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Resumen

Titulo: Estudio de sistemas membranales por Langmuir-Blodgett y Langmuir-Schaefer e

incorporacion de nanoparticulas magnéticas”
Autor: Sebastian Gaviria Martinez, Daniel Ignacio Sanchez Hernandez™

Palabras Clave: Membrana Celular, Nanoparticulas Magnéticas, Langmuir-Blodgett, Langmuir-
Schaefer, Microscopia de Fuerza Atdémica, Microbalanza de Cuarzo, Click Bioortogonal,

Espectroscopia de Infrarrojo.

Descripcion: En los Gltimos afios, los tratamientos convencionales contra el cancer ocasionan
efectos colaterales que repercuten en la vida del paciente. La terapia génica es una alternativa de
alto interés en el area clinica para evitar tratamientos invasivos; sin embargo, el sistema de entrega
no viral a través de la membrana celular presenta inconvenientes debido a la baja eficiencia de
transfeccion al no lograr generar poros de tamafio adecuado Yy al tratarse de sistemas dinamicos y
complejos que dificultan su estudio in vivo. Por lo tanto, es necesaria la fabricacién de membranas
celulares miméticas que permitan el estudio y control de sus componentes. En este trabajo de grado
se fabricaron peliculas de Langmuir-Blodgett y Langmuir-Schaefer simulando membranas
biol6gicas a partir de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatocolina (DPPC), colesterol (COL),
glicoesfingolipido 1 (GSL1) y glicoesfingolipido 3 (GSL3) 10“*M para depositar nanoparticulas
magnéticas (MNPs) de oOxido de hierro funcionalizadas con polietilenglicol (PEG) y
dibenzociclooctino (DBCO) mediante autoensamblaje con el fin de lograr una reaccién quimica
click bioortogonal. La caracterizacion de los procesos de fabricacion de peliculas de Langmuir y
deposicion de MNPs se realizé usando microscopia de fuerza atobmica (AFM), microbalanza de
cuarzo (QCM) y espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR-ATR), de esta
manera se busca evaluar la interaccion MNPs/membrana y evidenciar los cambios en las
membranas modeladas. Los resultados mostraron modelos de membranas celulares con alturas
promedio entre 8 - 9 nm, de los cuales = 5 - 6 nm corresponden a la bicapa del DPPC-COL y =
3 -4 nmde los GSL, mientras se evidencio que implementar MNPs funcionalizadas con DBCO y
PEG generaban una organizacion poco homogénea sobre la superficie de la membrana.
Finalmente, este trabajo proporciona informacion util sobre la formacion y simulacion de
membranas lipidicas soportadas de DPPC+COL+GSL; aunque deja el interrogante sobre la
selectividad del proceso de deposicion con las MNPs.

“Trabajo de grado

“Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora: Luz Marina Ballesteros Rueda,
Ingeniera Quimica, MSc, Ph.D. Codirectora: Pilar Cea Mingueza, Doctora en Ciencias. Tutor: Johan Camilo Herrera
Tarazona, Ingeniero Quimico.
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Abstract

Title: Study of membrane systems by Langmuir-Blodgett and Langmuir-Schaefer and

incorporation of magnetic nanoparticles”
Authors: Sebastian Gaviria Martinez, Daniel Ignacio Sanchez Hernandez™

Keywords: Cell Membrane, Magnetic Nanoparticles, Langmuir-Blodgett, Langmuir-Schaefer,
Atomic Force Microscopy, Quartz Microbalance, Bioorthogonal Click, Infrared Spectroscopy.

Description: In recent years, conventional cancer treatments cause side effects that impact on the
patient’s life. Gene therapy is an alternative of great interest in the clinical area to avoid invasive
treatments. However, the non-viral delivery system through the cell membrane has drawbacks due
to the low transfection efficiency because it does not generate pores of adequate size and because
they are dynamic and complex systems that make it difficult to study in vivo. Therefore, it is
necessary to manufacture mimetic cell membranes that allow the study and control of their
components. In this degree work, Langmuir-Blodgett and Langmuir-Schaefer films simulating
biological membranes were made from 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine
(DPPC), cholesterol (Chol), glycosphingolipid 1(GSL 1) y glycosphingolipid 3 (GSL 3) 10 M to
deposit magnetic nanoparticles (MNPs) of iron oxide functionalized with polyethylene glycol
(PEG) and dibenzocyclooctyne (DBCO) by self-assembly to achieve a bioorthogonal click
chemical reaction. The characterization of the Langmuir film fabrication and MNPs deposition
processes was performed using atomic force microscopy (AFM), quartz microbalance (QCM), and
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR-ATR), in order to evaluate the MNPs/membrane
interaction and to evidence changes in the synthesised membranes. The result showed cell
membranes with average heights between 8 — 9 nm, of which =~ 5 — 6 nm correspond to the DPPC-
Chol bilayer and = 3 — 4 nm to the GSLs, while it was evidenced that implementing DBCO and
PEG functionalized MNPs generated an inhomogeneous organization on the membrane surface.
Finally, this work provides useful information on the formation and simulation of
DPPC+Chol+GSL supported lipid membranes; however, it leaves a question mark on the
selectivity of the deposition process with the MNPs.

“Degree work

“Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Luz Marina Ballesteros Rueda,
Chemical Engineer, MSc, Ph.D. Co-director: Pilar Cea Mingueza, Doctor of Science. Tutor: Johan Camilo Herrera
Tarazona, Chemical Engineer.
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Introduccion

En las ultimas décadas, el estudio, comportamiento y simulacion de la membrana celular
ha representado una compleja y atractiva investigacion en el marco de la nanociencia. De gran
relevancia también son las propiedades que presentan los nanomateriales y como interactdan con
la membrana celular debido a la amplia gama de aplicaciones en el campo de la salud. En la
actualidad lograr avances novedosos en tecnologia aplicable al area de la salud es motivo de interés
para la academia. Ademas, la posibilidad de usar métodos y nanomateriales ha permitido obtener
conocimientos en la simulacion de membranas biolégicas, el desarrollo de dispositivos
biomiméticos para el diagndstico, encapsulacién de medicamentos y control en la administracion
de farmacos; haciendo parte de las principales investigaciones biotecnoldgicas con fines
terapéuticos de diversas enfermedades asociadas con el trastorno de células o tejidos; es decir, el

cancer (Fitts et al., 2019; Peetla et al., 2009).

Los procedimientos convencionales del céancer - quimioterapia, radioterapia,
inmunoterapia, entre otras - generan efectos secundarios en la vida del paciente por la inadecuada
distribucion de medicamentos en el cuerpo causando anemia, alopecia, delirio, trombocitopenia, y
otras muchas (Montero et al., 2005). Durante la ultima década, la terapia génica ha representado
una alternativa para evitar tratamientos invasivos, aunque su aplicacion conlleva a una baja
eficiencia de transfeccion (Cortés C. & Ojeda G., 2020). La transfeccion se refiere a la introduccion
de ADN al interior de células eucariotas, y puede realizarse en sistemas virales y no virales
suministrando los farmacos de forma controlada y localizada (Armenta Ruiz et al., 2006). La baja
eficiencia en las metodologias de transfeccion no viral reduce el transporte de sustancias entre las

célulasy el medio, limitando las aplicaciones terapéuticas. Una opcion de aumentar la transfeccion
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no viral es mejorar las condiciones de los poros de las membranas celulares por donde se trasfiere
el material genético. Entre el 2017 — 2020 se desarroll6 el proyecto MagicCellGene; hombro a
hombro entre instituciones espafiolas y portuguesas, que tenia como objetivo utilizar
nanoparticulas magnéticas (MNPs) inmovilizadas covalentemente para inducir poros en la
membrana celular con el fin de mejorar la transfeccion no viral (Grazu Bonavia et al., 2017). Parte
del trabajo realizado en la Universidad de Zaragoza (UNIZAR) consisti6 en lograr la apertura de
huecos en membranas modeladas con la finalidad de obtener una prueba de concepto que ratificase
la hipotesis de partida. Es més, una vez demostrada esta prueba de concepto (Ruiz-Rincén et al.,
2020) y dado que las MNPs con las que se ha trabajado no se depositan de forma selectiva sobre
la membrana, se han prolongado las investigaciones mas alla del proyecto inicial, en la busqueda
de MNPs que se depositen de forma selectiva a través de la quimica click bioortogonal. Asimismo,
la Universidad Industrial de Santander (UIS) estd aportando a esta linea de trabajo con
contribuciones de estancias de investigacion pasadas (Cortés C. & Ojeda G., 2020) y la que aqui

se reporta realizadas por estudiantes de pregrado de Ingenieria Quimica.

De acuerdo con los aspectos mencionados y partiendo de todos los estudios sistematicos
acerca del comportamiento de la membrana celular, este trabajo de investigacion se enfoca en la
simulacion, estudio y caracterizacion de membranas celulares por Langmuir-Blodgett y Langmuir-
Schaefer, y la interaccion con nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro funcionalizadas con
el fin de lograr la quimica click bioortogonal entre las MNPs y los elementos de la membrana

celular.
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1. Objetivos

1.1.  Objetivo general
Evaluar la interaccion de los modelos de sistemas membranales con nanoparticulas

magnéticas funcionalizadas.

1.2.  Objetivos especificos

e Analizar el efecto del método empleado para inmovilizar nanoparticulas magnéticas en
modelos de membrana celular sobre la distribucién homogeénea de esta.

e Evaluar la eficacia de incorporacion en la membrana simulada de nanoparticulas

magnéticas funcionalizadas con un grupo terminal alquino.
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2. Marco conceptual y Estado del arte

El desarrollo e investigacion de modelos de sistemas membranales, surge de la necesidad
de comprender y modificar su funcionamiento para posibles aplicaciones en distintos campos de

investigacion, en las que principalmente se encuentra el &rea clinica.

Los sistemas membranales son un grupo de sistemas laminares comprendidos por
diferentes tipos de modificaciones a una de las estructuras celulares mas compleja y universal del
ser vivo: las membranas celulares eucariotas, las cuales estan formadas por una bicapa lipidica de
unos 5 nm de espesor, que contiene una alta variedad de lipidos y proteinas transmembranales,
integrales o periféricas (Cunill Semanat, 2017). Ademas, su composicion depende del tipo de
membrana. Un estudio publicado en el 2008 presenta que la membrana plasmatica y algunos
organelos celulares como el reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y mitocondria, estan
compuestos y representan la principal fuente de produccién de fosfolipidos estructurales,
glicerofosfolipidos (GLY), esfingolipidos (ES), esteroles (ST) y ceramidas (CE). Asi mismo, se
resalta que la composicion de la membrana es heterogénea y temporal, y a su vez se modifica como
consecuencia de la realizacion de sus funciones o en algunos casos por deficiencia nutricional.

