un mayor
contacto con el medio que las rodea, favoreciendo la continua liberacion de iones plata (Ag®),
considerados una de las especies bioldgicamente activas de la plata.* Asimismo, la ionizacion de
la plata metalica esta estrechamente relacionada al area superficial expuesta, y estudios clinicos
realizados en diversos modelos animales han probado que la velocidad de liberacion de iones Ag”*
es unas 100 veces mayor desde nanocristales de plata que desde materiales de plata con
dimensiones en la escala micro- o macroscopica.?

En cuanto a los mecanismos de accion de la nano-plata sobre las bacterias, si bien no han sido
completamente elucidados, algunos de los mas importantes pueden resumirse en tres procesos
generales: (1) generacion de iones plata libres, seguidos por la disrupcion en la produccion de
metabolitos y en la replicacion de ADN, (2) generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS)
por parte de las AgNPs e iones Ag*, y (3) dafio directo de las nanoparticulas de plata sobre la
membrana celular (Figura 111.1.1).

Es sabido que las AgNPs en su forma metélica son inertes y no exhiben accion 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
absorcion intracelular que puede ocurrir por diferentes vias. Seguidamente, la inactivacion de

enzimas relacionadas a procesos de membrana como la fosfomanosa isomerasa, conllevan a la
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disrupcion de la envoltura celular bacteriana y la disfuncionalidad en su capacidad para regular
tanto el ingreso de nutrientes por difusion 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 dafiar los sistemas enzimaticos intracelulares clave,
alterando los metales traza y electrolitos necesarios para desempefiar su funcionamiento normal.
Esto conduce finalmente al malfuncionamiento de la respiracion celular y defectos en mecanismos
de replicacion de ARN y ADN.®

FIDN
5 I N
© | N
|

ROS >

SR TN F PO,*
' \ R
ROB ot W . Nanocompésitos de plata

. .
@ @ lones plata (Ag?)

Proteina de membrana

Figura 111.1.1. Diagrama esquematico de las interacciones probables de nanocompdsitos de plata
con células bacterianas. Las AgNPs pueden (1) liberar iones plata y generar ROS; (2) interactuar
con proteinas 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 proteinas de membrana; de igual modo la liberacion de iones plata puede afectar el
ADN vy las proteinas 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 accién biocida, describen a la generacion de
especies reactivas del oxigeno como una de las vias mas 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 oxigeno
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pueden ser controladas por las defensas de las células como, por ejemplo, la relacion glutation y
disulfuro de glutation (GSH/GSSG), una sobreproduccion de ROS puede dar lugar a estrés
oxidativo. La generacién adicional de radicales libres puede atacar los lipidos de membrana y
conducir a una ruptura de la funcién mitocondrial o causar dafio en el ADN. En presencia de
oxigeno disuelto, la molécula de O, pueden adsorberse quimicamente sobre la cara (111) de la
superficie de las AgNPs y ser reducidas de manera incompleta a ROS (‘OH, O.™), 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. Ademas, 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 interrupcion de la transferencia de electrones y
la produccion de ROS, que conlleva a un estrés oxidativo adicional y severas lesiones celulares.
Si la mortalidad de las células bacterianas es causada por la generacion extracelular de ROS
iniciada en la superficie de las AgNPs o por la interrupcién 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 dia de hoy, el desarrollo de estudios y ensayos de bio-modelado para la
determinacion de los principales factores desencadenantes del efecto biocida en estas
nanoparticulas.*

Se ha reportado que las nanoparticulas de plata son capaces de interactuar con la membrana
bacteriana e internalizarse en las células como entidades moleculares.® En el caso de
nanoparticulas puramente metalicas a las que se le forma una cubierta de 0xido de plata (Ag20
NPs), los mecanismos de actividad antimicrobiana por interaccién directa transcurren por medio
de la formacion de “huecos”, irregularidades o deformaciones en la membrana externa, que
desencadenan cambios en la permeabilidad de la misma. Esto conduce a la posterior liberacién de
proteinas de membrana y metabolitos hacia el medio externo que culmina en la muerte celular. Sin
embargo, se ha determinado que este fendmeno macroscopico estd guiado por interacciones
electrostaticas atractivas entre las nanoparticulas y los grupos cargados en la superficie de las
membranas celulares fundamentalmente hacia proteinas que contienen sulfuro, del mismo modo
que ocurre durante la interaccion entre los iones Ag* y los grupos tiol de las proteinas de la cadena

respiratoria.® De este modo, si bien en todos los casos la quimica de superficie de las AgNPs es
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determinante en la actividad antimicrobiana final, es légico pensar que el mecanismo de
interaccion directa estara fuertemente supeditado a este factor, en cuyo caso fuerzas electrostaticas
o de tipo puente hidrégeno seran dominantes en nanoparticulas hidrofilicas, y las interacciones de

van der Waals definiran el comportamiento de nanoparticulas hidrofébicas.

I11.1.2- Nanoparticulas de plata en aplicaciones biomédicas y estudios emergentes en

relacion a su interaccién con biomembranas

Una gran preocupacion en el sistema de salud mundial radica en el emergente y alarmante
fendmeno de la creciente abundancia de organismos patdgenos resistentes a diferentes farmacos
antimicrobianos. Gracias a los efectos bactericidas de amplio espectro contra cepas Gram-
negativas y Gram-positivas, sumado a sus propiedades fisicoquimicas intrinsecas, las AgNPs se
han convertido al dia de hoy en una de las nanoparticulas metélicas mas empleadas para
aplicaciones antimicrobianas modernas.” 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 protesis. En este Gltimo caso,
las NPs se incorporan durante el proceso de manufactura, como parte del cemento del material
para ejercer liberacion controlada de iones Ag* y reconstruccion ¢sea.® Los polimeros utilizados
como matriz para el transporte de las AgNPs, han sido también modificados para soportar la
angiogenesis y la vascularizacion, confiriéndole a estas plataformas la capacidad de cumplir un rol
dual en regeneracion 6sea y buena actividad antimicrobiana. La alta porosidad de los materiales
que conforman este tipo de compositos incrementan la superficie de adsorcion de las
nanoparticulas de plata ocluidas permitiendo una liberacion incrementada y sostenida de iones
Ag*, al tiempo que iguala la fuerza mecanica necesaria para actuar de soporte en tejidos 6seos
dafiados por ejemplo, por osteoporosis.®

Adicionalmente, y tal como se menciond en el capitulo Il, métodos comunes para la
estabilizacién de las AgNPs y su posterior estudio en aplicaciones biomédicas incluyen el empleo
de agentes hidrofilicos pasivos para su funcionalizacion como citrato de sodio (Cit) o
polietilenglicol (PEG).1%! 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 lipofilicos, especialmente en
términos de alcanzar y permanecer en un sitio deseado. Otras desventajas incluyen la problematica
asociada a la significativa cantidad de bacterias que pueden quedar unidas o adheridas sobre el
polimero o ligando estabilizante hidrofilico, causando desorcién o degradacion oxidativa a pH
fisioldgico.?

Para aplicaciones antimicrobianas topicas, las AgNP hidrofébicas encuentran muchas ventajas
por sobre aquellas de caracter hidrofilico debido a la naturaleza hidrofébica de la piel. Las AgNP
necesitan pasar las primeras barreras conformadas por el estrato corneo y las membranas celulares
para poder alcanzar sitios de accion especificos. En consecuencia, considerables esfuerzos han
sido dirigidos a entender los mecanismos por los cuales las NPs llevan a cabo la penetracién en la
piel, los cuales, tanto en materia de su destino en las células como su mecanismo de accién y
toxicidad, se encuentran estrechamente relacionados con las propiedades fisicoguimicas de las
NPs.'*4 Sin embargo, la distribucion local, particion y organizacion de las nanoparticulas a nivel
de la mesoescala y sus interacciones y efectos en biomembranas, no estan aun del todo
elucidados.'®*® El estudio de las interacciones fisicas entre las AgNP y los lipidos de membrana
pueden contribuir a la obtencion de conocimiento acerca de su mecanismo de accion y toxicidad.
El esquema de trabajo empleando modelos de biomembrana ofrece muchas ventajas en
comparacion con el empleo de células, dado que es posible controlar facilmente la composicion y
la organizacion del sistema, cuyos cambios producidos luego de la interaccion 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 biofisica de estas membranas, considerando que las membranas
bioldgicas pueden ser concebidas como dos monocapas acopladas.t’!8 Los estudios en monocapas
de Langmuir proveen un conocimiento valioso para el entendimiento acerca de cémo ocurre la
interaccion entre drogas anfifilicas o proteinas de transmembrana en la célula.'® En el marco de
este modelo experimental, algunas investigaciones han permitido determinar que nanoparticulas
de caracteristicas hidrofobicas, son capaces de afectar las propiedades fisicoquimicas y
viscoelasticas de monocapas lipidicas.'*?® El comportamiento de estas nanoparticulas frente a
diferentes fosfolipidos ha sido frecuentemente asociado a la habilidad de estas nanoparticulas para

segregarse de diversas maneras y modificar la elasticidad en el plano de los films lipidicos.>2°
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De manera adicional, la reproducibilidad de estos resultados y su correspondencia con el
comportamiento farmacolégico o toxicologico in vitro e in vivo, justifican y respaldan fuertemente
su uso.1”?! Debido a que la modelizacion por monocapas de Langmuir es capaz de homologar las
condiciones de presion lateral presentes en células reales, muchos estudios han sido disefiados,
implementando composiciones lipidicas de monocapas con el objetivo de simular ensayos de
captacion celular (“celular uptake”).?? Nanoparticulas funcionalizadas con péptidos que poseen
dominios especificos de proteinas integrales, han sido estudiadas como transportadores de
farmacos de accion antirretroviral por medio de ensayos en membranas modelo cuya composicion
se asemeja a la de celulares endoteliales.?® Los dominios peptidicos son capaces de llevar a cabo
una translocacién de la membrana, mejorando la captacién 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 farmaco 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 dindmica
molecular para estudiar el efecto de la hidrofobicidad, hidrofilicidad, la carga de superficie y el
tamano de nanoparticulas de oro (AuNP) en la permeabilidad de la piel. Por medio de la simulacién
del estrato corneo de piel compuesto por ceramida, un acido graso de cadena larga, y colesterol,
demostraron que las AuUNP hidrofobicas son capaces de producir una disrupcion (desorganizacion)
de la bicapa, entrar y permanecer en ella; mientras que, AuUNP cargadas positiva- 0 negativamente
solamente pueden ser adsorbidas en la interfase de la bicapa en cuestion. Sus estudios también les
permitieron observar que la permeabilidad de las AuNP hidrofébicas es varias veces mayor en
comparacion con sus contrapartes hidrofilicas.®

Considerando la importancia de la interaccion de las NPs con biomembranas y el rol de los iones
plata liberados para aplicaciones antimicrobianas, el uso de AgNP hidrofobicas, que puedan ser
retenidas en la biomembrana, podria permitir un incremento en la accion local, reduciendo la dosis

y optimizando el desempefio transdérmico.
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111.1.3- Monocapas de Langmuir como sistema modelo de biomembranas para el estudio de

interacciones entre nanoparticulas y modelos de membranas celulares

e Teoria del modelo y andlisis de las isotermas de Langmuir

Las monocapas de Langmuir (ML), constituyen uno de las plataformas mas utilizadas para el
estudio detallado de las interacciones intermoleculares en interfaces aire/agua. A diferencia de las
vesiculas que se encuentran en constante equilibrio en ausencia de presién lateral neta, los films
monomoleculares de Langmuir formados por fosfolipidos dispersados a lo largo de una interfase
aire/agua (o aceite/agua), estan impedidos de adquirir esta condicion termodinamica, debido a las
restricciones geométricas del sistema.?* Sin embargo, como se define en la ecuacion 111.1.1 en
condiciones en las cuales la presion superficial de la monocapa (I1,,), iguala energéticamente a la
densidad de energia libre hidrofobica, se establece una correspondencia directa entre monocapas
y bicapas que hace que los sistemas de ML, sean perfectamente capaces de reproducir condiciones
analogas a las que se presentan en las bicapas que son las estructuras encontradas en las membranas

celulares.

nm(ag) = )/phob + [(p,m—m(ag) - (p,m—u(ag)] (“I-l-l)

Asi, con el requerimiento de que el area por molécula de lipido (a)) en monocapas, sea igual
que en bicapas, la ecuacion de correspondencia considera la energia involucrada en la tension

hidrofdbica de cohesion (y,n0p), Y las energias libres de interaccion entre las cadenas lipidicas de

monocapas opuestas en ensamblajes de bicapa (¢",,—.,), Y entre cadenas lipidicas y la fase superior
(aire o aceite), ¢’,,,_,. Esta condicién es importante dado que en monocapas es posible explorar
una region mucho mas grande de la ecuacién de estado del ensamblaje lipidico, a partir de las
isotermas de m (presion superficial) vs. A (area), en comparacion con experimentos de bicapas
tensionadas.?® 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 gue tiene lugar entre las moléculas de

la subfase, con el fin de minimizar las areas de contacto con la fase superior, trae como
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consecuencia la aparicion de una energia libre superficial. Esta energia libre, se cuantifica en
términos de tension superficial (y). La tension superficial del agua es alrededor de 73 mN/m a
20°C, que es un valor excepcionalmente alto comparado con otros liquidos. Esta propiedad hace
que el agua, sumada a ser el solvente de los sistemas biolégicos, sea una muy buena subfase para
estudios de monocapa. Cuando anfifilos (por ejemplo: lipidos presentes en biomembranas), son
disueltos en un solvente inmiscible con el agua, y son depositados sobre la superficie del agua con
una microjeringa, la solucion se distribuye rapidamente para cubrir toda el area disponible. A
medida que el solvente se evapora, los anfifilos orientan sus cabezas polares hacia la fase acuosa
y su cadena hidrofébica hacia la fase aire, formando la monocapa. Cuando el &rea 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 condicion
la monocapa tiene un pequefio efecto en la tension superficial del agua. Cuando el area disponible
para las moléculas se reduce, al entrar en contacto cercano, la fuerza repulsiva entre moléculas
anfifilicas es responsable del grado de dispersion de las mismas y del origen de una presion

superficial positiva, IT (o I1,,, como fue definido anteriormente), dada por la siguiente relacion:

M=y, —vy (111.1.2)

La presion superficial se define entonces como la diferencia entre la tension superficial de la
subfase acuosa antes (y,) Yy después (y) de la dispersion de la monocapa.?® Con el objetivo de
desarrollar un modelo para el estado liquido, Irving Langmuir mejoro un dispositivo (desarrollado
por Agnes Pockels) capaz de medir los cambios en II, mientras barreras moviles ejercen
compresion a lo largo de la interfase aire/agua, cambiando el area disponible por molécula, A. Este
instrumento conocido como Balanza de Langmuir esta conformado por una cuba de teflon que
contiene a la subfase y que se encuentra controlada térmicamente por canales colocados debajo de
ella (Figura I11.1.2A). El area superficial se varia por medio de las barreras mdviles, generalmente
de Delrin®, que es un material hidrofilico y lo suficientemente pesado para prevenir cualquier fuga
de la monocapa debajo de la barrera. La presion superficial de la monocapa y el area de la cuba
son monitoreadas continuamente durante el proceso de compresion. La presion superficial se mide
por el método de placa de Wilhelmy. En este método se mide la fuerza debida a la tension

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 tension superficial (mMN/m o

dinas/cm) con la ayuda de las dimensiones de la placa.

A Balanza con placa B
de Wilhelmy

N =25-50

Barrera [ Barrera

> ) >

" - 7 —

Presién (mN/m)

Superficie monocapa

Cuba de teflon

Area (A?/particula)

Figura 111.1.2. A- Representacion esquematica de una Balanza de Langmuir. B- Esquema de una
isoterma de Langmuir con regiones diferenciadas segun estados de fase y transiciones de fase. Las
lineas de punto muestran el area extrapolada (Ao) de las diferentes fases a == 0 mN/m. El area
molecular alcanzada al momento del colapso (mic) de las particulas en la interfase (~40 A?/particula
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, IT1 'y A, es posible obtener una isoterma de presion
superficial-area a temperatura constante, como se muestra en la Figura I111.1.2B. Luego,
considerando las dimensiones de la cuba (generalmente cm?) y la cantidad de moléculas
dispersadas en la interfase, es posible calcular el area molecular promedio que tiene el anfifilo a
las diferentes presiones de superficie.

Durante la compresion, podemos estudiar diferentes propiedades que dependen del area
molecular, como densidad superficial del anfifilo, densidad de carga superficial, compresibilidad
superficial (Cs, médulo de Young), y médulo de compresibilidad (Cs?).?* Las diferentes
discontinuidades observadas a lo largo de una isoterma estan asociadas a diferentes cambios de
fase experimentados por las monocapas de anfifilos y su comportamiento estad determinado por
diversos factores tales como, propiedades fisicoquimicas del anfifilo y/o los materiales que formen
parte de la monocapa, temperatura y composicion de la subfase, pH, etc.?*?” Asi, 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 compresion. Por ejemplo,
una longitud creciente de las cadenas hidrocarbonadas de los anfifilos tendra como resultado una
mayor prevalencia de fuerzas de van der Waals en las interacciones establecidas, de igual modo
que la presencia de grupos ionizables dara lugar a efectos de repulsion/atraccion de cargas que
guiaran los patrones de interaccion de distintas formas.? Las distintas regiones de una isoterma
son de manera general, distinguidas a través de una terminologia asociada a cada estado de fase.
Cuando las moléculas disponen de un éarea suficientemente grande como para que no interaccionen
entre si, las monocapas existen en estado gaseoso (G) y a través de la subsecuente compresion,
pueden alcanzar diferentes estados de fase. Los diferentes estados de fase que se alcanzan,
dependeran de cada anfifilo en particular. Hay anfifilos que a lo largo de toda la isoterma exhiben
una Unica fase, y otros que pueden presentar mas de un estado de fase con regiones de transicion
de fases, en donde se produce la coexistencia de las mismas. En el ejemplo mostrado en la Figura
111.1.2B, se observa que luego de la fase G, se alcanza una fase liquido expandida (LE) pasando
por una primera transicion de fase G-LE. Al seguir la compresion, la fase LE experimenta una
transicion (LE-LC), y pasa a un estado liquido-condensado (LC). A mayores densidades (o
menores areas), la monocapa finalmente alcanza el estado sélido (S). Si la monocapa se comprime
después de alcanzar su maximo empaquetamiento, la misma colapsara en estructuras
tridimensionales, o estados que son generalmente caracterizados por la formacion de multicapas.
El colapso (mc) es usualmente visto como una rapida disminucion en la presion superficial o como
una ruptura horizontal en la isoterma, si la monocapa se encuentra en estado liquido.t%2

Las isotermas de Langmuir nos permitiran entonces, estudiar cambios significativos en las
propiedades fisicas y quimicas que los films lipidicos experimenten como consecuencia de la
interaccion en presencia de las nanoparticulas.?l Una manera clasica de determinar el tipo de
interaccion entre los componentes de la monocapa, es examinar como los cambios de composicion
afectan el area molecular media en el film mixto.??” El area molecular media obtenida de manera
experimental para el film mezcla, puede compararse con el area ideal considerando la isoterma de
cada componente puro (NPs o lipido) y la fraccién molar en que se encuentra en la mezcla a una
presion de superficie especifica. Como se define en la ecuacién 111.1.3, las areas esperadas (Aidear)
son calculadas sumando las areas moleculares de los componentes individuales puros (An), acorde
a las fracciones molares en la mezcla (Xn).2*

Ajgear = [A1. X1 + A5. X5 ] (111.1.3)
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Dado que la interaccion 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 fendmeno de desviacion negativa con respecto al area ideal (es decir, Aexp<Aideal),
es entendido como un comportamiento de condensacion, y sugiere un acomodamiento
intermolecular entre los lipidos 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 desviacion positiva con respecto al area ideal (Aexp>Aideal) SUgiere un
comportamiento de expansion del film mixto, evidenciando un fenémeno de interaccion a distancia
de los componentes en la interfase. Fuerzas electrostaticas de repulsion intermoleculares podrian
ser causantes de este tipo de comportamientos.?*

La expresion reciproca para la compresibilidad bidimensional (Cs?) de una monocapa a
diferentes &reas, definida por (111.1.4), permite obtener informacion valiosa acerca de las
propiedades reolégicas del film formado?’:

Ct= -4 (d—”)T (111.1.4)

dA
Donde 7 es la presion superficial medida a cada area (A) a lo largo de toda la isoterma. Asi, para
una superficie limpia, Cs™ tendera a cero, y su magnitud se incrementara con la cantidad de
material de tensoactivo, presente en la superficie. También, Cs™ dependera del estado de fase del
film, siendo mayor para films mas condensados.?* De igual manera que en el calculo de diferencias

en areas moleculares, cuando se estudian mezclas binarias en la interfase, la aditividad ideal de los
maodulos de compresibilidad (E), también puede ser modelada teniendo en cuenta los médulos
de compresibilidad individuales para cada componente puro (Cs,,), acorde a la fraccion de area
molecular (A™) y fraccion molar (X*) en la que se encuentran (111.1.5).?° Entonces, a una dada
presion superficial constante:

_— C—l C—l

C;l= (Xl (52) +x,(52) )(XlA1 + X242), (111.1.5)

A/, A2/,
Cs! provee informacion acerca de la elasticidad del empaquetamiento lateral

(facilidad/resistencia a la compresion lateral) dentro de la monocapa. Ademas, en contraste con el
célculo de areas de condensacion, los valores de Cs™, resultan mas sensibles a cambios stbitos en

la estructura lipidica durante la interaccion lateral con lipidos modelo de biomembrana como el

colesterol.?®
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e Microscopia de Angulo de Brewster (BAM)

A lo largo de muchas décadas durante el siglo 20, la medicion de presion superficial fue la
principal fuente de informacion acerca de las monocapas de la interfase aire/agua. Con ella, es
posible deducir la presencia de diferentes fases en las monocapas, a traves de la existencia de una
meseta en isotermas de presion superficial vs. area molecular. Sin embargo, las mediciones de -
A de las isotermas, proveen resultados termodindmicos y, en consecuencia, la evidencia y la
caracterizacion de fendmenos estructurales en la mesoescala son excluidos cuando sélo se emplea
esta técnica. La microscopia de angulo de Brewster (BAM) representa un método poderoso
desarrollado para la visualizacion de la topografia y la textura de monocapas de anfifilos o
surfactantes en la escala mesoscépica, sin ninguna perturbacion externa debido a que no se requiere
la utilizacion de sondas o marcadores.®®3! Esta técnica se basa en los principios de la

espectroscopia de reflexion (Figura 111.1.3).

Detector O

Analizador / Polarizador (p. pol.)

T(A) o m(t)
AA

vvvvvvv

Cuba de teflon

Figura 111.1.3. Representacién esquematica del arreglo experimental y principio fisico de la
microscopia de angulo 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 laser es polarizado paralelo al plano de incidencia y dirigido en el angulo de
Brewster (~53° para el agua) sobre la interfase aire/agua. Bajo estas condiciones, la luz no es

reflejada. Sin embargo, la adicion de un film en la interfase aire/agua, produce un cambio en el
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indice de refraccion que resulta en la reflexion de la luz en direccién a un detector (cAmara CCD)
que provee iméagenes en tiempo real de la interfase. El detector transforma la sefial 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 = h?). En una imagen obtenida por BAM las areas
oscuras de igual intensidad de gris que la interfase limpia, indican ausencia del film en esa region,
en tanto que zonas claras indican la presencia de surfactante y mientras mas clara sea la imagen,
mayor es la altura o el indice de refraccion de la monocapa en esa region. El arreglo experimental
incluye también una balanza de Langmuir que provee informacion adicional sobre el
empaquetamiento del film registrando los cambios en la presion superficial luego de la reduccion
del area molecular (cambios denotados por la isoterma).

e Caracterizacion de films depositados por la técnica de Langmuir-Blodgett mediante

Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La técnica de Langmuir-Blodgett ofrece una de las formas mas simples y robustas para la
preparacion de ensamblajes moleculares altamente organizados, los cuales poseen potenciales
aplicaciones en sensores, optoelectrénica, procesamiento de sefiales opticas, interruptores opticos
digitales y modelos de biomembranas soportadas.’®®? En este método, un sustrato solido 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 presion
superficial constante (monitoreada por la placa de Wilhelmy), la cual se alcanza por medio de la
reduccion del area a través del desplazamiento de las barreras mdviles. A este arreglo experimental
convencional, le es incorporado un brazo mecanico controlado por una computadora denominado
dipper o inmersor. Por medio de la direccionalidad impartida en los movimientos de inmersion
verticales del brazo mecanico (arriba o abajo), es posible lograr la adsorcién de la monocapa
flotante sobre el sustrato sélido a una dada presion (Figura 111.1.4A). Estas estructuras de
ensamblajes supramoleculares sobre superficies solidas transferidas por vias de esta metodologia,
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 sélido es de naturaleza hidrofilica (vidrio, SiO, etc.) la primera capa es

depositada levantando el substrato sélido desde la subfase hacia el aire a través de la monocapa,
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mientras que si el sustrato sélido es hidrofébico (HOPG, SiO: silanizado, etc.) la primera capa es
depositada sumergiendo el sustrato desde el aire hacia la subfase a través de la monocapa.
Asimismo, existen muchos parametros que afectan la calidad de la pelicula LB que se produce,
tales como la naturaleza de la pelicula extendida, la composicion y la temperatura de la subfase, la
presion superficial durante la deposicion y la velocidad de deposicién, el tipo y naturaleza del
sustrato solido y el tiempo de exposicion del sustrato sélido al aire o en la subfase entre los ciclos
de deposicion.?

La cantidad y la calidad de la monocapa depositada en un soporte sélido se mide por la relacion
de transferencia (transfer ratio o Tr). Este factor es definido como la relacién entre la disminucion
en el &rea de la monocapa durante la deposicion, At, y el area de sustrato As. Para una transferencia
ideal, el Tr resulta igual a 1.

Cola-cola

Sustrato sélido Cabeza-cola Cabesa-cabiass
i X Cola-cab
<— Linea de contacto ola-cabeza

de tres fases
/7

;‘{"( /
.0."‘.""‘ |
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N\
e N =
. Subfase\\ \\ \\ T&\
N acuosa" ustrato sélido s
NN \\ e Monocapa E{l sgpe\rflu\e\llqglda X

Figura I11.1.4. A- Esquema de deposicion de una monocapa sobre un sustrato solido por medio
de la técnica de Langmuir-Blodgett. B- Arreglos moleculares posibles a través de distintas
metodologias de deposicion. Adaptado de Birdi, K. S. Lipid and Biopolimer Monolayers at
Liquid Interfaces; Plenum Press: New York, USA., 1989.

La estructura y orientacion de las moléculas anfifilicas depositadas, estad gobernada por el angulo
de contacto entre la monocapa y la superficie sélida. Las monocapas depositadas, han sido
caracterizadas en arreglos moleculares de tipos x, y, z (Figura 111.1.4B). De estos tres tipos de
arreglos, el mas empleado es el y, el cual es producido cuando la transferencia de la monocapa
transcurre con la inmersién del sustrato hacia arriba y hacia debajo de la interfase. Por otra parte,
cuando la transferencia del film tiene lugar cuando el sustrato es Unicamente sumergido, se

denomina film LB tipo x; mientras que, si la deposicién transcurre por medio de la sustraccién del
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sustrato solido desde el bulk de la subfase hacia afuera de la interfase, adquiere la denominacion
tipo z.%4

Uno de los factores determinantes que convierten al sistema de films de LB, en una de las
plataformas més estudiadas como estructuras con aplicacion tecnoldgica y biomédica es la amplia
gama de herramientas de caracterizacion que permiten obtener informacion relevante acerca de los
patrones de ensamblajes supramoleculares disefiados sobre los sustratos solidos. Estos films han
sido caracterizados por espectroscopia UV-Visible, espectroscopia de fluorescencia (FL),
Microscopia de barrido electrénico (SEM), Microscopia de fuerza atomica (AFM), RAMAN, FT-
IR, etc.®® Entre estas metodologias, la microscopia de fuerza atdmica se destaca en la actualidad
como una de las técnicas mas empleadas para la exploracion de la estructura de muestras bioldgicas
en tiempo real, alcanzando una resolucion (sub) nanométrica y una alta sensibilidad para la
deteccién de cambios en la magnitud de fuerzas electrostaticas. Con el advenimiento de las
nanobiotecnologias emergentes, AFM ha permitido una gran accesibilidad a informacion
morfologica y topografica precisas, con las cuales es posible llevar a cabo estudios de interaccion
entre nanomateriales y biomembranas, soportados (adsorbidos) en sustratos sélidos.*>38

Brevemente, la instrumentacion 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 tipicamente posee una muy baja constante de fuerza, lo cual le permite al
AFM controlar la fuerza entre el tip y la muestra con gran precision. La distancia entre la punta y
los atomos de superficie, esta en el orden donde se manifiestan diferentes fuerzas dependiendo del
tipo de contacto, tales como van der Waals, fuerzas de capilaridad, fuerzas electrostaticas, etc. A
separaciones relativamente grandes, cualquier fuerza atractiva entre los atomos de la muestra y
aquellos en la punta del tip, resulta muy pequefia como para exhibir un efecto significativo (muelle
sin deflexion aparente). A medida que la separacion se reduce, la fuerza entre el tip y la muestra
incrementa rapidamente 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 direccidn opuesta. Estas sucesivas deflexiones que dependen
de la topografia de la superficie, son monitoreadas por un fotodetector que traduce los movimientos
del muelle en una sefial dptica, a lo largo de todo el escaneo. En la Figura 111.1.5 se muestra el

esquema operacional de esta técnica.
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Figura 111.1.5. Representacién esquematica de un microscopio de fuerza atomica (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 interaccion 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 interaccion tip-muestra es de naturaleza
repulsiva. En el modo sin contacto, el tip nunca toca la superficie de la muestra. Asi, 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
“amortiguacion” en el muelle oscilante, reduciendo su oscilacion a medida que se aproxima a la
superficie. Por ultimo, el modo oscilante o tapping, representa una mezcla entre los dos modos
previamente mencionados y es también el modo de escaneo cominmente mas seleccionado para
analisis 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 periodos de muy corta duracion
(generalmente segundos) y le confiere a este modo ciertas ventajas, entre las cuales se encuentran
la reduccion de la fuerza lateral en la muestra. Esto es muy util a la hora de realizar escaneos por
medio de esta técnica, e implica que puedan obtenerse imagenes de muestras muy delicadas (ej.

Redes de moléculas) sin distorsiones severas o dafios impartidos por estas fuerzas de corte.*
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I11.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Durante el desarrollo experimental abarcado en este capitulo se propuso estudiar la interaccion
entre las nanoparticulas de plata funcionalizadas con &cido oleico (AgNP-OA), y fosfolipidos
modelos de biomembrana. Para ello, se implementd el modelo de monocapas de Langmuir con el
fin de adquirir informacion reoldgica y termodinamica relevante, acerca de las proporciones en
que las propiedades de las biomembranas se ven modificadas debido a la presencia de las
nanoparticulas. Dentro de los modelos de membrana empleados, se seleccionaron monocapas de
lipidos simples (principales constituyentes de membranas celulares) con diferentes estados de fase,
y una mezcla de lipidos que mimetiza el estrato corneo (SCM).

