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Resumen

Titulo: Preparacion de modelos de membrana celular y su interaccion con nanoparticulas

magnéticas *

Autores: Laura Juliana Cortés Chacon, Paula Andrea Ojeda Girata ™

Palabras Claves: Membrana Celular, Nanoparticulas Magnéticas, Langmuir-Blodgett,

Microscopia de Fuerza Atdmica, Hipertermia Magnética, Campo Magnético Alterno

Descripcion:

En la actualidad los procedimientos convencionales de tratamientos de cancer generan efectos
colaterales que repercuten de manera negativa en la vida del paciente. La terapia génica es una
alternativa atractiva para evitar tratamientos invasivos; sin embargo, el sistema de entrega no viral
presenta inconvenientes como la baja eficiencia de transfeccion, todas las aplicaciones de terapia
génica dependen del hecho de que el material genético debe suministrarse a través de la membrana
celular siendo el objetivo del proyecto MagicCellGene inducir poros de tamafio adecuado en la
membrana celular para el mejoramiento de la transfeccién no viral mediante hipertermia
magnética. Por lo tanto, es necesaria la fabricacion de membranas celulares miméticas que
permitan un estudio y control de los componentes. En este trabajo se fabrican peliculas de
Langmuir-Blodgett simulando membranas biol6gicas a partir de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DPPC), colesterol (COL), glicoesfingolipido 2 (GSL2) y glicoesfingolipido 4 (GSL4)
10~*M para depositar nanoparticulas magnéticas (MNPs) mediante autoensamblaje, que junto a
un campo magnético alterno (AMF) tienen la propiedad de liberar energia en forma de calor
induciendo poros sobre la membrana. La caracterizacion de los procesos de fabricacion de peliculas
de Langmuir, deposicién de MNPs y aplicacion de hipertemia se realiza usando microscopia de
fuerza atdbmica (AFM), de esta manera se garantizan condiciones dptimas de proceso y se

evidencian los cambios en las membranas sintetizadas.

* Trabajo de grado
™ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora: Ingeniera Quimica, MSc, Ph.D.

Luz Marina Ballesteros Rueda Codirectora: Doctora en Ciencias Pilar Cea Mingueza
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Abstract

Title: Preparation of cell membrane models and their interaction with magnetics nanoparticles *

Authors: Laura Juliana Cortés Chacon, Paula Andrea Ojeda Girata ™

Key Words: Cell Membrane, Magnetic Nanoparticles, Langmuir-Blodgett, Atomic Force

Microscopy, Magnetic Hyperthermia, Alternating Magnetic Field

Description:

Currently conventional cancer treatment procedures generate side effects that have a negative
impact on the patient's life. Gene therapy is an attractive alternative to avoid invasive treatments;
however, the non-viral delivery system has drawbacks such as low transfection efficiency, all gene
therapy applications depend on the fact that the genetic material must be injected through the cell
membrane. Being the main purpose of the MagicCellGene project, to induce pores of adequate size
in the cell membrane for the improvement of non-viral transfection by magnetic hyperthermia.
Therefore, it is necessary simulate mimetic cell membranes to facilitate the understanding and
control of the components. In this work, Langmuir-Blodgett films are made in order to behave as
biological cell membranes obtained from 1,2-dipalmitoyl-sn-glycerol-3-phosphocholine (DPPC),
cholesterol (COL), glycosphingolipid 2 (GSL2) and glycosphingolipid 4 (GSL4) 10~*M to
deposit Magnetic Nanoparticles (MNPs) by self-assembly, subjected to an Alternating Magnetic
Field (AMF) to get the property of releasing energy in form of heat, inducing pores in the
membrane in this way. Characterization of Langmuir-Blodgett films making processes, deposition
of MNPs and application of hyperthermia is carried out by using Atomic Force Microscopy (AFM),

ensuring optimal process conditions to observe the changes in synthesized membranes.

* Degree work
™ Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Chemical Engineer, MSc,

Ph.D. Luz Marina Ballesteros Rueda Co-director: Doctor of Science Pilar Cea Mingueza
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Introduccion

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, esta enfermedad
consiste en un crecimiento desordenado de células viejas o dafiadas que sobreviven cuando
deberian morir. Los procedimientos para su tratamiento incluyen cirugia, radioterapia y
quimioterapia. La quimioterapia se refiere al uso de farmacos administrados de forma oral e
intravenosa (Tratamientos Para EI Cancer: MedlinePlus Enciclopedia Médica, n.d.), este método
genera efectos colaterales no deseados por la inadecuada distribucion del medicamento en el cuerpo
por la falta de distincién entre células sanas y cancerigenas (Grande, 2007). La terapia génica
consiste en transferencia de material genético (Austin-ward & Villaseca G, 1098) y ofrece
posibilidades de tratamiento para muchas enfermedades adquiridas y hereditarias donde los
procedimientos clinicos convencionales son menos efectivos, estas enfermedades incluyen
trastornos como la fibrosis quistica, enfermedades cardiovasculares, del sistema nervioso,
autoinmunes y cancer (Gardlik et al., 2005). La transfeccidn se refiere a la introduccion de ADN
al interior de células eucariotas (Armenta Ruiz et al., 2006), y puede realizarse en sistemas virales
y no virales suministrando los farmacos de forma controlada y localizada. Las actuales
metodologias de transfeccion no viral no alcanzan tasas de eficiencia de transfeccion adecuadas, lo
que limita aplicaciones terapéuticas. Una forma de aumentar la transfeccion es la de mejorar las

condiciones de los poros de las membranas celulares por donde se transfiere el material genético.

Esta pasantia de investigacion se enmarca dentro del proyecto europeo MagicCellGene que
tiene como propésito la eliminacion terapéutica de oncogenes que conducen al cancer mediante un
método de transfeccion que usa hipertermia magnética. Durante la estancia en el Grupo de

Investigacion consolidado Platon de la Universidad de Zaragoza se desarrollaron simulaciones de
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membranas celulares donde se utilizd la hipertermia magnética (Garaio et al., 2014), en la cual el
aumento de la temperatura se realiza usando nanoparticulas magnéticas (MNPs) bajo un campo
magnético alterno (AMF) para la formacion de poros que garanticen una adecuada transfeccion.
¢Sera entonces posible inducir poros de tamafio adecuado en membranas miméticas para el

mejoramiento de la transfeccion no viral mediante hipertermia magnética?

El estudio de la membrana celular es una compleja y atractiva investigacion en ramas como
la quimica, medicina y biotecnologia, dado que en la actualidad lo que esté enmarcado en avances
novedosos Yy tecnoldgicos de la salud es motivo de revolucién. Las membranas celulares tienen
aplicaciones, como el transporte de sustancias entre células y el medio ambiente, la energia,
conversion y transduccion de sefiales (Shan & Wang, 2015). La perspectiva vigente de la estructura
y dindmica de las membranas celulares se enmarca en el "modelo mosaico fluido" de Singer y
Nicolson de 1972, donde se expone que las membranas celulares son estructuras dinamicas que
poseen fluidez, estan constituidas de proteinas que emergen aleatoriamente en una bicapa de lipidos
(con cabeza hidrofilay cola hidr6foba) y tienen dominios intray extracelulares (Singer & Nicolson,
1972). Los lipidos presentes en la membrana son principalmente fosfoglicéridos, esfingolipidos y
lipidos de esteroles, las proteinas se clasifican como transportadoras, receptoras, enzimas y anclaje,
ademas se encuentran carbohidratos como la manosa, galactosa, glucosa, fucosa y éacido sialico
(Shan & Wang, 2015). En una célula, el 25-40% corresponde a las proteinas que estan asociadas
con las membranas, los lipidos y sacaridos ocupan aproximadamente el 50-40% y 2-10%,
respectivamente, a la masa de las membranas celulares (Arrazola, 1994). Para la elaboracion de
modelos de membranas celulares existen varios métodos experimentales, unos a partir de celulas
vivas, como el método de cizallamiento de glébulos rojos abiertos, el método hipotonico de lisis-

centrifugacion y la preparacion de membrana plasmatica de ovocitos. Existen también métodos de
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elaboracion de membranas celulares desarrollando bicapas de lipidos artificiales como los
fosfolipidos y el colesterol, por medio de la técnica de Langmuir-Blodgett (LB) que consiste en la
transferencia de monocapas organizadas de moléculas anfifilicas (moléculas que constan de una
parte hidréfila e hidrofoba) desde la interfase aire-agua a un sustrato sélido (Zasadzinski et al.,

1994) (ver Apéndice A).

La técnica méas usada para la caracterizacion de la monocapa de Langmuir es la isoterma de
presion superficial versus area por molécula, la cual consiste en un grafico que permite observar el
cambio de la presion como medida de la tension superficial, es decir, un estudio de la presién como
funcion del area disponible para cada molécula en la superficie de la subfase acuosa. La medicion
de esta isoterma se realiza bajo una condicion de pseudoequilibrio, comprimiendo de manera lenta
y continua la monocapa mientras se controla la presion de la superficie. Proporciona informacién
sobre las fases de la monocapa, comportamiento de colapso, interaccién molecular de las especies
en la subfase con la monocapa, estabilidad de la monocapa, comportamiento dindmico de la

monocapa en la interfaz aire-agua, entre otras (Dynarowicz-Latka et al., 2001).

A medida que se comprime la monocapa se presentan fases, estas representan la condicién
de la sustancia en la formacion de la monocapa de la interfaz aire—agua, las cuales son: gas(l),
liquido expandido (I1), liquido condensado (111) y especie de plegamiento (1) como se muestra en

la figura 1.
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Figura 1

Fases de formacion monocapa interfaz aire-agua
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Nota: Grafico de presién superficial versus area por molécula. Adaptado de Efecto de la adicion de moléculas anfifilas
sobre las propiedades de la pelicula de asfaltenos en la interfase aire-agua, por Delgado et al. 2012. Revista Ingenieria
UC, 19(2), 16-24.

La presion de colapso es caracteristica de cada material. Si los compuestos son inmiscibles
se espera un colapso intermedio en relacion con los componentes puros; al contrario, si son
miscibles se mostrara solo un colapso, probablemente a una presion diferente de cualquiera de las

presiones de colapso de las monocapas de componentes puros (Zhao et al., 2004).

Defay y Crisp (1958) aplicaron la regla de las fases al colapso de la monocapa y ésta puede
emplearse como un criterio adicional para establecer la miscibilidad en una pelicula formada por

varios multicomponentes (Defay et al., 1996; Gershfeld & Pagano, 1972; Zhao et al., 2004).
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La naturaleza de las interacciones moleculares y la miscibilidad de los dos componentes
pueden examinarse mediante andlisis cuantitativo del area en exceso (Af) de la monocapa mixta
en la interfaz aire-agua (Villares et al., 2008). El area en exceso puede obtenerse comparando el
area promedio por molécula (A4;,) de una monocapa mixta que consta de los componentes 1y 2

con la de una monocapa mixta ideal (4°¢¢%!) (Villares et al., 2008):
Aideal = xlAl + szz (EC l)
AE = A12 - (xlAl + szz) (EC 2)

Si se forma una monocapa mixta ideal y los componentes son completamente inmiscibles,
el area en exceso sera cero. Cualquier desviacion de la linea recta indica miscibilidad, no idealidad
(Gong et al., 2002), interacciones repulsivas, débiles, rotas o una atraccion de los componentes
segun sea el caso (Fernandez-Botello et al., 2008). Las desviaciones involucran generacion de
energia asociada al proceso de mezcla de los componentes puros en la fase bidimensional conocida
como energia libre de exceso, AG,,% (Villares et al., 2008; Zhao et al., 2004). Para una monocapa

mixta compuesta de dos componentes a cualquier temperatura dada T, se tiene que

77.'
AG,,F = J (A, —X14,—X,A,) dn (Ec. 3)
0
AGUedl = RT(X1In(Xy) + X,In(X,)) (Ec. 4)
AG,, = AGE + AGHeat (Ec.5)

Los valores negativos de la energia libre de Gibbs indican la presencia de interacciones
intermoleculares atractivas. La existencia de un minimo indicara una composicion de mezcla de la
mayor estabilidad termodinamica en comparacion con las monocapas de componentes puros (Gong

etal., 2002).