(Jiménez-Munguia et al., 2022; Van Meer Gerrit et al., 2008)

Por otra parte, las membranas celulares cumplen un papel esencial en los procesos celulares
puesto que la magnitud del efecto xenobi6tico sobre un organismo depende de la concentracion
del compuesto activo en el sitio de accion y entrada en las células, esto ocurre a través de la
membrana plasmatica mediante canales, proteinas trasportadoras, pinocitosis o difusién, por lo que
el efecto es limitado por la biodisponibilidad del compuesto y su transporte a través de estas (Dotor

etal., 2023). Ademas, la membrana no solo brinda soporte mecanico, flexibilidad y movilidad sino
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que también actia como barrera de difusion gracias a su anfifilicidad, regulando su
semipermeabilidad para la realizacion de procesos biofisicos y bioquimicos como: gemacion,
metabolismo, fusidn-fusion celular, fagocitosis, intercambio molecular mediante gradientes
electroquimicos y de concentracion (Watson, 2015), transmision y transduccién de sefiales en el
interior y exterior celular (Deamer, 2017; Lee, 2003; Penkauskas & Preta, 2019). Por lo tanto, es
importante realizar estudios de su composicion quimica, la distribucién de sus constituyentes y las
fuerzas que actlian sobre estos; sin embargo, realizar estudios de células in vivo es dificil debido a
la complejidad de las mismas, asi que para su compresion se recurre a modelos de membranas
celulares que permitirian estudiar y evaluar de una manera mas sencilla todos estos procesos
ocurridos entre un agente externo y la membrana a nivel molecular (Matgorzata, 2013; Wydro et

al., 2011).

Para la fabricacion de membranas biomiméticas se dispone de diferentes técnicas
experimentales, unas a partir de células vivas como el método de cizallamiento de glébulos rojos
abiertos, el método hipotonico de lisiscentrifugacién y la preparacion de membrana plasmatica de
ovocitos (Cortés C. & Ojeda G., 2020); y otras metodologias que van desde el autoensamblaje
hasta la formacion por induccion eléctrica, como liposomas y vesiculas (Anariba et al., 2003; Hane
et al., 2009), monocapas insolubles de Langmuir y bicapas lipidicas soportadas sobre sustratos
(Gerick & Huhnerfuss, 1995; Haro et al., 2005; Miyoshi & Kato, 2015; Ruiz-Rincon et al., 2017),
entre otros (Garcia-Manyes & Sanz, 2010). Actualmente, el control y rigurosidad en los modelos
de sistemas membranales requieren de métodos precisos como la técnica de deposicion de
Langmuir-Blodgett (LB) y Langmuir-Schaefer (LS) puesto que producen bicapas altamente

ordenadas y libre de defectos (Aroti et al., 2007; Ruiz-Rincon et al., 2017).
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El fundamento de las técnicas mencionadas anteriormente se basa en la formacion de
monocapas en la interfase aire-agua descrita a finales del siglo XVIII por Benjamin Franklin,
sirviendo de base para investigaciones futuras en este nuevo campo (Roberts & Swalen, 1990).
Las contribuciones mas importantes vinieron de parte de Irving Langmuir y Lord Rayleigh,
confirmando que las capas de moléculas anfifilicas esparcidas sobre superficies acuosas (pelicula
de Langmuir) tienen el espesor de una capa molecular simple, con las moléculas orientadas en la
superficie acuosa, con el grupo funcional polar inmerso en el agua y la cadena alifatica situada casi
perpendicular a la superficie (Ballesteros R, 2012). Estos experimentos apoyaron la hipdtesis de
la existencia de interacciones de corto alcance, y sirvieron de base para conocer la naturaleza de

las moléculas que pueden formar estas peliculas.

La técnica de Langmuir consiste en la dispersion de una solucion en una cuba de Langmuir
hecha de material hidrofébico (generalmente teflon, para que no contamine la subfase acuosa y
esta pueda formar el menisco convexo) que contiene una subfase liquida con una alta tension
superficial (generalmente se emplea agua ultrapura, filtrada y purificada por 6smosis inversa)
donde las moléculas son ordenadas mediante una compresion en la superficie (Pérez & de la Rosa
Cruz, 2010). Esta técnica se fundamenta en que las moléculas anfifilicas poseen una parte
hidrofilica con grupos funcionales del tipo -OH, -COOH, -NHa, etc. y una hidréfoba con una o
varias cadenas hidrocarbonadas o fluorocarbonadas; que en conjunto les permite permanecer
ancladas en la interfase aire-agua por la parte hidrofila y estabilizadas gracias a las interacciones
de Van der Waals establecidas entre moléculas vecinas por la parte hidrofébica (Cerniuké et al.,
2006). Ademas, las moléculas deben ser disueltas en un solvente volatil, inmiscible en agua y con
coeficiente de extensién S > 0, para una dispersion espontanea de las moléculas sobre el agua

(Ishii, 1998).
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La técnica basica y ampliamente utilizada para la caracterizacion in situ de la pelicula de
Langmuir es la isoterma de presion superficial-area por molécula (= — A) , que representa el cambio
de la presion (una medida de la disminucion de la tensidn superficial, es decir, un analogo
bidimensional a la presion) en funcion del area disponible para cada molécula en la superficie de
la subfase acuosa. La medicion suele realizarse en condiciones de pseudoequilibrio, comprimiendo
continua y lentamente la monocapa mientras se controla la presion superficial. La medida de la
presion superficial durante la compresion de la monocapa se suele realizar usando el método del
platillo de Wilhelmy, que permite cuantificar las fuerzas que actlan sobre el platillo, las
descendentes como la gravedad y tension superficial, y las ascendentes, como la flotabilidad

debida al desplazamiento del agua (Dynarowicz-Latka et al., 2001; Wilhelmy, 1863).

La isoterma de Langmuir provee informacion sobre las fases y transiciones de fase en la
monocapa (ver Figura 1): G (fase gaseosa, cuando las moléculas estan lo suficientemente
separadas para que las fuerzas de cohesion sean despreciables), G-LE (coexistencia de la fase gas-
liquido expandido), LE (fase de liquido expandido, en la que existe ciertas fuerzas atractivas entre
las moléculas), LE-LC (coexistencia de la fase liquida expandida y fase liquida condensada), LC
(fase ligquida condensada, en la que las moléculas empiezan a estar cada vez mas junta), S (fase
solida, donde la pelicula es muy rigida y las cadenas hidréfobas forman un empaquetamiento
compacto) y colapso (Adamson, 1997; Dotor Delgado, 2020). La monocapa colapsa debido a que
se supera el valor minimo de area fisica real que ocupa la molécula, esta ruptura de la monocapa
puede dar lugar a la formacion de multicapas (no homogéneas y desordenadas) o pérdida del

material dentro de la subfase.
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Figura 1.

Esquema representativo de una isoterma de compresion genérica

RS- e WAL N R

4 ! ! i
m, ~ Colapso i i i
— i : !
s I : !
[ Sélido(S) €------- ! E i
= : |
— . . .
=*] ! : :
=" i ; :
= ! ! .
N . \ Liquido Condensado _______________ : :
= i (LC) : |
\o \ ! I
- p— 1 H !
q;: \ Transicion LE-LC ! !
R P i |
i i Liquido Expandido ___! i
| : (LE) :
: : Transicion G-LE '
. : v

1 1

Area por molécula

Nota. Representacion de la presion superficial versus area por molécula para una molécula
anfifilica sencilla donde se indica esquematicamente las fases y el punto de colapso. Adaptado de
(Adamson, 1997; Ballesteros R, 2012).

Es importante sefialar que el numero y la complejidad de las fases observadas en la isoterma
varian en funcién del sistema estudiado y de las condiciones experimentales en las que se realiza
la isoterma (concentracidn, temperatura, velocidad de compresion, pH, presencia de sales, entre
otros) (Adamson, 1997; Davies, 1963), por tal motivo, la isoterma de la Figura 1 es una forma
idealizada de las diferentes fases para una sustancia anfifilica simple. La presion de colapso es
caracteristica de cada material, puesto que, si los compuestos de una mezcla binaria o ternaria son

inmiscibles, se espera un colapso intermedio al comportamiento de los compuestos puros; por el
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contrario, si son miscibles se mostrard solo un colapso a una presion diferente de la de los

compuestos puros (Zhao et al., 2004).

Una monocapa de Langmuir en la interfase aire-agua puede ser transferida sobre un soporte
solido tal como vidrio, silicio, mica, cuarzo, oro, entre otros. Este tipo de metodologia recibe los
nombres de deposicion por Langmuir-Blodgett (LB) o Langmuir-Schaefer (LS), siendo estos los
métodos més utilizados para depositar peliculas. Sin embargo, en la bibliografia se reportan otros
métodos de transferencia como el método de Kossi y Leblanc (Batty et al., 1995; Kossi & Leblanc,
1981) que combina la deposicion vertical y de contacto, o la deposicién ultrarrdpida, una anédloga
del método LB que permite obtener peliculas no homogéneas e irregulares muy Utiles en el campo

de sensores de gases toxicos.

El término de Langmuir-Blodgett hace referencia a monocapas que se han transferido sobre
un sustrato que se mueve vertical a la pelicula de Langmuir. El sustrato es emergido a una
velocidad suficientemente lenta como para permitir el acople de los fosfolipidos en la interfase al
sustrato. Este proceso de deposicion corresponde a la técnica LB y constituye el primer paso para
la formacion de la membrana (ver Figura 2.b) (Kurniawan et al., 2018). Por otro lado, la técnica
de deposicién por LS posee el mismo principio, pero la deposicion no se da por la
inmersién/emersion en vertical del sustrato, sino que éste es aproximado a la interfase de manera
totalmente horizontal o paralela a la pelicula de Langmuir (ver Figura 2.c). Generalmente, ambas
metodologias se usan en conjunto para la fabricacion de membranas celulares modelo, es decir, la
monocapa interior es acoplada por LB y la monocapa exterior por LS con el fin de evitar problemas
de desorcion (Ruiz-Rincén, 2015). Ademas, la ventaja de usar ambas técnicas es la posibilidad de
controlar en cada paso la transferencia para reproducir las condiciones bioldgicas necesarias

(Zasadzinski et al., 1991).
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Figura 2.

Esquema de transferencia segun la técnica de Langmuir-Blodgett y Langmuir-Schaefer
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Nota. Esquema representativo para la transferencia de monocapas sobre sustratos solidos por: (a)
inmersion Langmuir-Blodgett, (b) emersion Langmuir-Blodgett y (c) deposicion Langmuir-
Schaefer. Adaptado de (Ballesteros R, 2012).

Por otra parte, con la preparacién y caracterizacion de modelos de LB-LS por métodos de
deposicion de Langmuir, se pueden alcanzar altas calidades si se tiene un control exhaustivo de
parametros tales como la rugosidad, limpieza, velocidad de inmersidén y emersion del sustrato,
control constante en la presion superficial, fase lipidica, humedad, pH y temperatura (Kurniawan
et al., 2018). Asi mismo, para lograr resultados apropiados, es necesario contar con la
instrumentacion especializada para llevar a cabo las deposiciones y adicionalmente, debe existir
un paso previo de limpieza exhaustiva con el fin de evitar variaciones y afectaciones en la

transferencia de masa desde la interfase agua-aire hacia la superficie del sustrato (Carrion, 2016).