En forma paralela, se procurd obtener informacién topografica y morfoldgica de estos films
llevando a cabo diversas técnicas de microscopia. Por un lado, se procedié a realizar mediciones
por microscopia de angulo 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 compresion
(y/o compresion-expansion) en tiempo real, la misma permite obtener informacion valiosa acerca
de las variaciones en la morfologia de los films como resultado de la interaccion NP-lipido a
diferentes presiones de superficie. Por otro lado, se propuso estudiar la estructura, defectos y
propiedades mecanicas de films de Langmuir transferidos a un sustrato sélido por medio de la
técnica de Langmuir-Blodgett. Como herramienta de anélisis de estas estructuras se empled
microscopia de fuerza atomica (AFM), la cual permite, ademés, determinar la presencia de
posibles patrones estructurales formados por films NP-lipido que podrian no ser observados
durante los experimentos en superficie liquida.

De manera subsiguiente, se procedio a efectuar estudios concernientes a la estabilidad,
comportamiento y desempefio de las AgNP-OA, frente a biomembranas en su rol como agentes
antimicrobianos. Por medio de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS), se evalué la
adsorcion de fosfolipidos sobre la superficie de las AgNP-OA. Considerando los antecedentes
descriptos en la primera parte de este capitulo (111.1.1-2) acerca del rol de las AgQNPs como agentes
biocidas, se propuso estudiar la capacidad de las AgNP-OA hidrofobicas para liberar iones plata
en medio acuoso, y una vez que se encuentran incorporadas dentro de un modelo de biomembrana,

en este caso vesiculas multilamelares (MLVs). Para ello, se implementd un método de
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cuantificacion colorimétrica de iones Ag* por espectroscopia UV-Visible, y se estudid la liberacion
de estos iones tanto en agua cémo en solucién fisiologica (NaCl 145 mM), a traves del tiempo.

111.3- MATERIALES Y METODOS

111.3.1- Monocapas de Langmuir

Los films de Langmuir de AgNP-OA puras, lipidos puros (0 mezclas de lipidos) y AgNP-
OA/lipido 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 (Xpwmrec= 0,5, Xpspc= 0,5) fueron preparadas
en cloroformo. La mezcla de estrato corneo (SCM) fue preparada mezclando ceramida C24
(Cer24), acido lignocérico (LA) y colesterol (Cho) en proporcion 1:1:1 con la adicion de un 5 %p/p
de colesterol sulfato (ChoS) empleando n-hexano:etanol (0,98:0,02) como solvente.*

Las muestras conteniendo AgNP-OA/lipidos fueron tipicamente preparadas mezclando los
volumenes adecuados de soluciones stock de lipidos y dispersiones de AgNP-OA en n-hexano,
manteniendo una fraccion molar de AGNP-OA (XA9NP-0A) de 0,0005 (correspondiente a 0,5 mg/mL
de AgNP-OA o 0,95 utM AgNP-OA). La fraccion molar de XA9NP-OA= 0 0005, fue seleccionada
con el fin de obtener resultados comparativos con datos previamente reportados en la
bibliografia.’®2%?® |a concentracion total de plata en cada solucion stock AgNP-OA/lipido fue
verificada por el método colorimétrico de TMB.

Las monocapas se obtuvieron por sembrado de AgNP-OA puras, lipidos puros o mezclas AgNP-
OA/lipido en la interfase acuosa de un equipo KSV minitrough (KSV, Helsinski, Finland) formado
por una cuba de Teflon®, barreras de Derlin® y empleando un platillo de Wilhelmy de platino para
la medicion de la presion superficial (7). El volumen de la subfase empleada fue de 272 mL (agua
Milli-Q) siendo el area maxima de la cuba de 24750 mm?. Se esper6 un tiempo de 10 min luego
del sembrado de las muestras en la interfase aire/agua y antes de llevar a cabo la compresién, a
modo de permitir la evaporacion del solvente organico de dispersion. Adicionalmente, se trabajé
a una temperatura de 24-25 °C con una velocidad de compresion de 10 mm/min. La ausencia de

impurezas superficialmente activas en la subfase y el solvente de dispersion fueron medidos
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diariamente. Al menos tres isotermas de presion superficial versus area media fueron medidas y
posteriormente promediadas para asegurar un comportamiento reproducible.

Las concentraciones de las soluciones de los lipidos fueron calculadas a partir de sus isotermas
de Langmuir comparando con valores de bibliografia. De manera general, se asigna para una dada
presion de superficie, un area molecular promedio. Puesto que en el experimento se conoce el
volumen y la concentracion de la solucién sembrada en la interfase y el area que ocupan los
elementos a esta @, es posible por extrapolacion calcular la concentracion de la solucion de lipido.
La reproducibilidad de las isotermas de Langmuir se encuentra dentro de la media del error
estandar (SEM) de 1 mN/m para la presion superficial y debajo del 1% para el area 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
lipido/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 ecuacion 111.3.6.
Aideal — [AAgNP—OA.XAgNP—OA + AL.XL]T[ (|“36)

Donde Aideal s el area calculada a presion superficial constante () para films mixtos ideales,
mientras que AAINPOA " AL son |as areas correspondientes obtenidas para las isotermas de AgNP-
OA pura y lipido puro, y XAINP-OA XL son las fracciones molares de AgNP-OA y lipido,
respectivamente presentes en la mezcla.

El modulo elastico interfacial de compresibilidad de area, el cual refleja las variaciones en
- . _ da
elasticidad que presenta un film en el plano, fue calculado como C;1 = — (ﬁ) donde Cses la

compresibilidad y =, la presion superficial medida a cada punto de las areas (A) de la isoterma.
Los valores de elasticidad en el plano para las mezclas de AgNP-OA con diferentes lipidos se
obtuvieron de las isotermas de Langmuir experimentales medidas y posteriormente se compararon
con la elasticidad para films mixtos ideales. Este Gltimo parametro se calcul6 para mezclas binarias
empleando el Cs* de los componentes puros, las fracciones molares (XAINPOA y X1 'y el area

molecular media (AANP-OA y ALy en 1a mezcla a las presiones (m) correspondientes (Ec. 111.3.7).
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Co1= (XAQNP—OA (CsﬁgNP—OA> + XL (Cs__Ll)
- A

ApgNP-04 L

) + (XAGNP—0AAgNP-O0A 4 xLaLy — (]]].3.7)

T

111.3.2- Caracterizacion topogréafica y morfoldgica

e Microscopia de Angulo de Brewster (BAM)

La topografia superficial, morfologia y textura de los films, se estudié por medio de Microscopia
de Angulo de Brewster (BAM). El equipo empleado fue un EP3-BAM (Nanofilm Technologie
GmbH, Géttingen, Germany) con un objetivo de 20X. Las imégenes fueron capturadas con una
camara CCD (dispositivo de carga-acoplada enfriado) con una velocidad de 25 Hz. La longitud de
onda del laser utilizado fue 532 nm y el angulo de incidencia de 53,1° (angulo de Brewster) fue
determinado por el equipo empleando cuadrados minimos a partir de una curva de trabajo de la
sefial detectada en funcion del angulo. La presion superficial fue medida por medio de una balanza
de Langmuir montada debajo del microscopio, adquiriendo las micrografias del film a medida que
se realiza la compresion de la monocapa. Estas Gltimas se prepararon de la misma manera que
durante el registro de las isotermas, con un tiempo inicial de espera de 10 minutos, velocidad de
compresion de 5 mm/minuto y 25 °C. La compresion del film se detuvo durante los registros de
iméagenes para disminuir su movimiento. Como se mencion anteriormente, en BAM, la intensidad
de la luz reflejada representa un “espesor Optico” operacional que es proporcional al espesor (d) y

al indice de refraccion (n) del film.

e Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) sobre films de Langmuir-Blodgett (LB)

Adicionalmente, se realizaron analisis por microscopia de fuerza atomica, con el objetivo de
obtener datos comparativos acerca de la estructuracion y estabilidad de los films de AgNP-OA,
SCM y AgNP-OA/SCM formados, y posteriormente depositados sobre un sustrato sélido. Para
ello, se comenz6 con la transferencia de las monocapas al sustrato, mediante la técnica de
Langmuir-Blodgett. Haciendo uso del médulo inmersor anexado a la balanza de Langmuir, vidrios

cubre-objetos (soporte sélido) fueron completamente insertados en la subfase acuosa. Films de

111



TESIS DOCTORAL — Lic. Martin E. Villanueva

AgNP-OA, SCM y AgNP-OA/SCM fueron dispersados en la interfase aire/agua, como fue
descripto en 111.3.1. Luego de ello, se comenzd la compresion inicial por medio de las barreras
moviles hasta alcanzar las presiones superficiales a las cuales se efectud la transferencia. A los
fines de obtener datos reales y comparables con respecto a la alteracién de la membrana de estrato
corneo como resultado de la adicion de las nanoparticulas, films de SCM y AgNP-OA/SCM fueron
transferidos a presiones superficiales de 30 mN/m. Los films de AgNP-OA en ausencia de lipido
fueron transferidos a 5 mN/m, Gnicamente a fines de visualizar la topografia de las nanoparticulas
en el soporte sélido, evitando la presencia de aglomerados. Seguidamente, los soportes fueron
extraidos verticalmente desde la subfase acuosa hacia el aire a una velocidad de 5 mm/min,
manteniendo la presién superficial constante (compensacion por medio de barreras de Delrin). En
todos los casos se obtuvieron relaciones de transferencia (Tr) préximas 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 activacion hidrofilica. En primer lugar, los vidrios
son lavados con una solucion de detergente no ionico 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 activacion. Esta activacion genera una mayor disposicion de grupos
hidroxilo libres en la superficie del vidrio, permitiendo una mejor adsorcion de las cabezas polares
de los anfifilos de la monocapa sobre el sustrato solido. Para esto, los vidrios lavados y secados,
se incubaron en solucién fresca de pirafia preparada in situ (H2S04:30%H20; 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 111.3.6 se muestra la topografia evaluada a traves
de AFM de los sustratos sélido activados. Dicha topografia, representa el blanco que se descontara

luego de las iméagenes finales para cada muestra analizada.
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Figura I11.3.6. Imagenes de AFM de vidrios cubreobjetos luego de los procedimientos de limpieza
y activacién hidrofilica para la deposicién de los films LB.

Una vez transferidos, los films de LB de monocapa Unica, se analizaron por AFM haciendo uso
de un instrumento VEECO dilnnova (Bruker Corp., Billerica, Massachusetts, USA). Las imagenes
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 areas escaneadas de 10,0x10,0 um
de los films depositados sobre los sustratos solidos. Las areas, dimensiones de dominio y rugosidad
superficial fueron determinadas haciendo uso del software NanoScope Analysis V.1.40 (Bruker
Corp., Billerica, Massachusetts, USA).

111.3.3- Analisis de adsorcién de fosfolipidos sobre las AGQNP-OA por medio de XPS

Las composiciones quimicas de superficie fueron analizadas por espectroscopia de
fotoelectrones de rayos-X (XPS). Los espectros fueron recolectados empleando un equipo Kratos
analytical model Axis Ultra DLD, empleando un monocromador de Al Kaa a 140W. La
informacion obtenida, se analiz6 empleando el software CasaXPS, version 2.3.14 y los ajustes se
obtuvieron empleando un modelo Gaussiana-30% Lorenziana y una linea 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 resolucién (HR-XPS) se llevaron a cabo con el fin de evaluar si los
fosfolipidos son efectivamente adsorbidos en la superficie de las nanoparticulas de plata. Para ello,

las muestras se prepararon de la siguiente manera: 200 pL de una dispersion stock de AgNP-
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OA/POPC (XAINP-OA= (9 0005) se colocaron en un vial y seguidamente se evaporo la totalidad del
solvente organico a través de una corriente de N2, formando un film delgado en las paredes del
recipiente. Esta pelicula se suspendio luego en 2 mL de agua MilliQ y se agitd vigorosamente
(plancha de agitacion con barra magnética) a temperatura ambiente durante 4 dias. Con el objetivo
de remover la POPC libre de la dispersion, 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 extraccion
en cloroformo, el pellet final se suspendi6 en 50 puL de cloroformo para su posterior deposicion
sobre un sustrato de Si previamente lavado con solucidn sulfonitrica (mezcla 2:1 H,SO4/HNO3).
A modo de control, 50 pL del ultimo 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 111.3.7 muestra los espectros de XPS
obtenidos para el fosfolipido POPC y el &cido oleico (OA). Los espectros de XPS para las AgNP-
OA sintetizadas se muestran en el Capitulo 1.

Acorde al anélisis realizado en esta seccion, el espectro de HR XPS del acido oleico (111.3.7A)
muestra la regién del O 1s donde se visualiza el pico a 532,2 eV caracteristico de los enlaces C-O
simples y dobles. Laregion del C 1s muestra los picos a 284,3 y 287,1 eV atribuidos a los carbonos
en las cadenas alquilicas de los OA y a los enlaces C-O simples y dobles de los dominios
carboxilicos, respectivamente.

Por otro lado, los espectros HR XPS de la POPC pura (111.3.7B) muestran los picos
caracteristicos para O 1s, C 1s, N 1s y P 2p. La sefial 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
a529,8 eV asignado a los enlaces P-O.* La region del C 1s muestra el pico mas intenso situado
en 284,8 eV perteneciente a los carbonos de las cadenas alquilicas de la POPC. Los picos a 285,8,
288,4 and 289,7 eV corresponden a los enlaces carbono-oxigeno simples y dobles de los
carboxilatos de la POPC, asi como a los enlaces C-N.*? El pequefio desdoblamiento spin-orbita (1
eV) observado en la sefial de P 2p concuerda con lo reportado en literatura, asi como el pico
centrado en ~133,6 eV (2p12).*® La region del N 1s muestra el pico a ~402,5 eV caracteristico del

enlace N-C presente en el grupo colina.
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Figura 111.3.7. Espectros de HR XPS de los controles realizados para &cido oleico (panel A) y
POPC pura (panel B).
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111.3.4- Cuantificacién de iones plata (Ag™)

Para determinar la concentracion de Ag* liberada se realizé una cuantificacion colorimétrica por
reaccion de los iones plata con el reactivo TMB (3,3",5,5 -tetrametilbenzidina), siguiendo la
metodologia reportada por Gonzalez-Fuenzalida et. al.** Durante la reaccion redox, se produce la
oxidacion de TMB (reduccion de Ag* a AgP) con su consecuente cambio de color de amarillo a
azul, el cual es posible seguir espectrofotométricamente de acuerdo a la siguiente reaccion
(Esquema 111.3.1). Es de notar que esta reaccion permite la cuantificacion de Ag* en presencia de
Ag°.

+
HyoN O O NH; + 2Ag+ —_—— H7N+ C C NHp +2Ag (0)

TMB incoloro oxTMB
amarillo azul

Esquema 111.3.1. Reaccion de oxidacion de la TMB en presencia de iones plata.

Tipicamente se construyo una curva de calibracion afiadiendo 1,2 mL de una solucién acuosa de
AgNO:3 (de concentraciones entre 2 y 10 ppm) a 100 pL de una solucion etandlica de TMB (10
mM) previamente mezclada con 200 pL. de una solucién buffer acetato de sodio/acido acético
(NaAc/AcH) pH=4, 1 M. Luego de un tiempo de reaccién éptimo de 15 minutos, se llevd a cabo
la medicion de absorbancia a 655 nm. La curva de calibracién se midié por triplicado a 25°C
(Figura 111.3.8).
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Figura 111.3.8. Curva de calibracion para la cuantificacion de Ag®, empleando la sonda
colorimétrica TMB (3,3",5,5 -tetrametilbenzidina), R?= 0,975.

Con el fin de determinar si las AgQNP-OA hidrofobicas son capaces de liberar iones plata en
medio acuoso, se cuantific la cantidad de iones Ag* liberados en el tiempo por parte de estas
nanoparticulas. Para ello 200 pL de una dispersion stock de AgNP-OA (conteniendo 1 mg/mL de
AgNP-OA, lo cual aporta ~0,82 mg de Ag®) o 200 uL de mezclas AgNP-OA:POPC o AgNP-
OA:DMPC con una fraccion molar de NPs de XA9NP-OA=0,0005 (conteniendo AgNP-OA en una
concentracion de 0,5 mg/mL, lo cual aporta ~0,41 mg de AgP) se colocaron en un vial de vidrio y
luego de la evaporacion completa del solvente, se afiadieron 2 mL de agua Milli Q (6 2 mL de
solucion NaCl 145 mM). La mezcla final fue agitada vigorosamente durante todo el experimento.
En el caso de la muestra conteniendo NPs/lipido se observo dispersion en el medio acuoso, en
tanto que aquella conteniendo solamente AgNP-OA, no se dispersd. Posteriormente, alicuotas de
217 pL de cada muestra fueron tomadas a distintos tiempos, a las cuales se les afiadieron 100 puL
de solucion TMB (10 mM en etanol) y 683 pL de solucion buffer NaAc/AcH (pH=4). La liberacion
de Ag" se estudi6 en agua o en presencia de NaCl con el fin de comparar si la presencia de iones

cloruro afecta de algin modo la liberacién de iones plata.
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Para cuantificar la cantidad total de plata presente en la dispersion stock de AgNP-OA en n-
hexano, las nanoparticulas fueron previamente digeridas con HNO3z efectuando la completa
oxidacion de Ag(0) a Ag(l). Esto se realiz6 a fines de contar con otra metodologia adicional a la
de masa pesada de AgNP-OA, para estimar la concentracion de AgNP-OA en la solucion stock.
Para esto, 1 mg de AgNP-OA fueron digeridas empleando HNO3z al 65%. Una vez completa la
disolucion total del so6lido, se agregaron 200 uL. de NaOH 50% P/V a los fines de neutralizar el
exceso de protones y se llevé la solucién a un volumen final de 2 mL con agua MilliQ. Una alicuota
de 50 uL de esta solucion fue trasvasada a un vial de vidrio y enrasada a 1,2 mL con solucién
buffer. Seguidamente, se afiadié el volumen necesario de solucion buffer/TMB (NaAc/AcH, 200
uL, 1M, pH=4; TMB 100 puL, 10 mM en etanol) a la muestra y se registro la absorbancia a 655 nm
luego de 15 minutos de transcurrida la reaccién. La cuantificacion 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 vias.

I11.4- RESULTADOS Y DISCUSION

111.4.1- Estabilidad, organizacion y propiedades mecéanicas de las AQNP-OA en la interfase

aire-agua

La organizacion de las AgNP-OA en la interface aire/agua se estudio por medio de isotermas de
Langmuir (7 vs. area media). La Figura I111.4.9A muestra la isoterma de compresion y el médulo
de compresibilidad (Cs™) obtenido para las AgNP-OA. El film formado por estas nanoparticulas
de plata hidrofébicas es altamente estable luego de la compresién y permitio realizar una
evaluacion completa del comportamiento a lo largo de toda la isoterma hasta alcanzar la presion
de colapso del film (nc), donde tienen lugar transiciones de 2D a 3D con la consecuente formacion
de material de volumen o multicapas. Cabe destacar que isotermas de films de Langmuir de
nanoparticulas hidrofilicas, en general, no pueden ser del todo investigadas debido a desorcion que

estas NPs presentan desde la interface a la subfase mucho antes de alcanzar el colapso del film. 1
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A través de los estudios aqui realizados con las AgNP-OA, hemos demostrado que estas
nanoparticulas hidrofobicas exhiben una alta presion de colapso, cercana a los 50 mN/m.
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Figura 111.4.9. (A) Variacion de la presion superficial (linea sélida) y mddulo de compresibilidad
(Cs?, linea discontinua) con el area promedio de las AGNP-OA en la interface aire/agua. La imagen
zoom (inset) muestra el tamario de las AgQNP-OA (nucleo de Ag amarillo, cadenas de OA azules).
El area seccional calculada (ntcleo de Ag mas 2 moléculas de OA) fue de ~5600 A?/particula. (B)
Imégenes de BAM de la topografia de las AgNP-OA en la interface aire/agua a la presion de

superficie indicada. La barra de escala corresponde a 30 pm.

Respecto a la topografia superficial de films de AQNP-OA obtenida con imagenes de BAM, fue
posible observar conglomerados de NPs separados por espacios vacios en la interface aire/agua
(Figura 111.4.9B) a presiones de superficie bajas. Por encima de los 12 mN/m, tanto la presion
superficial y el modulo de compresibilidad como el espesor Optico, se incrementan de manera
pronunciada. Luego de esta presion, el espacio vacio es “llenado” debido probablemente a que las
NPs experimentan una mayor interaccion entre si, dando como consecuencia el rapido incremento
en la presion de superficie y en el médulo de compresibilidad superficial. Estas caracteristicas
revelan la existencia de un film menos elastico. Un comportamiento similar fue reportado por You
et. al. para monocapas de Langmuir compuestas por AgNP estabilizadas con oleilamina.*® El area
limitante extrapolada a presion superficial cero (Ao) para las AgNP-OA, la cual corresponde a la
seccién transversal de las NPs en la region méas condensada de la isoterma, es de ~6300

A?/particula. Este valor es similar al calculado con el area seccional tedrica de las AgNP-OA
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(~5600 A?/particula) teniendo en cuenta el diametro del nticleo 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 111.4.9A. 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.

Tambien se evaludé el comportamiento de los films de AgNP-OA frente a la compresion y
posterior expansion (Figura 111.4.10).
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Figura 111.4.10. Curva de compresion-expansion de las AgNP-OA que corrobora la ausencia de
histéresis.

Una vez que el film de AgNP-OA es comprimido hasta las cercanias de su colapso (2 mN/m por
debajo de su mic), luego de expandirlo, las isotermas practicamente no presentan histéresis. Este
comportamiento indica que el sistema no retiene energia, por ejemplo, en forma de nuevas
interacciones particula-particula que puedan conllevar a fenémenos de “clustering” o
aglomeraciones entre NPs, incluso cuando ellas son forzadas a un contacto intimo. Los resultados
encontrados, contrastan con los observados por Matshaya et. Al., donde para nanoparticulas
magneéticas (FesO4) hidrofdbicas que poseen un tamario similar e igual agente estabilizante (OA),
los films de NP muestran una histéresis importante.?’ En consecuencia, las interacciones inter-
particula establecidas en la interface aire/agua podria decirse que no se encuentran Unicamente
dictadas por las moléculas que estabilizan a las nanoparticulas y expuestas directamente al medio,

sino que también la naturaleza del nticleo o “core” de las mismas, cumple un importante rol en la

120



CAPITULO 111

regulacion de estas interacciones y la organizacion que estas estructuras sean capaces de adquirir

en las interfaces.

111.4.2- Interaccién de las AgNP-OA con modelos de biomembranas

Con el objetivo de explorar como las AgNP-OA interactian con modelos de biomembrana, y en
qué medida se ven modificadas las propiedades de ambas entidades, se estudié como interaccionan
con modelos de biomembranas de diferente composicién y estado de fase. A excepcién de la
mezcla multicomponente que simula el estrato cérneo (SCM), la totalidad de los lipidos utilizados
para estos fines pertenecen a la familia de las fosfatidilcolinas (PCs), lipidos zwitteridnicos de gran
abundancia en las membranas celulares.®® La estructura quimica de estos compuestos se muestra

en la Figura I111.4.11. Las monocapas lipidicas evaluadas incluyeron:
Lipidos puros:

e 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC)

e 1-palmitoil-2-oleoyl-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC)
e 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC)

e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC)

Mezclas lipidicas:

e DMPC/DSPC 50:50
e Estrato cdrneo (SCM)
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Colesterol (Cho) Colesterol sulfato (ChoS)

Figura 111.4.11. Estructura quimica de los fosfolipidos empleados como modelos de
biomembranas. En el recuadro azul, se muestran los compuestos que forman parte de la mezcla de

estrato corneo (SCM) preparada segun las proporciones Cer24/LA/Cho 1:1:1 y un 5% de ChosS.

Los fosfolipidos seleccionados para este estudio contienen cadenas acilicas de varias longitudes
y grados de saturacion, por lo cual son capaces de adoptar diferentes estados de fase en la interface
aire/agua. Asi, DMPC (fosfolipido saturado) y POPC (fosfolipido insaturado) adoptan una fase
liquido-expandida (LE) a lo largo de toda la isoterma de compresion, mientras que DSPC
(fosfolipido saturado), existe en una fase liquido condensada (LC). Por otro lado, la mezcla de
SCM es una monocapa cuaternaria que ha sido previamente estudiada por isotermas de compresion
y sus propiedades de difusion mostrando un comportamiento de tipo LC.*° Adicionalmente se
estudio la interaccion de estas AgNP-OA frente a otros modelos de biomembranas tales como
DPPC, fosfolipido saturado que presenta una transicion de fases LC-LE; y una mezcla de los
fosfolipidos DMPC/DSPC en proporcion 50:50, cuya topografia presenta coexistencia de
dominios discretos de fase condensada ordenada a largo alcance, disperso en una fase continua

LE.*" Las caracteristicas de estos dos Gltimos modelos de biomembrana permiten efectuar un
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andlisis del comportamiento de las NPs con films que presentan coexistencia de fases y ofrecen
bordes.

Se evaluaron las isotermas de las mezclas lipidos/AgNP-OA conteniendo una XA9NP-9A= 0,0005.
En las Figuras 111.4.12 y 111.4.15, se muestran las isotermas de compresion del lipido puro (o
mezcla de lipidos), de las AgQNP-OA y de la mezcla de lipidos/AgNP-OA ideal y experimental.

Luego del analisis de las isotermas de presion superficial-area (Figura 111.4.12) en la interface
aire/agua, fue posible observar como las AgNP-OA hidrofébicas inducen un desplazamiento en
las isotermas lipidicas hacia areas mayores en comparacién con las isotermas esperadas para una
mezcla ideal NP-lipido. Esto indica que las AGNP-OA son incorporadas dentro del film como una
mezcla no-ideal. Comparando los diferentes lipidos, el mayor desplazamiento en areas se obtuvo
para SCM seguido por los fosfolipidos saturados DSPC y DMPC, y finalmente el fosfolipido
insaturado POPC (Figura 111.4.12).

123



Figura 111.4.12.

TESIS DOCTORAL — Lic. Martin E. Villanueva

E 601 POPC A
Z 50} , \\
S 40f \
o
= \\
o 30Ff
S \ B
2 20f \
ke \
g 10 f \\\\
(o 0 ) .\\\
7000 14000 21000
Area (A2/particula)
— 2mN/m
£ 60 F IT) DMPC /
2
£
©
°
S
[}
s 20 mN/m
%]
c
bl
7]
| 3
e S S g A
20 40 60 80 100 120 7000 14000 21000

Area (A?/particula )

£ III) DSPC 20 mN/m
> 60 \
5
2 40
5 [
=
Q
o .
> k7
0] )
c 20}
0
n
o
o

ol :

20 40 60 80" 7000 14000 21000

Area (A¥particula)

fé\ 6f IV) SCM A 20 mN/m
S 50F N \
E b \
3 O \
° | \
§ 30 | \
s ! \ B
»n 20 F |i
S |'\ \\
2 10F 1y ~_
A= | B -
& 0k 1) L L £ N . >~

20 40 60 80 7000 14000 21000

Area (A2/particula)

Isotermas de presién superficial versus area para (1) POPC, (1) DMPC, (111)

DSPC, (IV) SCM en ausencia o en presencia de AgNP-OA. Lipido puro (azul, lineas discontinuas

cortas), AgNP-OA pura (negro, lineas discontinuas largas), experimental (verde, linea continua) y

monocapa de mezcla ideal con XA9NP-OA= 00005 (roja, linea punteada). Imagenes de BAM

mostrando la topografia de los films en ausencia (paneles A) o en presencia (paneles B) de AgNP-

OA a las presiones de superficie indicadas. Las imdgenes se encuentran en escala 250 x 200 pum.
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Se evaluaron también los Cs* para las mezclas binarias AgNP-OA/lipido en funcion la presion
superficial (Figura 111.4.13). Los valores de Cs* proveen informacion esencial y una medida
cuantitativa de la elasticidad en-plano de la monocapa. Muchos autores proponen que este

parametro es extrapolable a la fluidez observada en bicapas lipidicas.?’
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Figura 111.4.13. Mddulos de compresibilidad (Cs?) vs. presion superficial para 1) POPC, II)
DMPC, I1I) DSPC y IV) SCM en mezcla con AgNP-OA en la interface aire/agua. Lipido puro
(azul, lineas discontinuas cortas), AgNP-OA pura (negro, lineas discontinuas largas), monocapa
experimental (verde, linea continua) y monocapa de mezcla ideal con XA9NP-9A=0,0005 (roja, linea
punteada). La curva del Cs* ideal para la mezcla AQNP-OA/SCM no fue incluida debido a que
ello requiere considerar la contribucion 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? para las mezclas AgNP-OA/lipido, en funcion de la presion superficial y
compararlos con los correspondientes a los lipidos puros, se observa una disminucion del Cs*
como tendencia general. Lipidos de fase LC, particularmente SCM, demostraron ser mas
susceptibles a la presencia de las particulas que aquellos de fase LE. Los films compuestos por
AgNP-OA/DSPC o AgNP-OA/SCM (lipido y mezcla de fase LC) mostraron una marcada
disminucion en los valores de Cs? a bajas y altas presiones de superficie, indicando que los films
se vuelven méas compresibles y adquieren un caracter mas expandido o fluido (menores valores de
Cs1) con respecto a los lipidos puros. Estos resultados indican que los lipidos con fase LC
experimentan un mayor desorden a nivel de organizacion molecular, inducido por las AGNP-OA.
En el caso del SCM, la disminucion de los valores de Cs™ ocasionado por la presencia de las AgNP-
OA puede tener importantes implicancias en procesos transmembrana, permeabilidad de la piel, y
la funcion barrera del estrato corneo.

Por medio de BAM, fue posible realizar el mapeo de la topografia 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 topografia homogénea a lo largo de toda la
isoterma, desde la fase gaseosa en adelante. Las imagenes 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 fosfolipido,
en algunos casos se observan formaciones de tipo “hilo” sin la presencia de patrones estructurales
de largo alcance.

Un resultado interesante deriva del andlisis topografico de la mezcla de AQNP-OA con SCM.
La mezcla de lipidos SCM, en ausencia de NPs, presenta una coexistencia de fases hasta los 3
mN/m aproximadamente (Figura 111.4.12-1V). La presencia de AgNP-OA en SCM hace que la
coexistencia de fases se mantenga hasta los 8 mN/m, aproximadamente (Figura 111.4.14),
sugiriendo una segregacion o demezclado de sus constituyentes. Este patron topografico es
consistente con el gran desplazamiento en areas observado para la isoterma de AGNP-OA/SCM,
asi como con el cambio significativo en los valores de Cs %, en comparacion con aquellos obtenidos
empleando SCM puro. Gupta et. al.*® evaluaron el efecto de AuNPs hidrofébicas en una bicapa de
estrato cdrneo a través de dindmica molecular y postularon que el colesterol tiene una gran
influencia en la estabilizacion de vacancias o espacios libres generados por las nanoparticulas en

las bicapas de SCM. Este mecanismo les otorga a las NPs, la energia suficiente como para
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incorporase de manera irreversible al interior de las membranas.'® Gkeka et. al.*® reportaron un
comportamiento similar en simulaciones computacionales realizadas con nanoparticulas aniénicas
en bicapas mixtas compuestas por DPPC y diferentes porcentajes de Cho. En este Gltimo caso, los
autores determinaron que el grado de permeabilidad de la bicapa hacia las NPs, se ve altamente
influenciado por la concentracion de Cho en la membrana, el cual experimenta diferentes
rearreglos en presencia de concentraciones variables de NPs. Esta reorganizacion estructural del
Cho, da lugar a la formacion de “parches” que ejercen un efecto cooperativo con las nanoparticulas
para el incremento de la permeabilidad de la bicapa.*®

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 seccién 111.4.4, se analiza esta mezcla por Microscopia de Fuerza Atémica
(AFM).