INTERACCION DE MODELOS DE MEMBRANA CELULAR CON MNPs 18

Sin embargo, la energia libre de Gibbs no es conveniente cuando las isotermas son méas
sensibles a la presion superficial que al area molecular, en tal caso se requiere hacer el analisis de
cambio de energia mediante la evaluacion de la energia de Helmholtz de exceso (Zhao et al., 2004)
que resulta més preciso y brinda informacion de las interacciones y la estabilidad de las peliculas

(Fernandez-Botello et al., 2008).

La energia de mezcla de Helmholtz, AA4,,, es la suma del exceso de energia AA,,°y la

energia libre ideal de mezcla, AA,,'** y se calcula de la siguiente manera (Fernandez-Botello et

al., 2008):
Ag Ag Ag
AAmE = j T2 dA - X1 f T4 dA - XZ j %) dA (EC 6)
A A A
AA,," %" = RT (X, InX, + X,InX,) (Ec.7)
AA,, = AAE + AA,, e (Ec. 8)

Donde A, es el area donde la presion superficial empieza a incrementar y A es el &rea molecular

en la que se calculara la energia de Helmholtz.

La ventaja de usar la técnica LB es la posibilidad de controlar los pardmetros adecuados
para reproducir las condiciones bioldgicas necesarias (Zasadzinski et al., 1991). La naturaleza
anfifilica de los compuestos usados en la sintesis de la membrana permiten la organizacién y unién
de los fosfolipidos con el colesterol. Los estudios de monocapas mixtas formadas por la mezcla
fosfolipidos/colesterol en la interfaz aire-agua indican que el colesterol tiene un pronunciado efecto
de condensacion (Kim et al., 2001; Shan & Wang, 2015), reduce el nimero de defectos, aumenta
la densidad de empaquetamiento de la monocapa y modula la fluidez de la membrana celular y

aumenta el orden estructural de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos (Kim et al., 2001).
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Las membranas celulares artificiales tienen la ventaja de permitir un estudio detallado, dado
que existe control de componentes, se puede garantizar la homogeneidad y es posible su
inmovilizacion sobre soportes solidos uniformes y poco rugosos como la mica en el proceso de
caracterizacion. Para la caracterizacion de la monocapa formada se hace uso de la microscopia de
fuerza atébmica (AFM) (ver Apéndice B) que proporciona imagenes de alta resolucion de
superficies indicando en este caso las nanoestructuras de las monocapas formadas y propiedades
mecénicas de la membrana celular artificial, asi como las interacciones entre la membrana y las

nanoparticulas (Shan & Wang, 2015).

En el &rea de la biomedicina, las nanoparticulas magnéticas (MNPs) son nanomateriales
interesantes desde el punto de vista de sus caracteristicas fisicas biodegradabilidad, baja toxicidad
y capacidad de ser manipuladas e inmovilizadas sobre membranas celulares simuladas mediante
reaccion quimica “click” biortogonal sin perturbar el sistema. La reaccion biortogonal se centra
especificamente en atacar covalentemente secuencias de aminoécidos con sondas de moléculas
pequefias, estas sondas biortogonales deben ser estables en ambientes acuosos, pero facilmente
reactivas entre si y el termino click hace referencia a la descripcion una reaccion quimica confiable
que genera sustancias de forma rapida y uniendo pequefias moléculas entre si (Patterson et al.,
2014). La reaccion quimica “click” biortogonal se presenta cuando las nanoparticulas magnéticas
cumplen con las caracteristicas apropiadas y se produce una unién covalente entre los grupos
funcionales, tal que se anclen a la membrana celular ya simulada, para posterior aplicacion de un
campo magnético externo como la hipertermia. Ademas, las reacciones biortogonales se
caracterizan por tener lugar en medio acuso sin necesitar de reactivos de naturaleza organica que

pudieran tener toxicidad en potenciales aplicaciones préacticas.
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La hipertermia en términos médicos consiste en un incremento de la temperatura hasta los
40-45 °C en los tejidos corporales, de manera global o local, conduciendo asi a la muerte de las
células tumorales dado que son méas sensibles al calor que las células sanas (Luk et al., 1980). La
hipertermia magnética usa la capacidad de las nanoparticulas magnéticas (MNPSs) de generar calor
cuando estan expuestas a campos magnéticos externos, estas MNPs disefiadas y funcionalizadas
para dirigirse a las zonas afectadas por el tumor evitando el calentamiento en el tejido sano y
aumentando la eficacia en el procedimiento médico. Los campos magnéticos empleados para
inducir la hipertermia no deben ser nocivos para el tejido sano, solo afectar zonas donde se redirigen
las nanoparticulas, que en caso de tratamientos pueden ser portadoras de farmacos que se liberaran

de manera controlada (Chatterjee et al., 2011).
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1. Objetivos

1.1.  Objetivo General

El objetivo ultimo del proyecto MagicCellGene es el objetivo general del presente trabajo
que es inducir poros de tamafio adecuado para el mejoramiento de la transfeccion no viral

mediante hipertermia magnética (MH).

1.2. Objetivos Especificos

Los objetivos de este trabajo, en el marco del objetivo mas amplio y ambicioso del conjunto

del proyecto son:

e Establecer las condiciones idoneas para la fabricacion de capas y bicapas de fosfolipidos,
colesterol y glicoesfingolipidos usando Langmuir-Blodgett (LB).

e Analizar el efecto del método utilizado para la inmovilizacién de nanoparticulas magnéticas
a los modelos de membrana celular sobre la distribucion homogénea en estas.

e Estudiar la influencia de los parametros de hipertermia magnética como son tiempo de
exposicion, intensidad de AMF y frecuencia en la formacion de poros para permitir la

transfeccion celular.
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Figura 2

Diagrama de flujo del proyecto de investigacion
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En el presente trabajo se han utilizado soluciones DPPC, COL, GSL2 y GSL4 (ver

estructuras quimicas en el Apéndice C) para la fabricacion de los modelos de membranas celulares.

Se establecid 10~*M como concentracion de las soluciones tomando como referencia estudios

previos hechos por el grupo de investigacion Platon (Ruiz Rincén et al., 2017).

Los compuestos inicialmente se encuentran en estado sélido y se mantienen refrigerados,

por ende, es necesario atemperarlos antes de preparar la solucion para evitar que la temperatura
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infiera en un cambio de concentracion. Se pesa en una balanza la cantidad de compuesto requerida
para obtener soluciones de 25 mL con concentracion 10~*M.Como solvente de las soluciones se
emplea cloroformo, un solvente organico que no se mezcla con el agua y que al ser volatil permite

que se evapore rapidamente de la superficie sobre la que se trabaja.

Las soluciones se caracterizan en el microscopio de angulo Brewster (BAM) (ver Apéndice
D) para estudiar la interfaz aire-agua y su homogeneidad y se almacenan en matraces aforados
cubiertos de con parafilm para minimizar la evaporacion del disolvente y se mantienen refrigerados
hasta posterior uso. Las isotermas de presion superficial-area molecular (r — A) y las transferencias
Langmuir Blodgett se realizaron con una cuba de la marca KSV controlada por computadora (KSV
Instruments Ltd., Finlandia) (ver Apéndice E), siendo indispensable previa limpieza (ver Apéndice

F).

Las soluciones se dispersan sobre la subfase de agua con una micro jeringa de Hamilton
presionando suavemente para evitar que el material caiga de manera brusca y se pierda la muestra
en la subfase. Se debe tener la precaucion de que la presion superficial no suba de un valor
aproximadoa 1 mN -m™~! ya que puede afectar la estructura y formacion de las moléculas al
disipar el solvente. Para la medicion de la presion superficial se hace uso del método de Wilhelmy
el cual consiste en sumergir parcialmente en la subfase, en este caso un papel de filtro, que mide
las fuerzas que acttan sobre él (fuerzas descendentes como la gravedad y la tension superficial y
las fuerzas ascendentes como la flotabilidad debido al desplazamiento del agua) con una electro
balanza sensible (electro balanza de Wilhelmy) (Dynarowicz-Latka et al., 2001). Despues de la
dispersion, se recomienda esperar 10-15 minutos para que el solvente se evapore (Biolin Scientific,
2004) y asi poner en marcha la prueba. Subsecuente comienza el proceso de compresion con ayuda

de dos barreras que se desplazan a una velocidad de 6mm - min™1.
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Inicialmente se registran isotermas de los compuestos puros para identificar las presiones
de colapso del material, ademés se hacen mezclas binarias de los glicoesfingolipidos con DPPC y
COL en diferentes proporciones para examinar las interacciones de cada mezcla. También para
estudiar la miscibilidad de los componentes usando la regla de Crips y se establece mediante

propiedades como el area de exceso, la energia libre de Gibbs y la energia de Helmholtz.

2.2. Fabricacion de peliculas Langmuir Blodgett

Las mezclas binarias se transfirieren a una presion determinada sobre placas de mica
hidréfilas recién cortadas de 10 mm x 10 mm X 1 mm y exfoliadas con celo (Jurak, 2013) para
formar asi las peliculas de Langmuir-Blodgett. La deposicion de monocapas se efectla elevando
verticalmente la placa de mica de la subfase de la cuba de Langmuir una vez se haya alcanzado la
presion deseada. La transferencia se realiza a una velocidad constante de 1 mm - min™1,a 20 +
1°C y una humedad de 50 + 10%. Las muestras obtenidas se secan durante 24 horas y

posteriormente se guardan en viales hasta su caracterizacién con microscopia de fuerza atémica.

Posterior se realizan transferencias de los glicoesfingolipidos y de las mezclas ternarias en
proporcién 1:1:1 a diferentes presiones y se caracterizan mediante microscopia de fuerza atomica
(AFM). EIl proceso se repite a varias presiones de transferencia para encontrar la presion de
transferencia en la que exista poca segregacion de fases, aglomeracion de compuestos y generacion
de vesiculas. De este modo se consiguen peliculas homogéneas apropiadas para la incubacién de

las nanoparticulas magnéticas.

Establecidos los pardmetros de presién se transfieren los glicoesfingolipidos puros y las
mezclas ternarias sobre sustratos de mica previamente marcadas, la marca consiste en cuatro
cuadrados externos de 30 um de lado, distanciados por 100 um y cuatro cuadrados internos de

3 um de lado, distanciados por 30 um, las marcas tienen 55 nm de altura de los cuales 5 nm son
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de cromo Cr y 50 nm son de cobre, Cu. Estas marcas en la mica se realizan mediante técnicas
fisicas de deposicion de vapor del metal en cuestion. Las marcas actian como guia en el proceso

de caracterizacion (ver Apéndice G).