La inmovilizacién de las membranas celulares sobre diferentes soportes sélidos uniformes
y poco rugosos como la mica plana para la caracterizacion detallada de la misma, soportes de

silicio poroso para estudios de permeabilidad de la membrana y deméas (Ruiz-Rincon, 2015),
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permite seguir reacciones y cambios en la superficie del sistema membranal con resolucion
molecular mediante técnicas como la Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) (ver Apéndice E) y
la Microbalanza de Cuarzo (QCM) (ver Apéndice F) que proporcionan informacion de las
nanoestructuras de la monocapa formada, propiedades mecanicas de la membrana biomimeéticas,
asi como la interaccién de la membrana con nanoparticulas (Shan & Wang, 2015). Sin embargo,
dependiendo del principio por el cual esta basado la técnica de caracterizacion, se puede obtener
informacién diferente sobre las bicapas. En el caso de los métodos dpticos, unos proveen
informacidn de la masa seca absorbida o desorbida, tal como es el caso de Elipsometria, y otros
como la Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR) refleja un espectro que permite analizar las

propiedades fisicoquimicas y el espesor de la monocapa formada (Herrera & Coronado, 2020).

Desde que, en 2001, K. Barry Sharpless defini6 el término de la quimica click como un
“conjunto de reacciones potentes, rapidas, selectivas y de alto rendimiento” (Kolb et al., 2001),
esta estrategia se ha logrado implementar en varios campos del conocimiento destacandose la
ciencia de los materiales, la quimica organicay la biotecnologia (Arseneault et al., 2015; Patterson
et al., 2014). Una de las metodologias en la que se da este fendmeno quimico es la cicloadicion
[3+2] entre azidas y alquinos catalizados por cobre Cu(l) (CUAAC) (Agard et al., 2004). Tanto los
alquinos como los azidas son grupos pequefios que no perturban el sistema bioldgico, puesto que
los enlaces formados son altamente estables y rigidos, manteniendo la conformacion de la
biomolécula. Sin embargo, el efecto citotoxico del cobre en la reaccion hace dificil el uso de este
tipo de quimica en presencia de células in vivo / in vitro (ldiago-Lépez et al., 2021). Como
alternativa a la reaccion clasica, se desarroll6 la cicloadicion [3+2] entre azidas y alquinos

tensionados (SPAAC) (ver Figura 3) como ciclooctinos con la necesidad de eliminar el uso del
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cobre como catalizador; a esta nueva estrategia se le denominé la quimica click bioortogonal

(Idiago-Lopez et al., 2022; Roca et al., 2009).

Figura 3.
Esquematizacion de la unién covalente mediante quimica click bioortogonal de NPs magnéticas

a la superficie de membranas celulares

u1

-------------

i . L, oo
Vo e v Conjugacion quimica

“click” bioortogonal
J Ingenieria

glicotemabolica !

Membrana celular

Nota. Unidn covalente de NPs magnéticas a la superficie de membranas celulares mediante

quimica click bioortogonal. Adaptado de (Herrero, 2018).

En investigaciones anteriores, se han aprovechado las propiedades de nanoparticulas
magnéticas para el desarrollo de aplicaciones biomédicas (Clemons et al., 2019; Mater6n et al.,
2021; Mosayebi et al., 2017); por lo que se ha hecho uso de MNPs de Oxido de hierro
ferrimagnéticas funcionalizadas con grupos ciclooctino con el fin de inmovilizarla sobre
membranas celulares mediante reaccion quimica click bioortogonal (Gawali et al., 2021). Esta
reaccion se presenta cuando las MNPs 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 (Ruiz-Rincon et al., 2020).
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A pesar de tener ya muchas aplicaciones en biologia y bioquimica, el uso de la quimica
click bioortogonal para unir covalentemente nanomateriales a membranas celulares apenas se ha
explorado hasta la fecha y no se ha descrito ningun ejemplo del uso de esta metodologia para unir
NPs a membranas de células vivas. En el grupo de investigacion Platon donde se ha realizado el
presente trabajo de grado, se ha planteado recientemente el uso de la quimica click bioortogonal
como herramienta para inmovilizar MNPs en la superficie del modelo del sistema membranal. Esto
se conseguiria a través del empleo de un GSL que incorpora el grupo azida en la superficie de la
membrana celular simulada, para que posteriormente reaccione con un grupo alquino presente en

las nanoparticulas funcionalizadas y de esta manera, ocurra la reaccion.
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3. Metodologia experimental

3.1. Materiales
En este trabajo se han utilizado disoluciones de Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
Colesterol (COL) y dos tipos de Glicoesfingolipidos sintéticos (GSL), el GSL1 (CsgHazNOg) y el
GSL3 (CagH92N4O7) para la elaboracion de modelos de membranas celulares (ver propiedades
fisicas y quimicas en Apéndice A). Las cantidades apropiadas de los compuestos se disolvieron
en cloroformo para preparar soluciones madre de 10 M en 50 mL de acuerdo con los estudios

realizados por el grupo consolidado Platon (Ruiz-Rincon et al., 2017).

Para la limpieza de la cuba se emplea etanol (EtOH), acetona (CsHsO) y cloroformo
(CHCIs). La subfase acuosa empleada para la dispersion es agua ultrapura (sistema de purificacion
Millipore Milli-Q con resistividad 18,2 M Q-cm). Para fabricar membranas celulares simuladas se
ha usado una mezcla del fosfolipido DPPC y COL en una relacién molar 1:1 segun los parametros
encontrados en la investigacién de (Chiodini et al., 2020) sobre el estudio del médulo de Young y
el area de exceso en funcién de la presion superficial y las fracciones molares. Se ha seleccionado
DPPC por ser uno de los componentes principales de las membranas celulares, representa en mayor
proporcion los tensioactivos pulmonares y por su carga neutra en la preparacion de liposomas. Por
otro lado, se ha empleado el COL por su trascendental papel en la membrana celular al ser un
componente activo en la fluidez de esta, aumenta la densidad de empaquetamiento, reduce defectos
en el orden estructural de la cadena de fosfolipidos, asi como regula el mecanismo que controla la

asimetria de los fosfolipidos en la membrana.

Las peliculas LB se depositaron sobre sustratos de mica proporcionados por Electron

Microscopy Sciences Company y sustratos de cuarzo recubierto por oro utilizados en la
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microbalanza de cuarzo, provenientes de Standford Research Systems. Todos los reactivos
utilizados se han adquirido en la casa comercial Sigma-Aldrich. Para mas informacion sobre los

reactivos, disolventes y sustratos ver Apéndice B.

Los glicoesfingolipidos sintéticos (GSL) utilizados en este trabajo de grado fueron
sintetizados por el grupo de Daniel B.Werz (con afiliacion Albert-Ludwings-Universitét Freiburg,
Germany al comienzo de la colaboracién pero cuya afiliacion actual es University of Freiburg,
Germany); estos glicoesfingolipidos estan formados por un monosacarido, cuya molécula es una
B-D glucosa que es una D-glucopiranosa con configuracion B en el centro anomérico (Schutte et
al., 2014). Las nanoparticulas de hierro fueron sintetizadas y funcionalizadas por el grupo
Bionanosurf del Instituto de Nanociencia y Materiales de Aragén (INMA) (ldiago-Lopez et al.,

2021, 2022).

3.2. Métodos

La metodologia desarrollada en el presente trabajo se ilustra en la Figura 4.

Figura 4.
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3.2.1. Fabricacion de monocapas de Langmuir
Las isotermas de presion superficial-area por molécula (m — A) se registraron en una subfase
de agua Milli-Q utilizando una cuba de teflon NIMA-KSV (ver Apéndice C) (Biolin Scientific,
2020) a una temperatura constante (20 + 1°C) en una sala semilimpia. Se sigui6 un protocolo de

limpieza exhaustivo antes de cada experimento (ver Apéndice D).

En todos los experimentos se utilizd un area inicial constante por molécula (129
A2.molecula®) dispersando sobre la superficie del agua 1000 pL de la disolucion que contiene el
compuesto a estudiar. La dispersion se realiza con la ayuda de una micro-jeringa de Hamilton, gota
a gota, a una distancia cercana a la superficie sin llegar a generar contacto agua-gota-jeringa para
asi asegurarse de que estas no caigan al fondo y no muy cerca del papel del platillo de Wilhelmy,
evitando la contaminacion de este y que la presion de la balanza no supere los 1 mN-m* ya que
puede limitar la formacion de monocapas estables de Langmuir al afectar la estructura y orden de
las moléculas al disipar el solvente. Después de la dispersion, se deja evaporar el solvente durante
al menos 15 minutos antes de iniciar la compresion de la pelicula con las barreras de la cuba
moviéndose a una velocidad constante de 10 mm-min. Conforme se comprimen las barreras, la
formacién de la monocapa provoca un cambio de la presion superficial medida mediante el método
de Wilhelmy. La representacion de este cambio durante la compresion de las moléculas permitio
obtener isotermas de presion superficial-area por molécula (r — A) de los compuestos puros y la
mezcla binaria para identificar la estabilidad de la monocapa en la interfase aire-agua. Todas las

isotermas se repitieron al menos tres veces para confirmar su reproducibilidad.

3.2.2. Fabricacion de peliculas Langmuir-Blodgett (LB)
Las peliculas de Langmuir se transfirieron sobre sustratos de mica y QCM, empleados en

la microbalanza de cuarzo. Las placas de mica, que son hidrofilicas, se cortaron en trozos de
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aproximadamente 1 x 1 cm? y fueron exfoliadas con cinta adhesiva antes de su posterior uso para
generar superficies planas con una muy baja rugosidad; en cambio, los sustratos de QCM nuevos
se dejan en EtOH/H20 (24 horas), se lavan con CHCls (12 horas) y se secan con nitrogeno (N2)
para poder depositar monocapas LB. En el caso de sustratos de QCM usados previamente en algun
experimento, se emplea una solucion de &cido sulfarico (H2SO4) y perdxido de hidrégeno (H20,),
denominada “solucioén pirafia” en proporcion 3:1. Dado que la mezcla es un potente agente
corrosivo y oxidante, descompone los restos de material organico que posee el sustrato, aumenta
la hidrofilicidad y la energia superficial debido al mayor nimero de grupos funcionales disponibles
como resultado de la accidn sinérgica de sus componentes. Esto significa que la solucion también
puede disolver facilmente los tejidos y la piel, pudiendo causar graves dafios y guemaduras
quimicas en caso del contacto involuntario (Santos et al., 2022; Wang et al., 2017), por lo que

deben tomarse las debidas precauciones en su manejo.

La transferencia de la monocapa de DPPC-COL en la interfase aire-agua sobre el sustrato
s6lido, se hace a una presion constante de 35 mN-m™ por el método de inmersion vertical y a una
velocidad de compresion de las barreras de 6 mm-min. En todos los casos, la transferencia se
realizd a una velocidad constante de 1 mm-min, a 20 + 1°C y una humedad de 50 + 10%. Las
muestras obtenidas se secan por 24 h y posteriormente se guardan en viales hasta su caracterizacion
mediante Microscopia de Fuerza Atémica (ver Apéndice E) y Microbalanza de Cuarzo (ver

Apéndice F).