Figura 111.4.14. Imégenes de BAM adquiridas a distintas presiones superficiales para la mezcla
AgNP-OA/SCM en fracciones molares de X5“M= 0,9995 y XAINP-OA= 0 0005 en la interface

aire/agua. Barra de escala: 30 pm.

El andlisis de las observaciones realizadas en modelos de biomembrana que presentan
coexistencia de fases, DPPC y mezcla de lipidos DMPC/DSPC 50:50, permitié 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 Gnica.
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Figura 111.4.15.A. Isotermas de presion superficial versus area para las mezclas de fases LE-LC;
() DPPC, (1) DMPC/DSPC 50:50. Lipido puro (azul, lineas discontinuas cortas), AGNP-OA pura
(negro, lineas discontinuas largas), experimental (verde, linea continua) y monocapa de mezcla
ideal con XA9NP-OA= (00005 (roja, linea punteada). Paneles a la derecha: imagenes de BAM
mostrando la topografia de los films en ausencia (paneles A) o en presencia (paneles B) de AgNP-
OA a las presiones de superficie indicadas. Las imédgenes se encuentran en escala 250 x 200 um.

B. Imagenes 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 111.4.15, ambos films lipidicos presentaron comportamientos
similares durante su interaccion con las nanoparticulas. En este sentido, los perfiles de las
isotermas de Langmuir denotaron un comportamiento de expansion notoriamente disminuido con
respecto a las observadas previamente para mezclas monoféasicas. En la Figura 111.4.16 se
comparan los moédulos de compresion ideal y experimental calculados para la mezcla AgNPs-
OA/DPPC. En este caso, se observa que las mayores diferencias estan en la regién de la transicion
de fases la cual se desdibuja debido a la presencia de las AgNP-OA. Esto indica un

comportamiento de méas cooperatividad para la mezcla, que en DPPC pura.?*

250

200 -

150 A

100 A

Cg" (mN/m)

50

-50 T T T T T T T
50 60 70 80 90 100 110 120
Area (A%/particula)
Figura 111.4.16. Modulos de compresibilidad (Cs) vs. area superficial para la mezcla DPPC-
AgNP-OA en la interface agua-aire. Lipido puro (azul, lineas discontinuas cortas), monocapa de
mezcla experimental (verde, linea continua) y monocapa de mezcla ideal con XA9NP-OA= 0,0005

(roja, linea punteada).

En concordancia con lo que se interpreta de la isoterma de la mezcla DPPC/AgNP-OA (Figura
111.4.15-A-1), el comportamiento es proximo a ideal para areas superficiales de ~90 A?/particula,
en el transcurso de la fase LE. Al alcanzar la region de transicion LE-LC, el film experimenta una
disminucion en el valor del mddulo de compresibilidad (Cs?), y posteriormente un leve incremento
a areas de 65 A?/particula hasta alcanzar valores inferiores que los ideales (4reas mas grandes),
durante el transcurso y predominio de los dominios condensados (fase LC). Estas diferencias en

cuanto a la magnitud del modulo de compresibilidad entre una fase y otra, reflejaron la tendencia
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observada en los experimentos previos con mezclas lipido puro/NPs, en donde se corroboré que
las AgNP-OA inducen una mayor fluidizacién de fases lipidicas con dominios condensados.

La topografia de los films con coexistencia de fases (LE-LC) en interaccion con las AgNPs-OA
obtenida mediante BAM, permitié acceder a informacion concomitante con los datos obtenidos
por las isotermas de Langmuir. La Figura 111.4.15.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 segregacion preferente de las AgNPs-OA en los bordes de los dominios
condensados de los lipidos y su ausencia en la fase LE (Figura 111.4.15.B). Como se visualiza en
las imégenes, esta tendencia es ain mas marcada a presiones desde las cuales tiene lugar la
formacion 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 compresion.

Adicionalmente, el sistema DMPC/DSPC, presenta otra configuracion topografica que resulta
de interés. Al comparar la disposicion de los dominios condensados a iguales presiones, entre el
film compuesto Unicamente por la mezcla binaria de lipidos y aquel en el cual se incorporan las
AgNPs-OA, es posible notar una alteracion en la proporcién en la que se encuentran ambas fases
a cada una de estas presiones. Interesantemente, se observa una mayor proporcion de fase liquido-
expandida (LE, region oscura) en films lipidicos que incorporaron AgNP-OA, a presiones en las
cuales el film puro (en ausencia de nanoparticulas) evidencia mayor area de fase condensada con
dominios mas pequefios y regulares en forma, localizados a una menor distancia unos de otros.

A través de la informacion que brindaron los parametros calculados a partir de las isotermas de
Langmuir y las observaciones topogréaficas obtenidas por microscopia de angulo de Brewster
(BAM), es posible definir que la incorporacion de las AgNP-OA a los sistemas de membranas
lipidicas traen como consecuencia una fluidizacién o el incremento en la elasticidad en el plano de
las mismas. Considerando lo observado para la mezcla de estrato corneo y mezclas con
coexistencia de fases LE-LC, la mayor estabilizacion termodindmica de la fase LE en las
biomembranas modelo, podria otorgarles a las AgNPs-OA, potenciales aplicaciones tecnologicas

en campos como el transporte de farmacos bioactivos o como permeadores de membrana.
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111.4.3- Rol de la composicion estructural del ndcleo en la interaccién entre nanoparticulas

hidrofébicas y biomembranas modelo

Previamente, se destaco una diferencia fundamental basada en las caracteristicas estructurales
de las AgNP-OA bajo estudio, en contraposicion con nanoparticulas de magnetita (FesOa),
estabilizadas con &cido 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, observandose ademas un elevado grado de histéresis que fue demostrado a partir de sucesivos
ciclos de compresidn-expansion de films de estas nanoparticulas puras.?® EI gran valor negativo
de AG"* (mayormente dado por contribuciones entélpicas favorables) que presentan las MNP-OA,
es indicativo de su gran capacidad para almacenar energia en forma de organizacion estructural de
superficie.?’ Contrariamente, las AgNP-OA estudiadas son capaces de devolver toda esta energia
almacenada al sistema, sin necesidad de efectuar un trabajo adicional para retornar a su estado de
organizacion inicial. Esta primera caracteristica evidencié un comportamiento totalmente
diferencial de ambos sistemas de nanoparticulas, cuya diferencia mas notoria, se relaciona
fundamentalmente con la composicion del ndcleo. Teniendo en cuenta el comportamiento
termodinamico que diferencia a ambos nanomateriales de tamafios similares e igual composicion
externa, seria entonces logico pensar que la interaccion frente a biomembranas modelos deberia
impactar en la organizacion 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 AQNP-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. EI conocimiento acerca del impacto
que posee la composicion de los nanomateriales en la interaccion frente a modelos de membranas
celulares, representa un topico clave para el disefio racional y controlado de nuevas plataformas
biotecnoldgicas.*9>°

Por medio de los experimentos realizados en films lipidicos mixtos en presencia de AQNP-OA,
y teniendo en cuenta los estudios previos relativos a la interaccion de las MNP-OA frente a
diferentes fosfolipidos 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 interaccién con las biomoléculas. Como resultado de estas indagaciones, se

identificaron fendmenos de interaccion radicalmente diferentes en la gran mayoria de los casos,
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dependiendo del tipo de nanoparticula que se encuentre en interaccion activa con los films
lipidicos.

En ambos casos se ensayé la interaccion de las NPs con films de Langmuir compuestos por
fosfolipidos 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
interaccion selectiva, altamente dependiente del grado de saturacion del fosfolipido. Como fue
reflejado por las isotermas (informacion no mostrada aqui) y la topografia de los films, la
interaccion de las MNP-OA con lipidos saturados causé una notable disminucién del area
molecular del film, indicando un comportamiento de condensacion o rigidizacion del film NP-
lipido. Por otra parte, la interaccion con fosfolipidos insaturados evidencio una expansion de area
con respecto a las isotermas de mezclado ideal y una topografia sin patrones preferentes visibles,
indicando un mezclado efectivo de estas NPs en fases expandidas. Como se demostré a lo largo
de los experimentos realizados, este comportamiento de fluidizacion de los films (incremento en
la elasticidad media) observado para MNP-OA en interaccion con lipidos insaturados, se observo
para las AgNP-OA durante la interaccion con casi la totalidad de los films lipidicos ensayados en

monocapas de Langmuir.
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A- DPPC

B- AgNP-OA
+ —
DPPC

C- MNP-OA

—
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Figura 111.4.17. Micrografias de BAM adquiridas a diferentes presiones de superficie. A- DPPC
con dominios LE y LC diferenciados (rojo). B- Film mixto de AgNP-OA/DPPC (XA9NP-
0A=0,0005). C- Film mixto MNP-OA/DPPC (XMNP-0A=0 0003). Panel C extraido 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 observacion sumamente interesante surge del andlisis de las interacciones entre las
nanoparticulas y fosfolipidos que presentan coexistencia de fases LE-LC, como la DPPC. En la
Figura 111.4.17, se sefialan las principales diferencias topograficas obtenidas durante mediciones
realizadas en BAM, para films mixtos DPPC-NPs. La interaccion de las MNP-OA con el
fosfolipido saturado DPPC, mostré un comportamiento de rigidizacion o condensacion del film
hacia areas menores con respecto a la isoterma ideal.?’ La organizacion de los films MNP-
OA/DPPC mostro en la mesoescala un patron de segregacion 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 presion superficial. Este arreglo determinado por las MNP-OA desencadeno la pérdida de la
tension de linea de los dominios condensados o trisquélidos de la DPPC, y por ende la forma de
los mismos. El patron observado a presiones donde hay coexistencia de fase LE-LC, indic6 un
arreglo de red hexagonal de dominios condensados de DPPC, rodeados por una red de MNP-OA.

En contraste, y como se analizd en 111.4.2, las AgNP-OA evidenciaron una segregacion
preferencial en los bordes de los dominios condensados de la DPPC a todas las presiones
superficiales impuestas sin una alteracion notoria de la tension de linea de los dominios LC.
Aungue esta segregacién se mantuvo a lo largo de toda la compresién, se observo que las AgNP-
OA fueron capaces de disminuir el grado de coalescencia 0 empaquetamiento de las estructuras
condensadas de la DPPC, proporcionando un incremento de fase LE que es visualizado como un
comportamiento de expansion del film molecular por la isoterma de Langmuir del film mixto. Sin
embargo, las AgNP-OA no inducen una distribucion topogréafica tan marcada en red hexagonal
como lo hacen las MNP-OA. Como se observa en la Figura 111.4.18, EI mismo tipo de
interacciones fue observado para ambas nanoparticulas de manera reproducible en films
compuestos por DMPC/DSPC 50:50 (comparado con la interaccion que presenta cada una de las
NPs por separado, con DPPC).

En suma, las interacciones de las nanoparticulas frente a modelos de biomembrana con presencia
de coexistencia de fases LE-LC, permitieron una clara visualizacién de los comportamientos
termodinamicamente favorables de ambos nanomateriales en la interfase agua-aire. Teniendo en
cuenta estos resultados y otros informados en bibliografia,!*?° se puede inferir que no solamente
la molécula de funcionalizacion que se encuentra directamente expuesta al medio externo es capaz
de dictar el tipo de interaccion de las nanoparticulas frente a biomoléculas, sino que también las
caracteristicas estructurales del ndcleo 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-lipido. La composicion y
caracteristicas fisicoquimicas del ndcleo de las NPs intervienen activamente en su desempefio
durante la interaccion con biomoléculas como quedd demostrado desde el comportamiento
observado en monocapas de nanoparticula pura, donde el grado de histéresis presentado por las
MNP-OA vy la ausencia de la misma en AgNP-OA represento6 desde el inicio, una diferencia clave
en cuanto al tipo de interaccién que son propensas a establecer. Con respecto a la energética

involucrada en los procesos de interaccion inter-particula en el plano interfacial, se determinaron
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diferencias en cuanto a posibles estructuraciones que pueden tener implicancias en la interaccion

frente a las biomembranas modelo.

A- DMPC/DSPC
50:50

B- AgNP-OA
+
DMPC/DSPC |
50:50

C- MNP-OA
+ —
DMPC/DSPC
50:50

Figura 111.4.18. Imagenes 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); (XA9NF-
©A=0,0005). C- Film mixto MNP-OA/ (DMPC/DSPC 50:50); (XMNP-0A=0,0003).

Al comparar las areas de colapso (Ac) para ambos films de NPs puras con sus respectivas areas
limites extrapoladas a presion superficial cero (Ao, area que deberia ser cubierta por las NPs a
presion cero), se observa una clara disminucion de las Ac (Aoy Ac se esquematizan en la Figura
111.1.2B). Esto sugiere que, a las presiones de colapso correspondientes, pueden estar teniendo
lugar una multiplicidad de arreglos inter-particula, cuyo cambio en la dimensionalidad ha sido
interpretado por la informacion topografica obtenida por BAM (incremento en la densidad Optica
de los films a presiones cercanas al colapso y las areas medidas). Si bien resulta dificil diferenciar
si el fendmeno organizacional corresponde a desplazamientos de estas entidades desde el plano
interfacial o a un arreglo de particulas determinado en el plano de la interfase, el anélisis de la
relacion entre las areas limites (Ao) y las areas seccionales teodricas de ambas nanoparticulas (As),
permite concluir algunas caracteristicas interesantes. La Tabla I11.4.1, muestra las areas
determinadas para cada parametro descripto. Dado que en las inmediaciones de las presiones de

colapso, es factible considerar erroneamente procesos de desorcidn dentro de la interpretacion de
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las interacciones predominantes, la relacion entre las areas seccionales tedricas calculadas segun
la informacion morfoldgica de las NPs (TEM) y las areas limitantes obtenidas por extrapolacion a
presion cero de las isotermas experimentales, representa una comparacion mucho mas aproximada
para la diferenciacion de estos procesos de estructuracion en la interfase. Asi, para la relacion As/Ao
para las AgNP-OA, se determind un valor proximo a ~0,9, mientras que dicha relacion se aproximo
a valores de ~1,5 para las MNP-OA. Teniendo en cuenta estos calculos, es posible que en el caso
de las MNP-OA exista un cierto grado de desorcion de las nanoparticulas desde plano interfacial
hacia la subfase. Sin embargo, este fenémeno fue descartado debido a que experimentos de
compresion-expansion-compresion permitieron recuperar y alcanzar nuevamente la presion de
colapso (mc) de la primera compresion con la misma &rea, indicando que no hay pérdidas de
material de la interfase. Otra explicacion a las diferencias en Asy Ao observadas puede concebirse
considerando fendmenos moleculares como la interdigitacion entre las cadenas lipidicas de OA
que recubren las NPs, y desplazamientos de las particulas respecto al plano interfacial.** Para las
MNP-OA, la relacion As/Ao adquiere una magnitud mayor con respecto a lo esperado para una
contribucion mayoritaria de interdigitacion de OA en el plano. Por otra parte, las AgNP-OA se
encontrarian principalmente interaccionando en el plano hasta presiones de ~12-15 mN/m (As~
6000) sin establecer fendmenos de intercalacion de cadenas hidrocarbonadas de OA en el plano.
Luego de estas presiones se comenzarian a producir fendmenos de intercalacion o desplazamientos
respecto al plano en las AgNP-OA, lo cual se puede deducir a partir de las areas de la isoterma de
Langmuir y sus respectivas imagenes de BAM (Figura 111.4.9A-B).

Las caracteristicas apreciables desde el foco que plantean las isotermas de nanoparticulas puras,
se traducen en la topografia observada como una interaccion de largo alcance entre NPs
(estructuras tipo “cable”) para las MNP-OA, y en una segregacion aleatoria de NPs en la interfase
aire/agua en el caso de las AgNP-OA (Figura 111.4.19).

Con los resultados obtenidos, puede establecerse entonces que la capacidad organizacional de
las nanoparticulas en la interfase que resulta de las energias involucradas en los procesos de
interaccion NP-NP mencionados anteriormente, cumple un rol fundamental en los

comportamientos de condensacidn/expansion observados en presencia de films lipidicos.
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Figura 111.4.19. Imégenes de BAM de nanoparticulas puras a presion de 0 mN/m (topografia

inicial) y ~20 mN/m.

Tabla 111.4.1. Areas parametrizadas para la comparacion de interacciones inter-particula. Las
areas calculadas se encuentran en A?/particula. El superindice a, indica que estas areas se

determinaron a partir de la caracterizacion estructural de las NPs.

NPs Area de colapso* Area limite Area seccional tedrica
hidrofdbicas (Ac) (Ao) (As)?
AgNP-OA 2212 6300 5945
MNP-OA 5147 9241 13260

“El error en 4rea a la e no supera el 0,1% para ambas nanoparticulas.

111.4.4- Films LB de AgNP-OA en interaccion con las membranas modelo de estrato crneo

El efecto de las AgQNP-OA sobre la organizacion y las propiedades nanomecanicas de films de
estrato corneo (SCM), fue estudiado por microscopia de fuerza atdbmica (AFM) aplicada a films
de Langmuir transferidos a un sustrato sélido (vidrio cubreobjetos), por medio de la técnica de
Langmuir-Blodgett (LB).

En primer lugar, se obtuvieron imagenes de AFM de la topografia de las AQNP-OA con el fin
de corroborar la estabilidad de las nanoparticulas en films de LB y como medida adicional para la

confirmacion de los tamarfios y la topografia del nanomaterial en cuestion. Con el objetivo de medir
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de manera més precisa los diametros individuales de cada nanoparticula y evadir posibles
fendmenos de coalescencia o aglomeracion, los films de AgNP-OA fueron transferidos a una
presion de 5 mN/m. Como se muestra en la Figura 111.4.20, las nanoparticulas hidrofébicas 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 deposicion estable
del film son por lo general mas prolongados que los que se utilizan en un ciclo de compresion

completo.
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Figura 111.4.20. Visualizacion de films LB de AgNP-OA transferidas a 5 mN/m, por microscopia
de fuerza atdbmica (AFM). Lineas transversales fueron trazadas sobre el patron en 2D de las NPs
transferidas (A), obteniéndose la distribucion de tamafios mostrada en C. La imagen 3D mostrada
en B permite una mejor visualizacion de los perfiles obtenidos para las AGQNP-OA. En D se muestra

el histograma para el promedio de todos los tamafios obtenidos.

Adicionalmente, siendo las AgNP-OA de caracter hidrofébico seria l6gico esperar un bajo

porcentaje de adsorcidn al sustrato hidrofilico o incluso una capacidad nula de adsorcién sobre el
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mismo. Por el contrario, su adsorcion efectiva en altas proporciones (Tr~1), indica que estas
nanoparticulas 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
fendmeno podria tener explicacion en la estructura del ligando OA que recubre a las
nanoparticulas. La presencia de insaturaciones les otorga la capacidad para ocluir moléculas de
agua con mayor facilidad (esfera de hidratacion) como parte de la estructura neta de la
nanoparticula haciéndolas mas propensas a experimentar este tipo de interacciones.>? Por tltimo,
los perfiles generados por trazado de lineas transversales (Fig. 111.4.20 A, C) revelan que las
AgNP-OA se encuentran distribuidas en toda la superficie del vidrio cubreobjeto, con tamarios
similares a los determinados por las técnicas de caracterizacion pertinentes en el Capitulo 1. Los
perfiles promediados para las AgNPs-OA depositadas en la superficie de mapeo mostrada, se
resumen en un histograma cuya regresion Gaussiana permitio determinar un valor de (9,3 £ 0,1)
nm para las NPs transferidas por la técnica de Langmuir-Blodgett (Fig. 111.4.20 D).

En la Figura 111.4.21, se visualizan las imagenes de AFM obtenidas para films de SCM y
SCM/AgNP-OA transferidos a 30 mN/m. La presion a la cual se realizaron las transferencias, fue
seleccionada en base a su similitud con la presion lateral a la cual estan sometidos los lipidos de
bicapa en las membranas celulares.?® La topografia de las monocapas soportadas mostré dominios
separados en ambos casos. Tal como ha sido previamente reportado para mezclas de estrato corneo
soportadas, los diferentes espesores distribuidos a lo largo de toda la superficie se relacionan con
la composicion molecular de los dominios presentes en la membrana modelo de SCM. Asi, los
dominios mas altos estan mayormente compuestos por la ceramida C24 (de cadena hidrofobica
larga) y acido lignocérico, mientras que los dominios bajos pertenecen a fases ricas en colesterol
y menores cantidades de ceramida. Teniendo en cuenta el patron de segregacion de los dominios
lipidicos en el film, la incorporacién de las AgNP-OA produjo un efecto de disminucion en el
empaquetamiento de las moléculas que conforman la membrana de SCM. Este cambio en la
estructuracién molecular de la membrana se acompafia de un cambio notorio en la altura del film
como resultado de la probable reestructuraciéon de las moléculas de lipido en presencia de las
AgNP-OA.* Convenientemente, esta informacion puede analizarse en términos de cambios en la
rugosidad media 0 RMS (“Root Mean Square roughness”) de los films. Considerando diferentes
regiones de la zona mapeada para cada film se determin6é una RMS promedio de (1,8 £ 0,4) nm

para la monocapa soportada de SCM a 30 mN/m, mientras que este pardmetro 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 incorporacion de las AgNPs, se relaciona directamente con una mayor
aleatoriedad de la distribucion molecular del film y podria estar vinculado con el comportamiento
de expansion (fluidizacion) incrementada observado en las isotermas de Langmuir

correspondientes.>*

Figura 111.4.21. Iméagenes de AFM para films transferidos por la técnica de Langmuir-Blodgett.
(A) membrana modelo de estrato cérneo (SCM). (B) Mezcla SCM/AgNP-OA en proporcion
0,9995:0,0005.

111.4.5- Adsorcidn de fosfolipidos en la superficie de las AGNP-OA

Al estudiar la interaccion entre nanoparticulas y biomoléculas es importante considerar el tipo
de fendmenos de interfase que puede establecerse entre ambas entidades. Las biomoléculas pueden
estar presentes en la superficie de las NPs tanto por interaccion con los ligandos de superficie
(fuerzas electrostaticas, van der Waals) o a por medio de un intercambio de ligando.!*® Existe
amplia evidencia reportada acerca de la habilidad de las nanoparticulas para adsorber proteinas en
su superficie y formar la denominada corona proteica o “protein-corona” que tiene fundamental
incidencia en el comportamiento que las nanoparticulas presentaran a nivel biol6gico.>® La
formacion de este complejo es un proceso dinamico y competitivo que depende de las fuerzas

actuantes y su composicion final se encuentra regida por diversos factores concernientes a la
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estructura y propiedades del nanomaterial, tales como: forma, tamafio, composicién, grupos
funcionales superficiales, etc.>>°

Sin embargo, existe muy poca informacion en la bibliografia en torno a la adsorcion o
intercambio de ligando entre lipidos y nanoparticulas. Los lipidos en si, representan componentes
mayoritarios de las membranas bioldgicas y por ello el estudio de este tipo de interacciones resulta
de gran interés, sobre todo si las nanoparticulas son propuestas para uso topico en aplicaciones
como agentes antimicrobianos, o como parte de cosméticos o bloqueadores solares. Segota et. al.
estudiaron la interaccion entre nanoparticulas de Ag y Au hidrofébicas, recubiertas por un ligando
estearilamina, y bicapas lipidicas soportadas de DMPC como modelo de biomembrana. Los
autores encontraron que la parte hidrofobica de los ligandos estearilo, se ubica dentro de la parte
hidrofdbica de la bicapa, fusionandose con las cadenas hidrocarbonadas del lipido. Este fendmeno
da lugar a una reorganizacion de la bicapa que resulta en un incremento en las cantidades de lipido
que rodean a las nanoparticulas, y una disminucion en la region que se localiza entre ellas.®’

Con el fin de lograr un mejor entendimiento acerca de los factores que intervienen y regulan la
interaccion entre las AgQNP-OA vy los lipidos, se llevo a cabo un estudio por medio de XPS para
determinar la existencia de fendmenos de adsorcion/intercambio de ligandos en la superficie de
las AgNP-OA empleando liposomas multilamelares (MLVs) de POPC como modelo de
biomembrana. Para ello, las nanoparticulas fueron mezcladas con los MLVs del lipido 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 seccion 111.3.3. Los espectros de HR XPS para el pellet obtenido de la mezcla AQNP-OA/POPC
son mostrados en la Figura 111.4.22 A-C, y fueron comparados con aquellos obtenidos para el
altimo ciclo de lavado con cloroformo efectuado para la extraccion de lipido libre y nanoparticula
libre (Figura 111.4.22 D-F).

Como puede observarse en la muestra correspondiente al pellet, las sefiales de Ag 3d se
encuentran presentes, lo que sefiala la presencia efectiva de las AgQNP-OA. Ademas, fue posible
detectar la presencia de las sefiales débiles de N 1s y P 2p correspondientes a las moléculas de
POPC, cuya intensidad esta proxima a la relacion sefial/ruido de las mediciones. Por otro lado, se
confirmé la completa remocion de POPC por ausencia de sus sefiales de XPS caracteristicas (P 2p,
N1s) en la muestra de sobrenadante del ultimo ciclo de lavado. Adicionalmente no se detectaron

en este Ultimo caso, residuos correspondientes a las AQNP-OA. Estos resultados indican que cierta
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cantidad de fosfolipido permanece adsorbido sobre la superficie de las nanoparticulas, ya sea por
fisisorcion (favorecido por fuerzas de van der Waals entre la POPC y las cadenas hidrocarbonadas
del &cido oleico) o por union al nucleo de la superficie de plata a través de interacciones con el
oxigeno del grupo fosfato de la POPC. El fendbmeno de unidn directa al nucleo de plata podria
requerir tanto la presencia de espacios vacios en la superficie de las NPs como la existencia de un
proceso de intercambio OA-ligando. En un trabajo realizado por Bakshi et. al.%® se encontré que
los lipidos de tipo fosfocolina poseen una baja habilidad como agentes estabilizantes de
nanoparticulas de plata y oro. Teniendo en cuenta estos antecedentes, seria 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 nanoparticulas.
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Figura 111.4.22. Espectros de HR XPS mostrando las regiones Ag 3d, N 1sy P 2p para el pellet

AgNP-OA/POPC (A-C) y el sobrenadante que resulta del altimo ciclo de lavado con cloroformo

(D-F) en el cual se denota la ausencia de sefiales residuales de POPC y AgNP-OA.

111.4.6- Liberacion de iones Ag* desde AgNP-OA hidrofobicas

Una propiedad importante a evaluar para la

aplicacion biotecnoldgica de las AgNP es su

habilidad para liberar iones Ag* al medio que las rodea. Como se introdujo en 111.1.1, es sabido

que las AgNPs son capaces de llevar a cabo una liberacion progresiva de iones plata desde su
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niicleo cristalino.? Una vez liberados desde las NPs hacia el entorno o interior de las células, los
iones Ag" activan diversos mecanismos tales como la produccion de ROS y peroxidacion lipidica
que tiene efectos letales en las bacterias.* Asimismo, la mayoria de la informacion disponible esta
principalmente relacionada a nanoparticulas hidrofilicas, y refleja que la cantidad de iones Ag*
necesaria para conseguir la inhibicion contra diferentes microorganismos depende de cada
microorganismo (diferentes vias metabdlicas) y de las caracteristicas de las nanoparticulas. En
general las concentraciones requeridas para la inhibicién en el crecimiento de los microorganismos
se encuentran en el rango micro-molar.* Aunque se ha demostrado que las AgNPs hidrofilicas
poseen buena eficiencia para muchas aplicaciones biomédicas, las nanoparticulas hidrofébicas
pueden poseer una mejor compatibilidad con medios lipofilicos debido a su capacidad de alcanzar,
permanecer y desestructurar estos ambientes, logrando probablemente una reduccion en la dosis
necesaria.

De esta manera, se procedi6 a realizar la medicion de las concentraciones de Ag* liberada desde
las AgNP-OA en diferentes medios acuosos: H.O Milli Q, solucion isotonica de NaCl 145 mM y
en presencia de vesiculas multilamelares (MLVs constituidas por POPC o DMPC). En la Tabla
111.4.2 se resumen las concentraciones de iones Ag* liberadas por cada muestra luego de 5 dias.

Los valores se mantuvieron constantes por al menos 15 dias (Figura 111.4.23).

Tabla I11.4.2. Ag* liberada desde las AgNP-OA hidrofébicas en diferentes medios luego de 5 dias

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 111.4.23. Ag" liberada por 1 mg de AgNP-OA en A) agua y B) en presencia de NaCl 145
mM.

Ante la variacion de medios de liberacion, no se observd una diferencia significativa en la
liberacion de Ag* desde agua con respecto a la solucion de NaCl, o entre suspensiones conteniendo
POPC o DMPC. Sin embargo, se observd que, en presencia de fosfolipidos la cantidad de iones
Ag" liberada dobl6 la cantidad liberada en medios acuosos (en ausencia de lipidos). Esta tendencia
podria estar relacionada al hecho de que los fosfolipidos facilitan la dispersion de las
nanoparticulas hidrofébicas en el medio acuoso, otorgandoles un medio de liberacion mas estable
en el tiempo, el cual no esta presente cuando las AQNP-OA se encuentran en agua o en solucion
electrolitica. La cantidad de iones Ag* liberada en 5 dias desde 1 mg de AgNP-OA representa
cerca del 0,5-1% de la masa inicial de AQNP-OA y alcanza el rango uM para las condiciones aqui
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 dependeran del funcionamiento de la maquinaria metabdlica de cada organismo
en particular. Por ejemplo, el tratamiento para la inhibicion en el crecimiento y la proliferacion de
un biofilm, precisara estrictamente tanto de la disponibilidad de altas concentraciones de Ag* en
el medio, como de una liberacion sostenida a lo largo del tiempo.t? Los resultados aqui encontrados
demostraron el potencial de estas nanoparticulas hidrofébicas de plata para actuar como agentes

antimicrobianos compatibles con medios lipofilicos.
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111.5- CONCLUSION

En el presente capitulo, se demostrd que las nanoparticulas de plata hidrofobicas funcionalizadas
con el acido graso natural, acido oleico, son capaces de interactuar fuertemente con biomembranas
modelo. La presencia de las AgNP-OA en monocapas de fosfolipidos simples (DMPC, POPC,
DSPC) o en una mezcla lipidica que simula la composicién del estrato cérneo (SCM) ocasiona
cambios en las monocapas impartiendo un desplazamiento de las isotermas hacia areas mayores
que las esperadas para un film mixto ideal. La notoria disminucion en los valores numéricos
calculados para el modulo de compresibilidad (Cs™) permitié corroborar el incremento en la
elasticidad en el plano (fluidez) de las membranas como resultado de la incorporacion de las
AgNP-OA. Lipidos que poseen caréacter LE y LC se mostraron afectados por la incorporacion de
las nanoparticulas, pero aquellos de fase LC mostraron los mayores cambios, en especial, la mezcla
SCM. Esto sugiere que los lipidos con fase LC experimentaron un mayor desorden a nivel de la
organizacion 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 podria tener implicancias
importantes en lo que respecta a la dindmica de procesos de transmembrana, la permeabilidad de
la piel y la funcidn barrera que ejerce el estrato corneo. 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 expansion del film mixto, ubicandose
preferentemente en los bordes de los dominios condensados.

La microscopia de angulo de Brewster (BAM) permitio evidenciar un fendmeno de segregacion
de fases en el caso de SCM. Dicho comportamiento se vio reflejado a nivel topogréafico donde se
observo que la coexistencia de fases en la mezcla de SCM, esta presente hasta presiones mayores
en presencia de AgNP-OA. En este Ultimo caso, la incorporacion de las AgNP-OA produjo un
aumento notorio en la proporcion de fase LE a presiones altas en contraste con lo observado a
presiones analogas en films de lipidos en ausencia de nanoparticulas.