2.3.  Deposicion nanoparticulas magneticas MNPs

Sobre las peliculas LB se busca una deposicién especifica de nanoparticulas magnéticas
(MNPs) formadas por magnetita [FesO4] y maghemita [Fe>Oz] con diametro de 12 nm cada una,
caracteristicas hidrofilias, disefiadas y funcionalizadas con grupo alquino y sin alquino con el
proposito de que se produzca una reaccion quimica “click” biortogonal entre las azidas y alquinos

presentes en la membrana celular simulada demostrando asi su especificidad.

En la literatura, un recubrimiento de las NPs utilizado con frecuencia es la silice que debido
a su carga negativa y a que es un material que forma una cubierta de diferentes grosores alrededor
del nacleo magnético de las NPs, hace que éstas sean dispersables y muy estables en soluciones
acuosas (Lacava & Morais, 2012). En este caso se hace uso de un recubrimiento de polietilenglicol
(PEG) utilizado para mejorar la eficiencia del suministro de farmacos y genes a las células (Suk et
al., 2016) y el recubrimiento con ciclooctino para disminuir la carga negativa y asi conseguir la
disminucion de los grupos carboxilos [-COOH] libres en la superficie de la NPs (Garcia Marquina,

2015).

La deposicion de las nanoparticulas magnéticas (MNPs) en la monocapa formada se lleva
a cabo por el procedimiento de autoensamblaje. La incubacion de las MNPs se realiza en un vial
al que se le ha hecho una limpieza previa con etanol, agua Milli-Q y secado con nitrogeno. Se ubica
la mica en el vial de modo que la parte expuesta sea la que estd marcada. Las MNPs se dejan
atemperar antes de colocarlas sobre la mica, se situan de manera que la superficie quede bien

cubierta, es necesario sellar el recipiente con papel aluminio para evitar la evaporacion de la
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solucién depositada, luego se deja incubar el tiempo designado, para el caso en cuestion sera de 1
hora y 24 horas. Después del periodo de incubacion, se retira el material en exceso haciendo 10

lavados con agua Milli-Q y se deja secar.

El estudio se centrara en sefialar que las MNPs funcionalizadas con alquino presentan un
anclaje a la membrana formada con el glicoesfingolipido GSL4 mientras que las MNPs
funcionalizadas sin alquino no presentan ningn anclaje en las membranas formadas con los
glicoesfingolipidos estudiados (GSL2 y GSL4). Para verificar el anclaje se usara la espectroscopia

de infrarrojo mediante la técnica ATR (ver Apéndice H).

2.4.  Aplicacién hipertermia magnética

Por ultimo, se aplicard un campo magnético alterno (AMF) a las membranas miméticas con
MNPs depositadas con el equipo de hipertermia (ver Apéndice I) a una frecuencia méaxima de 829
Hz y un campo de 252 Gauss, se realiza la exposicion de manera continua con tiempos de 15y 30
minutos para diferentes muestras y luego para cada muestra exposicion en forma de pulsos de 5
minutos con intervalos de 1 minuto entre ellos. Se calcula el tamafio del poro inducido mediante

caracterizacion del AFM utilizando el software Gwyddion.

3. Analisis de Resultados

Las soluciones de DPPC, COL, GSL2 y GSL4 se caracterizaron en el microscopio de
angulo Brewster (BAM), para la interfaz aire-agua la relacion tangencial entre el sustrato y el aire
toma el valor de 53° en ausencia de material y se torna completamente oscura, al formarse la

pelicula sobre el agua, la relacion deja de cumplirse y se empiezan a detectar reflexiones que dan
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lugar a imagenes mas claras y compactas a medida que la estructura de la pelicula se comprime
(Torrent Burgués, 2012). Se percibieron sitios de zonas brillantes que no hacen alusion a agregados
sino a particulas de polvo dado que la prueba no se realiza herméticamente, en la figura 3 se ilustran
imagenes de los compuestos a una presion determinada. No hay evidencias de colapsos o formacion
de vesiculas. En el Apéndice J se muestra las isotermas de las soluciones indicando las imagenes

de presiones especificas.

Figura 3

Imagenes de BAM a 20 mN - m™!

Nota: Imagenes de BAM a 20 mN - m~* de (a) agua limpia; (b) DPPC; (c) GSL2; (d) GSL4

En la figura 4 se presentan las isotermas de los componentes puros que involucran la
variacion de la presion superficial () en funcion del area molecular (A). Se evidencia reduccion
del &rea molecular a medida que aumenta la presion, hasta un comportamiento de colapso para el
GSL2, GSL4 y COL. Por encima de esta presion las soluciones formaran multicapas y por debajo
de esta estara la presion optima de trabajo que se determina de una manera experimental que se

expondra adelante. Se realizaron tres isotermas por compuesto y se concluy0 que eran
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reproducibles, ademas las isotermas = — A de las monocapas de DPPC y COL son conocidas y las
presentadas estan de acuerdo con las reportadas.
Figura 4

Isotermas presion superficial (z) en funcion del area molecular (A)
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Nota: Isotermas area de presion superficial por molécula (n-A) de GSL2; GSL4; DPPC; COL

Para predecir el comportamiento de las mezclas ternarias es necesario conocer el de los
compuestos de manera binaria. La regla de Crisp indica qué tan miscibles pueden ser las mezclas.
En este trabajo se analizo la miscibilidad de las mezclas binarias GSL4-DPPC, GSL4-COL, GSL2-
DPPC y GSL2-COL. El estudio de la interaccion de la mezcla binaria DPPC-COL ha sido de
estudio dentro del grupo Platon por ende se omitid. Las isotermas de compresidn representativas
de las mezclas en varias relaciones molares se ilustran en la figura 5. Se concluye que son

parcialmente miscibles entre ellas y que existe formacion de nuevas fases.
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Figura 5

Isotermas presion superficial (m) en funcion del area molecular (A) para mezclas binarias

60 60
g 504 bpPC g 50 —COL
= —02GSL2 2 ——02GSL2
® 40+ 0,4 GSL2 s 404 0,4 GSL2
2 ——06GSL2 S ——0,6GSL2
2 3. ——0.8GSL2 2 ] ——0,8GSL2
) —— GSL2 @ — GSL2
£ z
5 204 3 204
< o
T a

104 104

07 T T T T T T T T 07 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Area por molécula [A?] Area por molécula [A?]

60 60
g 50 ——DPPC § 504 ——CoL
= ——0,26GSL4 2 —0,26GSL4
=N 0.4 GSL4 = 0] 0,4 GSL4
S ——0,6GSL4 S ——06GSL4
S 301 ——0,8GSL4 g 3] —— 0,8 GSL4
@ — GSL4 2 — GSL4
& &
5 204 5 204
o o
T a

104 104

07 T T T T T T T T 07 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Area por molécula [A?] Area por molécula [A?]

Nota: Isotermas area de presion superficial por molécula (n-A) para mezclas binarias de GSL2-DPPC; GSL2-COL,;

GSL4-DPPC; GSL4-COL

La figura 6 muestra los valores experimentales del area de exceso en funcion de la fraccion
molar a diferentes presiones superficiales. Para monocapas mixtas totalmente inmiscibles o ideales,
el area en exceso es cero, mientras que las desviaciones positivas implican algun tipo de interaccion
repulsiva e interacciones rotas y débiles entre los compuestos 1-2 y las desviaciones negativas
sugieren una interaccién de atraccion de los componentes que a su vez conduce a una disminucion
del area molecular media en las peliculas mixtas en comparacién con las peliculas de los
componentes puros (Villares et al., 2008).

Se evidencia que la grafica del GSL2-DPPC las areas de exceso aumentan con la presion,
a presiones bajas las areas de exceso son negativas, sin embargo, estas presiones no son adecuadas

para una posible transferencia. En las monocapas de GSL2-COL las areas de exceso disminuyen
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al aumentar la presion, las curvas de las presiones de 30 mN - m~1y 35 mN - m~? difieren poco
y el exceso a estas presiones en cualquier fraccion molar es negativo. Para las mezclas GSL4-DPPC
se tienen a presiones menores, mayor exceso, comportamiento similar al de la interaccion del DPPC
con el GSL2, el exceso que presenta es el mas alto de las combinaciones binarias estudiadas. El
GSL4-COL tiene interacciones mas fuertes que el GSL2-COL. Las mezclas con COL tienen mayor
atraccion a medida que la presion disminuye, al contrario, las monocapas con DPPC tienen mayor
atraccion cuando la presion aumenta.

Figura 6

Exceso de area versus fraccion molar para monocapas mixtas
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Nota: Exceso de area versus fraccién molar para monocapas mixtas de GSL2-DPPC; GSL2-COL; GSL4-DPPC;

GSL4-COL

Para cuantificar las desviaciones del comportamiento ideal, se calcul6 el exceso de energia
de mezcla de Gibbs (AGE). Los valores de AGE permiten la evaluacion cuantitativa de la magnitud

de las interacciones entre los glicoesfingolipidos y el COL y los glicoesfingolipidos y el DPPC y
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la evaluacion termodindmica de la estabilidad de las monocapas binarias formadas. Se presenta el
comportamiento del exceso de energia de mezcla de Gibbs de los sistemas binarios en estudio a
diferentes presiones de superficie y fracciones molares en la siguiente figura.

Figura 7

Energia de mezcla Gibbs versus fraccion molar para monocapas mixtas
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Nota: Energia de mezcla Gibbs versus fraccién molar para monocapas mixtas de GSL2-DPPC; GSL2-COL; GSL4-
DPPC; GSL4-COL

El valor AGE mas negativo se obtuvo para el sistema GSL2-DPPC a X;g,, = 0,2y presion
de 30 mN -m~1, siendo esta la interaccion atractiva mas fuerte. En general para el sistema
mencionado los valores de AGE mas bajos se dan en esa fraccion molar. Para la mezcla de GSL2-
COL los puntos de valores mas negativos se dan en cercanias a X;g;, = 0,45 y tiende a ser méas
positivos cuando se aumenta la presion. Los valores de AGE de las mezclas binarias de GSL4-

DPPC son positivos para todas las fracciones molares y presiones lo que indica formacion de
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peliculas inestables y disposicion poco favorable. Para las monocapas de GSL4-COL se tienen
valores negativos a X;s.4 = 0,4 para todas las presiones, evidenciando mas estabilidad en toda su
composicion respecto a las monocapas GSL2-COL. Por otra parte, se concluye que las
interacciones atractivas de los glicoesfingolipidos con el DPPC son méas débiles que las de los
glicoesfingolipidos con el colesterol.

La energia de Helmholtz resulta mas precisa y brinda informacion de las interacciones y la
estabilidad de las peliculas (Zhao et al., 2004). En la figura 8 se ilustra la variacion de A4, con
fraccion molar de los sistemas en estudio en varias areas representativas por molécula. Estas
gréaficas indican para las monocapas GSL2-DPPC valores negativos para Xgs2 = 0,2 Y Xgs12 =
0,6, en general los valores se vuelven mas negativos con areas moleculares mas pequefias lo que
sugiere que la estabilidad de las monocapas mixtas aumenta a medida que las monocapas se
condensan mas. Para la mezcla de GSL2-COL solo se presentan valores negativos para fracciones
cercanas a Xgg., = 0,4 y 60 A/molécula y la mezcla de GSL4-DPPC para fracciones menores a
Xcs1a = 0,1y 90 A/molécula. Finalmente, los valores negativos de la monocapa de GSL4-COL se

evidencian para areas moleculares mayores a 50 A/molécula en toda su composicion.
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Figura 8

Energia de Helmholtz versus fraccion molar para monocapas mixtas
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Nota: Energia de Helmholtz versus fraccion molar para monocapas mixtas de
GSL2-DPPC; GSL2-COL; GSL4-DPPC; GSL4-COL

Las propiedades anteriores se han calculado a partir de los puntos de datos T — A 'y, por lo
tanto, se necesitan otros métodos independientes para proporcionar informacion adicional del
comportamiento de fase en las peliculas mixtas. Se realiza transferencia de monocapas binarias con
diferentes fracciones molares a una presion determinada cerca de los puntos de inflexion que
indican formacion de nuevas fases para estudio con AFM.