Para ser capaces de volver a los mismos sitios antes y después de las deposiciones de las
MNPs, es importante marcar el sustrato. EI marcaje del sustrato 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 80 nm de altura de los cuales 75 nm son de cobre, Cuy



INTERACCION DE MODELOS DE MEMBRANA CELULAR CON MNPs 29

5 nm de cromo, Cr. Estas marcas sobre la mica se realizan mediante técnicas fisicas de deposicion
de vapor del metal en cuestion en sala blanca del Laboratorio de Microscopia Avanzada (LMA).

Las marcas acttan como referencia en el proceso de caracterizacion por AFM (ver Apéndice K).

3.2.3. Fabricacion de peliculas Langmuir-Schaefer (LS)

La incorporacién de los GSL sobre la membrana celular se obtuvo transfiriendo la
monocapa por la técnica Langmuir-Schaefer sobre una cara de los sustratos que estan dispuestos
de forma horizontal (paralelo a la superficie del agua) a una presion superficial de 8 mN-m™. Las
muestras obtenidas se secan por 24 h'y posteriormente se guardan en viales hasta su caracterizacion

con AFM y QCM.

3.2.4. Deposiciéon de nanoparticulas magnéticas (MNPs)

Sobre las peliculas de LS se busca una deposicion especifica de nanoparticulas magnéticas
(MNPs) formadas por magnetita [FezO4] y maghemita [Fe-Oz] con un diametro de 12 nm cada una
y caracteristicas hidrofilicas, funcionalizadas con un grupo alquino terminal y sin alquino (para
ensayos de control) con el propoésito de que se produzca una reaccion quimica click bioortogonal
entre las azidas y alquinos presentes en la membrana celular simulada, demostrando asi su

especificidad.

En la literatura, uno de los recubrimientos de NPs empleados con frecuencia es la silice, ya
que es un material que forma una cubierta de diferentes grosores alrededor del nicleo magnético
de las NPs y su carga negativa, hacen que estas sean dispersables y muy estables en soluciones
acuosas (Lozano Ocania et al., 2022). Para ello se han seleccionado dos tipos de MNPs, unas
derivatizadas con cadenas de polietilenglicol (PEG) y grupos dibenzociclooctino (MNP-alquino);
y su control correspondiente a la que no se ha incorporado dicho grupo (MNP-control). Estas

nanoparticulas han sido mostradas con mas detalle en (Idiago-Lépez et al., 2022).
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Se hace uso de un recubrimiento con polietilenglicol (PEG) ya que es utilizado para
mejorar la eficiencia en el suministro de farmacos y genes a las células (Suk et al., 2016) vy el
recubrimiento con dibenzociclooctino (DBCO) porque presenta una cinética de reaccién rapida y
ayuda a disminuir la carga negativa para conseguir el decrecimiento de los grupos carboxilos

[-COOH] libres en la superficie de las NPs (Moreno, 2017).

La incorporacion de las MNPs en fase acuosa en la monocapa formada por el GSL se lleva
a cabo por el procedimiento de autoensamblaje. La incubacion de MNPs se hizo en un vial al que
se le ha hecho una limpieza previa con EtOH, agua Milli-Q y secado con N2. Se ubica la mica o
sustrato de QCM de tal forma que la parte superior sea la que contenga el GSL. La concentracion
de partida de las MNPs fue de 0,04 mg Fe-mL™ que se conserva en refrigeracion, por lo que es
necesario dejar atemperar antes de incubar. Se debe asegurar que toda la superficie de los sustratos
quede bien cubierta; se sella el vial con papel aluminio para evitar pérdidas por evaporacion del
solvente y se deja incubar por el tiempo designado, para el caso en cuestion 1 h de acuerdo con los
estudios previos realizados por el grupo de investigacion (Idiago-Lopez et al., 2022; Ruiz-Rincén
et al., 2020). Después del periodo de incubacidn, se retira el material en exceso haciendo 10

lavados con agua Milli-Q y se deja secar por 24 h a temperatura ambiente.

Posteriormente se realiza un estudio topografico con el AFM y de recubrimiento superficial
con la QCM, en donde se intentara estudiar si las MNPs funcionalizadas con alquino presentan un
anclaje a la membrana formada con el glicoesfingolipido que contiene el azida empleando las
MNPs funcionalizadas sin alquino como ensayo de control. Para verificar el anclaje también se

hizo uso de la Espectroscopia de Infrarrojo mediante el modo ATR (ver Apéndice I).



INTERACCION DE MODELOS DE MEMBRANA CELULAR CON MNPs 31

4. Resultados

Con objeto de caracterizar los grupos funcionales presentes en el GSL1 y el GSL3, se
procedi6 a realizar sus espectros ATR. En este caso, ambos compuestos tienen una estructura base
similar, con la diferencia que el GSL1 posee un grupo hidroxilo (-OH) en el carbono 6 del anillo
piranosa, mientras que el GSL3 posee un grupo azida (-N3). Segun la literatura los grupos
funcionales como el -OH se presentan en nimeros de onda de 3670 a 3580 cm™ y el azida en

nimeros de onda de 2170 a 2080 cm™ (Long, 2004).

Figura 5.

Espectro FTIR-ATR de los glicoesfingolipidos: (a) GSL1, (b) GSL3 y (c) comparativa GSL1 y
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Tal y como se esperaba, en la Figura 5 se aprecia la diferencia entre los espectros con/sin
el grupo funcional debido a la aparicion de una banda caracteristica en torno a los 2098 cm™

correspondiente al grupo azida del GSL3 (Figura 5.b), mientras que en la Figura 5.a esta banda

Nno aparece.
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En la Figura 6 se presentan las isotermas de los compuestos puros que involucran la
variacion de la presion superficial (1) en funcion del area por molécula (A) y los graficos Ks — x
de las monocapas estudiadas. Se evidencia una disminucion del area por molécula a medida que
aumenta la presion, hasta un comportamiento del colapso para el DPPC, COL, GSL1 y GSL3. Se
realizaron tres isotermas por compuestos y se concluyé que eran reproducibles, ademas, las
isotermas n-A de las monocapas DPPC y COL son conocidas, y las presentadas son acorde a las

reportadas en la literatura (Ruiz-Rincon, 2021).

Para ampliar el estudio de la monocapa, durante este trabajo, se calculd el médulo eléstico
(Ks) para cada uno de los compuestos puros a partir de los datos de la isoterma = — A siguiendo la

(Ec. 1) (Dotor et al., 2023):

K.=—A- (Z—DT (Ec. 1)

La Figura 6.b muestra el mdédulo de Young o modulo elastico, Ks, frente a la presion
superficial para la monocapa de Langmuir del DPPC, COL, GSL1 y GSL3. Esta grafica
proporciona informacion adicional sobre las transiciones de fase que tienen lugar en la monocapa
a lo largo del proceso de compresion en la interface aire-agua. El andlisis se hizo segun la
aproximacion de David y Rideal, donde los Ks comprendidos entre 10-50 mN-m™ corresponden a

la fase LE, los valores de Ks comprendidos entre 100-250 mN-m™ se da una fase LC y los valores

hasta 1000 mN-m™ corresponde a la fase S (Davies, 1963).

Para la monocapa de COL, el despegue de la isoterma ocurre a 0,34 nm?molécula™
aproximadamente. Mas alla de este punto, la presion superficial aumenta sin ningun cambio a
medida que se comprime la pelicula, hasta alcanzar el colapso a los 45 mN-m™. En el gréfico

Ks — , la transicion entre LE-LC puede observarse a una presion superficial baja, de 1 mN-m?, y
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la transicion entre las fases LC-S se produce a unos 13 mN-m™. El Ks maximo alcanzado para el

COL fue de 565 mN-m™.

En el caso del DPPC, el despegue de la isoterma se produce aproximadamente en 0,8
nm?molécula™. El cambio de pendiente entre 5 — 9 mN-m™ es indicativo de una transicion de fase
de LE-LC. Finalmente el colapso ocurre a 60 mN-m™. En la Figura 6.b, la fase LC se alcanza a

unos 20 mN-m™. El Ks maximo es de 194 mN-m™.

Con respecto a la monocapa del GSL1, el despegue de la isoterma se produce a los 0,67
nm2-molécula’, este dato denota el primer valor del area por molécula en el que puede detectarse
la presion superficial durante el proceso de compresién. EI cambio de pendiente entre 0,35 — 0,5
nm2-molécula® indica una transicion de fase de G-LE; a partir de este valor la presion superficial
aumenta mondtonamente hasta alcanzar el colapso a unos 55 mN-m™. En el grafico Ks — m, la fase
LC se logra a los 15 mN-m™, alcanzando un Ks maximo de 225 mN-m™, cerca del limite entre las

fases LC-S.

El despegue de la isoterma del GSL3 se evidencia a los 0,4 nm?molécula. EI cambio de
pendiente a 0,3 nm?molécula™ es indicativo de una transicion de fase de G-LE, mientras que a 8
mN-m™ se observa una transicion de fase de LE-LC. Esto puede verse mejor en la Figura 6.b, por
debajo de 8 mN'm™?, Ks es de unos 110 mN-m™? (fase LE), mientras que por encima de 15

mN-m™?, Ks alcanza un maximo de 220 mN-m™. Finalmente, el colapso ocurre a 70 mN-m™.

De acuerdo con el sistema binario DPPC:COL 1:1, la adicion de COL a DPPC da lugar a
una isoterma mas condensada que se asemeja a la isoterma obtenida para una monocapa Unica de
COL (aumento constante de la presion). Esto se ajusta a observaciones preliminares en las que se

sabe que el COL influye en la fluidez de la membrana lipidica al aumentar el orden estructural de
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las cadenas alquilicas del fosfolipido (Miyoshi & Kato, 2015; Redondo-Morata et al., 2012; Vist
& Davis, 1990), mostrando en cambio un efecto contrario en los fosfolipidos en fase gel (Hung et

al., 2007; Reis et al., 1996; Rog et al., 2009).

Figura 6.

Caracterizacion de las monocapas de los compuestos estudiados mediante: (a) isotermas presion

superficial por area molecular (n-A) y (b) Ks- & de las monocapas estudiadas
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En conclusion, el COL presenta los valores mas altos de Ks, es decir, la fase mas
comprimida. EI DPPC, GSL1 y GSL3 presentan valores intermedios de Ks, con lo cual la

monocapa permanece en la fase LC sin alcanzar la fase S.