De manera adicional, se establecieron comparaciones entorno a resultados obtenidos para
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con acido oleico (MNP-OA) y las AgNP-OA en
monocapas de Langmuir. La respuesta diferencial observada entre ambas nanoparticulas al
comparar topografias en la interfase fluida en condiciones similares, dio cuenta de que las

interacciones inter-particula y frente a los fosfolipidos usados como modelos de biomembrana no
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son Unicamente reguladas por el ligando que las recubre sino también por la naturaleza (quimica
y fisica) del ndcleo del cual estdn compuestas.

Monocapas de Langmuir fueron satisfactoriamente transferidas a sustratos solidos por medio de
la técnica de Langmuir-Blodgett (LB) para su posterior caracterizacion por microscopia de fuerza
atdbmica (AFM). La topografia (distribucion de didmetros) observada para las AgNP-OA
transferidas permitio corroborar la robustez de este nanomaterial, cuya estabilidad permanecio
inalterada tanto en interfases agua-aire como en aquellas de naturaleza vidrio-aire. Los cambios
en la topografia observada para films LB de estrato cdrneo luego de la incorporacion de las AgNP-
OA denotaron fuertes similitudes con respecto a las observaciones realizadas en isotermas de
Langmuir y BAM. Asi, el incremento en la rugosidad de los films SCM/AgNP-OA fue indicativo
de una disminucion en el empaquetamiento de los dominios condensados del estrato corneo, y
podria relacionarse con el comportamiento de aumento en la elasticidad (“fluidez”) y demezclado
observado anteriormente.

También fue posible observar la adsorcion 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 acido oleico y las cadenas pertenecientes a los
fosfolipidos, principalmente a traves de lo que podrian 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 organizacién supramolecular en la interfase, no ideal, probablemente impuesta por efectos
estericos.

Finalmente pudimos determinar que las AgNP-OA son capaces de liberar iones Ag* en
ambientes acuosos Y lipofilicos 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 lipofilicos, como aplicaciones tépicas. El
conocimiento adquirido acerca de las interacciones que gobiernan los procesos AgNP-
OA/biomembrana apunta a contribuir en el futuro al disefio controlado de estas nanoparticulas para

aplicaciones cosméticas y transdérmicas.
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CAPITULO IV

Actividad fusogénica de nanoparticulas magnéticas hidrofdbicas en
liposomas. Efectos en el proceso de fusion por aplicacion de campos
magnéticos.

RESUMEN

El siguiente capitulo comprende un amplio estudio acerca del proceso de fusion de membranas
lipidicas mediado por nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con acido oleico (MNP-OA).
Empleando vesiculas unilamelares como modelos de membranas y a través de diversas
metodologias, se realizaron ensayos para determinar la cinética y los cambios morfoldgicos
producidos durante el proceso de fusion como resultado de la incorporacién de estas
nanoparticulas. Adicionalmente, se evaluo el efecto de la aplicacion de campos magnéticos de
potencial variable con el objetivo de regular el proceso de fusion en velocidades y proporciones
deseadas. Los resultados obtenidos permitieron conocer que tanto la velocidad como la extension
en la cual ocurre la fusion de vesiculas puede ser modificada mediante la aplicacion del estimulo
externo en cuestion. Finalmente, fue posible proponer un mecanismo por el cual transcurre la
accion fusogénica de las MNP-OA, asi como también demostrar fehacientemente la capacidad de
estas nanoparticulas como potenciales plataformas con aplicaciones en el campo de fusion de

membranas.
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IV.1- INTRODUCCION

IV.1.1- Mecanismo y regulacion bioldgica de la fusion de membranas lipidicas

En su significado mas estricto, la fusion de membranas es el proceso de mezclado o union de
células adyacentes, vesiculas o liposomas para producir el mezclado de contenidos internos y
formar una gran entidad fusionada. Este es un proceso integral presente en una gran variedad de
eventos bioldgicos como la formacion de gametos por fertilizacion, infecciones virales de células
huésped, secrecién de hormonas enddcrinas y sefializacion neuronal, entre otras. Biol6gicamente,
todos estos eventos tienen su origen en el transporte vesicular selectivo, de vital importancia en la
célula eucariota.>? En ellos, vesiculas transportadoras recubiertas por una capa superficial de
proteinas (clatrinas, coatomeros o caveolas), son formadas por medio de brotes o invaginaciones
producidos en las membranas pertenecientes a diferentes compartimentos celulares. La formacion,
persistencia y fusion final de estas vesiculas recubiertas 0 endosomas se encuentra regulada por
diversos factores, cada uno de ellos necesario para la cumplimentacion del proceso global.
Sistematicamente, diferentes proteinas intervienen de manera activa en el direccionamiento y
reconocimiento de las vesiculas durante el transporte de metabolitos. Adaptinas, son requeridas
para el atrapamiento de proteinas receptoras de transmembrana. La familia de proteinas GTPasas
actlan como “interruptores moleculares”, alternando entre estados conformacionales GTP/GDP
(activo/inactivo) que permiten el anclaje estable entre las vesiculas transportadoras y las
membranas target o receptoras. Adicionalmente, las vesiculas de transporte deben ser altamente
selectivas hacia la membrana target con la cual se fusionaran. Esta selectividad se encuentra
mediada por proteinas llamadas SNAREsS, las cuales se encuentran en sets complementarios (v-y
t-SNARES) en las membranas entre las cuales transcurre la fusion (vesicle/target). La union de los
dominios SNARE complementarios situados en las membranas opuestas, permite el anclaje y la
aproximacion adecuada para llevar a cabo el proceso de union de bicapas.®*

Sin embargo, anclaje y fusion son dos procesos diferentes. Una vez que la vesicula
transportadora ha reconocido su membrana target, y se ha anclado a la misma, la fusion de
membranas necesaria para descargar el contenido interno o cargo, debe ser gatillada por una sefial

extracelular. El proceso de anclaje requiere Unicamente la aproximacion suficiente de las
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membranas como para que ambas bicapas interactien y se adhieran entre si. Por otro lado, la fusion
necesita de una aproximacién mucho mas cercana tal que las bicapas se encuentren a una distancia
de ~2 nm como para poder iniciar este evento. Para ello, se requiere la intervencion de diferentes
fuerzas conductoras que actlen en el espacio intermembrana promoviendo el acercamiento
necesario. Esto es precedido por una disrupcion local de la bicapa que resulta en la fusién de las
capas externas de cada membrana formando el intermediario de hemifusion o “tallo”. En el arreglo
lipidico final, un pequefio poro es formado desde este intermediario, el cual subsecuentemente se
alarga hasta que ambos compartimentos lipidicos iniciales se vuelven uno. Los contenidos de
ambos compartimentos se mezclan y el proceso de fusion se completa.!#®

Cada estado intermediario del proceso de fusidn es caracterizado por un cambio de energia
conformacional especifica, las cuales constituyen la barrera de energia potencial necesaria de
sobrepasar para llevar a cabo el proceso de fusion. Las entidades capaces de proveer la energia
necesaria para atravesar estas barreras energéticas, se conocen como fusdgenos 0 agentes
fusogeénicos. En las células, la mayoria de los procesos de fusion de membranas son catalizados
por proteinas y péptidos especializados, capaces de promover las reorganizaciones estructurales
de las moléculas lipidicas en las bicapas involucradas. Como se vera en la seccién 1V.1.4, se ha
demostrado que gradientes de Ca?"y determinadas moléculas organicas y principios activos
pueden participar en la induccion y regulacion de estos procesos, y son calificados como
fusdgenos.’

Tal como es sefialado 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 minima requerida.” Dado que dichas interacciones son
contrarrestadas por fuerzas repulsivas de hidratacion, electrostaticas y estéricas que impiden el
contacto cercano de ambas bicapas, este es sin duda uno de los procesos energéticamente mas
demandante.? Si bien existen diferentes formas de iniciar esta aproximacion, la disminucion de la
repulsion de hidratacion intermembrana es uno de los procesos méas importantes y diferentes
mecanismos para alcanzar esta meta han sido descriptos para fusdgenos con estructura y
propiedades variadas. Algunos de estos mecanismos se basan en la disminucion de la densidad de
carga superficial en las bicapas, otros en la disminucién de la polaridad o incremento de la
hidrofobicidad en la regidn hidrofilica intermembrana por deshidratacion del ambiente intermedio

tal como ha sido reportado por Lentz. et. al. para el caso del polietilenglicol.®
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En laFigura 1V.1.1 se esquematizan las etapas de la fusion de bicapas y los arreglos moleculares

establecidos durante este proceso.

A

;
%% §§§%§§§§§§§ §§§§

Figura 1V.1.1. |- Etapas basicas de la fusion de membranas, A) aproximacion y contacto de
membranas mediado por reconocimiento de dominios complementarios como en el caso de las
proteinas SNARE o las lipoproteinas (esquema superior), o por entidades externas como
nanoparticulas, moléculas organicas o iones Ca®* (esquema inferior). B) mezclado de los lipidos
ubicados en la capa externa para formar el intermediario de hemi-fusion o “tallo”. C) mezclado de
los lipidos de capa interna con la formacién del poro y subsecuente mezclado de contenidos
internos. Il- Fases lipidicas entre las cuales ocurre la transicion durante la fusion; fase “L” o
lamelar (arriba) y fase “Hi” o hexagonal invertida (abajo). Esquema adaptado de Mondal Roy, S.;
Sarkar, M. Membrane Fusion Induced by Small Molecules and lons. J. Lipids 2011, 2011, 1-14.

Luego del contacto cercano de las membranas opuestas, su union final requiere de un desorden
temporal de los lipidos de las bicapas. Iniciando desde la zona de contacto, los lipidos de las
bicapas experimentan una transicion de fase de bicapa lamelar (L) a una fase hexagonal invertida

(Hu). Esta reestructuracion conduce en cierta forma a una relocalizacion de los lipidos de las
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bicapas permitiendo la exposicion de las regiones hidrofobicas necesarias para concretar la fusion.
La principal fuerza motora para la induccion de esta reorganizacion es la acumulacion 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 parametros fisicos. La temperatura del medio, la curvatura de la membrana y la
tension superficial, entre otros, son capaces de incorporar estrés y tension en las membranas,
introduciendo defectos en dichos sistemas.>1%12

Fundamentalmente debido a su gran implicancia en los procesos vitales, la fusién de membranas
constituye un campo de estudio extremadamente importante. EI control de estos procesos en
muchos métodos bioquimicos in vitro e in vivo, y en procesos biotecnoldgicos es de gran utilidad.
Sumado a esto, hoy en dia la posibilidad de controlarlo representa una herramienta alternativa e
innovadora en el area de la quimica supramolecular y de la nanotecnologia. Ademas, el desarrollo
y entendimiento de nuevos mecanismos involucrados en este evento y su regulacion guiada por
nanomateriales permitira a futuro el disefio de aplicaciones en diversas areas desde la biologia

molecular y la nanobiotecnologia hasta la sintesis de nuevos materiales.

IV.1.2- Liposomas como base de modelos de fusion

Como fue descripto en el Capitulo I, las vesiculas unilamelares o liposomas, representan una
parte integral en la investigacion y aplicaciones clinicas en el campo de la nanomedicina.!3-18
Debido a la estructura de los liposomas que cuenta con la presencia de un nucleo acuoso limitado
por una bicapa lipidica, ademas de ser utilizadas como modelos de biomembranas con fines de
investigacion biofisica son actualmente estudiadas como sistemas de transporte y liberacion de
moléculas bioactivas, tanto hidrofilicas como hidrofébicas. Dentro de este campo, el empleo de
liposomas como sistemas modelo para el estudio de fusién de membranas ha permitido grandes
avances en torno al desarrollo de terapias médicas como el transporte de genes.'®° Debido a la
baja difusion del material genético desde el sitio de administracion o las dificultades para atravesar
barreras endoteliales, los agentes terapéuticos empleados en estas terapias (ADN plasmidico,
oligonucledtidos, siARN), son vectorizados en liposomas que actian como carriers sintéticos. Es

sabido que proteinas de fusion viral de cepas como HIV e influenza, son responsables de catalizar
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la fusion de las membranas virales con las endosémicas, permitiendo el ingreso del ADN viral al
citosol donde es replicado.? Imitando un mecanismo analogo, muchas investigaciones se han
avocado a la carga de agentes genéticos en liposomas de composicion lipidica variada y junto al
empleo de proteinas virales se induce su fusion a membranas celulares. De esta manera se intenta
tratar enfermedades de diversa indole cambiando la expresion de un gen, reemplazando genes
dafiados o introduciendo genes faltantes.?

Otro aspecto sumamente importante en el uso de liposomas como modelos de fusion, es que la
composicion, tamafio y carga superficial, ente otras propiedades, pueden ser facilmente
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 identificacion del
origen de la fusion obtenida. Este es el caso de liposomas unilamelares pequefios (SUVS), en los
cuales su tamarfio reducido les confiere una alta curvatura espontanea. El estrés y tension mecanica
producidos por esta curvatura, les provee a las membranas la perturbacion y energia necesarias
para fusionarse por si solas. Otro ejemplo en el cual se demuestra que la capacidad fusogénica de
las bicapas lipidicas es fuertemente dependiente de la composicion de lipidos, es cuando se
incorporan en los liposomas, lisofosfolipidos. Los mismos, con su Unica cadena acilo, proveen una
curvatura positiva (dada la estructura de cono invertido que poseen) y ha sido demostrada su
capacidad de inhibir fusiéon. Por el contrario, lipidos con una curvatura altamente negativa
(estructura de cono) como 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) o el acido
fosfatidico, incrementan la velocidad de fusion dada su propension estérica a inducir la formacion
del intermediario de hemi-fusion.®

Los liposomas pueden también ser funcionalizados con ligandos para gatillar o introducir una
interaccion especifica con su ambiente o con otros liposomas, en cuyo caso, las propiedades
especificas de los lipidos como carga, largo de cadena, nivel de insaturacion y porcentaje de
colesterol, por ejemplo, pueden modificar las proporciones y velocidades con las cuales tiene lugar
el proceso de fusion. Si los lipidos de la bicapa son capaces de exponer cargas superficiales,
agentes fusogénicos con cargas opuestas, probablemente sean capaces de incrementar la efectivad
del proceso de fusion mediado por fuerzas electrostaticas.?*

En resumen, variaciones en las propiedades de los lipidos pueden tener una influencia
significativa en la cinética y mecanismo de fusion 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 diametros en un intervalo de entre 80-200 nm (Vesiculas Unilamelares Grandes
0 LUVs) representan sistemas mas eficientes en un compromiso estabilidad/carga y son, por ende,
las mas empleados como membranas modelo en el estudio de los procesos de fusion.?? Las LUVs
constituyen el modelo mas empleado de liposomas dentro de la gran variedad de aplicaciones
biofisicas, farmacoldgicas y nanotecnoldgica. Ello encuentra justificacion en la gran versatilidad
sintética que poseen por medio de diversos métodos (extrusion, sonicacion, fusién, etc.) y ademas
por la variabilidad en cuanto a composiciones lipidicas y funcionalizacion. Son también, las
estructuras mas robustas para ser empleadas en técnicas espectroscopicas como ensayos de
fluorescencia, espectroscopia de absorcién, dicroismo circular, FT-IR, e incluso, en técnicas de
microscopia como TEM, SEM y AFM, entre otras. El modelo de vesiculas unilamelares gigantes
(GUVs), cuyo rango de tamafios contempla estructuras de alrededor de 1 um y superiores, poseen
también la practicidad de un facil manejo y observacion por medio de microscopias Opticas.?® Estas
vesiculas, usualmente preparadas por el método de electroformacion, han sido ampliamente
utilizadas en microscopia confocal de fluorescencia para la determinacion de alteraciones
morfologicas y cambios estructurales en bicapas lipidicas, como resultado de la introduccion de
distintos estimulos y agentes externos.

Una de las plataformas mas interesantes de introducir hasta aqui, y que podria afirmarse como
uno de los nanomateriales mas explorados en las ultimas décadas para el transporte de farmacos
controlado por estimulos externos, son los magnetoliposomas.’®?*?" Como se describio en
capitulos anteriores, las nanoparticulas superparamagnéticas de o0xidos de hierro (SPIONSs) poseen
antecedentes importantes en lo que respecta a su empleo en el desarrollo de nanomateriales para
terapias biomédicas y teragnosticas. La capacidad de estas nanoparticulas para responder a una
amplia gama de estimulos externos (campos magnéticos, temperatura, luz infrarroja, etc), las
posicionan como los candidatos ideales para la liberacion controlada espacial y temporal de
agentes con accion terapéutica. Pese las caracteristicas ventajosas en torno a su facil manipulacion
y caracteristicas fisicoquimicas favorables, las MNPs pueden tener asociadas problemas de
estabilidad y baja capacidad de carga o pérdida (leakage) del farmaco a lo largo de su recorrido
por los diferentes compartimentos fisioldgicos, en particular, las vias sanguineas una vez
administradas. Asi, los magnetoliposomas surgen como una via que mejora el desempefio del
sistema transportador alcanzando mayores cargas del farmaco vectorizado, biodisponibilidad y

una mejor regulacion en el transporte y liberacion en sitios especificos.
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Las técnicas mas comunes para el disefio de estos carriers, estan basadas en la incorporacion de
las MNPs dentro del lumen (interior acuoso) de las vesiculas o dentro de la bicapa lipidica (espacio
hidrofobico). Sin embargo, aplicaciones relacionadas con separacion 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 vesiculas.?® Las estrategias de disefio del material
dependerdn de la aplicacion final que se desee conferirles, pero légicamente estaran también
supeditadas a la estructura y propiedades de superficie de las NPs. La Figura 1V.1.2 detalla
algunas de las localizaciones posibles de las nanoparticulas en su interaccion con las vesiculas

lipidicas.

Figura IV.1.2. Representacion esquematica de las posibles localizaciones de nanoparticulas en el
diseio de compdsitos NP-Liposoma. A) Incorporacion en lumen o interior acuoso. B)
Internalizacion en bicapa lipidica. C) Decoracion superficial. D) Modos posibles de interaccién
superficial con la bicapa lipidica. Formacion 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
internalizacion de las MNPs en el entorno acuoso?®=2° mientras que estudios para la liberacion

controlada de principios activos, han planteado un mayor enfoque en la inclusién de MNPs dentro
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de la bicapa lipidica con el fin de adquirir control sobre las propiedades estructurales de la
membrana (fase, permeabilidad, etc).31*? Pese a que se han reportado interesantes estudios para
terapias de Drug Delivery y MRI que hacen uso de MNPs internalizadas en vesiculas lipidicas y
su control por estimulos externos,®=4 no existen al dia de hoy plataformas de magnetoliposomas
0 nanoparticulas magnéticas, reportados como potenciales actores en la promocion y el control de
fendmenos de fusion de membranas. La investigacion en este campo resulta entonces, en tierra
fértil para el disefio de nuevas aplicaciones en fusion, que permitan no solo el disefio de nuevos
dispositivos de interés en terapias biomédicas (ej.: terapia génica) sino en la catalisis controlada y

confinada de un sinnimero de reacciones quimicas.

IV.1.3- Técnicas para el estudio de fusion en membranas

Ademas de las técnicas de imagen, como SEM, TEM, cryo-TEM, microscopia confocal y
microscopia de fluorescencia con las cuales es posible realizar un monitoreo directo de la fusion
en vesiculas grandes o células, existen ensayos de fluorescencia (FL) que permiten monitorear la
fusion de las vesiculas con diametros tan pequefios como ~20 nm.

Los ensayos de FL son utilizados tanto para monitorear la etapa inicial de fusion, esto es, el
mezclado de los lipidos de las bicapas, como la etapa final del proceso, es decir, el mezclado de
los contenidos internos de las vesiculas. La pérdida o fuga de contenido interno de las vesiculas a
través de la membrana (leakage), es un proceso que ocurre de manera espontanea y continua
durante ambas etapas del proceso de fusion.* Por ello, la medicion 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 lipidos (union de membranas). Los ensayos de
FL maés utilizados pueden subdividirse en: ensayos que estudian el mezclado de lipidos, y ensayos
de mezclado de contenidos internos.®3°

El mezclado de los lipidos de las bicapas es el paso preliminar de la fusion, donde luego del
contacto inicial, las moléculas lipidicas de ambas capas de las membranas, se mezclan. Esto da
lugar a la formacién del intermediario de hemifusion que luego inicia la formacion del poro y su
apertura, conduciendo (idealmente) a la fusion completa. Uno de los ensayos mas comunes que se

utilizan para estudiar el mezclado de lipidos asociado a la fusion, se basa en la transferencia de
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energia por resonancia de fluorescencia (FRET).®” En estos experimentos, un set de vesiculas es
marcado con un fluoroforo 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 fluoréforo aceptor (ej.:
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(lisamina Rodamina B sulfonilo, o 16:1 Liss
Rhod PE) a una concentracién tal que quedan a una distancia donde tiene lugar una FRET eficiente.
Esta poblacion de vesiculas es luego mezclada con otra poblacion de vesiculas sin marcar (sin
sondas fluorescentes). Luego de la fusién de ambos sets de vesiculas, la distancia minima entre los
pares donor/aceptor se incrementa, resultando en una disminucién de la transferencia de energia
(disminucidn de eficiencia FRET) y un incremento en la fluorescencia del donor. Los incrementos
en la fluorescencia del donor o la disminucién de la fluorescencia del aceptor, son monitoreados
para calcular el porcentaje de mezclado lipidico en funcion del tiempo (Figura 1V.1.3 A).%

Muchos informes sefialan que la fusion de liposomas puede detenerse en el estado de hemifusion,
es decir, donde solo los lipidos de la capa méas externa resultan mezclados. Si bien existen
metodologias para corregir los experimentos de FRET con el objetivo de corregir las sefiales de
fusion falsa (Ej.: eliminacién de sondas en capas externas con ditionito de sodio), los ensayos de
mezclado de contenido interno permiten una determinacion mas precisa de la fusion efectiva. Para
estas determinaciones, el ensayo utilizado mas frecuentemente se basa en la formacion del
complejo fluorescente Th3*/acido dipicolinico (DPA).>>*" En este ensayo, poblaciones separadas
de vesiculas son cargadas con ThCls o DPA. Luego de la fusion de las vesiculas, el complejo
Th3*/DPA es formado, y su intensidad de fluorescencia es ~10000 veces mayor que la del Th**. El
incremento en la sefial fluorescente es entonces utilizado para calcular los porcentajes de mezclado
de contenido en funcion del tiempo. Para evadir fluorescencia proveniente del complejo ubicado
fuera de las vesiculas (debido a leakage o sonda no encapsulada desde el inicio), un ligando
fuertemente quelante como EDTA, es afiadido al buffer externo usualmente durante el proceso de
purificacion de las vesiculas preparadas. EDTA impide la formacion del complejo Th**/DPA,
formando el complejo no fluorescente Th**/EDTA (Figura 1V.1.3 B).

Tal como se especifico anteriormente, el proceso de fusidn de bicapas, puede traer aparejado un
porcentaje de pérdida de contenido interno inherente al mecanismo de reorganizacion lipidica. Es
posible ademas que los agentes fusogénicos introducidos al medio externo, o los estimulos a los
que sean sometidas las vesiculas, tengan consecuencias en la estructura y propiedades de las

membranas lipidicas, afectando sus estados de fase o permeabilidad. Por ello, asociado a los
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estudios de fusion, es conveniente llevar a cabo controles de los cambios en la permeabilidad de
las vesiculas, los cuales se realizan generalmente midiendo la liberacion de una moléculas
fluorescente desde el interior al exterior de los liposomas (Ej.: ensayo de carboxifluoresceina,
calceina).®® La maleabilidad que presenta el ensayo de formacion de complejo Th/DPA, le permite
a este sistema ser también utilizado en la determinacion de la liberacion del contenido interno
desde las vesiculas lipidicas. En este caso, el complejo Th/DPA es co-encapsulado en vesiculas
lipidicas en el mismo buffer con presencia de EDTA que el empleado en la preparacion de
vesiculas con Th 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 Th/DPA es liberado y un decaimiento en la intensidad de fluorescencia,
es observado como consecuencia del quenching del Tb*" por el EDTA en el medio externo.®

Por ultimo, y si bien constituyen ensayos un caracter mas cualitativo, es valido mencionar la
existencia de una serie de pruebas anexas como lo son los ensayos de incremento de tamafio. Dado
que los eventos de fusion de liposomas resultan en el mezclado de membranas lipidicas y
contenidos internos, las estructuras vesiculares también experimentaran un incremento en los
radios hidrodindmicos promedio. Estos cambios pueden medirse por medio de técnicas como
dispersion dindmica de luz (DLS) o turbidimetria (densidad oOptica). Sin embargo, estas técnicas
no permiten distinguir entre fusion o simple agregacion, de manera que representan metodologias
que pueden ser utilizadas para acompafar informacion obtenida por medio de técnicas de
fluorescencia, como las mencionadas anteriormente. Otra limitacion que presentan estas técnicas
es que solo es posible obtener medidas precisas para particulas con tamafios no superiores a ~1
um. TEM y cryo-TEM, pueden ser utilizadas también para observar cambios en los tamafios de

los liposomas y las morfologias intermedias durante los eventos de fusion.%
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Figura 1V.1.3. Representacion esquematica de ensayos para la deteccion de procesos de fusion.

A- ensayo de FRET para la medicion del mezclado total de las bicapas lipidicas. La separacion

espacial promedio de las sondas fluorescentes donora (D, 16:0 NBD-PE) y aceptora (A, 16:0 Liss

Rhod PE), incrementa luego de la fusion de las membranas marcadas con las membranas no

marcadas. Esto resulta en una disminucion de la eficiencia FRET, dependiente de la proximidad

de ambas sondas. B- ensayo de mezclado de contenidos internos por formacion del complejo

fluorescente Th/DPA. Luego de la fusion de las bicapas, la intensidad de fluorescencia (If) aumenta

por el acomplejamiento de los iones Tb** con las moléculas de DPA en diferentes grados de

coordinacion (x= 1-3). La liberacién del complejo desde el interior de las vesiculas hacia el buffer

externo con presencia de EDTA, da lugar a la formacion del complejo entre el Tb y el ligando

hexadentado y, en consecuencia, el decaimiento de la I+.
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IV.1.4- Fusién inducida por diferentes agentes fusogénicos

La fusion de membranas requiere en la mayoria de los casos, la participacion directa o indirecta
de diferentes agentes externos o fusdgenos para ser llevada a cabo. Existen diferentes formas en
las que un fusdgeno puede inducir fusion y, como fue descripto en la secciéon V1.1.1, un balance
estructura-energia es requerido para cada intermediario presente en el proceso. La falta de
disponibilidad de estas moléculas catalizadoras del proceso, puede conducir facilmente a una
detencion o a una reversion de la fusion. EI empleo de proteinas o péptidos en la promocién de
estos eventos, ha sido ampliamente estudiado debido a su reconocida implicancia en los fenémenos
bioldgicos vitales (Ej.: SNARES).“*4! El potencial de estas biomoléculas para permitir sobrepasar
las barreras energéticas de las etapas intermediarias de fusién por mecanismos de reorganizacion
estructural como fuerza conductora, ha sentado las bases para el desarrollo de numerosos modelos
de fusion artificial de membranas.*>*® Algunos disefios supramoleculares, han involucrado el
acoplamiento de péptidos con estructuras complementarias a vesiculas lipidicas.***> Los péptidos
funcionalizados con dominios hidrofobicos pueden ser facilmente anclados a bicapas de liposomas
de diferente composicion, y las secuencias peptidicas son responsables de guiar el reconocimiento
y cambios estructurales necesarios para la fusion, de manera andloga a las arquitecturas de
autoensamblaje encontradas en la naturaleza.*

Aparte de péptidos y proteinas, una buena diversidad de moléculas pequefias y iones han sido
descriptas como agentes fusogénicos. Dentro de ellas, los cationes metalicos, en particular Ca?*
fue uno de los primeros en ser identificado como potencial promotor de los procesos de fusion.34
Este cation es capaz de inducir fusion de vesiculas anionicas de fosfatidilserina (PS) o vesiculas
compuestas por una mezcla de fosfatidilserina: fosfatidilcolina (PS: PC). La fuerza motora tiene
su origen en la interaccion entre cargas opuestas. Las cargas negativas de las vesiculas previenen
la aproximacion de vesiculas de PS puras. Cuando las cargas positivas de los iones Ca?* ubicadas
en la superficie de las vesiculas y la fuerza ionica del buffer intermedio, se encuentran dentro de
determinadas concentraciones umbrales, se promueve la agregacion de vesiculas. Muchos estudios
han determinado que la aproximacion cercana de las membranas opuestas en estos casos, depende
directamente de la desestabilizacion de las membranas, que es directamente proporcional al
niimero de iones Ca?* unidos a la superficie de la membrana. La presencia de iones Na* en el

buffer, compite con el Ca?* por los sitios de union a la membrana, por lo que a mayores
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concentraciones del primer i6n, menor es la cantidad de Ca?* disponible por molécula de PS'y la
fusion queda, por ende, inhibida. A traves de estudios tedricos y ensayos de mezclado de contenido
(formacion de complejo Th/DPA) se determinaron concentraciones umbrales de Ca?* de ~1 mM
para la fusion de vesiculas de PS pura en presencia de iones Na* en concentracién 100 mM. En el
caso de vesiculas mezcla PS: PC, dado que PC es de naturaleza zwitteridnica la densidad de carga
superficial de las vesiculas es menor que en el primer caso, por lo que la cantidad de Ca?* que
puede asociarse a las vesiculas a través de las moléculas de PS, se ve drasticamente disminuida.
Asi, para una relacion molar PS/PC 4:1, una concentracion minima de Ca?* de ~2 mM sera
necesaria para gatillar el proceso de agregacion, requiriéndose concentraciones ain mayores
conforme la composicion de las vesiculas en PC con respecto a PS, se incremente.*® El contacto
cercano de las vesiculas opuestas inducido por Ca2* transcurre a través de la formacion de un
complejo anhidro interbicapa (complejo trans), concomitante con la transicion de fase L->Hy, para
dar lugar posteriormente a la fusion inmediata de las dos membranas y el mezclado de los
volimenes internos.® La formacion de este complejo Ca2*-fosfolipido, ha sido estudiada por
muchos autores para sistemas conformados por vesiculas de PS en presencia de este cation. Estos
estudios demostraron que la estructuracion del complejo Ca?*-PS, que ahora presenta un nuevo
parametro critico, transcurre con una reorganizacion de las cadenas acilo del fosfolipido que
genera una desestabilizacion transitoria de membranas posicionadas a una distancia muy proxima.
Se ha informado que hay un cambio de fase hacia una estructura hexagonal que es mas ordenada
que la estructura hexagonal cléasica.

En las células, se ha determinado que los gradientes de iones Ca?* intervienen activamente en la
regulacion de procesos de fusion, este es el caso de membranas celulares de eritrocitos. En todos
los casos donde el Ca?* induce fusion de vesiculas conteniendo composiciones lipidicas complejas,
otros fusdgenos adicionales son requeridos para catalizar la fusién efectiva. Estos coadyuvantes
adicionales pueden ser fusdgenos hidrofébicos como acidos grasos (oleoilglicerol, dioleoilglicerol,
etc.) o hidrofilicos como polietilenglicol (PEG), dimetilsulfoxido (DMSO), etc., los cuales tienen
como funcién principal, incrementar la permeabilidad de las membranas.*’ El incremento en la
permeabilidad de las membranas, facilita la entrada de Ca?* en la célula, y esta particion
incrementada de Ca?* mejora el proceso de fusion.*®

Una gran cantidad de lipidos de distinto grado de saturacién y largo de cadena han sido

ampliamente estudiados como agentes fusogénicos frente a membranas de eritrocitos
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humanos.***° Caracteristicas estructurales como la presencia de una Gnica insaturacion o una
cadena hidrofdbica de bajo punto de fusion son considerados requisitos necesarios para que el
lipido posea habilidad fusogénica.*® Este es el caso de lipidos como el 4cido oleico, del cual se ha
estudiado ampliamente su capacidad para promover cambios conformacionales desde fases
lamelares a hexagonal (Hu), en las membranas de eritrocitos.>%>!