En la figura 9 se evidencian regiones alargadas y agregados en las concentraciones
estudiadas de GSL2-DPPC. Para la mezcla de GSL2-COL (figura 10), se percibe mayor densidad

a medida que aumenta la concentracion de colesterol, observandose una formacion homogeénea, no

se crean parches ni agregados.
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En general el GSL2 es més miscible con el colesterol que con el DPPC lo que concuerda
con el area de exceso que, aunque tiene parte positiva y predice poca interaccion, tiene valores
menos excesivos que los de GSL2-DPPC.

Figura 9

Mezclas binarias de GSL2-DPPC transferidas a 25 mN - m™?

Nota: Mezclas binarias de GSL2-DPPC transferidas a 25 mN-m™! con fracciones molares de (a) Xgsi» = 0,2

(0) Xgsrz = 0,45 ; (¢) Xgsp2 = 0,8

Figura 10

Mezclas binarias de GSL2-COL transferidas a 25 mN - m™1!

3,0nm

0,0

Nota: Mezclas binarias de GSL2-COL transferidas a 25 mN-m™! con fracciones molares de (a) Xgs, = 0,2

(b) Xgsz = 0,45 ; (¢) Xgsr2 = 0,8
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Las imagenes del GSL4-DPPC presentan material a lo largo de la muestra e islas de este
con pequefios puntos de agregados que aumentan de altura al aumentar la concentracion del DPPC.
El comportamiento del GSL4-COL concuerda con las propiedades termodindmicas calculadas,

siendo la fraccion molar de GSL2 de 0,4 la de mayor miscibilidad (ver figuras 11y 12).

Figura 11

Mezclas binarias de GSL4-DPPC transferidas a 25 mN - m™?

«
e 3 -
a
2
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Nota: Mezclas binarias de GSL4-DPPC transferidas a 25 mN-m™! con fracciones molares de (a) Xgsi4 = 0,2

3,0nm

0,0

(0) XgsLe = 0,4 ; (C) Xgspa = 0,6

Figura 12

Mezclas binarias de GSL4-COL transferidas a 25 mN - m™1!

3,0nm

0,0

Nota: Mezclas binarias de GSL4-COL transferidas a 25 mN-m™! con fracciones molares de (a) Xgsi4 = 0,2

(0) XgsLe = 0,4 ; (C) Xgspa = 0,7



INTERACCION DE MODELOS DE MEMBRANA CELULAR CON MNPs 36

Los glicoesfingolipidos al ser transferidos presentan de por si, parches y agregados sin
interactuar con otro compuesto, esto se expone en las figuras 13 y 14, donde se muestra las
imagenes de GSL2 y GSL4 transferidos a presiones de 8 mN -m™1, 25mN-m™t, y 35mN -
m~1L. Se identific que a presion de 8 mN - m™1, no se formaban parches ni agregados, pero al ser

una presion baja se transfiere poco material al sustrato y no es adecuada para el proceso.

Figura 13

Pelicula de GSL2 transferido a diferentes presiones

2,0 nm

0.0

Nota: Pelicula de GSL2 transferido a presiones de (a) 8 mN-m™ ; (b) 25mN-m™?; (c) 35mN - m™?!

Figura 14

Pelicula de GSL4 transferido a diferentes presiones

Nota: Pelicula de GSL4 transferido a presiones de (a) 8mN-m™1; (b) 25mN -m™%; (c) 35mN - m™?

Para la transferencia de las mezclas ternarias se evaluaron presiones de 25 mN -m™1 y

35mN -m~! (figura 15 y 16), usando una proporcién de 1:1:1, que, aunque dista de la
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composicion real de la membrana celular ha sido usada por el grupo de investigacion Platén para

estudios previos de otros glicoesfingolipidos facilitando su analisis e investigacion.

Figura 15

Pelicula de GSL2-DPPC-COL transferida a diferentes presiones

0.0

Nota: Pelicula de GSL2-DPPC-COL transferida a presiones de (a) 25 mN - m™?; (b) 35 mN - m™?

Figura 16

Pelicula de GSL4-DPPC-COL transferida a diferentes presiones

Nota: Pelicula de GSL4-DPPC-COL transferida a presiones de (a) 25 mN-m™%; (b) 35mN - m™?!

La presion de transferencia en la que existe menor segregacion de fases, aglomeracion de
compuestos y generacion de vesiculas es 25mN -m™1. Por lo tanto, se descarta presion de

35 mN -m™~! en la investigacion que, aunque imite la presion lateral en las membranas bioldgicas



INTERACCION DE MODELOS DE MEMBRANA CELULAR CON MNPs 38

(Jurak, 2013), genera menos homogeneidad en la pelicula, lo que impide la incorporacién adecuada

de las nanoparticulas magnéticas.

La figura 17 muestra las mismas zonas para dos peliculas de mezcla ternaria de GSL4, es
decir, GSL4-DPP-COL después de la incubacion de MNPs funcionalizadas con alquino durante 1

hora y de la exposicion a la hipertermia magnética continua de 15 y 30 minutos respectivamente.

Se evidencia la deposicion MNPs funcionalizadas con alquino en las dos muestras, se
contabilizaron para la muestra expuesta 15 minutos continuos un total de 35 nanoparticulas y 22
agregados en la imagen de 5umx5um considerando como agregados de nanoparticulas lo que
excediera una altura de 15 nm, se identificaron cambios de alturas en promedio de 1,01 nm después
de la aplicacion de AMF. Para la muestra expuesta 30 minutos continuos se contabilizaron un total
de 39 nanoparticulas y 18 agregados y cambios de alturas en promedio de 1,06 nm (ver Apéndice
K). Las nanoparticulas funcionalizadas sin alquino no se depositaron sobre la pelicula de GSL4-
DPPC-COL. De igual manera no se evidencio deposicién de MNPs sobre las peliculas de GSL2-

DPPC-COL.

La comparacion de las imagenes de la pelicula de GSL4-DPPC-COL después de incubar
nanoparticulas funcionalizadas sin alquino y de las peliculas de GSL2-DPPC-COL después de

incubar las nanoparticulas funcionalizadas con y sin alquino se muestran en el Apéndice L.
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Figura 17

Comparacion de pelicula de GSL4-DPPC-COL proceso incubacion MNPs y AMF

3,0nm

| — = 0,0

Nota: Comparacion de pelicula de GSL4-DPPC-COL, presion transferidaa 25 mN-m™! (ay c) después de incubar

nanoparticulas funcionalizadas con alquino; (b) luego de aplicar AMF durante 15 minutos continuos; (d) luego de
aplicar AMF durante 30 minutos continuos

Para verificar una posible unién covalente entre las MNPs y las peliculas se realizaron
pruebas de espectroscopia de infrarrojo en modo ATR. En la figura 18 se muestran los espectros
de las peliculas de GSL2 y GSL2-DPPC-COL con MNPs funcionalizadas con alquino. Segun la
literatura los grupos funcionales como el —OH se presentan en longitudes de onda de 3670 a 3580
cm~ !y el alquino en longitudes de onda de 2140 a 2100 cm™? (Socrates, 2001). En el espectro del
GSL2 se evidencia con poca claridad la banda del grupo funcional -OH en una longitud de onda

de 3621 cm, de igual manera se percibe en la pelicula de GSL2-DPPC-COL el grupo funcional —
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OH en 3626 cm™. Segun los rangos donde la literatura expresa la ubicacion de una sefial de alquino

no se denota ningn cambio para los espectros en cuestion.

Figura 18

Espectro de ATR de GSL2 y GSL2-DPPC-COL con MNPs grupo alquino
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Nota: Espectro de ATR de (a) GSL2 con MNPs funcionalizadas con grupo alquino; (b) GSL2-DPPC-COL con MNPs
funcionalizadas con grupo alquino

En el caso de las muestras con GSL4 y GSL4-DPPC-COL con MNPs funcionalizadas con
grupo alquino (figura 19) se observa un comportamiento del espectro similar al del GSL2,
notandose que el grupo funcional —OH tiene la misma longitud de onda, 3621 cm™ para GSL4 y
3626 cm™ para GSL4-DPPC-COL. Las longitudes de onda cumplen con el rango de banda segun
la literatura para una sefial de —OH y no se presentan cambios en la longitud de onda dada por la
literatura donde deberia mostrar una sefial del grupo alquino, asi como tampoco permite observar

la azida que contiene este glicoesfingolipido.
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Figura 19

Espectro de ATR de GSL4 y GSL4-DPPC-COL con MNPs grupo alquino
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Nota: Espectro de ATR de (a) GSL4 con MNPs funcionalizadas con grupo alquino; (b) GSL4-DPPC-COL con MNPs
funcionalizadas con grupo alquino.

En las pruebas de absorbancia no fue fehaciente la presencia de los grupos funcionales, sélo
se observaron los hidroxilos(-OH) pero no las uniones de carbono (C-C). En la figura 20 (b) se
ensefia el espectro de una prueba alternativa para la muestra GSL4-DPPC-COL con MNPs
funcionalizadas con un grupo alquino, donde se observa cambio en el rango que la literatura expone
para la banda del grupo funcional alquino, con longitud de onda de 2100 cm™. Cabe indicar que la
banda de sefial de los grupos azida presentes en el material se presenta en rangos de 2170-2080 cm”
! de longitud de onda, por lo que se asume la probabilidad de una reaccion quimica entre el azida
del GSL4 y el grupo alquino de las MNPs. Al comparar el espectro de absorbancia con el de
transmitancia se reconoce que este Ultimo da una mejor perspectiva de los grupos funcionales y se
puede afirmar que se registré un cambio en la banda de sefial del alquino presente en la muestra

GSL4-DPPC-COL con MNPs funcionalizadas con un grupo alquino.
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Figura 20

Comparacion de pruebas ATR y transmitancia del GSL4 con MNPs grupo alquino
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Nota: Comparacion de pruebas de espectro para el GSL4 con MNPs funcionalizadas con grupo alquino (a) ATR (b)
Transmitancia

En la figura 21 se presentan dos espectros de ATR con GSL4 y GSL4-DPPC-COL cada
muestra con MNPs funcionalizadas con grupo alquino y un tiempo de incubacién de 24 horas. Se
ve un cambio en el espectro de la muestra con GSL4 en relacion con el espectro de este con
incubacion de MNPs durante 1 hora, sin embargo, para la pelicula ternaria se forma un espectro

similar. Los rangos de longitud de onda de los grupos en cuestion se observan en el Apéndice M.
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Figura 21

Espectro de ATR de GSL4 y GSL4-DPPC-COL con MNPs con grupo alquino, incubacion 24

horas
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Nota: Espectro de ATR de peliculas con MNPs funcionalizadas con grupo alquino con incubacion de 24 horas de (a)

GSL4; (b) GSL4-DPPC-COL
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4. Conclusiones

Se establecié como presion de transferencia 25mN - m™1 que, aunque es menor a la presion
lateral en las membranas bioldgicas, evita la formacion de agregados, también se optd por una
composicion equimolar de la membrana, dada la baja miscibilidad de los glicoesfingolipidos con
el DPPC y el COL y teniendo como referencia la buena miscibilidad que generan el DPPC y el

COL en iguales proporciones.