Después de realizar la caracterizacion in situ de los compuestos puros y la mezcla binaria;
las peliculas de DPPC: COL 1:1 se trasfirieron a 35 mN-m™ para formar la monocapa LB; la
eleccion de esta presion de transferencia se hizo de acuerdo con los estudios termodindmicos
previos realizados por el grupo de investigacion Platon (Ruiz-Rincon, 2021). También se tuvo en
consideracidn, los datos reportados en la literatura, donde a este valor de presion se simula mejor
la fuerza lateral ejercida en las membranas biol6gicas (Chapman, 1988; Grage et al., 2022). Para

evaluar la calidad de las monocapas formadas por LB, se tuvo en cuenta la ratio de transferencia
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(TR). Una TR proxima a 1 indica que el material presenta una buena adherencia al sustrato y, por
ende, mejor es el proceso de transferencia. El valor de TR se calcula mediante la (Ec. 2) (de

Oliveira et al., 2017):

— A
T = A (Ec. 2)

Donde AL es la disminucion del area ocupada por las moléculas en la interfase aire-agua
(a presion constante) y As es el area del sustrato cubierta por la monocapa. En este trabajo, este
valor se determiné directamente sobre el proceso de transferencia con la ayuda del software de la
cuba NIMA-KSV. El TR para una sola monocapa de DPPC:COL 1:1 sobre sustratos de mica fue

de 1.

Posteriormente, se realiz6 un estudio sistematico de las caracteristicas topogréaficas por
medio de AFM. Para el andlisis de esta seccion, se tuvo en cuenta las longitudes de las moléculas
de DPPC, COL y GSL, siendo 2,4 nm, 1,6 nm y 6,6 nm respectivamente. Cabe resaltar que las
peliculas de DPPC:COL 1:1 son muy homogéneas, sin presencia de agregados tridimensionales

(Ruiz-Rincon et al., 2017).

La Figura 7.a muestra una imagen topografica de AFM representativa de una pelicula LB
de DPPC:COL 1:1, esta revela que la mezcla binaria es realmente homogénea y libre de defectos.
Lo anterior se analiza de acuerdo con el valor de la raiz cuadratica media de la rugosidad (Rg-
RMS roughness, acronimo en inglés root mean square), obteniéndose un valor de 0,56 + 0,04 nm
para la monocapa inicial. Esto evidencia la buena miscibilidad entre el DPPC y COL en una
proporcion molar 1:1, presente en las celulas eucariotas. En la Figura 7.b se presenta el perfil de

altura de la diagonal principal; se observan dominios que poseen una altura de 1,5 nm
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aproximadamente con respecto a la region menos profunda de la monocapa, dos parches de zonas

oscuras correspondientes a mica sin recubrir.

Figura 7.

Mezcla binaria DPPC-COL 1:1 transferida a 35 mN-m™: (a) imagen topogréafica de AFM de la
pelicula LBy (b) perfil de altura de la seccion transversal (linea roja) y su Rq-RMS roughness
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Se analiz6 la topografia de la transferencia de los glicoesfingolipidos sobre la monocapa
de DPPC:COL 1:1 tal y como se observa en la Figura 8, la cual muestra la imagen topogréfica de
AFM en zona rica de GSL; se observa una tonalidad mas oscura correspondiente a la monocapa
de DPPC:COL, regiones claras cubiertas con el GSL1 y parches o agregados sin interactuar con
otro compuesto. Estimando el nivel de recubrimiento superficial obtenido, se evidencia que toda
la superficie esta cubierta con DPPC:COL, con un 98% Yy en torno al 72% de la superficie esta
recubierta con GSL1, correspondientes a las zonas mas claras del AFM. Si se determina la relacién
entre ambos porcentajes, se obtiene que un 74% de la muestra contiene el GSL1 sobre la bicapa
base del DPPC: COL. En la Figura 8.d se muestra las diferentes alturas obtenidas y el perfil de

seccion transversal.
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Figura 8.

Pelicula de GSLI transferida a 8 mN-m™ sobre la monocapa de DPPC:COL 1:1 por LS: (a)
imagen topografica de AFM, (b) esquema de las alturas y valores del recubrimiento extraidos del
AFM, (c) vista 3D de las monocapas y (d) perfil de altura de la seccion transversal (linea roja) y

su Rg-RMS roughness
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Por otro lado, para el caso del GSL3 (ver Figura 9), se observan zonas claras con mayor
deposicion sobre la bicapa del DPPC:COL, obteniéndose un porcentaje de recubrimiento del 99%
para el DPPC:COL y un 81% para el GSL3. Haciendo la relacion entre ambos porcentajes, se

obtiene que un 81% de las muestras abarcan el GSL3 sobre el DPPC:COL.

Con la incorporacion de los glicoesfingolipidos, los modelos de membranas celulares

alcanzaron alturas promedio entre 8 - 9 nm, de los cuales = 5 - 6 nm corresponden a la bicapa del
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DPPC-COL formada por el reordenamiento espontaneo de las moléculas al ponerse en contacto

con el medio acuoso de la transferencia de los GSL; y =~ 3 -4 nm de los GSL.

Figura 9.

Pelicula de GSL3 transferida a 8 mN-m™ sobre la monocapa de DPPC:COL 1:1 por LS: (a)
imagen topografica de AFM, (b) esquema de las alturas y valores del recubrimiento extraidos del
AFM, (c) vista 3D de las monocapas y (d) perfil de altura de la seccidn transversal (linea roja) y

su Rg-RMS roughness
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Para los experimentos de control, se incubaron NPs con y sin alquino por 1 h sobre las
membranas simuladas. Para ello, se han seleccionado imagenes de AFM de dimensiones de 5 x 5
um?y 10 x 10 um?. En la Figura 10 y Figura 11 se presentan las comparativas entre las muestras

DPPC:COL 1:1 + GSL1y DPPC:COL 1:1 + GSL3.
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En la Figura 10, se evidencia que la deposicion de las MNPs es el resultado de una
adsorcion inespecifica en la superficie de ambos casos en cuestion. La Figura 10.b-d corresponde
a las MNPs con alquino, en este plano se esperaba la NO union covalente de las mismas con el
GSL1 puesto que no posee el grupo funcional (azida). Ademas, se observa que la interaccion de

las NPs genera aglomerados en la membrana con alturas aproximadas de 40 — 50 nm.

Figura 10.

Comparacion de las peliculas DPPC:COL 1:1 + GSL1 tras el proceso de incubacion: (a 'y c)
imagen topogréafica de AFM con MNPs sin alquino sobre la pelicula DPPC:COL 1:1 + GSL1y

(b y d) imagen topogréafica de AFM con MNPs con alquino sobre la pelicula de DPPC:COL 1:1
+ GSL1

MNPs sin alquino MNPs con alquino
Opum 2 4 6 8 Opm 2 4 6 8
40 nm ' T < 40 nm
35
30
25
20
15

10

40 nm 40 nm
35
30
25
20
15

10

0



INTERACCION DE MODELOS DE MEMBRANA CELULAR CON MNPs 40

Mientras que las MNPs con alquino (ver Figura 11.b-d) y sin alquino (ver Figura 11.a-c)
presentan una mejor quimisorcion sobre la superficie de la pelicula DPPC:COL:GSL3, NO se
puede afirmar que las NPs se depositan selectivamente al no tener suficiente informacion. Cabe
recordar que la quimica click bioortogonal se produce entre el azida presente del GSL3 con el
grupo alquino de la MNPs (DBCO), por ende, se esperaba poca o nula presencia de NPs como se

evidencia en la Figura 11.a-c.

Figura 11.

Comparacion de las peliculas DPPC:COL 1:1 + GSL3 tras el proceso de incubacién: (ay c)
imagen topografica de AFM con MNPs sin alquino sobre la pelicula de DPPC:COL 1:1 + GSL3
y (b y d) imagen topografica de AFM con MNPs con alquino sobre la pelicula de DPPC:COL 1:1
+ GSL3
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La comparacion de las imagenes topograficas en distintas zonas y tamarfios de las peliculas
DDPC-COL-GSL1y DPPC-COL-GSL3 con la interaccion de nanoparticulas funcionalizadas con

alquino y sin alquino se muestran en el Apéndice G.

En paralelo a la fabricacion de peliculas de Langmuir soportadas sobre mica se prepararon
también monocapas sobre sustratos de QCM con el objetivo de verificar si se cumple
cuantitativamente lo observado cualitativamente en las imégenes topograficas de AFM 'y dar
seguimiento a las interacciones entre las moléculas y el sustrato; mediante la ecuacion de
Sauerbrey que relaciona un cambio en la frecuencia del piezoeléctrico con una variacion de masa

causada por la deposicion en curso de las moléculas sobre el cuarzo (Sauerbrey, 1959) (ver Ec. 3):
¢ =- N-Cr-Af (Ec. 3)

Donde ¢ es el cambio de masa por unidad de area (pg-cm), Cf es un factor de sensibilidad
del cristal (56,6 Hz-cm?-ug™?), N es el nimero de caras recubiertas y Af es la variacion de la
frecuencia antes y después del proceso de deposicion. Para evaluar si la deposicion se habia
completado, se midieron los cambios de frecuencia en funcién del tiempo hasta no observar
ninguna variacion. En la Tabla 1 se presenta los cambios de masa para cada una de las

transferencias de los GSL. Los calculos completos se especifican en el Apéndice H.

Tabla 1.

Variacion de la masa por medio de la microbalanza de cuarzo.

¢ (ng-em?)
No. Sustrato Langmuir-Blodgett Langmuir-Schaefer GSL SAM MNPs
QCM DPPC:COL 1:1 GSL3 GSL1 Sin alquino Con alquino
1 0,353 0,442 - - 0,088

2 0,256 0,548 - 0,027 -
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¢ (ng-em?)
No. Sustrato Langmuir-Blodgett Langmuir-Schaefer GSL SAM MNPs
QCM DPPC:COL 1:1 GSL3 GSL1 Sin alquino Con alquino
3 0,265 - 0,512 - -0,777
4 0,274 - 0,512 -0,415 -

Nota. ¢: Diferencia de masa, MNPs sin alquino (@PMAO@PEG), MNPs con alquino
(@PMAO@PEG@DBCO).

En los experimentos se obtiene que aproximadamente el cuadruple de MNPs con alquino
se depositan sobre la membrana celular (con el grupo azida) que para MNPs sin alquino. El
resultado indica que la posicion del atomo de carbono con el grupo azida tiene un efecto en la
adsorcion de las MNPs con alquino. En la interaccién de las MNPs sin/con alquino con el GSL1
se obtuvieron deposiciones negativas de -0,415 y -0,777 pg-cm respectivamente. Lo anterior
indica que las NPs generan cambios en la estructura de la membrana ocasionando la desorcion y

perdida de la monocapa; confirmando lo visto con la Figura 10.

Para comprobar una posible unién covalente entre las MNPs y las peliculas, se realizaron
pruebas de espectroscopia FTIR-ATR. En la Figura 12 se muestran los espectros de las peliculas
DPPC-COL-GSL1 y su cambio después de la incubacion con MNPs funcionalizadas con alquino.
Figura 12.

Espectro de FTIR-ATR de DPPC-COL-GSL1 (a) antes y (b) después de la incubacién con MNPs
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Teniendo en cuenta que los grupos funcionales como el -OH se presentan en nimeros de
onda de 3670 a 3580 cm™ y el alquino en ndmeros de onda de 2140 a 2100 cm™ (Long, 2004), en
el espectro del DPPC-COL-GSL1 (Figura 12.a) se evidencia la banda del grupo funcional -OH
con un nimero de onda de 3624 cm?, de igual manera se percibe en la pelicula DPPC-COL-GSL1
incubada con las MNPs con alquino (Figura 12.b). Segun los rangos donde la literatura expresa
la ubicacion de una sefial de alquino no se denota ningin cambio para los espectros en cuestion,

siendo acorde a los andlisis anteriores.