En relacion a su mecanismo de accion, estudios en monocapas de Langmuir han permitido
identificar diferencias relevantes en cuanto al comportamiento termodindmico de acidos grasos
fusogénicos y no fusogénicos con fosfolipidos en films monomoleculares. De manera general,
acidos grasos capaces de inducir fusion, exhiben desviaciones de la idealidad cuando son
mezclados con fosfolipidos conteniendo grupos polares colina mientras que estas desviaciones no
son observadas para acidos grasos no-fuségenos.*” Una observacion interesante que surge de estos
experimentos, es que factores como la distribucion asimétrica y el grado de empaquetamiento de
los lipidos de bicapa son cruciales en la promocion del proceso de fusion, y la efectividad del
mismo no recae unilateralmente en las propiedades y caracteristicas estructurales de los fusdgenos.
La capa externa de la bicapa de las membranas celulares, puede entonces ser preferentemente
expandida por lipidos fusogénicos, y su arreglo molecular modificado en favor de una
organizacion mas fluida.® Estos cambios son los que pueden dar lugar a alteraciones en la
permeabilidad y la estructura de las membranas, conllevando al proceso de fusion subsiguiente.
Mecanismos de alteracion en la fluidez de las membranas han sido también descriptos como
prerrequisito para la fusion inducida por moléculas organicas como bromuros de n-alquilo, con
cadenas de 6 a 10 4&tomos de carbono.>?

En resumen, el mecanismo de accion de fusdgenos de cadena hidrocarbonada larga, insaturados
0 con presencia de grupos cargados, recae fundamentalmente en la interdigitacion o localizacion
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 disminucion de la
densidad superficial de cargas culmina luego con la transicion de fases L—>H caracteristico del
proceso de fusion convencional. Adicionalmente, se ha demostrado que alcoholes de cadena corta
como etanol, también son capaces de promover fendmenos de fusion por diferentes vias. En estos
casos, la completitud del proceso de fusion no viene dado por la formacién de la fase Hyy, sino por
la desestabilizacion de la monocapa externa que estos alcoholes pueden producir. Las moléculas

en cuestidn disrumpen la capa externa de manera local por fendmenos de interdigitacion, formando
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el intermediario de hemifusién. Durante la formacion del intermediario, se crean vacios
hidrofobicos en el espacio interbicapa, lo cual afecta el empaquetamiento de las cadenas lipidicas.
Este estado de interdigitacion, deja expuestos los dominios hidrofébicos acilo terminales,
incrementando la interaccion hidrofébica entre las bicapas opuestas. La alta inestabilidad de los
agregados lipidicos da lugar al mezclado de lipidos y, finalmente, al mezclado de contenidos
internos.*®

Por ltimo, se ha encontrado que determinadas familias de farmacos pequefios también son
capaces de inducir fusion. 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 farmacos, meloxicam, piroxicam, y tenoxicam, han demostrado poseer
una alta habilidad fusogénica en bajas concentraciones (50 pM), por medio de mecanismos de
induccion de defectos de membrana. La interaccion hidrofébica, guia la localizacion de los
principios activos en las bicapas. Asi, las drogas mas hidrofébicas logran una mayor penetracion
dando lugar a una mayor permeabilizacion de las vesiculas, o que se traduce en una mayor
efectividad del proceso de fusion.®® Algunas de las estructuras de actividad fusogénica informada,
se detallan en la Figura 1V.1.4.

En resumen, un gran potencial reside en la aplicacion de diferentes moléculas como inductores
de fusion de membranas. El entendimiento de los detalles mecanisticos de gran variedad de
fusdgenos como los aqui ejemplificados, contribuye al uso racional de estas estructuras para la
fusion de membranas de manera controlada y su implementacion en la fabricacion de nuevas

estructuras y procesos bioquimicos y biotecnoldgicos.
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Figura 1V.1.4. Estructura de agentes fusogénicos conocidos. A- anclaje de péptidos con
estructuras complementarias (en este caso, Ky E) a las vesiculas lipidicas, por medio de diferentes
moléculas con grupos carboxilato y dominios hidrofobicos grandes. Muchas de estas moléculas
anfifilicas utilizadas para el anclaje, también poseen caracter fusogénico por si solas (ej.: &cido
palmitoleico) o participan activamente en procesos de fusion espontanea cuando se encuentran
formando parte de la composicion de las vesiculas lipidicas (DOPE-SA). B- union de Ca?* con los
grupos polares de fosfatidilserinas opuestas para promover el proceso de fusion. C- polietilenglicol
(PEG). D- éacido oleico (OA). E- 1-bromohexano. F- etanol. G- farmaco antiinflamatorio

meloxicam.

IV.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

El desarrollo de nanoparticulas con aplicaciones en el campo de fusion de membranas,
representa un paradigma emergente en las biociencias, donde no existen al dia de hoy, plataformas

de esta naturaleza que permitan la induccién y el control de estos procesos. En funcién de los
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antecedentes existentes y la gran variedad de areas que podrian aprovechar el potencial de estos
materiales, se planted en el marco de esta tesis, la implementacién de nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas con acido oleico (MNP-OA) para la promocion de fenémenos de fusion de
membranas y su regulacion. Con este objetivo, y como fue introducido en el Capitulo II, se
sintetizaron nanoparticulas de magnetita (FesO.), cuya estructura y propiedades fueron
confirmadas a través de diferentes técnicas de caracterizacion. Las caracteristicas
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 fusién in vitro e in vivo controladas por
medio de estimulos externos. Ademas, el acido oleico empleado como ligando de funcionalizacion
de estas nanoparticulas, es también una biomolécula con propiedades fusogénicas estudiadas, por
lo que este lipido no cumple una Gnica funcién de estabilizacion sino también un rol como principal
agente intermediario del proceso de fusion de membranas. En este trabajo de tesis se propuso
evaluar la capacidad de las MNP-OA para inducir la fusion de bicapas a través de diversas
metodologias, empleando vesiculas unilamelares como sistema modelo.

A fin de conocer si las MNP-OA conducen a una fusion completa, se procedio a evaluar el
mezclado de los contenidos internos mediante el ensayo de formacion del complejo fluorescente
T3 /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 fusién
completa de las vesiculas. Para corroborar la existencia o magnitud de los cambios en la
permeabilidad de las bicapas, se llevaron a cabo ensayos empleando el fluor6foro
carboxifluoresceina (CF) y mediciones sucesivas de la emision fluorescente del complejo
Tbh3*/DPA co-encapsulado en liposomas.

Con el objetivo de obtener informacion acerca de la cinética de agregacion y fusion de vesiculas
mediada por las MNP-OA, se emplearon técnicas de turbidimetria y DLS. Adicionalmente, se
realizaron estudios sobre los cambios morfoldgicos inducidos en las membranas y la distribucion
0 particién de las nanoparticulas en las mismas, a traves de microscopia de transmision electrénica
(TEM) y microscopia de fluorescencia confocal.

Por dltimo, se llevaron a cabo estudios con el objetivo de regular o modificar la velocidad o
extensidn con la que ocurre el proceso de fusion por medio de la aplicacion de campos magnéticos

de potencial variable. Para ello, un electroiman conectado a una fuente de potencial variable, fue

172



CAPITULO IV

incorporado al set-up de medicion de fluorescencia por formacion del complejo Th*/DPA. El
disefio experimental permitié implementar el ensayo de mezclado de contenidos internos para
estudiar el efecto de los campos variables en la fusion inducida por las MNP-OA, y caracterizar la

respuesta del sistema ante la aplicacion del estimulo magnético en cuestion.

IV.3- MATERIALES Y METODOS

IV.3.1- Cuantificacion de iones Fe®*

En el capitulo 11, se presenté como fue determinada la estructura y masa molar (751 KDa) de
las MNP-OA. Para utilizar estas MNP-OA como fusdgeno es necesario conocer la cantidad
utilizada de manera precisa. Por ello, y a los fines de contar con un método de cuantificacion
adicional a la masa pesada de MNP-OA, se procedi6 a cuantificar hierro. La cuantificacion se
realizo a través de la medicion de Fe total (Fe*") empleando espectrofotometria de absorcion y
siguiendo la metodologia informada por Frascione et, al.>

Brevemente, se prepar6 una solucion stock A de Fe** 0,5 mg/mL empleando Fe (NO3).9H.0
disuelto en HCI 37% (0,225 mL) y una solucién de buffer HEPES 20 mM/ NaCl 150 mM en
proporcion 1:1 en volumenes (pH 7,4). Seguidamente a partir de esta solucion stock A se
prepararon diluciones con concentraciones de Fe3* de entre 3 y 10 ppm agregando el volumen
correspondiente de la solucion A a 250 pL de una solucion acuosa de KSCN 40 mM vy
compensando el volumen final con agua MilliQ.

La curva de calibracion (Figura 1V.3.5) fue obtenida por medicion de la absorbancia de cada
solucion a 460 nm (espectrofotometro HP Multispect 1501), la cual corresponde a la Amax, abs del
complejo de coloracién rojiza (Esquema 1V.3.1) que se forma como resultado de la reaccion entre
los aniones SCN" y cationes Fe** (pentaaqua(tiocianato-N) Fe (I11), [Fe (SCN) (H20)s]*".

Para cuantificar el contenido de hierro total en una dada masa de MNP-OA, se procedié a agregar
HCI 37% a fines de oxidar el Fe?* presente en la FesOs a Fe**. Las muestras fueron tratadas de
igual manera que la solucion standard agregando buffer HEPES e igual volumen de la solucion de
KSCN 40 mM. Esta metodologia permitio corroborar que la masa pesada de MNP-OA para la

preparacion de dispersiones stock es confiable, encontrandose una buena coincidencia dentro del
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error experimental (~0,3 mg/mL). La desviacioén estandar de las dispersiones de MNP-OA
empleadas en todos los ensayos de fusion (seccion 1V.3.4.1) se informa en funcién de las

cuantificaciones colorimétricas realizadas.
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Figura 1V.3.5. Curva de calibracion para la cuantificacion de Fe** empleando el método de

formacion del complejo coloreado con KSCN.
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Esquema 1V.3.1. Reaccion de formacién de complejo de coordinacién entre aniones SCN" y

cationes Fe®*.

IV.3.2- Preparacion de LUVs (Large Unilamellar Vesicles)

Las vesiculas unilamelares largas empleadas como modelo de membrana para los ensayos de
fusion fueron preparadas por el método de extrusion.®* Primeramente, se gener6 un film lipidico
uniforme en las paredes de un vial de vidrio, por evaporacion de un volumen de solucion

cloroférmica de 1-palmitoil-2-oleoil-glicero-3-fosfocolina (POPC) bajo corriente de Na. Las trazas
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finales del solvente fueron removidas del film, por incubacion en cdmara de alto vacio durante 2
h. Posteriormente, se hidratd la pelicula de lipidos anteriormente generada haciendo uso de una
solucion buffer conteniendo &cido 2- [[1,3-dihidroxi-2- (hidroximetil) propan-2-ilJamino]
etanosulfonico (TES) 2 mM vy citrato de sodio (NazCsHsO(COO)3) 100 mM (pH~7,5), aplicando
agitacion vortex para dispersar todo el contenido; la solucion fue luego trasvasada cualitativamente
a un vial criogénico y sometida a cinco ciclos de frio-calor (-195°C y 60°C, respectivamente),
formando asi vesiculas multilamelares grandes o MLVs. LUVs con un diametro promedio de
(108,7 £ 0,3) nm fueron obtenidos por extrusion (20 veces) de las MLVs compuestas por POPC a
través de filtros de policarbonato con tamafios 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 concentracion de lipidos en los experimentos con y sin carga de
moléculas prueba o sondas tales como Th**, DPA y carboxifluoresceina (CF), se mantuvo en ~44
uM para todos los experimentos; y dicha concentracion fue conocida aplicando el método de
Bartlett para la cuantificacion de fosforo.>®

1VV.3.3- Cuantificacion de fosfato

Acorde al protocolo establecido por Bartlett et. al.> una muestra conteniendo 0,4 mL de LUV,
fue digerida con 0,4 mL de acido perclérico 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
solucion de molibdato de amonio (NH4)sM07024.4H20 en concentracion 1,8 mM disuelto en
H>S0O4 0,3 M) y 0,5 mL de solucion de &cido ascorbico al 10%. La solucion final fue agitada
vigorosamente y llevada a incubacion en bafio de agua a 100°C durante 10 minutos. Luego de
enfriar la mezcla de reaccion a temperatura ambiente, se registrd la absorbancia a 820 nm en un
espectrofotometro Shimadzu 1800. La curva de calibracion correspondiente se obtuvo llevando a
cabo el mismo tratamiento empleando soluciones estandar de KH2POs en diferentes
concentraciones (Figura 1V.3.6). Como se especifico en la seccion 1V.3.2, la concentracion
promedio de lipido en las dispersiones de LUVs utilizadas, se determin6 en (44,0 + 0,7) uM
teniendo en cuenta las absorbancias medidas y las diluciones realizadas durante el tratamiento de

cada muestra.
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Figura 1V.3.6. Curva de calibracion para la cuantificacion de fosforo por el método de Bartlett,
R?=0,998.

IV.3.4- Deteccidn de fusion 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 fusion de
liposomas, se trabajé de la siguiente manera general. A un dado volumen de dispersion
conteniendo LUVs (ej. 250 uL) se le afiadié un volumen de una dispersion de MNP-OA en THF
(ej. 5 uL) de concentracion conocida. La ocurrencia de fusion en las LUVs inducida por las MNP-
OA se estudio en funcion del tiempo y se monitore6 a través de diversas metodologias
experimentales, las cuales permitieron obtener diferente tipo de informacion acerca del proceso de
fusion. Las metodologias empleadas fueron: 1) ensayo de mezclado de contenidos internos de dos
poblaciones de liposomas a través del empleo del complejo Th**/DPA, 2) DLS, 3) turbidimetria.

También se evaluo el efecto de las MNP-OA sobre la permeabilidad de las LUVs a través de la
medicion de la liberacion de CF en el tiempo o monitoreando la fluorescencia emitida por el
complejo Th/DPA.

Todos los experimentos se realizaron manteniendo constante la cantidad de liposomas

(concentracidn lipidica total) y se evaluo el efecto de agregar diferentes cantidades de MNP-OA.
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A los fines de facilitar la interpretacion de los datos, se informa la fraccion molar de MNP-OA
empleada respecto a aquella de los lipidos que constituyen a las vesiculas modelo, en este caso
POPC.

Como se menciond anteriormente, los ensayos que requirieron incorporar una molécula de
prueba o sonda debieron ser sometidos a un proceso de purificacion empleando una columna de
Sephadex G-25, lo que conduce a una dilucion de las LUVs. Con el objetivo de utilizar iguales
concentraciones finales de LUVs en todos los ensayos (excepto que se especifique otra condicién),
se realiz6 la misma dilucion que aquella producida por la elucion en la columna a las dispersiones

de liposomas que no requerian estrictamente ser purificados (ej. DLS, potencial Z).

En general, se utilizé una dispersion de MNPs-OA en concentracion (2,0 = 0,3) mg/mL (3 pM)
en tetrahidrofurano (THF), o diluciones de la misma para experimentos que precisaron de menores
concentraciones de nanoparticulas. Entre los diferentes solventes organicos ensayados, THF
demostro el mejor desemperio para mantener dispersiones estables de nanoparticulas hidrofdbicas
y para el mezclado homogéneo de pequefios volimenes de sus dispersiones con el buffer
conteniendo las vesiculas lipidicas. Controles realizados con THF puro hasta 10 uL. de volumen
afiadido (maximo volumen evaluado), mostraron que el solvente organico carece de actividad
hacia la promocion de la fusién de membranas, disrupcion o cambios en la permeabilidad de la
bicapa. Otro control realizado incluyo el agregado de una solucion de acido oleico en THF, en la
concentracion que aporta una dispersion de 2 mg/mL de MNP-OA (0,3 mg/mL de acido oleico).
La adicion de hasta 10 pL de esta solucion (maximo volumen evaluado) a los 250 uL de dispersion
de LUVs, no mostrd actividad fusogenica alguna. Estos controles fueron realizados con las
diferentes técnicas empleadas en los ensayos de fusion (DLS y ensayo de mezclado de contenidos

Tbh/DPA) con el objetivo de descartar efectos ocasionados por el solvente y el acido oleico.

1V.3.4.2- Dispersion dindmica de luz (DLS)

El efecto sobre la distribucion de tamafio en las LUVs de POPC luego de la adicién de las MNP-

OA se evalud en funcion del tiempo mediante dispersion dinamica de luz (DLS; Submicron
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Particle Sizer, Nicomp™ 380, Santa Barbara, California, EE. UU.). Los resultados se muestran
con la ponderacién de porcentaje en volumen dado por el equipo.

Adicionalmente se realizaron mediciones de potencial zeta ({, 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 utiliz6 un equipo Horiba SZ-100 nanopartica operando con el software Next Spec
version 1.90.

IV.3.4.3- Ensayos cinéticos de turbidimetria

Los experimentos de turbidimetria se realizaron con un espectrofotometro HP Multispect 1501
agregando volumenes 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 vesiculas. Se obtuvieron los
parametros de velocidad inicial (vo) y variacion en la densidad optica (AOD) a 400 nm de las
muestras mencionadas anteriormente. AOD se obtuvo por sustraccion de la densidad optica inicial
dada por las LUVs de POPC a la densidad 6ptica final alcanzada luego de la adicion de las MNPs-
OA, una vez que el sistema alcanzé una OD constante (plateau). La velocidad inicial del proceso
de fusién se calculd teniendo en cuenta la pendiente de la region lineal del grafico de OD en
funcién del tiempo. Se utilizo el parametro de velocidad inicial del proceso de fusion, con el fin
de evitar complicaciones asociadas con la respuesta no-lineal que deriva de la formacion de

agregados de tamafios grandes. Los experimentos se realizaron por duplicado o triplicado.

IV.3.4.4 Parametros empleados en las mediciones de fluorescencia (FL)

Todas las mediciones de fluorescencia fueron realizadas en un espectrofluorimetro Perkin Elmer
LS 55, de arreglo dptico con formato en L. El voltaje de la lampara se fijé en 650 V, y tanto la
rendija (slit) de excitacion como la de emision se fijaron en 3 nm. Cada experimento se repiti6 al
menos tres veces. También se realizaron controles mediante el empleo de una solucion de
Rodamina B base previo a cada ensayo con el objetivo de normalizar las cuentas (Ir) obtenidas

ante posibles variaciones en la potencia de la lampara.
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IVV.3.4.5- Ensayos de mezclado de contenidos

El ensayo de mezclado de contenidos Th/DPA se realizd segin lo descrito por Wilschut et. al.*
Aqui, dos films lipidicos (generados como fue descripto en la seccion 1V.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) ThCls 7,5 mM (99,99 % Sigma-Aldrich) o B) DPA
(&cido piridina-2,6-dicarboxilico 99%, Sigma-Aldrich) 75 mM segun corresponda. Luego de la
extrusion, las especies no encapsuladas en las vesiculas fueron removidas del buffer externo
empleando columnas de Sephadex G-25 (GE- Healthcare), y una solucién de TES 2 mM, citrato
de sodio 75 mM, y NaCl 112,5 mM (pH 7,5) como buffer de elusion en equilibrio osmético con
el interior de las vesiculas. Con el objetivo de prevenir la union de Th** a moléculas de DPA libres
en el exterior de las vesiculas (falso incremento en la intensidad de FL), se incluyo EDTA (agente
quelante del Th®") en una concentracion de 3 mM en el buffer de elusion utilizado para las vesiculas
conteniendo Th®". Controles realizados por DLS luego de la primera elusion de ambas poblaciones,
permitieron determinar las fracciones con mayor concentracion de LUVSs purificados. El volumen
obtenido de estas fracciones méas concentradas en LUVSs, fue sometido a una segunda etapa de
purificacion por filtracion en gel, empleando el buffer de elusion sin EDTA en ambos casos. Este
procedimiento se utilizd para disminuir la concentracion de agente quelante, a las requeridas para
el atrapamiento de Tb3* fuera de las vesiculas (~0,5 mM) evitando interferencias en la medicion
de la sefial fluorescente del complejo Th/DPA. El proceso de elusion adicional realizado para las
LUVs conteniendo DPA, permitié igualar las concentraciones finales de ambas poblaciones de
vesiculas con las que se trabajé.

El didmetro final de cada poblacién de vesiculas fue determinado por medio de un segundo
control con DLS, obteniéndose un valor promedio de (107,5 + 0,3) nm para la poblacién de
vesiculas con Th®* y (108,4 + 0,3) nm para la poblacion de vesiculas con DPA. Las longitudes de
onda de excitacion (Aexc) y emision (Aem) Utilizadas para medir el complejo Th/DPA, fueron 276 y
545 nm, respectivamente. El paso Optico 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
nanoparticulas, se agregd un volumen de 5uL de una dispersion de MNP-OA a una mezcla de

vesiculas conteniendo Tb** y DPA, en proporcion 1:1 (volumen final: 250 pL) y se midi6 el
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aumento en la intensidad de fluorescencia (lf) debida a la formacion del complejo Th/DPA en el
tiempo.

Para propositos de calibracion de la escala de fluorescencia (mezcla de contenido del 100%), se
prepararon vesiculas conteniendo el complejo de Th/DPA co-encapsulado, utilizando las mismas
cantidades de cada sonda que las que se emplearon en el ensayo de fusion, en buffer TES 2 mM
(citrato de sodio 100 mM, pH 7.5). Las vesiculas se eluyeron dos veces en una columna Sephadex
G-50, empleando el buffer de elusion que incorporaEDTA 3 mM (pH 7,5) en una primera instancia
y en ausencia del quelante durante la segunda elusion cromatografica. Posteriormente se adquirid
el espectro de fluorescencia (Aexc 276 Nm) de las vesiculas conteniendo Th/DPA co-encapsulado
inmediatamente luego de haber concluido la Gltima elucién de las vesiculas, 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 prepar0 una solucion
conteniendo Th®" y DPA en concentraciones 3,75 y 37,5 mM, respectivamente en buffer TES 2
mM, citrato de sodio 100 mM y se adquirid el espectro de emision de fluorescencia empleando la
misma potencia de lampara (650 V) y ancho de rendija (3 nm) que el usado para medir las vesiculas
con el complejo co-encapsulado. Como se muestra en la Figura 1V.3.7B, con esta configuracion
experimental no es posible observar el espectro de fluorescencia del complejo en bulk en las
concentraciones utilizadas. Para visualizar el espectro, se debid incrementar la potencia de la
lampara a 850 V y el ancho de rendijas a 10 nm. Este sencillo control nos indica la importancia de
tener confinado el complejo Th/DPA en las vesiculas para su deteccién por FL con los parametros
utilizados en los experimentos.

También, con el objetivo de confirmar que la fluorescencia observada en la muestra conteniendo
vesiculas con el complejo co-encapsulado se debe al complejo confinado dentro de las vesiculas,
se procedié a lisar las mismas mediante el empleo de Tritén X-100. La adicion de este surfactante
produce la lisis de las vesiculas y la liberacion del complejo Th/DPA al seno de la solucion. En la
Figura IV.3.7C se compara el espectro de las LUVs conteniendo Th/DPA y los obtenidos frente
al agregado de diferentes cantidades de Tritén X-100 (0,1 mM). En la figura puede observarse que
el agregado del detergente ocasiona una disminucion de la emision de fluorescencia hasta llegar a

la ausencia de la misma. Esto se atribuye a la dilucion sufrida por el complejo Th/DPA. En este
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caso, se debe contemplar que probablemente el surfactante puede participar produciendo
quenching en la fluorescencia del complejo.
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Figura 1V.3.7. Espectros de fluorescencia realizados como control. A) Espectro de emision del
complejo Th/DPA en solucion empleando las mismas concentraciones que las usadas en los
ensayos de fusion (Tb**= 3,75 mM; DPA= 37,5 mM). La curva roja (adquirida con el arreglo
experimental empleado en los experimentos de mezclado de contenido) muestra practicamente una
ausencia de emision de fluorescencia dada por el complejo Th3*/DPA en las concentraciones
usadas. La adecuada adquisicidn del espectro de fluorescencia pudo lograrse incrementando el
voltaje de trabajo y el ancho de banda (espectro verde). B) Espectro de emision del complejo
Tb/DPA adquirida con las LUVs conteniendo Th/DPA co-encapsulado, por triplicado. EI valor
promedio obtenido de I, utilizado para el calculo posterior de los porcentajes de fusion, se estimo
en (6,0 + 0,3) x10% u.a. C) Decaimiento en la emision fluorescente del complejo Th/DPA por
adicion de diferentes volimenes de una solucion de Triton X-100 0,1% p/v. A mayor volumen de
surfactante afiadido, menor intensidad fluorescente al maximo de emision, debido a la dilucion y

disociacion de la sonda en el bulk acuoso por ruptura de las vesiculas lipidicas.
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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 concentracion local de
complejo confinado en las vesiculas. 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 asociacion reportadas para el complejo Th/DPA
con distinto grado de coordinacion,® los voliimenes internos acuosos que aportan el total de LUV
con el cual se trabaja, el volumen acuoso total trabajado en los ensayos y las concentraciones de
Th y DPA disponibles en cada poblacion de vesiculas; la dilucién que experimenta el complejo
luego de la lisis de las vesiculas (o en ausencia de confinamiento en las LUVs), es de ~15900 veces
(ver apéndice I1A). La magnitud de esta dilucion, indica que el complejo es practicamente
indetectable o que probablemente se disocie en el buffer externo (conteniendo EDTA) justificando
la ausencia de sefial o quenching observado.

Considerando los controles correspondientes para todas las mediciones de intensidad de
fluorescencia adquiridas por los métodos de co-encapsulamiento y medicion de I+ en el tiempo, el
porcentaje de mezclado de contenido luego de la adicion de las MNP-OA (fusdgeno) se calculd

segun la Ecuacion 1V.3.1, de la siguiente manera:

% Mezclado de contenido = %
—Fo

x 100 (Iv.3.1)
Donde F y Fo son las intensidades de fluorescencia del complejo Th/DPA en presencia de MNPs-
OA atiempoty, at =0 antes de la adicion de las nanoparticulas. La I inicial (t=0) debida a la
dispersion de luz causada por los liposomas, fue tenida en cuenta para los calculos realizados (Fo),
sin embargo, todas las curvas de fluorescencia en el tiempo fueron normalizadas a cero a fines
comparativos. Por otro lado, F* representa la intensidad de fluorescencia al 100% del mezclado
de contenido que, como se especificd anteriormente, se dedujo a partir de las cuentas obtenidas de
la emision fluorescente del complejo Th/DPA co-encapsulado en las vesiculas de POPC. Dado
que la configuracion de los espectros de barrido muestra sélo la intensidad de fluorescencia
atribuida a la emision del complejo Th/DPA sin dispersion de luz a descontar, el término Fo®

(intensidad de fluorescencia de las vesiculas co-encapsuladas a t = 0), puede aproximarse a cero.
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I1V.3.4.6- Ensayo de modulacion de la fusion por campos magnéticos de potencial variable

Con el fin de estudiar la posibilidad de modular el proceso de fusién por medio de la aplicacion
de campos magneticos, se llevaron a cabo mediciones de mezclado de contenido (FL) a través del
tiempo, implementando el set-up experimental mostrado en el Esquema 1V.3.2. Adicionalmente,
se evalu6é cdmo la presencia de campos magnéticos afecta la permeabilidad de la bicapa lipidica
en ausencia de MNP-OA y luego del agregado de las mismas. El arreglo experimental consistio
en un electroiman casero (3,0 x 0,2 cm) que se situd paralelo al compartimento de la celda de
fluorescencia sin causar ninguna interferencia al arreglo 6ptico del equipo. El electroiman se
conecto posteriormente a una fuente de potencial variable, de manera tal que permitié aplicar un
programa de potenciales a lo largo del tiempo, variando asi la magnitud del campo magnético
generado y modificando, por lo tanto, la perturbacion causada por dicho estimulo externo. Los
valores registrados en forma de corrientes y potenciales, se tradujeron a unidades de campo
magneético (Tesla) por medio de un teslametro F.W. Bell Mod. 5070 situando el sensor de medicion
en el centro de la cubeta de fluorescencia. El programa de potenciales aplicados permitid generar
con el electroiman, campos de entre 0,08 y 0,45 mT. Dado que la sonda Th®" posee caracter
paramagnético, se realizaron controles por medio de la aplicacion de campos magnéticos a las
LUVs (cargadas con Th y DPA) en ausencia de las MNP-OA. Esto asegura que las fluctuaciones
en intensidad de fluorescencia son debidas Unicamente a cambios en porcentajes de vesiculas

fusionadas.
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Esquema 1V.3.2. Disefio experimental empleado para los ensayos de modulacién de la fusion por
accion de campos magnéticos de intensidad variable. En el esquema general (vista superior del
instrumento de FL), las lineas de campo recorren las distancias sefialadas a lo largo de las lineas
rojas entrando y saliendo del plano. ElI zoom ubicado en el recuadro (izquierda) corresponde a la
vista en paralelo del arreglo electroiman-cubeta separados por una distancia aproximada de 1,5

cm. Se sefiala también el recorrido de las lineas de campo en el plano transversal.

IVV.3.4.7- Ensayos de leakage o liberacion 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 vesiculas de POPC. Como estudio principal para la
determinacion de alteraciones en la permeabilidad de las bicapas, se implemento el ensayo de
liberacion de la sonda carboxifluoresceina (CF) desde el interior, hacia el exterior de las vesiculas.
En este caso se incorpora carboxifluoresceina (5(6)-carboxifluoresceina) en el interior de las
vesiculas en una alta concentracion en la cual el fluor6foro 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 vesiculas, la dilucion de la sonda fluorescente en la solucion conduce a un

incremento en la fluorescencia.
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La preparacion de las vesiculas unilamelares grandes (LUVSs) se llevd a cabo siguiendo la
metodologia informada en Diizgiines et. al.**>" Para ello se utilizé el método de extrusion descripto
en 3.2, generando en este caso, la suspension de MLVs en una solucion 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 proteccion de la luz. Luego de la extrusién por filtro de policarbonato con tamafio de poro de
100 nm, las vesiculas fueron purificadas por filtracion en gel mediante una columna de Sephadex
G-25 utilizando el buffer de ensayo, al cual se le adiciondé NaCl en concentracion 10 mM con el
fin de mantener la osmolaridad. El tamafio promedio de las LUVs-CF se midié por DLS,
obteniéndose una distribucion de didmetros 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 eluidas de vesicula lipidica, antes y después del agregado de un volumen de Tritén X-
100 (10 pL en concentracion 0,1 mM). La emision de fluorescencia de la CF, fue medida a 517
nm con una excitacion fijada a 492 nm. El surfactante, al romper las vesiculas produce la liberacion
de CF. La I+ de las vesiculas sin TX-100 fue normalizada como intensidad inicial en todos los
experimentos (Figura 1V.3.8).
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Figura 1V.3.8. Espectro de emisidn de CF en vesiculas lipidicas 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 coloc6 un volumen de 250 pL LUVs conteniendo CF en una cubeta
de fluorescencia y se registraron los cambios en funcion del tiempo, en la I+ al maximo de emision
de la sonda como resultado de la incorporacion de 5 L. de MNP-OA en concentracion 2 mg/mL
a las vesiculas. Las mediciones de permeabilidad fueron realizadas como control en condiciones
de ausencia y presencia de campo magnético.