El método de inmovilizacion usado, el autoensamblaje, tiene como principio la quimica click
y genera una organizacion poco homogeénea de las MNPs en comparacion al método Langmuir-
Schaefer (LS) indicado en trabajos anteriores del grupo de investigacion Platon. Cabe indicar que
la reaccion que se produce entre las MNPs y el glicoesfingolipido de la membrana es independiente

del tiempo de incubacion.

Se indujeron poros sobre las peliculas ternarias del glicoesfingolipido 4, sin embargo, no se
consideran adecuados dado que en trabajos reportados anteriormente con otro glicoesfingolipido

se obtuvo mayor penetracion de las MNPs sobre la membrana fabricada.

Se identifico que el tamafio de los poros es independiente del tiempo de exposicion al campo
magnético, dado que no se evidenciaron cambios significativos en las alturas de las MNPs

depositadas después de la aplicacion de AMF.

En los analisis de ATR no se demostrd con claridad la reaccion quimica que ocurre en el
momento de incubar por auto ensamblaje las MNPs funcionalizadas con grupo alquino. La prueba
de espectroscopia no resultd éptima debido a que solo se pudo observar los grupos funcionales —

OH presentes en la muestra y no su composicion total. Por tal motivo se realizé una Gltima prueba
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cambiando la condicion de absorbancia por transmitancia. Se interpreta que hubo un anclaje de las

MNPs funcionalizadas de forma correcta.

Teniendo en cuenta que el estudio de espectroscopia de infrarrojo ejecutado en modo ATR
no fue el deseado debido a la ausencia de datos que confirmaran la composicion de grupos
funcionales presentes en la pelicula de Langmuir se sugiere repetir los anélisis cambiando el modo
de absorbancia a transmitancia, ademés se proponen pruebas de espectroscopia de fotoelectrones

de rayos X (XPS).
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Apéndices

Apéndice A. Langmuir y Langmuir Blodgett

El término pelicula de Langmuir se reserva normalmente para una monocapa flotante y
Langmuir-Blodgett a la transferencia de las monocapas sobre soportes solidos. EIl primero en
realizar estudios sistematicos sobre monocapas flotantes en el agua fue Irving Langmuir (1881-
1957) quien ratificd que las capas de moléculas anfifilicas dispersas sobre superficies acuosas
tienen el espesor de una capa molecular simple. Bajo la orientacion de Langmuir, Katherine
Blodgett (1898-1979) aport6 la descripcion detallada de la transferencia de monocapas de acidos
grasos desde la superficie acuosa sobre soportes solidos (Blodgett, 1935). La técnica Langmuir
Blodgett (LB) consiste en el esparcimiento de una solucion en una cuba hecha de un material
hidrofobico (generalmente teflon) que contiene una subfase que generalmente es agua Milli-Q,
donde las moléculas son ordenadas mediante una compresién en la superficie de este creando asi
una monocapa de moléculas para transferir luego a un sustrato solido (Pérez Mayen, 2010). Esta
técnica se fundamenta en que las moléculas anfifilicas poseen una parte hidréfila y una hidréfoba,
lo que les permite permanecer ancladas en la interfaz aire-agua del teflén por la parte hidrofila 'y
estabilizadas gracias a las interacciones de van der Waals establecidas entre moléculas vecinas por
la parte hidrofoba (Cerniukeé et al., 2006). Las moléculas deben ser disueltas en un solvente volatil
e inmiscible en agua para favorecer la maxima dispersién de estas, permitiendo asi que al ser
compactadas por una barrera se logre una monocapa uniforme sobre la interfaz en la que se sumerge
un sustrato solido a una velocidad determinada dando lugar a la ejecucién de la transferencia
pretendida. Esta técnica tiene un gran potencial ya que permite el control preciso del espesor de

monocapa, una deposicién homogénea de la monocapa sobre grandes areas, capacidad de recubrir
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superficies sin dafar la superficie y la posibilidad de hacer estructuras multicapa con composicién
de capa variable (Pérez Mayen, 2010). Una ventaja adicional de la técnica Langmuir Blodgett es
que las monocapas se pueden depositar en casi cualquier tipo de sustrato sélido (Biolin Scientific,

2004).
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Apéndice B. Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

Para la caracterizacion de las muestras se hace uso de la técnica microscopia de fuerza
atomica (AFM), técnica de andlisis propuesta en el afio 1986 por G. Binning y C.F.Quate (Binnig
et al., 1986). El principio de funcionamiento de AFM es el mapeo de la superficie de la muestra
usando una punta muy fina (idealmente acabada en un atomo) que funciona como sonda de
escaneo. Un laser se dispone sobre la punta; esta luz es reflejada sobre un fotodetector sensible a
la posicion que proporciona sefial de retroalimentacion a los escaneres piezoeléctricos que
mantienen la punta a una altura o fuerza constante. En consecuencia, se obtiene informacion sobre
la rugosidad de la superficie o la fuerza de interaccion entre la muestra y la punta. Por lo tanto,
incluso un ligero movimiento de la punta cambia la posicién del haz en el fotodetector. El
desplazamiento de la punta es funcion de las fuerzas de interaccion entre la punta y la muestra
(Marrese et al., 2017). La medicién de AFM se puede llevar en tres modos dependiendo del tipo
de interaccion de la punta con la superficie: (i) contacto (en presencia de fuerzas constantemente
repulsivas); sin contacto (en presencia de fuerzas atractivas sobre la punta) y (iii) modo tapping,
en presencia de fuerzas atractivas y repulsivas (Diaz, 2011). Esta técnica se usa para analizar
sistematicamente la distribucion de los componentes de la membrana in situ mediante imagenes de
alta resolucién que permiten proveer informacidn nanoestructurada tridimensional y cuantitativa
sobre la morfologia de la estructura de la monocapa formada y propiedades mecanicas de la
membrana artificial constituida y visualizar las interacciones entre ésta y las nanoparticulas
depositadas sobre ella (Shan & Wang, 2015). La técnica permite analizar la topografia de una
muestra, no es destructiva y se puede utilizar para obtener imagenes a nano escala de alta resolucion

y estudiar sitios locales en entornos de aire o liquido (Diaz, 2011).
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El Instituto de Nanociencia de Aragdn cuenta con un cabezal AFM/STM multipropdsito
instalado sobre una mesa amortiguadora anti-vibraciones. EI Multimode 8 de Bruker (Veeco-
Bruker) es un microscopio SPM equipado con KPM (Microscopia Kelvin Probe), c-AFM (AFM-
conductivo), celdas para medidas en aire, liquido y celdas electroquimicas, mddulo PicoForce para
espectroscopia de fuerzas, controlador Peltier de temperatura variable (-22 °C to 200 °C), medidas
de Torsion-mode y QNM (Quantitative Nanomechanical Property Mapping), opcion Peak Force y
rango de escaner de 200 um x 200 pm X 5 umy 12 pm x 12 pm x 3 um (Descripcion General de
MultiMode 8, n.d.) y como puntas de cantiléver las Scanasyst-air (Bruker), con una constante

elasticade 0,4 N - m~1y una frecuencia nominal de 130 kHz.

Figura 22

Partes del AFM.
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Nota: Microscopio de fuerza atémica (a) Equipo AFM; (b) Microscopio atomico; (c) Cabezal AFM/STM; (d) Escéaner
microscadpico; (e) Piezo eléctrico donde se ubica el cantiléver; (f) Detalle del cantiléver en la pantalla del ordenados
desde la vista del microscopio atémico; (g) Ubicacion del cantiléver en el piezo eléctrico; (h) Detalle del tipo de

cantiléver a usar.
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Apeéndice C. Estructuras Quimicas de los Compuestos

A continuacidn, se presentan las estructuras quimicas de los compuestos utilizados en este

trabajo de investigacion

a) Glicoesfingolipido 2 (GSL2)
b) Glicoesfingolipido 4 (GSL4)
¢) D-1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC)

d) Colesterol (COL)

Figura 23

Estructura quimica de compuestos quimicos usados
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Nota: Estructura quimica de (a)GSL2 ;(b) GSL4; (c)DPPC; (d)COL
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Apéndice D. Microscopio de Angulo Brewster (BAM)

Para el estudio de la morfologia de la monocapa, el laboratorio del grupo de investigacion
Platén de la Universidad de Zaragoza cuenta con una KSV NIMA a la que se puede incorporar un
microscopio de Angulo Brewster (BAM) para poder visualizar la morfologia de la monocapa. El
equipo se compone de un laser rojo con una potencia de 50 mW y una longitud de onda de 659 nm.
Cuenta con una camara CCD controlada por un ordenador con una resolucion de 640 x 480 pixeles.
Este dispositivo cuenta con un ajuste vertical motorizado de alta precision y una resolucion lateral

del sistema optico en el plano de la superficie acuosa de 12 um (Ballesteros Rueda, 2012).

Figura 24

Cuba KSV NIMA con BAM.incorporado

Nota: Cuba KSV NIMA con BAM.incorporado (a) Sensor del espectrometro de reflexion UV—Vis; (b) Detalle de la
balanza de Wilhelmy; (c) Bafio termostatico. Cuba KSV NIMA BAM (a) Sensor del espectrometro de reflexion UV—
vis; (b) Detalle de la balanza de Wilhelmy; (c) Bafio termostatico. Adaptado de Ensamblaje de moléculas orgénicas
altamente conjugadas con potenciales aplicaciones en electronica molecular, por L. Ballesteros, 2012. Doctoral
dissertation, Universidad de Zaragoza.
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La cuba KSV NIMA con BAM incorporado (figura 24) posee un recipiente de teflon de
dimensiones 100 x 720 mm?, dos barreras de compresion y no posee brazo para transferencias. En
esta cuba ademas de obtener la isotermas de compresion se pueden determinar isotermas de
potencial superficial y obtener espectros de reflexion UV-Vis de la monocapa durante el proceso
de compresion. La media de la presion superficial se realiza también con el método de la balanza
de Wilhelmy, utilizando un papel de filtro de dimensiones 10 x 25 mm?2. La balanza de Wilhelmy
se encuentra sitda en el centro de la cuba. Siendo la misma zona donde se registran los espectros
de reflexién UV-vis. El software del equipo ha sido proporcionado por la casa comercial KSV
NIMA Biolin Scientific y permite registrar simultaneamente isotermas y un software adicional,
que contiene un programa escrito por miembros del grupo Platon en el que se registra los resultados

procedentes de la reflexién UV-vis de forma automatizada (Biolin Scientific, 2010).
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Apéndice E. Cuba KSV NIMA

Para el proceso de experimentacion de este trabajo de grado, el laboratorio del grupo de
investigacion Platon de la Universidad de Zaragoza cuenta con la cuba de tipo comercial KSV
NIMA modelo 2003 controlada por computadora (KSV Instruments Ltd., Finlandia) equipada con

dos barreras simétricas y una electro balanza con placa Wilhelmy.