En el caso de las muestras con GSL3 (ver Figura 13) y MNPs sin alquino, se observa la
aparicion de la banda caracteristica del grupo -OH a un niimero de onda de 3622 cm™. El niimero
de onda del -OH cumple con el rango de banda segun la literatura y no se presentan picos para el

azida que contiene este glicoesfingolipido.

Figura 13.

Espectro de FTIR-ATR de DPPC-COL-GSL3 (a) antes y (b) después de la incubacién con MNPs

sin alquino
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En la Figura 14 se presentan dos espectros de ATR con la pelicula ternaria de DPPC-COL-

GSL3 y otro de la misma pelicula con MNPs funcionalizadas con alquino incubadas durante 1 h.
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Se logra ver un cambio en los espectros para el niUmero de onda del grupo funcional -OH y no se
evidencia el rango de banda del grupo alquino y el azida de este glicoesfingolipido. Por lo cual,
analogo a los espectros de la Figura 13, se podria asumir que la interrelacion del grupo azida con
las MNPs, ocasiona que el grupo funcional se ordene perpendicular a la superficie, y por tal
motivo, al interaccionar su vector momento dipolar de transicion (umn) con el vector del campo
eléctrico (E) queden perpendicular uno del otro y no se logre apreciar la banda caracteristica del
grupo funcional azida. Es por esto que, en las pruebas de absorbancia no fue fidedigna la presencia
de los grupos funcionales, s6lo se observaron los hidroxilos (-OH) pero no las uniones del carbono

(C-C).

Figura 14.

Espectro de FTIR-ATR de DPPC-COL-GSL3 (a) antes y (b) después de la incubacion con MNPs
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En ambos casos, se observo que la interaccion de la membrana mimética con MNPs con/sin
alquino no fue fehaciente para poder afirmar la deposicion selectiva de las NPs sobre la superficie
de la membrana. Por todo ello, estos experimentos de ATR no permiten concluir si se da, o0 no, la
quimica bioortogonal. Los rangos del nimero de onda de los grupos funcionales analizados en el

ATR se muestran en el Apéndice J.
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5. Conclusiones

Este trabajo de investigacion presenta una nueva perspectiva para el estudio de la
interaccion entre MNPs funcionalizadas y modelos de membranas que contienen GSL en su
superficie. Las mediciones topograficas de AFM de las peliculas transferidas indican la formacion
de bicapas y en algunas zonas multicapas que sefialan que la presencia del glicoesfingolipido
resulta en una perturbacion de las peliculas homogéneas de DPPC-COL formandose nuevas fases

y existiendo la posible formacion de balsas lipidicas inducidas por la presencia del GSL1.

Por otro lado, el autoensamblaje de las MNPs se ha estudiado anteriormente por el grupo
de investigacion Platon, demostrandose que la cinética de reaccion entre el ciclooctino y las
moléculas derivatizadas con un grupo azida, tenian lugar en menos de una hora. En este caso en
cuestion, se evidencié que implementar NPs funcionalizadas con DBCO y PEG generaban una
organizacion poco homogeénea sobre la superficie de la membrana. Estas Gltimas, al ser las NPs de
control, se autoensamblan en la membrana en igual proporcion que las que poseen el grupo
funcional alquino; por lo que el estudio por AFM deja el interrogante de la selectividad del proceso

al no observarse en mayor detalle la deposicion de las MNPs.

A lo anterior se suman las observaciones en la QCM, donde las monocapas de SA revelan
que la adsorcion de las MNPs con alquino se ve favorecida en comparacion con las MNPs sin
alquino del GSL3, esto indica que se logra una cierta especificidad con el azida de la membrana
quimisorbida sobre el sustrato; mientras que para el caso del GSL1 se observé desorcion o perdida
de las peliculas al obtener valores de recubrimiento superficial de -0,415 pg-cm? y -0,777

pg-cm2 con MNPs con/sin alquino respectivamente.
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En los analisis de espectroscopia FTIR-ATR no se demostré con claridad la reaccion
quimica que ocurre al momento de incubar por autoensamblaje las MNPs con grupo funcional
alquino. Los experimentos de espectroscopia no resultan éptimos debido a que solo se pueden
observar los hidroxilos (-OH) presentes en la muestra y no, su composicion total y la banda del
grupo azida. Por lo que estos experimentos de ATR no son concluyentes en si se da, 0 no, la

quimica bioortogonal.

Con estos resultados preliminares no se puede concluir que sea posible realizar la quimica
click bioortogonal en las membranas simuladas con DPPC-COL-GSL, consiguiendo la
incorporacion de las MNPs funcionalizadas con DBCO en los grupos azidas de la misma, por lo

que deja de por medio un abanico de posibilidades de experimentos por seguir.
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6. Recomendaciones

El siguiente paso en esta investigacion seria estudiar por medio del AFM el anclaje de las
MNPs por SA a diferentes tiempos de incubacion con el objeto de determinar un tiempo de
deposicion optimo entre las MNPs y las membranas celulares para lograr la especificad del

proceso.

Se recomienda la caracterizacion de las peliculas mediante otras técnicas, como la
espectroscopia RAMAN, la IR combinadas con AFM, la Resonancia de Plasmones Superficiales
(RPS) y la Elipsometria, con el fin de obtener informacion composicional a medida que se
inspecciona la topografia, la masa desorbida o adsorbida y las propiedades fisicoquimicas de las

muestras.

Por otra parte, seria conveniente evaluar la interaccion de estas mismas nanoparticulas con
otros fosfolipidos para imitar la membrana celular (GSL2 y GSL4) y otros compuestos, como

proteinas y carbohidratos.

Teniendo en cuenta que el estudio de espectroscopia FTIR-ATR no fue el deseado debido
a la ausencia de datos que confirman la composicion de los grupos funcionales presentes en las
peliculas de Langmuir sobre sustratos de mica, se recomienda repetir los analisis cambiando el
modo de absorbancia a transmitancia, ademas se proponen pruebas alternas de Espectroscopia de

Fotoelectrones de Rayos X (XPS).
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Apéndices

Apéndice A. Propiedades fisicas y quimicas de los compuestos

En la Tabla Al se describen las propiedades quimicas y fisicas del DPPC y COL (datos
resumidos de la base de datos PubChem).
Tabla Al.

Propiedades fisicoquimicas del DPPC y COL

Compuesto DPPC Colesterol
Formula C10HsoNOsgP C27H460
Peso mole_(l:ular 734.0 386.7
(g-mol™)
Punto de ebullicién 60,5-61,5°C a 760 mmHg 360°C
Punto de fusion -63°C 148.5°C
Densidad - 1.067 a 20°C/4°C
Apariencia Solido cristalino blanco Granulos 0 cristales nacara_dos
blancos o ligeramente amarillos
Olor Inodoro Inodoro
Poca solubilidad en agua.
Poca solubilidad en agua. Moderadamente solubles en
Solubilidad Soluble en solvente organicos alcohol caliente; soluble en
(cloroformo) aceites, grasas y soluciones
acuosas de sales biliares
- Estable. Incompatible con agentes
Estabilidad oxidantes fuertes. Estable
Esterol (lipido).
Esterano
- (ciclopentanoperhidrofenantrenos).
Lipido. . .
Fosfatidilcolina 32:0 Grupo hidroxilo, C3.
Estructura . 8 estereocentros — 256

1-acil-2-hexadecanoil snglicero-3-
fosfocolina,
deriva de un acido hexadecanoico

estereoisOmeros, aunque
solo dos son de
importancia bioquimica
(nat-colesterol y ent-colesterol).
Aceptor de enlaces
0 1
de H
Dador de enlaces de

H
Enlaces rotables 40 5

8 1
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Compuesto DPPC Colesterol
Carga formal 0 0
Surfactante pulmonar. Esterol de los tejidos corporales.
Comportamiento anfipatico: Rotacion especifica: -34° a
cabeza hidrofilica, compuesta del 38%a 25 °C.
grupo polar fosfatidilcolina, y El grupo hidroxilo interactda con
colas hidrofdbicas, formadas por las moléculas de agua y las
Otros . g
dos cadenas de 4cido no polares cabezas de los fosfolipidos,
de &cido palmitico (C16). mientras que el esteroide
Formacion de micelas, voluminoso esta incrustado en la
monocapas, bicapas y membrana, junto a las cadenas de
liposomas en disolventes polares. acidos grasos no polares.
Peligro No clasificado No clasificado

Nota. Adaptado de (National Center for Biotechnology Information, 2022a, 2022b)

A continuacidn, se presentan las estructuras quimicas de los compuestos empleados en esta

pasantia de investigacion:

a. Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).
b. Colesterol (COL)
C. Glicoesfingolipido 1 (GSL1).

d. Glicoesfingolipido 3 (GSL3).

Figura Al.

Estructura quimica de los compuestos: (a) DPPC, (b) COL, (c) GSL1y (d) GSL3

HﬁJ\czaHﬁ HN)]\CHH,:
H o] =
HO o = . Oty HO 0 2 x _Ciatzr
o ™~ \/Y\/ - ~

OH OH
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Apéndice B. Sustratos, reactivos y disolventes

A. Reactivos y disolventes

La Tabla B1 recoge un listado de los reactivos y disolventes empleados en este trabajo

indicandose su CAS, proveedor y pureza.

Tabla B1.

Especificaciones de los reactivos y disolventes

Compuesto CAS Pureza Proveedor
DPPC 63-89-8 >99% Sigma-Aldrich®
Colesterol 57-88-5 >99% Sigma-Aldrich®
. Obtenido de un sistema de
Agua Milli-Q - Reswtngfafnl&z M purificacion de agua Millipore en
¢ el INMA
Cloroformo  67-66-3 >99.8% Macron Fine Chemicals™
Acido 7664-93-9 >08% :
. Panreac Applichem
sulfurico
Etanol 64-17-5 >99.5% Panreac Applichem
Acetona 200-662-2 >99.8% Fisher Scientific
Peroxido de  7722-84-1 >98% . e
i Fisher Scientific
hidrogeno

B. Sustratos

B.1. Sustratos de mica

Se usan ldminas de mica de la casa comercial Ted Pella, Inc., de calidad V1, con un espesor
de 0,15-0,177 mm. Las dimensiones cortadas de estas laminas son de 10 mm x 10 mm para
facilidad en la caracterizacién con el AFM y la marcacion con PVD. Previamente a su utilizacion

se realiza un proceso de exfoliacion.
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B.2. Sustratos QCM.

Los sustratos utilizados en la microbalanza de cuarzo se adquieren en la casa comercial
QCM25, Standford Research Systems. Son discos de a-cuarzo con electrodos de oro circulares en
ambas caras. Su frecuencia fundamental de resonancia es de 5 MHz y su area efectiva es de 0,8cm?.
Antes de su uso, se dejan en EtOH/H20 durante 24 horas, se lavan con CHCIs por 12 horas y se

secan con Noa.