Adicionalmente, haciendo uso de la metodologia experimental detallada en la seccion 1V.3.4.5,
se realizaron estudios para la determinacion de cambios en la permeabilidad de las bicapas, por
medio de la medicidn de la I+ proveniente del complejo Th/DPA co-encapsulado en las LUVs. Una
disminucion de la I+ en presencia de las MNP-OA, es atribuida a la salida del complejo Th/DPA
desde el interior hacia el exterior de los liposomas.*®38 Para ello, un volumen de 5 uL. de MNP-
OA en concentracion 2 mg/mL fue afiadido a un volumen de 250 uLL de LUVs conteniendo el
complejo Th/DPA co-encapsulado. Posteriormente, los cambios en la I+al maximo de emision del
complejo Tb/DPA (hem= 545 nm), fueron registrados a lo largo de un tiempo total de ~50 minutos,
luego del cual se agregd un volumen de 10 puL de Triton X-100. En este caso, el surfactante lisa
las vesiculas lipidicas produciendo el decaimiento en la I+ dado por la dilucion del complejo

Tb/DPA en el bulk, como fue indicado previamente.

IV.3.4.8- Microscopia de transmision electrénica (TEM) de LUVS/MNP-OA

Las mediciones de TEM se realizaron empleando un microscopio Jeol 1200 EX Il operado a un
voltaje de aceleracion de 80 kV. Una muestra que consistio en 250 pL de LUV se incubo junto
con 5 pL de MNP-OA (2 mg/mL; Xwunp-oa= 0,0014), a diferentes tiempos, y se sembraron
volimenes de 10 pL sobre grillas de cobre recubiertas con carbono (Electron Microscopy 400
mesh). Posteriormente, las muestras se tifieron negativamente con una solucion de acetato de
uranilo al 1% para mejorar el contraste. Con el objetivo de obtener un perfil cinético de las
morfologias promedio a través del proceso de fusién, se graficaron una serie de histogramas que
incluyeron el conteo de al menos tres imagenes obtenidas en cada periodo de tiempo. El indice de
polidispersidad (PDI) se calculé a partir de los datos de TEM por medio de la Ecuacién 11.1.11,

definida en el capitulo 1. La determinacion estadistica de este pardmetro se realiz6 considerando
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los valores medios promediados a partir de tres iméagenes en cada tiempo. El procesamiento de la
imagen se realizé utilizando el software Image J V.8.

1VV.3.4.9- Marcado de las MNP-OA con la sonda fluorescente 16:0 NBD-PE

Los ensayos que involucraron la observacion y estudio de GUVs por microscopio confocal en
presencia de MNP-OA requirieron para la observacion de las nanoparticulas, su marcacion con
una sonda fluorescente a fines de poder co-localizarlas en la bicapa lipidica. La metodologia
seleccionada para la marcacion de las nanoparticulas se basd en el auto-ensamblado de la sonda
fluorescente.

Resumidamente, 200 puL de una dispersion de MNPs-OA en concentracion 2 mg/mL en THF
fue centrifugada (12000 g) y luego sometida a la accion de un imén convencional (decantacion
magnética), a modo de lograr la precipitacion completa del coloide en el fondo de la solucion. Las
nanoparticulas fueron posteriormente suspendidas en etanol aplicando un ciclo de sonicacion de
10 minutos, luego de lo cual 10 pL de la sonda fluorescente 16: 0 NBD-PE (> 99%, Avanti Polar
Lipids) en una concentracion de 0,02 mg/mL (cloroformo: metanol 2:1 v / v) fueron agregados a
la dispersion etanodlica. La mezcla se incubd durante 1 h con agitacion constante y, posteriormente,
las MNPs se precipitaron magnéticamente una vez mas para extraer el sobrenadante etanolico. La
unién de la sonda fluorescente a la nanoparticula magnética tiene lugar durante este tiempo de
incubacion, a través de interacciones no covalentes entre las cadenas hidrocarbonadas del acido

oleico y las de la sonda fluorescente (Esquema 1V.3.3).
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Esquema 1V.3.3. 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-
4-il) (16:0 NBD-PE). La region fluorescente se encuentra marcada en verde (lzquierda). MNP-
OA marcada fluorescentemente con la sonda 16:0 NBD-PE por medio de interacciones no

covalentes (Derecha).

La sonda no unida a las nanoparticulas se eliminé por medio de tres ciclos de suspension-
extraccion en etanol, y se verifico su eliminacion completa en la tercera fraccion etanodlica, por
medio de espectros de fluorescencia. Las longitudes de onda de excitacion y emision de la sonda
NBD-PE 16:0 en etanol, se fijaron en 460 y 535 nm respectivamente, y los espectros de emision
de fluorescencia fueron adquiridos en un rango de 400 a 700 nm (Figura 1V.3.9). El pellet final
de MNP-OA/NBD-PE, fue suspendido en 200 puL de THF para su posterior empleo en la

incubacién con las GUVs.
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Figura 1V.3.9. Espectros de emision de la sonda fluorescente NBD-PE 16:0 utilizada para el
marcado de las MNP-OA. La linea roja corresponde al espectro de la sonda en solucion etandlica
en una concentracion 0,02 mg/mL (concentracion utilizada para el tratamiento de las MNP-OA).
Las curvas restantes (leyenda en grafico) corresponden a los espectros de emision de la sonda

luego de cada uno de los lavados con etanol para la eliminacion de fluoroforo libre.

IVV.3.4.10- Microscopia confocal

Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUVs) de POPC se prepararon mediante la técnica de
electroformacion clasica descrita por Angelova et. al.%®° Resumidamente, 10 pl de solucion 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 1V.3.4), fueron dispersados en dos laminas
de vidrio recubiertas con ITO. Los electrodos se sometieron a vacio para eliminar cualquier resto
de solvente organico. La formacién de las GUVs se realizd en una solucion de sacarosa iso-
osmotica con respecto a un buffer TES 2 mM, citrato de sodio 100 mM, pH (7,5) con 1,6% v/v de
THF (segun la concentracion final de THF en los ensayos de incorporacion de MNPs-OA a las
LUVs). La osmolaridad del buffer y de la solucion de sacarosa fue corroborada por medio de un
osmometro (Loser™ 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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CH4(CH,); ,CH =CHCHOH
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Esquema 1V.3.4. Sonda fluorescente de marcacion 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 region

fluorescente se sefiala en rojo.

Alicuotas de la suspension de GUVs se transfirieron a una camara de observacion de 8 pocillos
(Lab-Tek, Thermo Fisher Scientific, Inc. NYSE: TMO). Antes de la adicion de las GUVs en los
pocillos, el vidrio de la camara de observacion se tratd con una solucion de B-caseina 10 mg/ml,
para evitar la ruptura de las GUVs en los portaobjetos. El remanente de -caseina fue eliminado
por enjuague con agua. Una vez listos los pocillos de observacion se agrego a cada uno 200 pL
del buffer iso-osmético TES 2 mM, citrato de sodio 100 mM (pH 7,5), 5 pL de la suspensién de
GUVs y 5 pL 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 cAmara de observacion de 8 pocillos antes de la observacion en el microscopio confocal. Los
liposomas gigantes se observaron directamente con un microscopio confocal de fluorescencia
(Olympus FV1200, Tokio, Japon).

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-localizacion de las sondas fluorescentes con canales
diferenciados. Para ello, se parametrizo la intensidad fluorescente en la membrana empleando un

factor de normalizacién N, definido segln la ecuacion 1V.3.2, como:

N = lverde (1V.3.2)

Irojo
Donde lverde €S la intensidad de fluorescencia dada por las nanoparticulas marcadas (NBD-PE
16:0) e lwojo, 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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cuantificacion a lo largo de la membrana se realizé por medio del trazado de una linea transversal
a la misma. Tanto la longitud como la posicion de este corte transversal se mantuvo constante en
todos los casos. Después de la correccion de la linea de base correspondiente, se realizo la lectura
de los valores maximos de intensidad de fluorescencia (lf) de las curvas gaussianas obtenidas en
cada corte transversal, al punto donde el canal rojo tiene su maximo en I+. Dado que puede asumirse
que el marcador de membrana se encuentra en igual concentracion en todas las vesiculas obtenidas,
su ls se asume constante, y esto permite la cuantificacion relativa de la sonda de nanoparticula
(variable segun la cantidad de MNP-OA que se ubique en la membrana) por el factor de
normalizacion calculado.

Adicionalmente, se realizaron controles para detectar posibles cambios estructurales en las
membranas lipidicas. Estos controles incluyeron la adicion de THF puro en la misma cantidad que
la empleada con los agregados de las suspensiones de MNP-OA y la adicion de MNP-OA sin
marcar (5uL de MNP-OA en concentracion 2 mg/mL), Figura 1V.3.8.

Figura 1V.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 organico (THF) en el que se dispersan las MNPs-OA. En ambos casos la morfologia

de las bicapas permanece inalterada ante el agregado de los componentes puros.
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IV.4- RESULTADOS Y DISCUSION

IV.4.1- Cinética de crecimiento de las vesiculas inducido por la adicion de MNP-OA

En una primera instancia, se obtuvo informacion relevante acerca de la cinética de crecimiento
y/o aglomeracion de las vesiculas lipidicas (LUVs), luego de la incorporacion del fuségeno de
prueba, las MNPs-OA. Por medio de la técnica de dispersion dindmica de luz (DLS), se midieron
los tamafios de las vesiculas de POPC y se detectaron cambios inducidos por la presencia de MNP-
OA alo largo de un transcurso de tiempo aproximado de 2,5 horas.

Como se observa en la Figura 1V.4.11, las LUVs mostraron inicialmente una distribucion del
didmetro hidrodinamico con una media de (108,7 + 0,3) nm. Tras la adicion de las MNPs-OA, y
luego de 45 minutos de incubacién, se observo la aparicion de una segunda poblacion de vesiculas
con un diametro 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 tamafios promedio de (90,4 +0,7) y (303,1 +

0,8) nm para la primera y segunda poblacion de vesiculas respectivamente.
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Figura 1V.4.11. Distribuciones de tamafio observadas por DLS a lo largo del tiempo. Poblacién

inicial de LUVs (azul); y tamafios promedio obtenidos luego de la adicion de las MNPs-OA,

poblacién 1 (verde) y poblacion 2 (roja). Las barras de error obtenidas a partir del promedio de

tres mediciones realizadas para cada muestra, sefialan un aumento en la polidispersidad de la

poblacién 2 correspondiente a los reordenamientos de vesiculas de mayor tamafio.
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Al analizar los datos de las distribuciones gaussianas, teniendo en cuenta la ponderacion en
volumen de las estructuras observadas a cada tiempo (Figura 1V.4.12A), y al calcular el &rea bajo
la curva de cada sefial, se aprecia un incremento en el area de pico correspondiente a la poblacion
de mayor tamafio con respecto a la poblacién inicial o de menor didmetro promedio. Esta tendencia
fue racionalizada en el gréafico de la Figura 1V.4.12B donde se calcularon los porcentajes relativos
a cada area bajo la curva, teniendo en cuenta la sumatoria de las areas de cada pico (para cada uno
de los tiempos medidos) como area total (100%). Este grafico permite visualizar claramente que
la aparicion de la segunda poblacion vesiculas (30-45 minutos de incubacién de LUVs en presencia
de MNPs-OA) marca el inicio de un rapido proceso de reestructuracion lipidica, donde tiene lugar
el crecimiento de nuevas vesiculas “hijas” a partir de sus precursores de menor tamafo (LUVs de
~100 nm). Ambas poblaciones de vesiculas se estabilizan en los valores finales antes mencionados,
practicamente luego de 1 hora de incubacion en el medio acuoso. Adicionalmente, cuando a las
vesiculas de POPC se les agregd6 THF en volimenes de 5 a 10 uLL (empleados en dispersiones de
nanoparticulas ensayadas) no se evidenciaron variaciones en el tamafio de las estructuras lipidicas.
Este control permitio corroborar que el fendomeno de reestructuracion de las estructuras lipidicas
observadas, se debe Unicamente a la presencia de las MNPs-OA en interaccion activa con las
LUVs.

Si bien es valido definir que existen procesos de reestructuracion en el tiempo que dan lugar al
crecimiento de una segunda poblacion de vesiculas a expensas de la primera, no es posible definir
si este fendmeno en donde se generan vesiculas de mayor tamafio es un proceso de agregacion, o
se encuentra relacionado a procesos de reestructuracion de bicapas para dar un intermediario de
hemifusion o fusion de membranas en su totalidad. Sin embargo, la reestructuracion aqui
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 fusion y que

muchos autores han definido en instancias similares.01?
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Figura 1V.4.12. A- Perfil de distribucion de tamafios de LUVs en presencia de MNPs-OA a lo
largo del tiempo. B- Grafico areas 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.%®%! y otros®?, los procesos de
reestructuracion y reorganizacion lipidica para la sintesis de nuevas vesiculas hijas a partir de
vesiculas precursoras, son considerados dentro del escenario del origen de la vida. La auto-
reproduccion de micelas y vesiculas, es considerado un modelo realista de la proliferacion de
células primitivas dentro del cual se han llevado a cabo numerosos estudios para la elucidacion de
los mecanismos predominantes. En ellos, se determiné que la incorporacion externa de precursores
monoméricos como acido oleico, o autoensamblados micelares de este acido graso, a vesiculas de
POPC preexistentes, es capaz de catalizar una cascada de procesos de rearreglo y fragmentacion
de las bicapas liposomales para dar lugar al crecimiento y division de vesiculas hijas.®. EI costo
energético de la division de vesiculas, se suple con el incremento de la relacion superficie/volumen
de los liposomas hijos méas pequefios que se forman. Haciendo una analogia con las MNP-OA
actuando como precursores del proceso, y sabiendo que en la reproduccion vesicular resulta

termodinamicamente favorable la génesis de una nueva poblacidn de vesiculas a partir de vesiculas
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precursoras y con un didmetro promedio final similar al que presentan inicialmente, es que en los
resultados obtenidos por DLS seria correcto discutir o al menos contemplar la posibilidad de que
la poblacion sefialada como 1, podria corresponder o bien a vesiculas que han permanecido
inalteradas o a estructuras que han atravesado por un proceso de fusion y han originado nuevas
vesiculas hijas.

Potencial zeta representa una propiedad fisica importante de las particulas en suspensién 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 asociacion o disociacion de especies en solucion.>
Al mismo tiempo, la medicién del potencial zeta ha sido planteada por organismos de regulacion
en la produccién de nuevos nanobiomateriales para el area de la salud (FDA, NCL), como uno de
los parametros relevantes en la determinacion de la biocompatibilidad in vivo e in vitro de
plataformas con futura implicancia en la salud humana.%?

En paralelo a las adquisiciones de diametros promedio por DLS, se procedio a realizar
mediciones de potencial zeta ({) de mezclas de LUVs en presencia de las MNP-OA a distintas
fracciones molares de nanoparticula (Figura 1V.4.13). Las adquisiciones fueron efectuadas una
vez mezclados los volumenes de ambos componentes, y luego de 1y 1,5 h de incubacion. El
potencial zeta de las vesiculas de POPC puras fluctué 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 region polar de la bicapa.
Adicionalmente, controles realizados con el solvente organico usado en la dispersion de las

nanoparticulas (THF) no mostraron cambios en el potencial de membrana a lo largo del tiempo.
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Figura 1V.4.13. Potencial Z medido para LUVs de POPC y mezclas MNP-OA/LUVs a distintas
fracciones molares de nanoparticulas (Xmnp-0a). Adquisiciones realizadas una vez incorporadas

las MNP-OA al sistema de vesiculas (t=0), y luego de 1y 1,5 h de incubacion.

Dada la naturaleza zwitterionica de las moléculas de POPC que componen las vesiculas lipidicas
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 obtencion de ( 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 analisis de la fraccion molar Xwmnr-0a=0,0014, se observa que la incorporacion inmediata de
las nanoparticulas 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 incubacién, el
potencial { se reestablece en valores proximos 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 union de las
MNP-OA a la bicapa de las vesiculas lipidicas. La incorporacién de las MNP-OA a las vesiculas
producen una reestructuracion instantanea de la capa difusa dada por el buffer que interacciona

con las LUVs. Si bien las nanoparticulas hidrofobicas 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 oclusion de las cargas
dispuestas por los grupos colina polares en la superficie de las bicapas. Transcurrida 1 h de
incubacion, las nanoparticulas posiblemente han cursado el proceso de internalizacion en la bicapa
lipidica hacia el espacio hidrofébico intermembrana, a través de un mecanismo de interdigitacion
mediado por las cadenas hidrocarbonadas de OA. Las deformaciones como consecuencia de este
proceso de internalizacion o cambios y arreglos estructurales establecidos en las membranas
lipidicas luego de 1,5 h de incubacidn, resultan en la estabilizacion final en los valores de potencial
zeta observados. Segota et. al.% han reportado cambios de igual magnitud en los valores de
potencial zeta de membranas lipidicas de un fosfolipido zwitterionico, tras la internalizacion de
nanoparticulas hidrofébicas mediante mecanismos similares. Los autores establecieron que los
procesos de interdigitacion entre los lipidos de bicapa y las cadenas hidrofobicas de las NPs
(ligandos de superficie), acompafiadas por deformaciones en la estructura de la membrana,
representan los mecanismos energéticamente mas viables para el posicionamiento estable de las
nanoparticulas en el interior de la bicapa. Sin embargo, tanto en este tltimo caso como en la gran
mayoria de estudios relacionados a la internalizacion de NMs a las bicapas lipidicas, la evaluacion
de estos procesos ha sido avocada al uso de nanoparticulas con diametros menores (~2-4 nm) que
el espesor medio de las membranas (~4-5 nm).®>% En nuestro caso, y debido al mayor didmetro
de las MNP-OA empleadas (10,7 nm) no es posible concebir, en principio, una internalizacion
completa en la bicapa sino méas bien una adsorcion o internalizacion que deberia dejar defectos o
protuberancias de manera similar a lo propuesto por Rai et. al.®” en modelos simulados de
biomembranas y nanoparticulas hidrofobicas. A través de las simulaciones realizadas en modelos
de estrato corneo, los autores reportaron que NPs hidrofébicas de tamafios de hasta 5 nm son
capaces de penetrar en el interior de la bicapa lipidica, mientras que NPs anidnicas y cationicas
permanecen adsorbidas en la superficie de las membranas. Ademas, la baja barrera energética
requerida para que las nanoparticulas hidrofébicas neutras sean capaces de atravesar la membrana,
disminuye conforme el tamafio de las NPs es cada vez menor.%’ Li et. al.%® presentaron un modelo
empleando nanoparticulas hidrofébicas de tamarios similares (~10 nm) a los utilizados durante
este trabajo de tesis. Los autores propusieron gue en casos donde el didmetro de las NPs es mayor
que el de la bicapa, tiene lugar un proceso de desajuste o “mismatching” hidrofobico positivo. En
este proceso, los lipidos de membrana adyacentes al plano de insercion de las NPs experimentan

desarreglos configuracionales diversos donde la fluctuacion en el movimiento de las moléculas
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lipidicas de bicapa tiene un impacto casi nulo en la posicion de final de las nanoestructuras en
membrana. Por el contrario, las nanoparticulas resultan estabilizadas en el plano intermedio de la
membrana, que modifica sus propiedades mecénicas en determinadas proporciones, en pos de
mantener una inclusion estable de las nanoparticulas en el poro de la bicapa lipidica.®® Pese a que
muchos de los mecanismos acerca de la inclusién de nanoparticulas hidrofébicas con diametros
mayores que el espesor de la bicapa contintan siendo objeto de investigacion, estudios de
penetracion in vitro utilizando piel humana como membrana modelo, han permitido demostrar que
NPs hidrofébicas neutras con tamafios hasta 15 nm son capaces de atravesar eficazmente, la barrera
del estrato corneo en buenas proporciones.® 0 Si bien el tamafio resulta un factor limitante para la
permeacion efectiva en bicapas lipidicas por parte de las nanoparticulas, se ha constatado que el
grado de hidrofobicidad de estas Gltimas es un factor fundamental y determinante en la capacidad
de penetracion en membranas para su uso en diversas aplicaciones.®”-%°

Como se menciono anteriormente, los valores de potencial zeta obtenidos para los experimentos
con diferentes fracciones molares de MNP-OA incorporada a las LUVSs, 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 { que se observan para las fracciones molares mas bajas
de nanoparticula (Xwmnr-0a=0,0007 y 0,0002), las fluctuaciones en los valores de potencial son
sustancialmente menores y practicamente constantes a lo largo del tiempo. Esto nos permitio
hipotetizar en cierta forma, que la medida en que las MNP-OA son capaces de interaccionar con
las LUVSs, guarda una estrecha dependencia con las cantidades de nanoparticula afiadida al sistema
de vesiculas lipidicas. Dichas dependencias podrian ser capaces de dictar el comportamiento de
las MNP-OA durante el proceso de fusion, tanto en la cinética como en las proporciones en las
que este sucede.

De manera subsiguiente y como primera aproximacion experimental, se procedio al estudio de
la cinética de los procesos que tienen lugar como resultado de la interaccion nanoparticula-LUVSs,
ante la incorporacion de MNP-OA en diferentes fracciones molares. Esto se llevo a cabo realizando
ensayos de turbidimetria. Los cambios en el tamafio de las estructuras medidas por medio de
turbidimetria (UV-Visible), son visualizados en términos de cambios en la densidad optica (OD).
La OD corresponde a la extincién o total atenuacion de la luz debido a fendmenos de absorcién
sumado a efectos de dispersion del haz de luz con el que se irradia la muestra. Bajo determinadas

condiciones de contorno, la medicion de la densidad optica por medio de la irradiacion con una
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longitud de onda de 400 nm, permite realizar una determinacion certera de los cambios en el
tamario de estructuras de entre ~100 y 300 nm.”* En resumen, estos ensayos permiten conocer la
velocidad inicial a la cual ocurre la reestructuracion de las vesiculas ante procesos de agregacion,
fusion o cualquier otro tipo de rearreglo, teniendo en cuenta los cambios en la densidad optica
ocasionados por las estructuras que son formadas a lo largo del tiempo.™

Tabla IV.4.1. Parametros calculados a partir de los experimentos de turbidimetria realizados con

distintas concentraciones de MNP-OA agregadas a LUVs.

MNP-OA (mg/mL) | Xmne-0a | AOD*"™ | Velocidad inicial (Abs/min) | r?
2,0 0,0005 | (0,81 + 0,08) (0,046 + 0,002) 0,9960
15 0,0003 | (0,70 + 0,05) (0,049 + 0,002) 0,0958
1,0 0,0002 | (0,50 + 0,04) (0,015 + 0,001) 0,0968
0,5 0,0001 | (0,34 + 0,04) (0,0070 + 0,0002) 0,0988

El efecto sobre la estructuracion de las vesiculas ante el agregado de diferentes concentraciones
de MNP-OA, se estudio midiendo la densidad Optica a 400 nm en funcion del tiempo a temperatura
ambiente (20-24 °C). Tal como se describe en la Tabla 1V.4.1, se obtuvieron mejores ajustes
lineales para fracciones molares bajas de MNP-OA debido a la sensibilidad de esta técnica a la
saturacion de densidad Optica (aumento de opacidad) que las soluciones de nanoparticulas de color
pardo causan a las dispersiones de vesiculas en medio acuoso. La velocidad inicial del proceso de
agregacion/fusion se obtuvo para cada muestra, de la region lineal de los perfiles de OD en funcién
del tiempo. Estos experimentos fueron realizados por triplicado. En la Figura 1V.4.14 se muestran

algunos de los perfiles de turbidimetria obtenidos para cada concentracion de MNP-OA trabajada.
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Figura 1V.4.14. Perfiles de turbidimetria obtenidos luego de la adicion de 5 uL. 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
uL de LUVs. Un tiempo de ~10 min de estabilizacion de las LUVs previo a la adicion de las
nanoparticulas, 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
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lineales antes de alcanzar el inicio de las mesetas de saturacion.

Los datos graficados en la Figura 1V.4.15A, muestran una clara correlacién lineal entre la
concentracion de nanoparticulas que son agregadas a los liposomas y los cambios en la densidad
Optica a través del tiempo (AOD), de lo cual se deduce que un incremento en la cantidad

(concentracion) de MNPs-OA agregadas al sistema de vesiculas, da lugar a un incremento

Tiempo (min)

proporcional en la cantidad de estructuras aglomeradas o fusionadas formadas.
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Figura 1V.4.15. Tendencias calculadas para los ensayos de turbidimetria. A) tendencia lineal

determinada para el volumen final de las estructuras vesiculares en funcién de la concentracion de

nanoparticula afiadida al medio acuoso. B) perfil sigmoidal de la velocidad inicial con meseta

alcanzada a una concentracion de MNP-OA agregada a LUVs de 1,5 mg/mL.

Los calculos de velocidad inicial en funcion de la concentracion de nanoparticula incorporada
(Figura 1V.4.15 B), permitieron observar una respuesta sigmoidal, alcanzando una meseta para
las concentraciones mas altas de MNP-OA agregadas (1,5 y 2 mg /mL correspondientes a las Xmne-
oa de 0,0003 y 0,0005 respectivamente) observandose un efecto de saturacion. Una caracteristica
relevante que muestra esta tendencia se basa en el hecho de que entre concentraciones de MNP-
OA de 1,0 (Xmnp-0a= 0,0002) y 1,5 mg/mL (Xwmnpr-0a= 0,0003), se identifica un umbral para la
promocion del proceso de aglomeracion/fusion. 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 nanoparticulas de 0,5 (Xmnp-0a=0,0001) y 1,0 mg/mL

(Xmnp-0a= 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 volimenes internos de vesiculas fusionadas, fue estudiado por el ensayo
estandar de formacion del complejo Th®*/DPA ¢ Para este ensayo se mezclaron iguales volimenes

de las poblaciones de vesiculas conteniendo Th3* y DPA vy se dejo estabilizar el sistema durante
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un tiempo de 10 minutos. Posteriormente se afiadié un volumen de 5 pL de dispersion de MNP-
OA. Se utilizaron diferentes concentraciones de nanoparticula en un rango de 0,5 a 2 mg/mL, de
esta manera las MNP-OA, respecto de POPC quedaron con las fracciones molares Xwnp-oa=
0,0002, Xmnp-0a= 0,0007, y Xmnp-oa= 0,0014.

Luego de la incorporacion de las nanoparticulas en diferentes cantidades, el sistema respondio
inmediatamente con un incremento en la intensidad de fluorescencia En la Figura 1V.4.16 se
observa que la Iraumenta progresivamente, lo que se atribuye al mezclado de contenidos internos
que conduce a la formacion del complejo Th/DPA. Luego de un determinado periodo de tiempo
se alcanzan valores constantes de It y el sistema alcanza un plateau que denota la saturacion o

complecion del proceso.
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Figura 1V.4.16. Curvas de mezclado de contenidos internos de LUVs de POPC mediado por
MNPs-OA vy estudiado por medio de la formacion del complejo fluorescente Th/DPA a lo largo
del tiempo. Graficos correspondientes al mezclado inducido por la adicidn de diferentes fracciones
molares de nanoparticulas (Xmnp-0a): 0,0002 (verde), 0,0007 (azul) y 0,0014 (rojo). La curva de

control por adicion de 5 uL del solvente de las nanoparticulas (THF) se muestra en negro.

A fin de descartar la posibilidad de que el solvente organico, que dispersa las nanoparticulas

(THF), tuviera algun efecto sobre la fusion de las vesiculas y condujera al mezclado de contenidos
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CAPITULO IV

internos se evalu6 su efecto en presencia de las vesiculas lipidicas. El agregado de THF al sistema
no produjo modificacion en la I tal como se muestra en la curva correspondiente (Figura 1V.4.16).

Cuando se comparan los perfiles de I+ obtenidos para las diferentes concentraciones de MNP-
OA afadidas, se observa una tendencia similar a la obtenida por medio de otros ensayos
presentados anteriormente. De manera general en la Figura 1V.4.16 puede observarse que con la
menor cantidad de nanoparticula utilizada y tomando como 100% la Ir dada por el complejo
Th/DPA co-encapsulado, se obtiene un 31,6 %, en tanto que, con las dos concentraciones mas altas
utilizadas, el porcentaje de fusién resulta similar, 51,6 y 53,3%.

Posteriormente, se procedio 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 I, a curvas exponenciales segun la Ecuacion
IV.4.438

y=a+be™ (1V.4.4)

Donde a= I{°, b= 1t~ 1, k= constante de velocidad del proceso y t= tiempo. Respecto al perfil
de fluorescencia obtenido con Xmnp-0a= 0,0007 y Xmnp-0a= 0,0014, si bien el ~50% de fusion
alcanzado es comparable, la velocidad a la cual ocurre el proceso, es mayor para la condicion en
donde se utilizd mayor cantidad de nanoparticulas. 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 fraccion molar de MNP-OA
de 0,0014, donde tiene lugar un aumento de 2 veces en dicho parametro cinético (Tabla 1V.4.2).

Cuando se compara la velocidad inicial obtenida a partir del ensayo de mezclado de contenidos
internos con aquellas obtenidas a partir de turbidimetria (Tablas 1V.4.1-2), se observa que el
proceso de mezclado de contenidos es aproximadamente dos érdenes de magnitud mas rapido que
el proceso de agregacion inicial de las vesiculas lipidicas. Analogamente a lo observado en la
cinética evaluada por turbidimetria, mayores concentraciones de MNP-OA son capaces de generar
incrementos sucesivos en la velocidad inicial del mezclado de contenidos internos.

Vale aclarar que la comparacion entre las velocidades iniciales obtenidas por técnicas de

turbidimetria y aquellas obtenidas por fluorescencia, es valida. Esto se debe a que las mediciones
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de las variaciones en magnitudes fisicas cualesquiera (absorbancia, fluorescencia, etc.) a lo largo
del tiempo, dan lugar a la obtencion de pardmetros cinéticos que se independizan del método de
medicion (ver apéndice I11A).

Segun lo establecido por diversos autores en relacion con la cinética de la fusion de membranas
y los mecanismos que involucra este proceso tal como fueron descriptos en la seccion 1V.1.1,7>7
el proceso de fusion consiste en dos etapas distintas, cinéticamente acopladas. Como se detalla en
el esquema 1V.4.5, el primer paso es la agregacion de las vesiculas, para simplificar, la formacion
de dimeros de tipo V2, seguido por la formacién de un doblete fusionado F2 como resultado de la

fusion de vesiculas final:

cn /
d]]

Esquema 1V.4.5. Cinética del proceso de agregacion/fusion.

La agregacion es entonces un proceso de segundo orden, siendo su velocidad dependiente del
cuadrado de las concentraciones iniciales de vesiculas. En contraste, la fusién es un proceso de
primer orden. Esto conduce a que, a bajas concentraciones de vesiculas, la agregacion es
relativamente lenta mientras que la fusion ocurre sin mayores demoras. El caso inverso tendra
lugar si en cambio, se contemplan altas concentraciones de liposomas. Teniendo en cuenta las
diferencias aqui observadas, es posible afirmar que en las concentraciones de LUVs ensayadas (44
uM) frente a las MNP-OA como fusdgeno en concentraciones variadas, el proceso de agregacion
es indefectiblemente limitante (para Xwvnp-oa comparables) del proceso de fusion global. Como
puede verse en el esquema de la reaccion de fusion, la fusion de las vesiculas es un proceso
irreversible, mientras que la agregacion no lo es, y vesiculas que se encuentren en la etapa de
formacion del dimero V. pueden también desagregarse para volver a dar vesiculas monomeros
(V1). Siendo que la agregacion podria ser la etapa limitante en la fusion de las vesiculas promovida
por las MNP-OA, el factor de la desagregacion puede sumarse a las interpretaciones que surgen
de la prevalencia de una poblacion remanente con tamarfios similares al de las vesiculas iniciales

(poblacion 1) observadas en experimentos de dispersion dindmica de luz (DLS).
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CAPITULO IV

En la Tabla 1V.4.2, se muestran los porcentajes de fusion obtenidos, el tiempo para alcanzar la
saturacion del proceso, la velocidad inicial a la cual este ocurre y las constantes de velocidad
calculadas.