En la figura 25 se muestra la fotografia del equipo KSV NIMA. La cuba contiene un
recipiente de teflon de dimensiones de 580 x 145 mm? con profundidad de 4 mm, excepto la zona
del pozo de transferencia que tiene una mayor profundidad y esta situada en la parte céntrica del

recipiente de teflon, ademas posee dos barreras de compresion de teflon y un brazo de transferencia.

Este tipo de cuba se encuentra dentro de una cabina especialmente disefiada para evitar la
contaminacion por particulas de polvo en el ambiente y esta apoyada sobre una mesa que amortigua

las vibraciones.

Figura 25

Cuba KSV NIMA modelo 2003
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En esta cuba es posible la realizacion y registro de las isotermas de presion superficial-area
molecular (r — A) y la transferencia de las peliculas de Langmuir a sustratos sélidos. Para la
determinacion de la presion superficial se hace uso del método de la placa de Wilhelmy, el sensor
en este caso es un papel de filtro con dimensiones 10x23 mm? sumergido parcialmente en la fase
acuosa. La placa esta conectada a un sensor magnético (figura 26.a), que es previamente calibrado,
para que cuando se haya hecho la dispersion del surfactante con una micro jeringa de Hamilton no
se altere la medicidn de la presion superficial. En la realizacion de las transferencias a sustratos
solidos el sistema presenta un brazo de transferencia donde en la parte inferior tiene una pinza la

cual funciona como soporte para el sustrato sélido (figura 26.b).

Figura 26

Detalles Cuba KSV NIMA 2003

Nota: (a) Balanza de Wilhelmy para la medida de la presion superficial en la interfase aire-agua. (b) Brazo de

transferencia que contiene una pinza que sujeta el sustrato sélido. (c) Pozo de transferencia.
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De manera similar las barreras de compresion de teflén y el brazo de transferencia constan
de un motor encargado de accionar el desplazamiento vertical del brazo de transferencia y
horizontal de las barreras de compresion. La velocidad de transferencia y el nimero de
transferencias son programados y controlados por un software instalado en el ordenador. El
software (figura 27) permite la accion de la cuba desde la activacion de las barreras de compresion
hasta el brazo de transferencia, este es proporcionado por la casa comercial KSV NIMA LB
Software de Biolin Scientific que permite llevar un registro de las isotermas (r — A). Este software
permite la recoleccion de datos experimentales para los analisis respectivos y la visualizacion en

tiempo real conforme se vayan comprimiendo las barreras y formando la monocapa.

Para mayor informacion sobre los detalles de instalacion y configuracién del software, en
la referencia (Biolin Scientific, 2004) se encuentra el manual de instalacion en el cual se explica
con mas profundidad el funcionamiento y activacion del mismo. NIMA Technology, Langmuir

Blodgett troughs, operating manual 6th Edition, 2004.

Figura 27

Software KSV NIMA LB
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Nota: Software KSV NIMA LB (a) The Device Server, men0 principal de la KSV NIMA LB software; (b) Opcién

para isotermas de Langmuir; (c) Opcidn para transferencias; (d) Unidad de interfase (LayerBuilder)
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Apéndice F. Limpieza de la Cuba KSV NIMA

Para la elaboracion de monocapas de Langmuir y peliculas Langmuir Blodgett es
indispensable previa limpieza de la cuba, se requiere el uso de guantes de latex para minimizar la
contaminacion debida a la grasa de la piel del investigador que podria contaminar el equipo. La
limpieza se debe efectuar sobre todo el area del teflon y las barreras contenedoras que regulan la
tension superficial del agua (Patterson et al., 2014), se desarrolla empleando papel Optico
impregnado de acetona y cloroformo para remover residuos y muestras de contaminacién (Pérez
Mayen, 2010). El primer proceso de limpieza es con acetona ya que esta tiene la capacidad de
retirar pequefas cantidades de agua que hayan quedado en el tefl6n, ademas de que es menos volatil
que el cloroformo permite la adhesion de polvo y pequefias particulas sélidas existentes en el teflon
(Pérez Mayen, 2010), se deja reposar 15 minutos para que se evapore la acetona completamente.
Posteriormente se limpia con papel 6ptico impregnado con cloroformo (Pérez Mayen, 2010), este
al ser miscible con la acetona permite retirar los restos de esta y al ser un solvente organico apolar
proporciona un caracter mas hidrofobo al teflon. Se deja evaporar durante 15 minutos. A
continuacion, se realizan tres lavados con agua ultra pura, filtrada y purificada (agua Milli-Q),
Ilenando la cuba hasta la altura de los bordes y succionando la superficie del agua con una trompa
de vacio para eliminar los contaminantes (Biolin Scientific, 2004), terminados los lavados se llena
nuevamente la cuba y se verifica el nivel del agua, el objetivo es que esté al mismo nivel que los
bordes del canal, ya que si el nivel es demasiado bajo, el surfactante podria deslizarse debajo de la
barrera y si el nivel es demasiado alto, el surfactante podria derramarse. Para corroborar que la
limpieza se haya hecho de manera correcta se registra una curva de presion superficial versus area
para el agua (sin dispersar ningun surfactante), si al comprimir las barreras la presién superficial

se mantiene por debajo de 0,3 mN -m™! indica que la cuba esta limpia (Biolin Scientific, 2004),
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un cambio mayor muestra la presencia de tensioactivos, ya que en el caso del agua Milli Q, la
presion superficial no cambia cuando se comprimen las barreras. La presion superficial es medida
mediante una balanza de Wilhelmy; en nuestro caso la placa Wilhelmy fue papel de filtro comercial

y ya cortado de 10,3 mm de ancho.
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Apéndice G. Marcas sobre la mica

Las marcas sobre las micas se realizan mediante deposicion fisica de vapor (PVD). La
resistencia de tungsteno del Electron Beam Power Supply se calienta cerca a los 1000°C lo que
genera extraccion y aceleracion de electrones del material que se desea depositar. El haz de
electrones se redirige por la accién de un campo magnético generado por un par de imanes hacia
la caverna donde la mica esta sujeta a la parte superior con cinta kapton que a su vez mantiene
inmovilizadas un par de membranas de Si; N, y Si que previamente han sido perforadas mediante
Focused lon Beam (FIB) con el propdsito de crear una plantilla con el tamafio de las marcas
deseadas. Las marcas se realizan con cromo y cobre, se depositan inicialmente 5 nm de cromo,
dada su buena adherencia a la mica este actuard como pegamento del cobre, del cual se depositaran

50 nm de material.

Figura 28

Esquema de micas marcadas por PVD
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Nota: (a) membranas ubicadas sobre la mica; (b) plastico de proteccidn de la mica; (c) mica preparada para PVD; (d)

mica con las marcas hechas

Figura 29

Mica marcada
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Nota: (a) Imagen AFM lado derecho de la mica marcada; (b)Imagen AFM lado derecho de la mica marcada en tres

dimensiones; (c) Mica marcada; (d) Seccion transversal correspondiente al lado derecha de la mica marcada
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Apéndice H. Reflectancia Total Atenuada (ATR)

La espectroscopia de infrarrojo es una técnica quimica analitica que permite obtencién de
un espectro infrarrojo de absorcion o emision que proporciona un espectro de reflexion, por el cual
es posible realizar una identificacion del tipo de enlaces y grupos funcionales de los materiales
presentes en la muestra. Para la obtencidn de estos espectros se tienen tres técnicas de medida las
cuales son: Transmision, Reflexién y modo ATR (Attenuated Total Reflection), donde este Gltimo
es un modo de muestreo en que un haz IR se proyecta en un cristal ATR transmisor, épticamente
denso y con un alto indice de refraccion en cierto angulo, haciendo que el haz se refleje
internamente formando una onda evanescente sobre la superficie del mismo y de esta forma
penetrar en la muestra. La energia de la onda evanescente es absorbida y la radiacién reflejada (con
la informacion quimica de la muestra) es conducida al detector. Esta onda se extiende a la muestra
gue se mantiene en contacto intimo con el cristal, registrandose asi el espectro de infrarrojo

(Gonzales Rodriguez, 2020).

Para los experimentos de espectroscopia de infrarrojo el Instituto de Nanociencia de Aragon
cuenta con un Espectrémetro de Infrarrojo por Transformada de Fourier modelo Tensor 27, Bruker,
con una fuente MIR y con el accesorio de ATR modelo Platinum ATR, Bruker con cristal de
diamante. Con el cual se puede obtener espectros en la region del infrarrojo entre 4000 cm™! y 400

cm™ L,
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Apéndice I. Hipertermia

Los experimentos de hipertermia han sido realizados con un equipo DM100 series
Applicator for calorimetry (DM1) de nB nanoScale Biomagnetics Company, conjunto con el
software integrado de nB, MANIAC v1.0, que se encuentra en el Instituto de Nanociencia de
Arag6n que permite al usuario ejecutar y programar pruebas de calentamiento por induccion, asi
como monitorear y analizar los resultados de dichas pruebas. Este equipo cuenta con una capacidad
méaxima de frecuencia de 850 KHz y una intensidad de campo magnético méaxima de 350 Gauss, y
en rango de temperatura cuenta con funcionamiento normal de 5-40 °C, potencia maxima de 5-30
°C y almacenamiento de -20 - 70°C, maneja una humedad de 20-80% Yy sus dimensiones 415 x 712

x 285 mm? (Serie DM 100 | NB Biomagnetismo Nanoescala, n.d.).
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Apendice J. Isotermas de las soluciones segin BAM

Figura 30

Isoterma glicoesfingolipido 2 con imagenes de BAM
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Nota: Isoterma de presién versus area por molécula del glicoesfingolipido 2 (GSL2) con sus respetivas imagenes de

BAM a diferentes presiones.
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Figura 31

Isoterma glicoesfingolipido 4 con im&genes de BAM
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Nota: Isoterma de presién versus area por molécula del glicoesfingolipido 4 (GSL4) con sus respetivas imagenes de

BAM a diferentes presiones.
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Figura 32
Isoterma DPPC con imégenes de BAM
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Nota: Isoterma de presion versus area por molécula de D-1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) con sus

respetivas imagenes de BAM a diferentes presiones.
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Figura 33

Isoterma COL con imégenes de BAM
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Nota: Isoterma de presion versus area por molécula de colesterol (COL) con sus respetivas imagenes de BAM a

diferentes presiones.
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Apéndice K. Cambios en las alturas de MNPs sobre membrana fabricada

Tabla 1

74

Cambios de altura de MNPs sobre pelicula de GSL4-COL-DPPC, con exposicion de 15 minutos continuos de AMF

SIN HIPERTERMIA

CON HIPERTERMIA

Diferencia
Altura Altura Altura Altura Altura Altura
N° NPs ) o ) o alturas NPs / Agregado Diferencia
méaxima  superficie NPs méaxima  superficie NPs Antes  Después