Figura B1.

Imagenes de los distintos sustratos empleados en este trabajo: (a) micay (b) QCM

@ :
-

b)

BEL
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Apéndice C. Cuba KSV NIMA 2003

El trabajo experimental de este trabajo de grado se ha desarrollado practicamente en su
totalidad en una cuba de tipo comercial KSV NIMA modelo 2003 del grupo de investigacion
Platon de la Universidad de Zaragoza en los laboratorios del Instituto de Nanociencia y Materiales

de Aragon (INMA).

Este equipo comercial se usé principalmente para registrar isotermas de (x — A) y efectuar
la transferencia de las peliculas de Langmuir a sustratos solidos. El equipo y sus componentes se
pueden observar en la Figura C2. La cuba posee un recipiente de teflon de dimensiones 580 x 145
mm? reforzado por una estructura metalica. La profundidad de la cubeta es de 4 mm a excepcion
del pozo de transferencia que tiene una profundidad de 110 mm ubicada en la zona céntrica del
recipiente de teflon, ademas posee dos barreras mdviles de teflon, que se mueven por un sistema
de poleas controlado por un motor, 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

y Se apoyan sobre una mesa que amortigua las vibraciones.

Figura C1.

Cabina protectora de la Cuba KSV NIMA 2003
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La presion superficial es medida mediante una balanza de Wilhelmy, empleandose como
sensor una lamina de papel de filtro comercial de 10,3 mm de ancho, que se encuentra sumergido
parcialmente en la subfase acuosa y conectado a un sensor magnético (ver Figura C2.a), que
registra la diferencia de potencial generada en el sensor, que tras una calibracion de las fuerzas que

acttian sobre el platillo (ver Figura C3), se traduce en la medida de la presién superficial ().

Figura C2.

Cuba KSV NIMA modelo 2003

Nota. Equipamiento estandar para la KSV NIMA 2003 donde: (a) balanza de Wilhelmy para la
medida de la presion superficial en la interfase aire-agua, (b) mecanismo o brazo de transferencia
que contiene una pinza que sujeta al sustrato, (c) barreras moviles de teflon (PTFE), una a cada

lado de la cuba, y (d) pozo de transferencia.
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Figura C3.

Esquema del método de Wilhelmy para medir la presion superficial

‘ l Peso de la lamina

——
F = 2y(t + w) cos 8 + pglwt + p;ghwt
F\ _ 2yt+w)cosB + pglut + g
Tension superficial Empuje del liquido

F = tension ejercida por el sensor
1 y = tension superficial
t,w,l = Espesor,ancho y largo de la lamina
0 = angulo de contacto subfase — lamina
h = Longitud lamina parte sumergida en la subfase
E p = densidad de la lamina
p; = densidad de la subfase

Subfase

Nota. Adaptado de (Ballesteros R, 2012; Herrer, 2018).

Para realizar las trasferencias a soportes solidos, primero se ensambla una monocapa del
material que se desea estudiar sobre la superficie acuosa o subfase mediante las barreras moviles;
la monocapa formada se le conoce como pelicula de Langmuir. El segundo paso seria trasferir
sobre el sustrato mediante la inmersion o emersion de este en posicion vertical en la subfase acuosa
para formar la pelicula de Langmuir-Blodgett (LB). En la realizacion de este tipo de transferencia,
la Cuba KSV NIMA 2003 posee un brazo de transferencia donde en la parte inferior tiene una
pinza que sirve como soporte del sustrato solido (ver Figura C2.b). Si el sustrato esta ubicado de
forma horizontal o paralela a la subfase, la pelicula de Langmuir se trasfiere por contacto directo
sobre €l formando una pelicula de Langmuir-Schaefer. Para hacer esta ultima transferencia, se
adapta una ventosa de una bomba de vacio a la pinza del brazo de transferencia tal como lo muestra

la Figura C4.
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Figura C4.

Soporte de Langmuir-Schaefer en la Cuba KSV NIMA 2003

Rl

A

Nota. Pinza de inmersién horizontal en la cubeta de Langmuir siendo: (a) bomba de vacio
conectada con un tubo flexible a una varilla porta-muestra, (b) ventosa circular de goma blanda

conectada al extremo del porta-muestra y (c) transferencia Langmuir-Schaefer.

Los motores de la cuba y del brazo de transferencia estan conectados a un ordenador con
el que se pueden controlar de forma automatica el movimiento horizontal y la velocidad de las
barreras, asi como detenerla cuando se alcance el valor de &rea por molécula o la presion deseada.
Cuando se llega a la presion deseada, el ordenador da la orden de accionar el motor para el
desplazamiento vertical del brazo de transferencia. La velocidad de transferencia y el nimero de
estas son programados y controlados por un software instalado en el ordenador. EI software (ver
Figura C5) permite la accion de la cuba desde la compresion de las barreras hasta el brazo de

transferencia, este es proporcionado por la casa comercial KSV NIMA LB Software de Biolin
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Scientific. Ademas, permite la recoleccion de datos experimentales para analisis posteriores y la
visualizacion en tiempo real (cada instante) conforme se vaya comprimiendo las barreras y
formado la monocapa. Si desea conocer mas informacion sobre la instalacion y configuracion del

software, en la referencia (Biolin Scientific, 2004) podra encontrar el manual de instalacion.

Figura C5.

Software KSV NIMA 2003 LB

Trought Tiough? T e
11 h/m} 1 fe/m) Though (C]
Basies Pos ] Bt Pon o] Teonkol[C]
0.01 220
Bamer Spd fremn) | | Barier Spd mevimi] Tosth[C]
0.00
Diper Accessaoes
Depert Pos o] Digper2 Pos ] Suaface potential V]
Dgpert Spdfnevimn)  Dipper? Spd ew/min)
Balarce(s] | Bamer!  Dippe) | Tempersture | Stmes |
Diper? Contioks
105 Soeed 100
3 N —

Nota. (a) Menu principal del software KSV NIMA LB, (b) ventana de la unidad de control manual,
(c) pantalla de configuracion del experimento, (d) Ventana de control “Troughl” para isotermas
de Langmuir, (e) Ventana de control “Troughl” y del “Dipper” para transferencias y (f) Unidad
de interfase NIMA.



INTERACCION DE MODELOS DE MEMBRANA CELULAR CON MNPs 70

Apéndice D. Limpieza de la cuba

Para la elaboracion de monocapas de Langmuir, Langmuir-Blodgett y Langmuir-Schaefer
es indispensable realizar una limpieza exhaustiva de la cuba teflon. Para ello el usuario debe usar
guantes latex y tapabocas con el fin de minimizar una contaminacion por la grasa de la piel y la
respiracion. La limpieza se debe efectuar sobre todo en el &rea del teflon y las barreras
contenedoras que regulan la tension superficial del agua (Patterson et al., 2014), se inicia limpiando
con papel impregnado de acetona y cloroformo; cerciordndose de arrastrar cualquier residuo y
trazas de contaminacion. Primero se pasa la acetona, ya que tiene la capacidad retirar pequefias
cantidades de agua que hubiesen quedado en el teflon, ademas al ser menos volatil que el
cloroformo permite la adhesion de polvo y pequefias particulas sélidas (Dotor Delgado, 2020).
Después de esperar un tiempo aproximado de 15 minutos (que permita la evaporacion de la
acetona), se limpia sucesivamente con cloroformo, este al ser miscible con la acetona permite
retirar los restos de esta y al ser un disolvente organico apolar favorece la hidrofobicidad del
material. Se deja esperar otros 15 minutos para la evaporacion del disolvente. Seguidamente se
prepara la ldmina de papel de filtro para la balanza de Wilhelmy, limpiandolo con etanol, y una
vez seco se sumerge parcialmente en un vaso precipitado que contiene agua Milli-Q por unos 15
minutos para que se humedezca completamente y asi evitar que una vez comenzados los barridos
el papel continue absorbiendo agua y registre presiones errdneas. A continuacion, se aclara la cuba
mediante ciclos de llenado/vaciado con agua Milli-Q, entre 3 a5 veces. Para lo anterior empleamos

un succionador de trompa de vacio que nos permite succionar el agua durante los lavados.

Terminado los lavados, se llena nuevamente la cuba y se coloca la lamina de papel de filtro
sobre el sensor magnético; se verifica el nivel de la subfase, observando que el menisco convexo

formado esté a la misma altura del canal. El paso anterior es crucial debido a que, si el nivel es
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demasiado bajo, el surfactante podria deslizarse debajo de las barreras y si el nivel es muy alto
podria desbordarse, obteniéndose datos erroneos de isotermas (m — A). Es conveniente realizar un
barrido en blanco, con el fin de confirmar la ausencia de surfactantes en la interfase aire-agua que
pudiesen generar un aumento en la presion superficial, si al comprimir las barreras se mantiene
por debajo de 1 mN-m™ nos indica que la cuba esta limpia (Biolin Scientific, 2004), si ocurre lo
contrario, se limpia la superficie de la subfase y se repite; si vuelve a suceder lo mismo en un par

de ocasiones, se comienza de nuevo todo el proceso de limpieza.
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Apéndice E. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

AFM es la técnica de anélisis utilizada en este trabajo, que permite conocer con gran
precision la superficie de los materiales obteniendo imagenes a nanoescala de alta resolucion. El
interés en la topografia de los materiales ha estado siempre presente en numerosas ramas de las
ciencias, debido a que las propiedades superficiales de un material influyen directamente en su
aplicabilidad. La técnica AFM se presentd en el afio 1986 por G. Binning y C. F. Quate; como una
herramienta versatil, no destructiva, capaz de trabajar eficazmente en la ciencia de los materiales,
desde el punto de vista quimico, fisico o bioldgico (Binnig et al., 1993). Ademas, su importancia
se incremento al permitir realizar el estudio cuantitativo de la estructura tridimensional de la
superficie y de sus propiedades mecanicas, electronicas, magnéticas y quimicas. Asi mismo,
destacd su uso en ambientes de vacio o liquidos, permitiendo incluso evaluar los cambios en las
propiedades superficiales de un material cuando estd dandose una reaccién quimica en su

superficie (Diaz, 2011).

A diferencia de otras técnicas de analisis como SEM o TEM que obtienen la sefial mediante
lentes Opticos que interaccionan con electrones, el AFM utiliza una sonda de barrido, es decir, en
realidad, analiza la superficie de la muestra punto por punto con una sonda fina (idealmente
acabada en un atomo) (Shan & Wang, 2015). En esta microscopia se puede controlar la posicion
tridimensional de la sonda o punta respecto a la muestra que se quiere caracterizar mediante un

sistema de piezoeléctrico (Herrero, 2018).