Los datos hasta aqui obtenidos, permiten vislumbrar que tanto la extension en la cual ocurre la
fusion (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 1V.4.2 Andlisis obtenidos de las mediciones de fluorescencia en el transcurso del tiempo
realizadas mediante el ensayo de Th/DPA a 25 °C. Las constantes de velocidad se obtuvieron
ajustando los aumentos en I en el tiempo a curvas exponenciales segin la Ecuacion 1V.4.4, y las
velocidades iniciales teniendo en cuenta la pendiente de la region lineal para cada curva de It en

funcién del tiempo.

XMNP-0A Tiempo de Velocidad inicial | Constante de velocidad Fusion
saturacion (min) (I/min) k(s (%)
0,0002 (68 + 1) (2,75 + 0,01) (12,6 + 0,3) x1073 (31,6  5,0)
0,0007 (128 + 1) (3,50 + 0,02) (15,0 + 0,1) x1073 (51,6 + 4,0)
0,0014 (92 + 1) (6,96 + 0,04) (31,0 £ 0,1) x1073 (53,3 % 6,0)

Hasta donde es posible deducir, las MNP-OA tienen la capacidad de promover la agregacion
(aproximacion) de las LUVs por interaccion directa con la bicapa lipidica, promoviendo la
formacion de estructuras de mayor tamafio. Las primeras observaciones por DLS y turbidimetria,
no permiten deducir si las vesiculas se encuentran solamente agregadas, o en diferentes instancias
del evento de fusion. El ensayo de mezclado de contenidos internos, corrobora la unificacion del
volumen interno de las vesiculas, demostrando que las bicapas de vesiculas opuestas son
efectivamente fusionadas. Como fue observado, las mediciones cinéticas identifican una clara
dependencia con la concentracién de las nanoparticulas. Teniendo en cuenta lo informado en la
literatura, es muy factible que las MNP-OA sean capaces de facilitar el proceso de fusion por
medio de diferentes mecanismos tales como la interdigitacion de las cadenas de OA en la bicapa
lipidica®, y/o por su internalizacion en estas Gltimas®’. Las relaciones molares entre los agentes

fusogénicos y los lipidos que componen las vesiculas, son también uno de los muchos factores que
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dictan el patron de fusién y determinan si el sistema es capaz de lograr la ronda/s de fusion y
alcanzar el estado de saturacion posterior.®%¢! Habiendo encontrado una dependencia notoria en el
proceso de fusion (extension y velocidad en las que ocurre) con el cambio de las relaciones molares
de Xwmnp-0a que son enfrentadas a las vesiculas lipidicas, es de esperarse que relaciones similares
sean igualmente sostenidas en los eventos aqui estudiados respecto a lo informado en la literatura
para otros fus6genos.® ">

En concordancia con ello, se han reportado determinadas concentraciones “umbral”, necesarias
para inducir la formacion de nuevas vesiculas a partir de vesiculas preexistentes.5! Asi, una
fraccion molar de 0,35 de oleato (Xoa) es necesaria para inducir la acumulacion e insercion de
micelas de &cido oleico y perturbar las membranas de POPC, causando los cambios de curvatura
y formacién de regiones no-lamelares que constituyen los arreglos previos a la reproduccion
vesicular. Cullis et. al.>®5, determinaron que concentraciones equimolares de lipidos fusogénicos
con respecto a los lipidos presentes en mezclas de eritrocitos reconstituidos (1:1 lipido
fusogeno/fosfolipido), permiten la induccion de la fase hexagonal (Hii) intermediaria en el proceso
de fusion. En el marco de estas aseveraciones, la concentracion efectiva de acido oleico que es
aportada al sistema de liposomas para la fusion mediada por MNPs-OA, es varios ordenes de
magnitud menor a las proporciones implementadas en los sistemas de fusion de membranas
mediada por OA como lipido en bulk. La concentracion més alta de MNP-OA (0,06 uM)
incorporada a las LUVSs, aporta una concentracion total de OA de ~9x107 uM, esto da una fraccion
molar (Xoa) de 0,0002. Teniendo en cuenta que los controles realizados determinaron que la
misma concentracion de OA que la aportada por las nanoparticulas no produjo alteraciones en los
perfiles de DLS o FL, y que las MNP-OA producen la reestructuracion de bicapas lipidicas con
bajas concentraciones de OA, es posible dilucidar que el nicleo magnético de las nanoparticulas
podria estar cumpliendo un rol sinérgico con el ligando de funcionalizacion para llevar a cabo este
proceso.

Otra forma de estudiar la dependencia que existe entre las cantidades de nanoparticula
incorporada y el desempefio en la promocién de la fusion, es mediante el analisis de las fracciones
de superficie que ofrecen las nanoparticulas con respecto a la superficie total disponible en el
sistema. En el apéndice IA se detallan los célculos realizados acerca del niUmero de entidades
disponibles en el medio y las relaciones de areas superficiales establecidas. Este analisis permite

observar que para Xwmnp-oa entre las cuales el sistema se satura en la fusion de las vesiculas
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disponibles (Xmnp-0a= 0,0007 y 0,0014), las fracciones de superficie que las nanoparticulas
exponen con respecto a la superficie total (Xmnp-oa) €s ~0,5. Esto quiere decir que la relacion entre
la superficie que las MNP-OA aportan al sistemay las LUVs sobre las cuales se inducira el proceso

de fusion, responden a una relacion proxima a 1:1.

IV.4.3- Regulacion del proceso de fusion por medio de campos magnéticos de potencial
variable

Luego de establecer que las MNP-OA pueden actuar como fuségenos y mediar la fusion de
vesiculas lipidicas, se procedié a medir el mezclado de contenidos internos de LUVs (por medio
de la formacién del complejo Th/DPA) con aplicacion de campos magnéticos de intensidad
variable. MNP-OA en diferentes fracciones molares respecto del lipido, se afiadieron a las
poblaciones de vesiculas conteniendo Th y DPA y luego se aplicd al sistema un campo magnético
constante, hasta alcanzar la saturacion del proceso de fusion, o bien una rampa de campos
magnéticos de intensidad variable.

A fin de comparar el efecto producido en la fusion de vesiculas debido a la presencia de un
campo magnético respecto a cuando no lo hay, se aplicé un campo de 0,45 mT (méaximo valor
logrado con nuestro arreglo experimental). En la Figura 1V.4.17 se comparan las curvas de It en
funcién del tiempo de la emision proveniente del complejo Th/DPA, obtenidas en ausencia y en
presencia de campo magnético frente al agregado de la misma cantidad de MNP-OA (Xwmnp-0a=

0,0014) a las vesiculas lipidicas.
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Figura 1V.4.17. Comparacion del desempefio en el mezclado de contenidos entre medios donde
se anadieron las MNP-OA en ausencia (rojo) y bajo aplicacion (azul) de campos magnéticos de
intensidad variable. Ambas curvas corresponden a una Xwnpr-oa= 0,0014 respecto al lipido de las
vesiculas. El grafico negro (I+ ~0) corresponde al control realizado bajo aplicacion de campo
magnético en ausencia de nanoparticula para demostrar la respuesta negativa sobre la fusion de

membranas, del i6n paramagnético Th®" ante el estimulo externo.

Los datos obtenidos muestran que en presencia de un campo de 0,45 mT la extension en la cual
ocurre el proceso de fusion se incrementa en aproximadamente un 28%, alcanzandose un
porcentaje de eficiencia en el proceso, de (81,6 +10,0) %. Ademas, se puede deducir de los perfiles
obtenidos que existen variaciones relevantes en cuanto al comportamiento cinético de ambos
experimentos. A partir de calculos realizados por medio del ajuste segun la funcion exponencial
mencionada previamente (Ec. 1V.4.4), se obtuvo que la constante de velocidad (k) de mezclado de
contenido para el medio manipulado magnéticamente alcanzd un valor de (38,0 + 0,8) x103 s, Si
bien este leve incremento en la velocidad del proceso global puede no representar una variacion
considerable a efectos de la aplicacion del campo magnético, las diferencias son en cambio
apreciables, al comparar las velocidades iniciales (vo) obtenidas en ausencia y presencia de del
campo magnético en cuestion. Asi, mientras que el valor de la vo para la mezcla MNP-OA/LUVs
(Xmne-0a= 0,0014) en ausencia de campo magnético, se determind en (6,96 + 0,04) min, la misma
mezcla en presencia de un campo magnético constante de 0,45 mT adquirié un valor de vo de
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(11,44 + 0,05) mint. En suma, la aplicacion del campo magnético al sistema MNP-OA/LUVs, no
solo fue capaz de producir un notorio incremento en la extension (porcentaje) del proceso de
fusion, sino también un destacable incremento en un factor aproximado de 1,65 veces, en de la
velocidad inicial del mismo.

Posteriormente, se evalud el efecto de aplicar una rampa de campos magnéticos de intensidad
creciente a medida que ocurre el proceso de fusion. En la Figura 1V.4.18 se observa el efecto de
aplicar campos desde 0,10 a 0,40 mT a una poblacion de vesiculas en presencia de una Xwnp-oa=
0,0007 respecto al lipido. En la curva puede observarse que luego de incrementar el campo se
produce un incremento en el régimen de fusién. Lo mismo ocurre cuando campos magnéticos de
similar magnitud, son aplicados a una mezcla LUVS/MNP-OA, a una fraccién molar de MNP-OA
mayor (Xwmnp-oa= 0,0014). Las alteraciones producidas en la intensidad de fluorescencia durante
lasetapasDenlacurval,y He lenlacurva 2, denotaron una clara respuesta dinamica del sistema
de MNP-OA en la modificacion de las proporciones en las que se produce el proceso de fusion.
Por otro lado, campos magnéticos de mayores magnitudes aplicados luego de la etapa I (curva 2),
no produjeron incrementos adicionales en la I+. Este fendmeno puede asociarse con la saturacion
en el proceso de fusion, donde la completa fusion de las vesiculas presentes en el sistema ha sido
efectivamente promovida.

Otra caracteristica interesante proviene de la etapa E en la curva 1, donde el electroiman se apago
mientras se producia el mezclado de contenidos bajo un campo de 0,40 mT. Como se demostrd
anteriormente (Figura 1V.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 estimulo externo por si solo. En consecuencia, la meseta visualizada en la I+ para la
etapa E de la curva 1 (Xmnp-0a= 0,0007) una vez que el iman es apagado, podria estar relacionada
a una interrupcién instantanea en el mezclado de contenidos internos que las nanoparticulas son

capaces de promover en presencia del campo magnético.

209



TESIS DOCTORAL — Lic. Martin E. Villanueva

500 { 1

g Etapa | Campo magnético (mT)
S 400 A
2 A 0,10
3 c D
G 300 1 l 0,15
: |
> C 0,25
g 200 A B
o D 0,40
2 A -
£ 100 l E Apagado del iman

O B

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tiempo (min)

50042
ES H l —
8 400 A & Etapa | Campo magnético (mT)
8 F 0,30
§ 300 1
2 G 0,35
3
T 200 H 0,40
3 G
@ I 0,45
Q
100 1 l:

O 4

o
-~
IS
N
o
w
3
S
o
[Sg
S
[
S
~
o
©
=3
©
o

Tiempo (min)
Figura 1V.4.18. Respuesta dindmica de las MNP-OA durante los ensayos de mezclado de
contenido Th/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 desviacion estandar de los valores de campo aplicados se corresponde con el valor minimo de
lectura, 0,01 mT. Las fracciones molares de nanoparticula (Xwmnr-0a) ensayadas fueron de 0,0007

y 0,0014 (curvas 1y 2, respectivamente).

En comparacidn con nanoparticulas hidrofilicas, que necesitan ser incluidas dentro del volumen
interno de vesiculas lipidicas, la integracién directa de nanoparticulas hidrofobicas en el interior
de la bicapa ha demostrado poseer mejores respuestas para su uso en ensayos biomédicos de
diversa indole. Como fue discutido en secciones previas, esta marcada diferencia reside en el hecho
de que las nanoparticulas ubicadas en la bicapa lipidica son capaces de cumplir un rol activo en la

interaccion entre las vesiculas y el medio externo, proporcionando control sobre las propiedades
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de la membrana como densidad de empaguetamiento y transiciones de fase.?®** Grandes esfuerzos
se han puesto en la optimizacion de plataformas de magnetoliposomas para mejorar el control
sobre la velocidad de liberacion de farmacos, las concentraciones en las cuales estos se liberan'y
su vectorizacion hacia sitios de accidn. Investigaciones realizadas en torno a estos desafios han
permitido desarrollar gran cantidad de teorias sobre el efecto de la aplicacion de campos
magnéticos externos sobre vesiculas lipidicas conteniendo nanoparticulas magnéticas en el interior
de la bicapa. La mayoria de los autores reportan fendmenos de calentamiento electromagnético o
generacion de ultrasonido por parte de las nanoparticulas como algunas de las explicaciones mas
racionales a los efectos producidos por la aplicacion de campos magnéticos.3"""8 Pese a ello, no
se han propuesto mecanismos precisos que determinen la accion real de este estimulo externo.

La respuesta dindmica encontrada en el sistema de MNP-OA frente a las vesiculas lipidicas, ante
la aplicacion de campos externos podria deberse o bien a fenomenos de mayor frecuencia de
choque entre vesiculas por accion del efecto magnético, a efectos térmicos, o bien a una sumatoria
de mecanismos diferentes. Para conocer el factor que prevalece, seria necesario realizar mas
estudios. Sin embargo, los campos magnéticos empleados para alcanzar los porcentajes de fusion
observados, corresponden aproximadamente al 5% de las intensidades de campo comunmente
empleadas en otros estudios para el desarrollo de aplicaciones biomédicas.®***" Asimismo, el
aumento experimentado en los porcentajes de fusion ante la aplicacion de campos magnéticos
extremadamente bajos, no solo demuestra la alta sensibilidad de la plataforma aqui desarrollada,
sino que también contribuye a corroborar el efecto sinérgico OA-Fe3O4 del que previamente se
hizo mencion teniendo en cuenta las fracciones molares de nanoparticula utilizadas.

A diferencia de muchos estudios donde las particulas son inicialmente incorporadas en la
membrana de los liposomas, la incorporacion externa de las MNP-OA en la dispersion acuosa de
los liposomas, implica un aumento en el nimero de barreras energéticas que deben ser superadas
para promover la fusidbn de membranas. Esto es debido a que la internalizacion de las
nanoestructuras en la bicapa, el cual representa el proceso inicial mas probable para la accion
fusogénica de las NPs, tiene su costo energético asociado.?® La determinacion de los procesos por
los cuales los campos magnéticos son capaces de aumentar la efectividad de la fusién, tiene en
cuenta también la accién de este estimulo sobre la nanoparticula como entidad aislada en un primer
momento. Esta accion estd comprendida dentro del proceso global de fusién que se encuentra

beneficiado por la accion del estimulo externo, por lo que corroborar la localizacion de las MNP-
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OA en la bicapa resulta un estudio crucial a los fines de poder determinar un mecanismo de fusion

mas certero.

IV.4.4- Medicion de la permeabilidad de membranas.

La determinacion de cambios en la permeabilidad de la bicapa de las vesiculas modelo o LUVS,
constituye un estudio necesario para comprender cuales son los diferentes eventos que ocurren en
el proceso de fusion. Pérdidas nulas o leves desde el interior acuoso, son inherentes al mecanismo
de la fusion de bicapas. Por el contrario, pérdidas significativas de volumen interno, podrian estar
asociadas a importantes desestabilizaciones de las membranas lipidicas en presencia de las
nanoparticulas. Estas desestabilizaciones pueden conllevar a fendmenos de permeabilizacion
excesiva 0 incluso ruptura de las bicapas. Procesos de agregacion o hemifusion pueden ser
erroneamente detectados como fusién completa si el complejo Th/DPA es formado en el interior
de vesiculas con alta difusion entre sus membranas.

La modificacion de la permeabilidad de las bicapas lipidicas ante la interaccion con las MNP-
OA fue estudiada de dos maneras, 1) por liberacion de la sonda fluorescente carboxifluoresceina
(CF) atraveés de la bicapa las LUVs, y 1) por liberacion del complejo Th/DPA co-encapsulado en
las vesiculas. Ambos ensayos fueron realizados empleando la fraccion molar de nanoparticula mas
alta estudiada (Xmnpr-oa= 0,0014) con respecto al lipido, en la mezcla LUVS/MNP-OA.

En primer lugar, se evaluo la salida de CF a través de la bicapa. En este caso, se realizaron
mediciones en ausencia, y bajo aplicacion de campos magnéticos (Figura 1VV.4.19A). Luego de
~8 minutos de estabilizacion de las vesiculas puras conteniendo CF 20 mM, las MNP-OA fueron
agregadas a las LUVSs. En el primer caso (ausencia de campo), no se observo incremento alguno
en la It luego de afadir las NPs, durante 30 min (maximo tiempo evaluado). La posterior adicion
de Triton X-100 permitio observar un incremento efectivo de la I debido a la liberacion de CF.
Este experimento permitié conocer que durante la fusion de las vesiculas 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 adicion de las

nanoparticulas a las vesiculas conteniendo CF, se comenzé a aplicar una rampa de potenciales que
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generaron campos magnéticos a razon de 0,01 mT/min. Este programa de potenciales se configurd
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 fusion neto. De la Figura 1V.4.19A
(curva verde) se deduce que no hubo incrementos en la I+ 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
nanoparticulas tampoco inducen pérdida detectable de contenido interno, durante el proceso de
fusion en presencia de campos magnéticos. El agregado final de surfactante Tritén X-100 rompe
las vesiculas liberando la CF que muestra la I+ acorde a su nueva concentracién en bulk.

Posteriormente, se evalud la variacién en la I+ emitida por el complejo Th/DPA co-encapsulado
en las LUVs de acuerdo a la metodologia detallada en la seccidon 1V.3.4.5, en ausencia de campo
magnético. Como se explico anteriormente, las disminuciones en la I+ observadas durante la fusion
mediada por las MNP-OA en el tiempo, indican la salida del complejo Th/DPA desde las vesiculas,
hacia el medio externo. Como se observa en la Figura 1V.4.19B, la intensidad de fluorescencia
inicial (sin normalizar a cero en este caso) comenzo desde los valores sefialados como I total, tal
como fue demostrado por el promedio de los controles descriptos en la seccion 1V.3.4.5, estimada
aproximadamente en (6,0 + 0,3) x102 u.a. Luego del agregado de las MNP-OA a las LUVS, la I
se mantuvo constante a lo largo del tiempo transcurrido, sin experimentar disminucién alguna
promovida por la liberacion del complejo fluorescente, al medio. Luego de un tiempo aproximado
de 50 minutos, el surfactante Triton X-100 fue afiadido para producir la lisis de las vesiculas,
causando el posterior decaimiento de la I+ a cero, como se determiné para una dilucion total del
complejo en el bulk.

Como resultado de lo observado en estos experimentos, es posible aseverar que la fusion de
vesiculas 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 liberacién de CF, junto con el ensayo de Th/DPA co-encapsulado, medidos en el
tiempo, son concluyentes de que durante la fusion 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 1V.4.19. Medicidn de la permeabilidad de las membranas mediante diferentes estudios en
mezclas MNP-OA/LUVs (Xwmnp-0oa= 0,0014). A- Ensayo de liberacion la sonda CF desde las
vesiculas lipidicas, en ausencia (curva roja) y bajo aplicacion (curva verde) de campos magnéticos
de 0,01 a 0,5 mT. B- Ensayo de liberacion del complejo fluorescente Th/DPA co-encapsulado en
las LUVs. Las instancias de agregado de MNP-OA y el surfactante de lisis de las vesiculas, Triton

X-100 se encuentran diferenciadas en negro y azul, respectivamente.

IV.4.5- Localizacion de las MNP-OA en bicapas lipidicas

Los estudios realizados hasta aqui han podido confirmar la promocion efectiva del proceso de
fusion mediado por las MNP-OA vy la ausencia de grandes cambios en la permeabilidad de la
bicapa durante su transcurso. Sin embargo, la localizacion de las nanoparticulas en la bicapa
representa uno de los interrogantes a resolver, necesario para esclarecer el escenario completo de
su modo de accidon. Como se establecid en secciones previas, una de las hipétesis principales radica
en la presencia de una primera etapa de interaccion entre las MNP-OA y las bicapas lipidicas de
las LUVs. Esta primera interaccidon transcurriria con el anclaje e insercion de las nanoparticulas a
la bicapa por medio de los ligandos OA ubicados en la superficie del nucleo magnético, el cual se
ha demostrado, interviene de manera activa (sinérgica) en las diferentes instancias del proceso de
fusion. La etapa inicial de incorporacién del fusdgeno al interior de la bicapa, ha sido definida por

muchos autores como un proceso de fusion per se entre el nanomaterial disefiado y las vesiculas
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lipidicas, que constituye una instancia determinante para luego dar lugar al proceso de fusion de
membranas opuestas.®%# Alexander-Katz et. al.8? han reportado un mecanismo tipo “snorkel”
para la penetracion de nanoparticulas hidrofébicas. Estos autores proponen que los ligandos de
funcionalizacion son capaces de adquirir cierta flexibilidad, promoviendo la generacion de
defectos de membrana, disrupcion y posterior insercion de las nanoparticulas en la bicapa, de
manera similar a las reestructuraciones establecidas en los mecanismos méas convencionales,
propuestos para la de fusion de vesiculas. Tanto en este estudio como en otros realizados por otros
grupos de investigacion, -8 la penetracion de moléculas en la bicapa ha sido atribuida al efecto
hidrofébico que estructuras de tamafios entre ~5y 10 nm, son capaces de promover.

Previamente (seccion 1V.4.1) se considerd que nanoparticulas con diametros mayores que el
espesor de la bicapa pueden dar lugar a fendmenos de desajuste 0 mismatching hidrofobico.%® En
concordancia con esta observacion, Von White et. al.®, determinaron que nanoparticulas
hidrofdbicas con didmetros mayores que el espesor de las bicapas, y en altas fracciones molares
respecto del lipido total, son capaces de insertarse en membrana de vesiculas unilamelares
mediante un fendmeno de desajuste hidrofébico positivo. Este desajuste produce una fluidizacion
de la bicapa lipidica que da origen a fuerzas de capilaridad lateral que estdn mediadas por las
cadenas lipidicas de la bicapa, e intervienen en la aglomeracion de las particulas en la membrana,
de manera espontanea.®® En estudios reportados por otros autores,! nanoparticulas hidrofobicas
de menores tamafios (~5 nm) recubiertas con acido oleico como ligando estabilizante e
internalizadas en vesiculas lipidicas, han sido capaces de conferir un incremento en las
temperaturas de fusion de los lipidos de bicapa. Esta respuesta da lugar a un incremento en el
ordenamiento de la bicapa y, en consecuencia, una estabilizacion considerable contra la liberacion
de contenido interno o leakage espontaneo.

Adicionalmente, el establecimiento de gradientes como la deplecion de moléculas de agua de la
region intermembrana o fuerzas de caracter hidrofébico, dan lugar a un incremento de la
interaccion nanoparticula-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
insercion dindmico, e idealmente no-disruptivo del fuségeno en la membrana lipidica, prosigue
luego con la internalizacion y estabilizacion de la nanoparticula en la bicapa. En consecuencia,
estos nuevos “umbrales” energéticos que aparecen al considerar la composicion de ligando de

superficie y tamafio de la nanoparticula como factores fundamentales para la internalizacion 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 fusion de membranas. En el caso de las MNP-OA, tanto el ligando
hidrofébico acido oleico, como el tamafio promedio de las nanoestructuras (~10 nm), dan lugar a
considerar la incorporacion en la bicapa de las LUVs como un proceso probable dentro de su
desempefio en actividad fusogénica.

Teniendo en cuenta estas observaciones, se procedio a realizar estudios de microscopia con el
objetivo de determinar la localizacion de las MNP-OA en las bicapas lipidicas y su efecto en la
estructura de los liposomas. Ensayos de microscopia de transmision electronica (TEM) fueron
primeramente realizados por medio de la incubacién de MNP-OA en presencia de las vesiculas de
POPC (Xmnp-0a= 0,0014) durante 1 h. Como se muestra en la Figura 1V.4.20, las MNP-OA
parecen ubicarse en las LUVSs, respetando la forma esférica de las vesiculas y cubriéndolas en toda
la superficie disponible. Empleando las mismas cantidades de MNP-OA, se realizaron
experimentos de TEM en donde se evalud la morfologia de las vesiculas a diferentes tiempos de
incubacion con las MNP-OA. De las imagenes obtenidas en este ensayo se calcularon los
didmetros promedio e indices de polidispersidad.

Los calculos del indice de polidispersidad (PDI) basados en el histograma adquirido para las
muestras incubadas MNP-OA/LUVs a diferentes tiempos, mostraron una buena correlacion con
los datos de dispersion de luz dinamica (DLS) obtenidos anteriormente. Salvando las diferencias
experimentales con la técnica de DLS en relacion a la desviacion de didmetros por consideracion
del radio hidrodinamico; TEM registré un aumento notorio en el indice de PDI dentro de un
intervalo de tiempo similar de 35 minutos. Dicho incremento podria atribuirse a la aparicion de la
segunda poblacidn de vesiculas cuya formacion es consistente con lo observado por DLS, dentro

de este intervalo de tiempos (Figura 1V.4.21).
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.
- a

Figura 1V.4.20. Imagenes de TEM de las MNP-OA incubadas con LUVs de POPC durante 1 h en

diferentes magnificaciones y campos de observacion. Las imagenes muestran a las nanoparticulas

magnéticas respetando la morfologia de las vesiculas.

Si bien DLS tiene hace una ponderacién en volumen mucho mas grande respecto al nUmero de
vesiculas consideradas para la determinacién de diametros promedio, es posible validar con las
mediciones cinéticas de TEM, tendencias similares en cuanto al proceso efectivo de
reestructuracion de vesiculas que tiene lugar dentro de un intervalo aproximado de tiempo, de 35-
40 min de transcurrida la interaccion entre las MNP-OA vy las vesiculas lipidicas. Sin embargo,
nuestro principal hallazgo aqui es, sin duda, la interaccion e insercién de las nanoparticulas en la

bicapa lipidica de las LUVs.
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Figura 1V.4.21. Perfiles de variacion en los diametros promedio obtenidos de imagenes de TEM
de vesiculas de POPC, realizados para la mezcla MNP-OA/LUVS (Xmnp-0a= 0,0014) a lo largo
del tiempo (izquierda). indices de polidispersidad (PDI) calculados para las variaciones de tamafios

observados en las LUVs (derecha).

Por ello, con el objetivo de corroborar la integracion efectiva de las MNP-OA a la membrana
lipidica y si estas Ultimas son afectadas en alguna medida (permeabilidad, morfologia, etc.) como
resultado de este fendmeno, se procedié a realizar mediciones con microscopia confocal.

Como se especificd en las secciones 1V.3.4.9-10, los experimentos de microscopia confocal
fueron realizados empleando vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) como modelos de
membrana. Un volumen de nanoparticula marcada con sonda fluorescente (MNP-OA/NBD-PE,
canal verde) fue incubado durante 20 minutos con las vesiculas gigantes marcadas con sonda de

membrana (GUVs/Bodipy-TR-Ceramida, canal rojo) en relaciones lipido/nanoparticulas 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-localizacion de sondas en los canales
diferenciados.

En la Figura 1V.4.22A, se muestra la fluorescencia generada por las MNP-OA/NBD-PE (canal
verde) luego de su incubacion con las vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) marcadas con
Bodipy-TR ceramida (canal rojo) como marcador de membrana. En B (Fig. 1V.4.22), se visualiza
el control realizado por medio de la incubacion de un volumen del sobrenadante obtenido en el
proceso de marcacion de las NPs con las GUVs. Como se especific 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 Gnicamente 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 mas 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 interaccion con la bicapa lipidica. Esto
permite realizar una cuantificacion precisa de las cantidades relativas de MNP-OA que son capaces
de unirse a la bicapa de las vesiculas, por medio del factor de normalizacion segun la ecuacion
IV.3.3. Entonces, teniendo en cuenta la Is emitida por cada canal en una misma seccion transversal
de las bicapas, es posible determinar cuantitativamente la cantidad relativa de nanoparticula que
se encuentra unida a la membrana de las GUVs.

Seguidamente, al analizar las imagenes obtenidas por microscopia confocal de los experimentos
mencionados, se observo una co-localizacion absoluta de los canales rojo y verde para las MNP-
OA/NBD-PE incubadas con GUVs (N = (0,64 £ 0,09) u.a.) (Figura 1V.4.22A). El control para la
validacion de la sefial proveniente de las nanoparticulas en la membrana, fue realizado sometiendo
un volumen de MNPs-OA al mismo proceso de marcacion usual y suspendiéndolas luego en una
mezcla THF/H20 50:50 luego de los lavados en etanol en lugar de THF puro. Los procesos
posteriores de separacion de fases junto con la decantacidbn magnética asistida por un iman
convencional, facilitaron la precipitacion de las nanoparticulas marcadas. Luego, se extrajo un
volumen de 5 pL de este sobrenadante que podria contener restos de NBD-PE 16:0, que pudo
haberse liberado desde las MNP-OA (o no haberse unido a ellas), y se incubd de igual manera en
presencia de las vesiculas lipidicas. Como se observa en la Figura 1V.4.22B, el ensayo en

presencia de sobrenadante demostrd ausencia de emision fluorescente en el canal verde asociado
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a la sonda NBD-PE, y la co-localizacion de canales muestra inicamente emision fluorescente roja
debida al marcador de membrana (N = (0,04 + 0,01) u.a.). Los ensayos realizados en microscopia
de fluorescencia confocal permiten entonces confirmar que las MNP-OA se encuentran
efectivamente presentes en la membrana lipidica, con un valor de normalizacion (N) de (0,6 £ 0,1)
u.a. obtenido para la emisidn total de fluorescencia proveniente de la interaccion nanoparticula-

membrana.
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Figura 1V.4.22. Iméagenes de microscopia confocal de (A) GUVs incubadas con MNP-OA/NBD-
PE y (B) control realizado incubando un volumen del sobrenadante obtenido luego del proceso de
marcacion de las NPs, con GUVs. La diferenciacion de los canales de izquierda a derecha para los
paneles A y B esta definida como sigue: MNP-OA/NBD-PE (verde, 1), marcador de membrana
Bodipy-ceramida (rojo, I1), y co-localizacion de las sondas (superposicion de canales 1y I1; 111).
La cuantificacién de sonda fluorescente realizada a lo largo de la seccién transversal de la
membrana, denotada por la linea amarilla correspondiente en 111, se graficd a la derecha de los

paneles correspondientes A y B. La barra de escala corresponde a 10 pm.
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IV.5- CONCLUSION

En este estudio se demostré el potencial de las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con
acido oleico (MNP-OA) para promover la fusion de vesiculas lipidicas. Los diferentes ensayos
realizados permitieron determinar cada una de las variables responsables del desempefio de las
MNP-OA en el evento de fusion y adquirir conocimientos acerca de posibles mecanismos de
interaccion nanoparticula/bicapa necesarios para llevar a cabo este proceso. Tanto en los
experimentos de cinética y crecimiento de las vesiculas lipidicas en el tiempo, como en los ensayos
de mezclado de contenido interno, se observé una dependencia entre las cantidades de
nanoparticula empleadas y la eficiencia en el proceso de fusién de bicapas. Estudios realizados por
diversos grupos de investigacion empleando lipidos de diverso largo de cadena y grado de
insaturacion (&cido oleico entre ellos), han puesto especial énfasis en la relacion existente entre las
fracciones molares lipido de bicapa/lipido fusogénico y la factibilidad alcanzar los
reordenamientos lipidicos del sistema de bicapas desde una fase L a una fase Hy. Sin embargo, la
gran mayoria establece que fracciones molares cercanas a la proporcion 1:1 fusogeno: lipido de
bicapa, son necesarias para atravesar las diferentes barreras energéticas y promover estos cambios.
Por el contrario, los estudios aqui realizados demostraron que fracciones molares de fusogeno
(Xmnp-o0a) de entre 0,0002 y 0,0014 son capaces de promover la aproximacion y el mezclado de
contenidos internos de vesiculas lipidicas, en diferentes proporciones. Adicionalmente, el rango
utilizado de fracciones molares de nanoparticula para inducir la fusion de membranas, se
corresponde con fracciones molares de MNP-OA ensayadas en monocapas mixtas con lipidos
puros en estudios previos realizados por el presente grupo de investigacion.®* En los mismos,
monocapas obtenidas para una mezcla MNP-OA/POPC en Xwmnp-oa= 0,0003, evidenciaron un
comportamiento de expansion del film experimental con respecto al film ideal. Este fendmeno se
condice con un comportamiento de fluidizacion o incremento en la elasticidad del film lipidico en
presencia de las MNP-OA y representa ademas una de las configuraciones ampliamente reportadas
como requisito para que un dado compuesto actie como agente fusogénico en la fusion de bicapas.
Desde este punto de vista, la insercion de las nanoparticulas en la bicapa en las concentraciones
reportadas, tiene como consecuencia la disminucién en la densidad de empaquetamiento de las

moléculas de POPC que la constituyen. Acorde a los mecanismos para la induccion del mezclado
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de bicapas; la expansion del film observada en monocapas, podria facilmente correlacionarse con
el “imput” de generacion de defectos o perturbaciones en la bicapa, para dar lugar a la fusion.