(nm) alturas

(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
1 16,00 2,078 13,922 15,03 2,029 13,001 0,921 NPs 1 13,922 13,001 0,921
2 16,79 2,036 14,754 15,16 2,029 13,131 1,623 NPs 1 14754 13,131 1,623
3 16,23 2,046 14,184 15,96 2,029 13,931 0,253 NPs 1 14,184 13,931 0,253
4 14,52 2,003 12,517 14,6 2,029 12,571 -0,054 NPs 0 0,000 0 0,000
5 18,62 2,053 16,567 18,03 2,029 16,001 0,566 Agregado 0 0,000 0 0,000
8 16,69 2,068 14,622 16,2 2,029 14,171 0,451 NPs 1 14,622 14,171 0,451
9 33,31 2,034 31,276 21,88 2,029 19,851 11,425 Agregado 0 0,000 0 0,000
10 18,38 2,047 16,333 18,79 2,029 16,761 -0,428 Agregado 0 0,000 0 0,000
11 13,74 2,033 11,707 12,6 2,029 10,571 1,136 NPs 1 11,707 10,571 1,136
12 17,05 2,065 14,985 16,28 2,029 14,251 0,734 NPs 1 14,985 14,251 0,734
13 16,91 2,071 14,839 16,47 2,029 14,441 0,398 NPs 1 14,839 14,441 0,398
14 13,41 2,090 11,320 13,88 2,029 11,851 -0,531 NPs 0 0,000 0 0,000
15 15,41 2,090 13,320 14,9 2,029 12,871 0,449 NPs 1 13,320 12,871 0,449
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16 15,88 2,098 13,782 15,24 2,029 13,211 0,571 NPs 1 13,782 13,211 0,571
17 15,90 2,071 13,829 15,9 2,029 13,871 -0,042 NPs 0 0,000 0 0,000
19 12,74 2,114 10,626 12,63 2,029 10,601 0,025 NPs 1 10,626 10,601 0,025
20 14,42 2,098 12,322 12,92 2,029 10,891 1,431 NPs 1 12,322 10,891 1,431
21 13,82 2,052 11,768 13,97 2,029 11,941 -0,173 NPs 0 0,000 0 0,000
22 29,40 2,052 27,348 18,55 2,029 16,521 10,827 Agregado 0 0,000 0 0,000
23 15,47 2,113 13,357 15,21 2,029 13,181 0,176 NPs 1 13,357 13,181 0,176
24 16,45 2,125 14,326 12,96 2,029 10,931 3,395 NPs 1 14,326 10,931 3,395
25 14,42 2,098 12,322 13,76 2,029 11,731 0,591 NPs 1 12322 11,731 0,591
26 15,23 2,098 13,132 13,32 2,029 11,291 1,841 NPs 1 13132 11,291 1,841
27 13,58 2,098 11,482 11,89 2,029 9,861 1,621 NPs 1 11,482 9,861 1,621
28 14,42 2,052 12,368 12,47 2,029 10,441 1,927 NPs 1 12,368 10,441 1,927
29 46,24 1,943 44,297 22,51 2,029 20,481 23,816 Agregado 0 0,000 0 0,000
30 16,86 1,943 14,917 16,06 2,029 14,031 0,886 NPs 1 14917 14,031 0,886
31 17,97 1,868 16,102 17,6 2,029 15,571 0,531 Agregado 0 0,000 0 0,000
32 17,13 2,011 15,119 17,02 2,029 14,991 0,128 Agregado 0 0,000 0 0,000
33 14,01 1,868 12,142 12,15 2,029 10,121 2,021 NPs 1 12,142 10,121 2,021
34 14,29 1,838 12,452 12,58 2,029 10,551 1,901 NPs 1 12,452 10,551 1,901
35 14,51 2,216 12,294 13,73 2,029 11,701 0,593 NPs 1 12,294 11,701 0,593
36 17,78 2,101 15,679 16,83 2,029 14,801 0,878 Agregado 0 0,000 0 0,000
37 16,90 2,101 14,799 16,51 2,029 14,481 0,318 NPs 1 14,799 14,481 0,318
38 12,84 1,937 10,903 11,99 2,029 9,961 0,942 NPs 1 10,903 9,961 0,942
39 17,02 1,892 15,129 15,8 2,029 13,771 1,358 Agregado 0 0,000 0 0,000
40 15,99 1,892 14,099 14,86 2,029 12,831 1,268 NPs 1 14,099 12,831 1,268
41 13,81 1,937 11,873 12,44 2,029 10,411 1,462 NPs 1 11,873 10,411 1,462
42 27,31 1,937 25,373 25,47 2,029 23,441 1,932 Agregado 0 0,000 0 0,000
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43 14,37 1,892 12,479 14,15 2,029 12,121 0,357 NPs 1 12,479 12,121 0,357
44 16,90 2,101 14,799 15,78 2,029 13,751 1,048 NPs 1 14,799 13,751 1,048
45 13,43 2,216 11,214 12,88 2,029 10,851 0,363 NPs 1 11,214 10,851 0,363
46 17,41 2,216 15,194 16,62 2,029 14,591 0,603 Agregado 0 0,000 0 0,000
47 20,02 2,216 17,804 18,1 2,029 16,071 1,733 Agregado 0 0,000 0 0,000
48 27,22 2,194 25,026 24,75 2,029 22,721 2,305 Agregado 0 0,000 0 0,000
49 14,11 2,194 11,916 13,18 2,029 11,151 0,765 NPs 1 11,916 11,151 0,765
50 15,81 2,101 13,709 15,43 2,029 13,401 0,308 NPs 1 13,709 13,401 0,308
51 15,33 2,194 13,136 15,14 2,029 13,111 0,025 NPs 1 13,136 13,111 0,025
52 15,60 2,247 13,353 15,06 2,029 13,031 0,322 NPs 1 13,353 13,031 0,322
53 17,25 2,168 15,082 15,79 2,029 13,761 1,321 Agregado 0 0,000 0 0,000
54 13,85 2,054 11,796 11,73 2,029 9,701 2,095 NPs 1 11,796 9,701 2,095
55 15,44 2,153 13,287 13,91 2,029 11,881 1,406 NPs 1 13,287 11,881 1,406
56 17,52 1,881 15,639 16,52 2,029 14,491 1,148 Agregado 0 0,000 0 0,000
57 46,73 2,153 44,577 17,79 2,029 15,761 28,816 Agregado 0 0,000 0 0,000
58 17,79 1,997 15,793 17,18 2,029 15,151 0,642 Agregado 0 0,000 0 0,000
59 13,33 2,083 11,247 11,52 2,029 9,491 1,756 NPs 1 11,247 9,491 1,756
61 34,53 1,997 32,533 17,13 2,029 15,101 17,432 Agregado 0 0,000 0 0,000
Total de NPs 35 13,042 12,031 1,011

0,216 0,261 0,126

Nota:

Se consideran como agregados las MNPs que tengan altura mayor de 15nm.

No se tienen en cuenta los cambios de altura negativos, estos valores se atribuyen a errores de la toma de la imagen mediante el AFM.

(0) indica un agregado o cambios de altura negativos, (1) indica nanoparticula
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Tabla 2

77

Cambios de altura de MNPs sobre pelicula de GSL4-COL-DPPC, con exposicion de 30 minutos continuos de AMF

SIN HIPERTERMIA

CON HIPERTERMIA

N° NPs Altura Altura Altura Altura Altura Altura Diferencia NPs / Agregado Diferencia
maxima  superficie NPs méxima  superficie NPs altures Antes  Después alturas
11 16,39 2,0909 14,299 16,050 1,255 14,795 -0,496 Agregado 0 0 0 0
13 5,17 1,7517 3,415 4,718 1,3034 3,415 0,001 NPs 1 34153 3,4146 0,0007
14 7,04 1,5189 5,516 6,469 1,2776 5,191 0,325 NPs 1 55161 5,1914 0,3247
15 14,71 1,4063 13,304 14,410 1,1726 13,237 0,066 NPs 1 13,3037 13,2374 0,0663
16 3,99 1,4498 2,536 3,969 1,2291 2,740 -0,204 - 0 0 0 0
17 4,85 1,9163 2,936 4,303 1,4706 2,832 0,103 NPs 1 29357 2,8324 0,1033
18 4,10 1,7723 2,325 3,482 1,2830 2,199 0,126 NPs 12,3247 2,199 0,1257
19 14,80 1,9364 12,864 14,290 1,4495 12,841 0,023 NPs 1 12,8636 12,8405 0,0231
20 7,35 2,0700 5,284 7,013 1,5973 5,416 -0,132 - 0 0 0 0
21 4,86 1,7696 3,086 1,958 1,1834 0,775 2,312 NPs 1 3,0864 0,7746 2,3118
22 4,62 1,8786 2,740 2,111 1,2940 0,817 1,923 NPs 1 27404 0,817 1,9234
24 5,34 1,8455 3,495 4,545 1,2135 3,332 0,163 NPs 13,4945 3,3315 0,163
25 4,72 2,2697 2,454 3,749 1,4584 2,291 0,164 NPs 1 2,4543 2,2906 0,1637
26 4,86 2,0196 2,839 4,237 1,3215 2,916 -0,076 - 0 0 0 0
27 3,67 2,1245 1,550 2,974 1,3000 1,674 -0,125 - 0 0 0 0
28 5,41 1,9742 3,439 4,391 1,5825 2,809 0,630 NPs 1 34388  2,8085 0,6303
29 4,50 1,8101 2,687 3,287 1,2256 2,061 0,626 NPs 1 26869 2,0614 0,6255
30 3,70 1,8921 1,808 2,901 1,2868 1,614 0,194 NPs 1 1,8079 1,6142 0,1937
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31 3,97 1,9565 2,017 2,763 1,2095 1,554 0,463 NPs 1 20165 1,5535 0,463
32 4,69 2,0421 2,648 3,528 1,2487 2,279 0,369 NPs 1 26479 2,2793 0,3686
33 5,50 2,1245 3,374 5,147 1,2853 3,862 -0,488 - 0 0 0 0
34 4,09 2,4265 1,659 3,385 1,6811 1,704 -0,045 - 0 0 0 0
35 4,90 1,9791 2,920 6,062 1,1519 4,910 -1,990 - 0 0 0 0
36 3,86 1,7846 2,074 3,276 1,7235 1,553 0,522 NPs 1 20744 1,5525 0,5219
37 3,48 1,8153 1,660 2,515 1,1726 1,342 0,317 NPs 11,6597 1,3424 0,3173
38 3,84 1,8153 2,029 2,867 1,1661 1,701 0,328 NPs 1 20287 1,700862 0,327838
39 8,38 1,7176 6,659 8,483 1,2194 7,264 -0,604 - 0 0 0 0
40 4,20 2,2672 1,929 3,112 1,1826 1,929 -0,001 - 0 0 0 0
41 4,64 2,2190 2,419 3,860 1,3027 2,557 -0,138 - 0 0 0 0
42 3,75 1,8333 1,913 2,938 1,1800 1,758 0,155 NPs 1 19127 1,758 0,1547
43 4,90 1,8333 3,066 4,052 1,1800 2,872 0,194 NPs 13,0657 2,872 0,1937
44 3,78 2,0640 1,719 3,016 1,2475 1,769 -0,050 - 0 0 0 0
45 3,53 1,8153 1,711 3,096 1,3645 1,732 -0,021 - 0 0 0 0
47 5,28 1,9885 3,287 5,234 1,2272 4,007 -0,720 - 0 0 0 0
48 4,37 1,9450 2,424 2,972 1,2177 1,754 0,670 NPs 1 2,424 1,7543 0,6697
49 4,37 2,1814 2,189 2,616 1,3507 1,265 0,923 NPs 1 21886 1,2653 0,9233
50 3,82 2,0310 1,790 2,922 1,2258 1,696 0,094 NPs 1 1,79 1,6962 0,0938
51 6,78 2,0126 4,767 5,712 1,1835 4,529 0,239 NPs 1 47674 45285 0,2389
54 3,86 2,3707 1,490 3,095 1,2725 1,823 -0,332 - 0 0 0 0
55 4,50 2,1331 2,363 3,094 1,2243 1,870 0,493 NPs 1 23629 1,8697 0,4932
56 3,55 1,9105 1,636 2,742 1,2336 1,508 0,127 NPs 1 16355 1,5084 0,1271
57 4,56 2,1387 2,423 3,332 1,3045 2,028 0,396 NPs 1 24233 2,0275 0,3958
58 6,40 2,0486 4,351 2,286 1,2661 1,020 3,332 NPs 1 43514 1,0199 3,3315
59 3,87 2,1450 1,724 2,766 1,2963 1,470 0,254 NPs 1 1,724 1,4697 0,2543
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60 4,56 2,1204 2,439 3,785 1,2501 2,535 -0,096 - 0 0 0 0
61 4,28 1,9722 2,303 3,499 1,2913 2,208 0,095 NPs 12,3028 2,2077 0,0951
62 3,44 1,8534 1,586 2,978 1,3125 1,666 -0,080 - 0 0 0 0
63 4,73 1,9722 2,762 3,946 1,2963 2,650 0,112 NPs 1 27618 2,6497 0,1121
64 4,36 1,9722 2,383 3,094 1,2963 1,798 0,585 NPs 1 2,3828 1,7977 0,5851
65 6,73 2,3859 4,348 5,677 1,2838 4,393 -0,045 - 0 0 0 0
66 5,75 2,0690 3,676 4,577 1,2332 3,344 0,332 NPs 1 3,676 3,3438 0,3322
67 4,10 1,9722 2,130 3,377 1,2963 2,081 0,049 NPs 1 21298 2,0807 0,0491
68 3,76 1,9722 1,785 3,081 1,2963 1,785 0,000 NPs 1 17848  1,7847 0,0001
69 4,36 1,9722 2,383 2,805 1,2963 1,509 0,874 NPs 1 23828  1,5087 0,8741
70 4,58 1,9722 2,607 3,705 1,2963 2,409 0,198 NPs 1 26068  2,4087 0,1981
71 15,28 2,036 13,244 2,73 1,525 1,205 12,039 NPs 1 13,2443 1,205 12,0393
72 15,82 2,036 13,784 3,627 1,525 2,102 11,682 NPs 1 13,7843 2,102 11,6823
Total de NPS 29 3,7486  2,6846 1,0640
0,5340 0,4117 0,4025
Nota:

Se consideran como agregados las MNPs que tengan altura mayor de 15nm.

No se tienen en cuenta los cambios de altura negativos, estos valores se atribuyen a errores de la toma de la imagen mediante el AFM.

(0) indica un agregado o cambios de altura negativos, (1) indica nanoparticula
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Apéndice L. Imagenes de AFM de mezclas ternarias con MNPs

Figura 34

Comparacion de pelicula de GSL4-DPPC-COL transferidaa 25 mN -m™!

15,0 nm

0,0

4,0 nm

Nota: Comparacion de pelicula de GSL4-DPPC-COL antes y después de incubar MNPs sin alquino (a y b) sin

tratamiento alguno; (c y d) después de incubar nanoparticulas funcionalizadas sin alquino.
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Figura 35

Comparacion de pelicula de GSL2-DPPC-COL transferidaa 25 mN -m™!

Nota: Comparacion de pelicula de GSL2-DPPC-COL antes y después de incubar MNPs con alquino (a y b) sin

tratamiento alguno; (c y d) después de incubar nanoparticulas funcionalizadas con alquino
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Figura 36

Comparacion de pelicula de GSL2-DPPC-COL transferidaa 25 mN - m™!

5,0 nm

0,0

Nota: Comparacion de pelicula de GSL2-DPPC-COL antes y después de incubar MNPs sin alquino (a y b) sin

tratamiento alguno; (c y d) después de incubar nanoparticulas funcionalizadas sin alquino
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Apéndice M. Tablas de Rangos de longitud de onda de grupos funcionales

Tabla 3

Rangos de longitud de onda de grupos funcionales Alquino

Table 4.1 Alkyne C=C stretching vibrations

Region Intensity

Functional Groups cem™! pm IR Raman Comments
Maonosubstituted alkynes, —~-C=CH 2150-2100 4.65-4.76 w—m s P See ref. 2. Vapour phase higher: 2165-2135cm™!
Disubstituted alkynes 2260-2190 4.43-4.57 ¥ 5, P Intensity decreases as symmetry of molecule increases,
R-C=CR’ 22402190 4.46-4.57 m-w s Also medium intensity band at 2325-2285cm™!
Conjugated alkynes (see comments) 2270-2200 44]-4.55 m s p Conjugated with C=C, C=C

2125-2035 4.71-4.91 w ]
Conjugated alkynes {see comments) ~2250 ol 43 H s Conjugated with COOH or COOR
CH:X-C=CH, X = halogen 2135-2125 4.68-4.71 m 8
-C=C-Cl 2270-2190 4.41-4.56 m 8, p Strong band due to C—Cl sir 760-430cm—"
-C=C-Br 22502150 4.44-4.65 m 5 p Strong band due to C-Br str 690-350cm™"
-C=C-1 2220-2120 450-4.72 m s, p C-1 str 660-310cm™
M-C=C-H, M=P, As, 5b, Ge, 8n, SiH, 2055-2015 4.87-4.96 w—m 5. P
M~C=C-CHs, (M as above} 2200-2170 455-4.61 H 5. p

Nota: Tabla 4.1 Rangos de longitud de onda de grupos funcionales Alquinos. Adaptado de Infrared and Raman

characteristic group frequencies. Tables and charts (p.84), por G. Socrates, 2001. In JOHN WILEY & SONS, LTD.
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Tabla 4

Rangos de longitud de onda de grupos funcionales Hidroxilos

Table 6.1 Hydroxyl growp O-H sieeiching vibrations

Region Incensity

Functional Groups cm™" pm IR Ratman Comments

Free O-H HiT0= 3330 2.73-2.80 v W sh, OH sir

I—h'dr%cn-bnndcd O-H {intermolecular), 3550-3230 282310 m-5 w Usually broad bu may be sharp. frequency is

=—0=H H“‘g" H-.._O,. H. concentration-dependent
k—o— | | |
[dimer] [palymer]
Hydrogen-bonded O=-H 35903400 2.79-2.94 v w Usually sharp, frequency is concentration-independenl
{imramolecular),H._ H.
0 [n}
S
Chelaled O-H, o H"D 32010=-2500 313=-4.00 v w Usually broad, frequency concentration-independent
I3 1

~OD 27B0=2400 3.aD=4.17 v w O-D sir

OH of enol form of g-diketones 2T00=2500 3T71-4.00 v w br, chelated OH

Inramelecular-bonded arthe-phenols IO 2506} 3.13-4.00 m w Free phenols ~3610cm™"

Carboxylic acids, —COOH 300500 3.03-4.00 w—m w br, 3—H str, hydrogen-bonded, sometimes number of
weik bands in region 2700=2500cm~', Band is
concenirion-dependan

OH of waler of crysiallization 36H00—3 100 2 TR_323 w w In solid-state specira

1630 1600 6.13-6.25 m w def
OH of waer in dilule solulion ~-3760 266 w-m w Tn non-polar solvents
Free oximes, 3033570 2TE-2 79 w—m w sh
/C=N—0H

Oximes, hydrogen-honded 3300-3150 303-3.17 m w br

Free hydroperonides, —0—0-H 35603530  2382-283  m w

Peracids, —-CO=-0-0H ~J2B0 ~3.05 m w

Tropolones ~3100 ~3.23 w—m w

Phosphoros acids, « 410 27002560 330-3.91 m w br

Y
“ “on

Nota: Tabla 6.1 Rangos de longitud de onda de grupos funcionales Hidroxilos. Adaptado de Infrared and Raman

characteristic group frequencies. Tables and charts (p.95), por G. Socrates, 2001. In JOHN WILEY & SONS, LTD.
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Tabla5

Rangos de longitud de onda de grupos funcionales Azida

Tuble 5.2 {eowrinued)

Begion Iniznsiy
Functional Groups cm™! pm Ik Raman Commenis
Alkyl selenecyanates, —SeCN ~1150 ~4 65 3 5P
545520 18351923 m—E 5 Se—CN =ir
420400 23.81-25.00 w
3a5-360 27.359-2774 w
Amomatic selendsyanates, —SeCN ~216( ~4.63 5 B P =h
44— 2K 23 E1-25.00 w
~350 ~28.57 w 50N bending vib
Alkyl istsclenocyanates 2185=2100 4.58-4.76 % ]
560300 17K - X0 m-s 3
Aroinatic isoselenocyanates 2200=2000 4,555} 2 E x, diwblet
Arles =N=N=—=N 2170 = 2080 4.61-4.5] Vi=§ m—-% P asym sir {mlehmnﬁ o dovhlet) —CO-N;-,
~2150em=")
13451175 T.43-8.51 m-w P sy sir
Meial azides and axide ion H80=410 14,71 =24.29 w N=N=N bending vib
Arid azides and mitro-aromatic azides 2d0= 2170 4464 61 & m—8 gy Ne=N=N sty
2155-2140 4.64-4.67 3 5 sym NecN=N gir
17101600 585-5072 3} =il =0 sor for acid azides
1 2601235 T44-8.10 m 5 sym N=N=N sir
Diazo compoundds >C-N*=N‘ H050-2000 4.88-5.00 vs ¥ be, asym sir TN
1390k= 1334} T1%-752 ] m-& sym str CNN
Diazoketones and dianceslers, 20751050 4824 88 5 m—§ (Eewones: C=0b str, 1650—1600cm~" and strong bund,
~C0-C=N*=N" §300= 1330 em! = may be doublet; alkylkeloncs:
C=C sir, ~1645cm=Ty
Diazemium salt, Ar-N=N*X- 2300-2230 4.35-4 62 m=3 n-% N=N sir, s refi: 31 and 32
Ketenes, . - 2080 4.45-4.81 m-5 ¥ often fownd near 2 150 cm!
!C—C—O
1130 ~B.B5 v M=% p sy CoCem0 uy, Range 1420-L120cm™" penally s—m
{Aromarics: IR miensity w, Raman 5, pb,
RiSiCH=C=0 2115-2085 4.73-4.80 § w asym C=C=—0 air
12951265 17790 W ] sym C={=0) g7
Kenmimines, ~ 2170-2060 4.61-500 H ¥ azym C=C=N sir
rC—C—N—
~1235 ~E. 1 m H sym C=C=N sr
11901080 BA0-936 5 COCH sir
Aliphatic Carbedi-imines 2155=2130 4,64 -4.70 vi w asym N=C=N sir, see ref. 33
B-N=C=K-R
| 4442 6,55 L 5D sym M=C=N slr
Aryl carbodi-imines Ar-H=C=N-As H45-2135 466 -4 68 e m—s, p C=M otr doutdad due v Fermi resonunce band af
} ~2L10cm™" usually being the sronger
HI5-21058 4.71-4.75 wE m-5. p
Thionylamines =N=$=0 | 3001230 T.69-8.13 ¥ sp NSO amym it
| | B0—1100 BA3-909 ¥ 5 MSCH sym sir

Nota: Tabla 5.2 Rangos de longitud de onda de grupos funcionales Azida. Adaptado de Infrared and Raman

characteristic group frequencies. Tables and charts (p.92), por G. Socrates, 2001. In JOHN WILEY & SONS, LTD.