Las bajas concentraciones de MNP-OA necesarias para inducir fusion, no constituyeron el dnico
parametro para dar lugar a la interpretacion de una sinergia entre el acido oleico (potencial
fusdgeno) y el nucleo magnético. Los ensayos de regulacion 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 Utiles en nanomedicina?®3178),
son capaces modificar dinamicamente, la actividad fusogénica de las MNP-OA. Las
nanoparticulas en cuestion, evidenciaron una rapida respuesta al estimulo externo durante la
aplicacion de campos magnéticos crecientes en el tiempo, y un incremento notorio en los
porcentajes de fusion finales luego de la aplicacion de un campo continuo de ~0,5 mT.

Los estudios realizados a través de la liberacion de carboxifluoresceina (CF) y el complejo
Tbh/DPA desde el interior de las vesiculas hacia el medio externo, permitieron principalmente
determinar la ausencia de cambios en la permeabilidad de las bicapas como resultado de la
incorporacion de las MNP-OA a las vesiculas lipidicas. Adicionalmente, dada la sensibilidad y
reproducibilidad del sistema MNP-OA/LUVs ante los estos ensayos de leakage realizados, fue
posible validar la extension del proceso de fusion en los porcentajes de mezclado de contenido
obtenidos en los ensayos de formacion de complejo Th/DPA.

Si bien los mecanismos de fusion precisos contintan sin ser determinados en su totalidad, las
mediciones acerca de los cambios morfoldgicos en el sistema permitieron entablar importantes
relaciones acerca de las etapas existentes en la interaccion MNP-OA/bicapa. A través de los datos
adquiridos en DLS, se determin6 que cambios estructurales que conllevan a la formacion de una
segunda poblacion de vesiculas, tienen lugar a tiempos aproximados de 40 min. Si bien este tiempo
marca el inicio medible de los procesos de reestructuracion de bicapas para dar lugar a la fusion,
se adquirio informacidn acerca de procesos previos que ocurren a tiempos cortos y resultan
fundamentales para la promocién de la fusién por parte de las MNP-OA. A partir de las
modificaciones observadas en el entorno idnico de las vesiculas a lo largo del tiempo (potencial
Z), se dedujo que importantes interacciones entre las nanoparticulas y las LUVs, son generadas
desde la adicion del fuségeno al medio. Dichas interacciones se corresponderian con procesos
incorporacion de las nanoparticulas magnéticas en el interior o en la periferia de la bicapa lipidica

y comprenden etapas determinantes en la promocion del evento de fusion. La proporcion en la que
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la incorporacion de nanoparticulas con didmetros mayores que el espesor de las bicapas lipidicas
es capaz de ser promovida, dependeré de una multiplicidad de factores. Por ello, la determinacién
de los mecanismos de internalizacién probables implica considerar tanto las propiedades
fisicoquimicas de las nanoparticulas como las interacciones predominantes en la nanobiointerfase
LUVS/MNP-OA. Si bien lograr una determinacién precisa acerca de las vias de incorporacion de
las nanoparticulas a las bicapas requerira estudios mas profundos, mediciones a través de técnicas
de microscopia diversas, permitieron corroborar que las MNP-OA son capaces de entablar una
interaccion efectiva con las membranas lipidicas.

Ensayos realizados por TEM confirmaron la presencia de las MNP-OA en la superficie de las
LUVs y procesos de reestructuracion de las bicapas a tiempos intermedios, fundamentados en los
valores calculados de los indices de polidispersidad (PDI) a partir de mediciones en el tiempo. Con
el fin de confirmar esta posible interaccion de las MNP-OA con la membrana lipidica, se llevaron
a cabo estudios en microscopia confocal por medio del marcado fluorescente de las nanoparticulas
y su incubacién a tiempos cortos, con vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) obtenidas por el
método de electroformacion. Las observaciones realizadas por medio de la co-localizacion de
canales permitieron identificar un fendmeno de internalizacion efectiva de las MNP-OA en la
bicapa de las vesiculas.

Habiendo determinado la localizacion de las nanoparticulas y teniendo en cuenta los procesos
observados a traves de todas las técnicas empleadas para la determinacién de la fusion mediada
por las nanoparticulas hidrofdbicas, es posible proponer un mecanismo para la accion fusogénica
del sistema bajo estudio. En una primera instancia las MNP-OA parecieran interaccionar
activamente con las vesiculas, llevando a cabo un proceso de anclaje e internalizacion en la bicapa
lipidica. Esta primera etapa, puede definirse como el primer proceso formal de fusion en el cual
las nanoparticulas son capaces de atravesar la primer barrera de energia del sistema, asociada a la
solvatacion de las mismas en el dominio hidrofébico interno de las membranas lipidicas de manera
total o parcial.®’ Debido al diametro que presentan las MNP-OA (~10,7 nm), una internalizacion
parcial puede ser quizas la explicacién mas racional. Sumado a ello, es probable que las cadenas
de OA sean capaces de interactuar con las cadenas lipidicas de los fosfolipidos de membrana de
manera tal que las MNP-OA intervienen de mas de una forma durante su desempefio en el proceso
de fusion. Por un lado, permiten la generacion de defectos y fluidizacion de las membranas

necesarias para dar lugar a los arreglos subsiguientes caracteristicos de la fusion. Por el otro, el
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incremento en el nimero de dominios hidrocarbonados en la regién intermembrana, cataliza en
cierta forma la aproximacion de membranas opuestas por medio de gradientes de deplecion de
moléculas de agua (efecto hidrofdbico). Cualquiera sea la interaccion predominante, el hecho de
que la aplicacién de campos externos sea capaz de promover los cambios dindmicos observados
en el proceso de fusion, da a entender también que las MNP-OA son capaces de modificar la
estructuray las propiedades de las membranas lipidicas. Comportamientos de ésta indole, han sido
reportados como caracteristicos de estructuras donde las nanoparticulas se encuentran formando
parte de las vesiculas lipidicas.®*** De igual manera, la saturacion en la fusion observada al
incrementar las concentraciones de fusdgeno afiadido, puede estar relacionada con una saturacion
en la internalizacion o anclaje de las nanoparticulas a las vesiculas para promover los procesos en
cuestion. Dadas las diferencias obtenidas en cuanto a las velocidades iniciales determinadas para
los procesos de agregacion y mezclado de contenidos internos, es probable que en las
concentraciones de vesicula lipidica trabajadas, el proceso de agregacion o acercamiento de
vesiculas opuestas sea el limitante de la velocidad y promocion del proceso de fusion mediado por
MNP-OA en el caso aqui estudiado.

Tanto la internalizacion de las nanoparticulas a la bicapa como el proceso de contacto de
vesiculas opuestas subsiguiente, pueden estar mediados por fendmenos de interdigitacion de
cadenas lipidicas OA/bicapa. De esta forma, las MNP-OA son capaces de generar los defectos
estructurales o frustraciones topologicas necesarias para dar lugar a la transicion de fases L—>Hii.
Posteriormente, la union de ambas bicapas es efectivamente promovida junto con el mezclado de
contenidos vesiculares, que transcurre sin perdidas detectables de volimenes internos.

Si bien existen adn una gran variedad de factores a explorar a nivel mecanistico, es posible
concluir que las nanoparticulas magnéticas hidrofobicas aqui estudiadas, representan un potencial
sistema altamente sensible y de respuesta controlada para la induccién de procesos de fusion de
membranas. El facil y rapido control en las proporciones en las que se produce la fusién mediada
por las MNP-OA las convierte en una plataforma novedosa con un gran potencial en aplicaciones

biomédicas y biotecnoldgicas.
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V.1- CONCLUSION GENERAL Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En el marco de la presente tesis de doctorado se Ilevo a cabo un estudio exhaustivo acerca de la
interaccion entre nanoparticulas de plata y nanoparticulas de magnetita, ambas de naturaleza
hidrofobica, con biomembranas modelo. El estudio de estas interacciones tuvo como objetivo
fundamental, hacer un aporte al conocimiento de las diferentes fuerzas motrices, factores y
fendmenos que regulan el comportamiento entre nanoparticulas y membranas bioldgicas usando
sistemas supramoleculares complejos. Dado que los fosfolipidos representan el constituyente
mayoritario de las membranas bioldgicas, los modelos de biomembrana aqui 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 interaccion con las nanoparticulas. El entendimiento de los procesos que
gobiernan las nanobiointerfases entre las nanoparticulas desarrolladas con fines biotecnologicos y
las diferentes estructuras presentes en medios bioldgicos, es necesario para poder llevar a cabo el
disefio racional y controlado de estos nanomateriales a fin de alcanzar su mayor potencial en el
desempefio 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 sintesis y purificacion de las nanoparticulas bajo estudio: AGQNP-OA y MNP-
OA de manera controlada y reproducible. Las diferentes técnicas de caracterizacion empleadas
permitieron a la vez, obtener informacion valiosa sobre la morfologia, tamafio y propiedades
fisicoquimicas de las nanoparticulas sintetizadas Adicionalmente, se calcularon las masas molares
de los nanomateriales sintetizados por medio de la informacion derivada de estas técnicas. De esta
forma fue posible contar con un detalle preciso de las propiedades y cantidades de las
nanoparticulas 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 AQNP-OA como potencial plataforma biocida en
entornos lipofilicos, 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/lipido (y mezclas de lipidos), permitieron determinar que las
nanoparticulas de plata hidrofébicas son estables en la interfase aire/agua, y que las mismas, son
capaces de inducir un efecto de expansion de los films lipidicos con incremento de su elasticidad
en el plano (fluidizacién). Se corroboré que las AgNP-OA producen un mayor desorden a nivel
molecular en las fases liquido-condensadas (LC) que en las fases liquido-expandidas (LE).
También pudo conocerse que la interaccion 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
reorganizacion fue observada en los ensayos de la interaccion de las AgNP-OA frente a un modelo
de biomembrana que simula la composicion del estrato cérneo (SCM) de la piel. En este Gltimo
caso, las AgNP-OA produjeron un demezclado de los constituyentes que conllevd a una
disminucion en el empaquetamiento de los lipidos 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
podrian modificar la propiedad de barrera del estrato corneo. A través del empleo de monocapas
transferidas a sustratos sélidos (modelo de Langmuir-Blodgett), se confirmé el modelo planteado
de interaccion de las AgNP-OA frente al SCM, donde estas NPs promueven (en principio) un
efecto de reorganizacion estructural sobre las moléculas que conforman la capa de la piel.

Adicionalmente, se determin6é que las AgNP-OA son propensas a presentar adsorcion de
fosfolipidos sobre su superficie. Este es un aspecto que deberia considerarse, al igual que se lo
hace con las proteinas, en lo que respecta al cambio de identidad quimica de las nanoparticulas
cuando son expuestas a un entorno bioldgico. Las interacciones de adsorcion constituyen uno de
los fendbmenos mas importantes capaces de modificar una multiplicidad de aspectos,
condicionando, mejorando o limitando la actividad biomédica de las nanoparticulas.

A través de ensayos de liberacion de Ag* desde las nanoparticulas (una de las principales vias
reportadas para su actividad biocida), se evalud la capacidad de las AgNP-OA para liberar los
iones plata en medios acuosos y lipofilicos. 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 requeriran mas estudios para determinar la medida en la que la
adsorcion de biomoléculas puede modificar el desempefio de las AgNP-OA como agente
antimicrobiano, los ensayos realizados en torno a la liberacion 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 lipofilicos (vesiculas multilamelares). Es posible deducir entonces que,
ante la presencia de membranas bioldgicas (o medios lipofilicos en general), estas nanoparticulas
hidrofdbicas son capaces de interactuar favorablemente, mejorando notablemente su actividad
terapéutica. La habilidad de las AgNP-OA para disrumpir en la organizacion estructural de
modelos complejos de biomembranas como el de estrato corneo, favoreciendo la expansion vy 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 continuacidn, se llevaron a cabo estudios para determinar la capacidad de las nanoparticulas
magnéticas hidrofébicas (MNP-OA) para inducir procesos de fusion de bicapas lipidicas.

Es sabido que los procesos de fusion de membranas son responsables de regular gran cantidad
de funciones vitales de las células. Desde el punto de vista biotecnolégico, numerosas
investigaciones se han abocado al desarrollo de plataformas con aplicacion en el campo de la
fusion de membranas que permitan lograr un adecuado control en el transporte direccionado y la
liberacion final de diferentes tipos de farmacos o moléculas bioactivas. Esto ha permitido adquirir
conocimiento acerca las propiedades de diferentes tipos de moléculas organicas, farmacos y
cationes metélicos (entre otros), para promover procesos de fusion. Dentro de este tipo de
moléculas con actividad fusogénica (agentes fusogénicos), se encuentra el acido oleico (OA),
utilizado en la sintesis de muchos nanomateriales como ligando de funcionalizacion o agente
estabilizante, como es el caso de las nanoparticulas aqui estudiadas.

La interaccion favorable frente a films lipidicos de diversa composicion 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
caracterizacion y la presencia de un ligando de reconocida actividad fusogenica como parte de su
estructura, se hipotetizo la idea de que estas nanoparticulas tendrian las aptitudes necesarias para
ser evaluadas como promotores de procesos de fusion controlada de bicapas lipidicas. Empleando
liposomas como modelos de biomembrana, se llevd a cabo el estudio de la interaccion entre las
MNP-OAy las vesiculas lipidicas, con el fin de identificar procesos de reestructuracion de bicapas
asociados a fendmenos de fusion.

Como resultado de los diversos ensayos realizados con respecto a los cambios en los tamafios,
cinética de agregacion y mezclado de contenidos internos, fue posible corroborar que las MNP-

OA son, en efecto, capaces promover la fusién de bicapas lipidicas. Los ensayos de mezclado de
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contenidos internos y turbidimetria permitieron identificar claras diferencias asociadas a la cinética
de procesos de aglomeracién y mezclado de contenidos que indicaron que ambos procesos
cinéticamente acoplados, dependieron directamente de la concentracion de MNP-OA afiadida al
sistema. Ademaés, por medio de ensayos de liberacion de contenido interno o ‘“leakage” se
corrobord que los procesos de reestructuracion de las bicapas que median las nanoparticulas,
transcurren sin pérdidas detectables de contenido interno.

Sin embargo, es sabido que en la fusién de bicapas promovida por agentes externos puede
transcurrir con la disrupcidn de la estructura organizacional de las moléculas de la bicapa a través
de procesos como la internalizacion de estas estructuras en la bicapa, mediada por diferentes
fuerzas como van der Waals, efecto hidrofébico, etc. Debido a ello, se realizaron mediciones a
través de diferentes técnicas de microscopia en las vesiculas lipidicas mediante las cuales de
determind que las MNP-OA interactian con los lipidos de bicapa, anclandose a ellos v,
posiblemente, incorporandose en determinadas proporciones a la bicapa lipidica. Si bien la
determinacion del grado de interaccion entre las nanoparticulas y las membranas de los liposomas,
requerira una mayor cantidad de estudios a futuro, el hecho de poder aseverar una interaccion
efectiva, arroja luz acerca de los mecanismos mas probables que pueden tener lugar en la
interaccion fuségeno-membrana bajo estudio. Teniendo en cuenta que el acido oleico esta definido
como el principal promotor del proceso de fusion, y considerando el anclaje observado de las
MNP-OA a las membranas de las vesiculas, es evidente que una gran parte de estos mecanismos
se encuentran mediados por interacciones hidrofobicas de las cadenas de OA que exponen las NPs
al medio y los fosfolipidos de las biomembranas.

La pregunta que surge entonces es: el nacleo magnético, ¢es capaz de intervenir activamente en
la regulacion del proceso de fusion? La respuesta a este interrogante se obtuvo de los experimentos
de mezclado de contenidos internos bajo la aplicacion de campos magnéticos variables de baja
intensidad. Tal como fue demostrado durante los ensayos correspondientes, la aplicacion de los
estimulos magnéticos externos, al sistema MNP-OA/LUVS, indico la presencia de una respuesta
dindmica de las nanoparticulas 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 fusion alcanzados. La aplicacion de un campo constante durante los experimentos

de mezclado de contenidos, produjo un incremento notorio en el porcentaje de fusion obtenido,
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con respecto al que se obtiene para una mezcla MNP-OA/LUVs en iguales concentraciones de
nanoparticulas, 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 nanoparticulas son capaces de
responder inmediatamente a campos aplicados de intensidades bajas (~5% de campos empleados
en aplicaciones de biomedicina), promoviendo un mayor porcentaje de fusion de bicapas lipidicas.
En segundo lugar, la fraccion molar de OA (Xoa) que aportan las MNP-OA en la méxima
concentracion de nanoparticula incorporada a las LUVS, es cuatro 6rdenes de magnitud menor que
las informadas como concentraciones fusogénicas de OA en bulk. Dadas estas circunstancias,
podria decirse que el nacleo de las MNP-OA no solo interviene en el proceso de fusién de bicapas
como resultado del efecto que el campo magnético induce en el nucleo de las particulas
(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 lipidicas.

Teniendo en cuenta el comportamiento observado en la fusion promovida por las MNP-OA 'y la
mecanica reportada para el cumplimiento de estos procesos, es factible asumir que la
reestructuracion de los lipidos de la biomembrana que se produce durante este evento conlleva a
un incremento de la elasticidad de las bicapas, necesaria para favorecer termodindmicamente la
promocion de la fusion. EI comportamiento de incremento en la elasticidad de las membranas,
también pudo deducirse de las observaciones realizadas en monocapas mixtas de MNP-OA y el
fosfolipido POPC, constituyente de las vesiculas unilamelares ensayadas en los experimentos de
fusion. La expansion 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 fusion. Dado que a presiones superficiales proximas a 30 mN/m el comportamiento en films en
la interfase aire/agua es contrastable con el comportamiento evaluado en bicapas lipidicas, la
similitud en el comportamiento observado entre ambos modelos permite confirmar el tipo de
interacciones que tienen lugar entre las MNP-OA vy la bicapa de las vesiculas lipidicas.

Al comparar el comportamiento observado para nanoparticulas de plata y nanoparticulas
magnéticas recubiertas con &cido oleico en la interfase aire/agua, y su desempefio en la interaccién

frente a diferentes fosfolipidos y mezclas de fosfolipidos, es claro que existen marcadas diferencias
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que confirman que el nacleo de las nanoparticulas tiene una alta influencia en el desempefio de las
interacciones establecidas entre las NPs y las biomembranas.

Como corolario principal de esta tesis, ha sido posible demostrar que el ndcleo de las
nanoparticulas hidrofébicas con igual funcionalizacion superficial juega un papel fundamental en
las interacciones con biomoléculas como lo son los fosfolipidos constituyentes de las membranas
biolégicas. Ademas, la funcionalizacién impartida por ligandos de naturaleza hidrofébica les
confiere a las nanoparticulas la capacidad de interactuar activamente con modelos de
biomembranas de diferentes maneras, siendo féciles de incorporar en entornos lipofilicos en
proporciones y velocidades regulables. Su alta estabilidad en medios lipofilicos o entornos
bioldgicos de composicion fosfolipidica variada, les permiten a las nanoparticulas hidrofébicas
con propiedades Opticas, antimicrobianas, magnéticas y fusogeénicas, ejercer una actividad que
puede ser regulada segun los tiempos de exposicion a dichos ambientes o por accion de estimulos
externos como la aplicacion de campos magnéticos de intensidad variable.

Las potencialidades presentadas por las nanoparticulas estudiadas dentro de la presente tesis
doctoral, asi como el conocimiento obtenido acerca de los diferentes mecanismos de interaccion
frente a los modelos de biomembranas ensayados, contribuird en el futuro a generar un disefio
controlado y racional de nuevas plataformas con aplicacion en el campo de las nanobiociencias y

diversas terapias biomédicas.
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IA- Célculo del nUmero de LUVsy MNP-OA empleadas en los ensayos de fusion y su relacion
en areas

El &rea que ocupa una molécula de POPC a 30 mN/m, presion a la cual se encuentran

empagquetadas las moléculas de fosfolipido en una bicapa', puede considerarse como A5870y /m =

0,63 nm?/molec.?

Considerando la superficie de una esfera, S = 472, el valor obtenido para la superficie externa
de una LUV de un diametro aproximado de 108 nm (r= 54 nm), es de S, ;s = 36644 nm?2.

Por ende, el niumero de moléculas de POPC que forman parte de una hemicapa de la LUV puede
estimarse como,

36644 nm?
0,63 nm?2

Haciendo la suposicion de que ambas hemicapas del liposoma estan constituidas por el mismo

= 58165 moléculas de POPC (hemicapa de 1 LUV)

numero de moléculas de fosfolipido, 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 estandar donde se mezcla tipicamente un volumen de 250 uL de
dispersidn de LUVs, cuya concentracion inicial en POPC fue determinada como 44 uM, con 5 uL
de MNP-OA cuya concentracion inicial fue 3 uM se obtienen en la mezcla las siguientes fracciones
molares Xmnp-oa= 0,0014, Xpopc= 0,9986.

Calculando el nimero total de moléculas de POPC presente en la dispersion, y considerando el
numero de moléculas de POPC que conforman una vesicula, se puede estimar el nimero de LUVs
presentes en la dispersion,

44 x 10® mol POPC
X=11x10° mol POPC

1000 mL
0,250 mL
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11 x 10° mol POPC x 6,02 x 10%® = 6,62 x10% moléculas de POPC

El nimero total de LUVSs es,

N °de LUVs = 6,62 x 1015 moléculas 5 69 x 1010
¢ LOVS = 116330 moléculas de poPc . 070

Por otra parte, respecto a las nanoparticulas se puede hacer la misma estimacion,

3 x 10 mol MNP-OA
X=15x 10" mol MNP-OA

1000 mL MNP-OA
5x 10° mL MNP-OA

El nimero total de particulas presentes en el sistema es,
1,5 x 107! mol MNP-OA x 6,02 x 10?% = 9,03 x10'>* MNP-OA

Tal como se mencioné anteriormente la superficie expuesta por un liposoma es,
SLUVS = 3664‘4‘ nmz

Realizando el mismo célculo para las MNP-OA (r= 5,4), se tiene que,

SMNP—OA = 366,4‘ nmz

De manera que teniendo en cuenta la cantidad de entidades disponibles en el medio (nimero de
LUVs= 5,69 x 10'°, nimero de MNP-OA= 9,03 x10*) y la superficie total que son capaces de
exponer de manera individual, es posible determinar que la superficie total que ofrecen tanto LUV

como MNP-OA son las siguientes:

STOTAL = 2,08 x 105 nm?

STOTAL , = 3,31 x 10%° nm?

Esto quiere decir que, en las concentraciones presentes de cada una de las entidades, las MNP-
OA se encuentran practicamente en una relacién 1:1 en superficie con respecto a las vesiculas.
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,

SMNP—OA

XISVINP—OA = (S TS )
MNP-0A LUVs
para la condicion en donde se utilizan 250 uL de LUVs con [POPC]= 44 uM y 5 uL de MNP-
OA 3 uM (Xwmnp-0a= 0,0014); la fraccién de superficie ofrecida por MNP-OA con respecto a la

superficie total presente en el sistema es

s _ 3,31 x 10%° — 061
MNP=04 ™ (3,31 x 1015 4+ 2,08 x 1015)
La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos para

X3nvp—o0a CoOnsiderando las diferentes fracciones molares de MNP-OA utilizadas en este trabajo.

Xunp-0a | Xynp-oa
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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I1A- Célculo del volumen interno disponible y dilucion de sonda Th/DPA en el buffer externo

Para 1 LUV de ~108 nm de didmetro, y cuya bicapa posee un espesor aproximado de 4 nm, se
puede suponer que el diametro efectivo para el interior acuoso es de ~104 nm, es decir: r= 52

nm.3

. 4 .
Entonces, teniendo en cuenta el volumen de la esfera V = E"r3’ el volumen interno de 1 LUV

adquiere el valor de V = 588977 nm?3 = 5,89 x 10716 ¢m3.

Seguidamente, de acuerdo a la cantidad de vesiculas disponibles calculadas en la seccion IA, el

volumen total de contenido interno (Cl) se puede considerar como,
V1oTAL (c) = Ver X N° de LUVs
VTOTAL (cn = 5,89 X 10_16 cm3x 5,69 X 1010 = 3,35 X 10_5 Cm3

Suponiendo que la concentracion de Th®" y DPA en el interior de las vesiculas es la misma que
la del buffer a partir del cual se preparan, 7,5 mMy 75 mM, respectivamente, y considerando
que en los ensayos de mezclado de contenido se emplean 125 pL de cada poblacion en un
volumen final de 250 pL, la cantidad de moles de Th3" y DPA presentes en el ensayo se puede

estimar como,

1,68 x 107> mL X 7,5 x 10 3mol

_ -10 3+
1000 L =1,26x10""mol Th

[Th**] =

-5 -3
[DPA] — 1,68 x 107> mLX75 x 10™°>mL — 1,26x 10‘9mol DPA
1000 mL

Si se considera el volumen final en el que estos moles de Tb®* y DPA se encontraran una vez

que se incorporan las MNP-OA y el surfactante de lisis de las vesiculas Triton X-100:

V, = 250 uL LUVs + 5 ul. MNP — OA + 10 puL Tritén X100 = 265 ul

La concentracion final de Th®" en la solucion luego de la lisis de las vesiculas sera:

oy 1000 mL %X 1,26 x 10~ %mol _7
[Th ]final = 265 2 103 mL =47x10""M

El factor de dilucion de esta especie respecto a la concentracion inicial sera:
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[Tb3+]inicial . 7,5 x 103 M

= = 15957
[Tb3+]final 4‘,7 x10~"M

Mientras que la concentracion final de DPA luego de la lisis de las vesiculas sera:

1000 mL * 1,26 x 10~°mol

DPA]|s; =47x10"°M
[DPAlfinai 265 x 103 mL 7 x10
Dando un factor de dilucién de:

[DPA]inicial _ 75 X 10_3 M _ 15957

[DPAlfinar 47 x 1076M

Acorde a la bibliografia disponible, para una estructura de complejo Th/DPA con coordinacion
1:1 (Thb(DPA)1(H20)6) y 1:2 (Th(DPA)2(H20)3), la constante de asociacion esta dada por Ka= 1 x
10 M1.% Teniendo en cuenta las concentraciones iniciales de Th% y DPA presentes en cada
poblacion de vesiculas, la concentracion final aproximada de complejo Th/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, esta dada por la ecuacion:

_[TbOPA]
Ko = o] [opay - ¥10M

La resolucion a esta ecuacion empleando las concentraciones iniciales de Tb®* y DPA da como
resultado, una concentracion aproximada de complejo Th/DPA en el interior de las vesiculas de
5,6 x 10 mM.

Cuando las vesiculas fusionadas se lisan por el agregado de Triton X-100, la dilucion que
experimentan ambas especies es de aproximadamente 15900 veces, tal como se calculd
previamente. En esta situacion, y teniendo en cuenta la nueva concentracion que adquieren Th3*y
DPA la concentracion estimada de complejo es de 3,5 x 108 mM. Acorde a los espectros de
fluorescencia adquiridos para muestras del complejo en bulk, esta concentracion de complejo ya

no es detectada por emision de fluorescencia.
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I11A- Dependencia de la determinacion de parametros cinéticos con los métodos fisicos de

medicion

Para determinar diferentes pardmetros cinéticos pueden utilizarse diferentes métodos fisicos de
medicién (absorbancia, fluorescencia, turbidez, reas 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 fisica medida en funcion del tiempo y los pardmetros cinéticos que se

obtienen se independizan del método de medicion.
A modo de ejemplo, para un proceso

A+B—> X+Y

La magnitud fisica medida &, (absorbancia, fluorescencia, area de cromatograma, etc.) sera la

suma de la contribucion de los 4 componentes.
E= &gt egtetey
Cada una de las contribuciones es linealmente proporcional a la concentracion individual
ea=mylA] &g = mg[B] e = mx[X] & = my[Y]

& = my[A] + mp[B] + my[X] + my[Y]

Suponiendo que A sea el reactivo limitante, la ecuacidn anterior se simplifica si se expresa en

términos de [A]
[X] = [Y] = [Al, — [A]
[B] = [Blo — {[Al, — [A]}

e = my[A] + mp{[B]o — [Alo + [A]} + my{[A], — [A]} + my{[4], — [A]}

De manera tal que al comienzo de la reaccion (to)
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gy = mylAlo + mg([Blo
Al final de la reaccién (1)
[A]=0 €w = mp{[Blo — [A]o} + mx[A]o + my[A],
Los cambios en [A] se pueden relacionar con € tomando por ejemplo la diferencia entre € y €o

£ — & = mp[Blo — mg[A], + my[A]y + my[A]y — my[Aly — mp[B], = m[4],

Teniendo en cuenta la notacién: m=—-my —mg+my +my
Se derivan las siguientes ecuaciones:
€0 — & = m[4]g
Eo — €9 = M[A]
£ — g = m{[A], — [A]}

De manera alternativa, es posible expresar las concentraciones en términos de los valores de €

[A] _ Epo — &
m
[4]p = =
4], — [4] = ===
m

Substituyendo estas ecuaciones en las ecuaciones de velocidad integradas, es posible obtener las
constantes de velocidad en términos de los valores de & sin ningin calculo directo de las

concentraciones.

Asi, para una reaccion de primer orden como las ensayadas en el presente trabajo de tesis:

InAl = gt
[A]o

(ee0=8) _

(E0—€0) kt
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