El equipo utilizado para la caracterizacion morfoldgica de las monocapas ensambladas
sobre sustratos solidos ha sido un Multimode 8 ambiental de la empresa Veeco-Bruker
perteneciente al Laboratorio de Microscopia Avanzada (LMA) del Instituto de Nanociencia y

Materiales de Aragon (INMA). Este es un microscopio SPM equipado con una unidad de control
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Nanoscope V (Bruker), KPM (Microscopia Kelvin Probe), c-AFM (AFM conductivo), celdas para
medidas en aire, liquido y celdas electroquimicas, modulo PicoForce para espectroscopia de
fuerzas, controlador Peltier de temperatura variable (-22°C hasta 200°C), medidas de Torsion-
mode y QNM (Quantitative Nonomechanical Property Mapping), opcién Peak Force y escaner
SPM Multimodo con capacidades de alcance J (125um X 125pum X 5um), E (10um X 10pum X
2,5um) A (0,4pm X 0,4pum X 0,4um) y AS-200 (200um x 200pum x 8um) respectivamente (Veeco

Instruments Inc, 2004). En la Figura E1 se especifican las partes del equipo.

Figura E1.

Microscopio de Fuerza Atémica (AFM)

d) e)

Ajuste del
fotodetector

Ajuste
del laser

Ajuste de la
platina que
= - tiene la muestra

~o7 i Muestra f)

Muelles de
retencion

Interruptor del
modo de trabajo

Interruptor
del motor g)

Nota. Partes y elementos principales del Microscopio de fuerza atdbmica donde: (a) mesa
amortiguadora anti-vibraciones, (b) microscopio Optico, (c) cuerpo controlador Multimode
AFM/SPM, (d) cabezal SPM, (e) vista superior e inferior del porta-puntas, (f) escaner Jy (g) base.
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En el caso del AFM la sonda o punta, de un par de micras de largo y menos de 100A de
diametro se coloca en un cantiléver o palanca Scanasyst-air, de 100 a 200 micras de largo de la
casa comercial Bruker, con una constante elastica, para nuestro caso, de 6 N-m™ y una frecuencia
nominal de 150 kHz, que dependiendo de la interaccion existente entre la punta y la superficie de
la muestra provoca que el cantiléver se doble o flexione. La interaccion punta-muestra se basa en
la medida de varias fuerzas atomicas de corto y largo alcance que contribuyen a la flexion del
cantiléver, siendo las mas comunes las fuerzas de Van der Waals (atractivas), o fuerzas
electrostaticas y/o magnéticas (atractivas y repulsivas). El valor de esta fuerza de interaccion
punta-muestra se encuentra tipicamente entre 107 y 10° N siendo dependiente de la distancia
(Carpick & Salmeron, 1997; Jalili & Laxminarayana, 2004). Por lo tanto, seleccionando de
manera correcta la punta a utilizar para cada muestra es posible obtener mapas de la topografia
superficial a una resolucion de escala nanométrica, asi como también permite caracterizar otras

propiedades fisicoquimicas.

Figura E2.

Especificaciones y montaje del cantiléver

=0
e *

le: +1-800-715-8440  www.

2l: RTESPA-150
Material: 0.01 - 0.025 Ohm-cm Antimony (n) doped Si

Quality Approved

Cantilever: T: 1,75 um L: 125 um W: 35 um
f,: 150 kHz k: 6 N/m

Coating: Front Side: None ,
Back Side: Reflective Al Wafer: A117/12

Nota. Detalles del cantiléver empleado siendo: (a) referencia de las puntas empleadas, (b)

ubicacion del cantiléver en el porta-puntas y (c) punta vista desde la camara conectada al lente
optico.
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El principio basico del AFM consiste primero en el correcto posicionamiento de la punta
0 sonda, gracias al piezoeléctrico (movimiento en el eje Z) y a los tornillos presentes en el equipo
(movimiento X-Y) y segundo, en la deflexién del cantiléver (Carpick & Salmeron, 1997,
Morawski et al., 2015). Para ello, un laser se dispone sobre la sonda; esta luz es reflejada sobre un
fotodetector sensible a la posicién que proporciona sefial de retroalimentacion a los escaneres
piezoeléctricos que mantienen la sonda a una altura o fuerza constante, creando finalmente una
imagen de todos los puntos medidos y obteniendo asi informacién sobre la rugosidad de la
superficie o la fuerza de interaccidn entre la muestra y la punta (Dufréne et al., 2017; Marrese et

al., 2017).

La medicion de AFM se puede llevar a cabo en tres modos dependiendo del tipo de
interaccion de la punta con la superficie (ver Figura E3): (a) contacto, en presencia de fuerzas
constantemente repulsivas; (b) No contacto, en presencia de fuerzas atractivas sobre la punta y (c)

modo tapping, en presencia de fuerzas atractivas y repulsivas (Diaz, 2011; Morawski et al., 2015).

Figura E3.

Modos de trabajo del AFM: (a) contacto, (b) no contacto e (c) intermitente o tapping.

R ol

Modo contacto

El extremo de la punta esta en contacto fisico suave con la muestra. La punta barre la
superficie, la fuerza de contacto origina la deflexion del cantiléver de modo que este se adapta a la

superficie topografica de la muestra. La fuerza total que ejerce la punta sobre la muestra es la suma
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de las fuerzas de capilaridad y del cantiléver, y se debe equilibrar a la fuerza repulsiva de van der
Waals. Sobre la muestra se ejerce una magnitud de fuerza entre 10 a 10 N (Morawski et al.,
2015). Se puede trabajar en modo de fuerza constante 0 modo de altura constante. En este modo
de contacto se pueden realizar medidas de elasticidad y aplicarse en una amplia gama de muestras
duras. Si bien es cierto, que al escanear la superficie de la muestra se produce la deflexion vertical
del cantiléver que da lugar a la topografia, también se produce una deflexion lateral del mismo
debido a las propiedades de friccion de la muestra, como consecuencia, el contacto continuo de la
punta y muestra hace que este modo resulte invasivo o incluso destructivo en el caso de analizar
muestras compuestas por materiales blandos, puesto que puede modificar la superficie al arrastrar

material o incluso obstaculizar la medida al partirse la punta.
Modo No-contacto o sin contacto

Se excita el cantiléver cerca de su frecuencia de resonancia de tal manera que vibra cerca
de la superficie de la muestra en un rango de 10 a 100 A. Se ejerce una fuerza muy baja, alrededor
de los 10-12 N, en este caso se pueden medir distintos gradientes de fuerza (magnética y

electrostatica); sin embrago, las resoluciones suelen ser bajas (Jalili & Laxminarayana, 2004).
Modo Contacto Intermitente (Tapping-Mode)

En el caso de esta tesis de pregrado, se ha utilizado el modo tapping para las medidas
realizadas en aire, ya que es mas adecuado para muestras blandas. En este modo la punta esta en
intermitente contacto con la superficie a la vez que la escanea. Como sefial de control utiliza la
variacién de la amplitud de la oscilacion de la punta, debida a la amortiguacion sobre la superficie.

Con esta técnica se obtienen medidas muy estables con resolucién elevada.
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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 informacion
nanoestructurada tridimensional y cuantitativa sobre la morfologia de la estructura de la monocapa
formada, propiedades mecanicas de la membrana artificial constituida y visualizar las
interacciones entre esta y las nanoparticulas depositadas sobre ella (Marrese et al., 2017). El

tratamiento de las imagenes registradas se realizo con el software Gwyddion V2.59.

Figura E4.

Componentes del sistema SPM Multimode

BRI

Nota. (a) Montaje completo del sistema operativo del AFM, (b) monitor de control y visualizacion

(el mouse mueve el cursor entre ambos monitores), y (¢) SPM Multimode.
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Apéndice F. Microbalanza de Cuarzo (QCM)

La microbalanza de cuarzo (Quartz Crystal Microbalance) es una técnica muy sensible que
permitié determinar cambios de masa de hasta 10° gramos por unidad de area. El principio de
funcionamiento se basa en la deformacion que se produce en el cuarzo al aplicar una diferencia de
potencial en cada uno de sus extremos, fendmeno fisico conocido como el efecto piezoeléctrico
(Mecea, 2006). EI material que se utiliza para realizar estas medidas es un cristal de cuarzo con
dos electrodos de oro depositado en ambas caras. La deformacion se transmite en forma de onda
aplicando un voltaje apropiado a través de los electrodos metalicos, de manera que la microbalanza
determina la frecuencia a la que la onda reflejada entra en resonancia con la deformacion inicial,
0 lo que es lo mismo con la frecuencia de resonancia fundamental del cuarzo (fo). Esta frecuencia
puede verse afectada por la adicién o eliminacion de pequefias cantidades de masa sobre la
superficie del electrodo. El cambio de frecuencia se denomina (Af); ya que se monitorea en tiempo
real para obtener informacion util sobre las interacciones moleculares o las reacciones que tienen
lugar en la superficie del electrodo, como la formacién de la pelicula, la oxidacion, la corrosion,

entre otras(Huang et al., 2017).

Es asi como la relacion entre la masa de compuesto depositada (Am) y la variacion de la

frecuencia fundamental viene dada por la ecuacion general de Sauerbrey (Sauerbrey, 1959):

2f,> Am
g2 ugt/? A

Af = —N - (Ec. 4)

Donde Af es la variacion de la frecuencia antes y después del proceso de deposicion, Am,
es la masa depositada sobre el sustrato, A, el area del sensor, N el nUmero de caras recubiertas, pq

es la densidad del cuarzo y uq es el modulo de rigidez de este.
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Dado que fo, A, pq Y nq son constantes referidas al cuarzo, es posible englobarlas en un
factor de sensibilidad del cristal Cs y el cambio de masa por unidad de area ¢ simplificandose la
(Ec. 4) en la siguiente:

¢ = - N-Cr ‘Af (Ec. 3)

El equipo usado fue una microbalanza de la marca Stanford Research Systems modelo

QCM200, con sensor de disco fino QCM25 de a-cuarzo cortado en la direccion AT (35° 157) y

electrodos de oro circulares en ambas caras (Stanford Research Systems, 2018).

Figura E5.

Microbalanza de Cuarzo (QCM)

Nota. Configuracion QCM completa compuesta por: (a) equipo QCM200, (b) soporte de cristal,
(c) controlador de cristal QCM25 (vista superior), y (d) panel frontal del controlador digital.

Experimentalmente, lo que se realiza es un lavado del sustrato/sensor que va a utilizarse y
se toma el valor de frecuencia medido como valor inicial fo. Posteriormente, se realiza la
transferencia de la monocapa y se registran valores de frecuencia a distintos tiempos hasta observar

que practicamente no hay cambio en el valor de la frecuencia. Finalmente, aplicando la (Ec. 2), se
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puede determinar el cambio de masa por unidad de superficie, es decir, el recubrimiento

superficial. El proceso de medicion con esta técnica se ilustra mejor en la Figura F1.

Figura F1.

Esquema del proceso de preparacion y medicion de la QCM

B e e s —
Proceso de o
deposicion Medicion
SA. LB, LS Ecuacion de
o Sauerbrey

36h |

EtOH/H,0
a CHCL
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Apéndice G. Imagenes de AFM de DPPC:COL 1:1 + GSL y su interaccién con MNPs

Figura G1.
Imdgenes de AFM de 5 x 5 um? de la pelicula DDPC-COL-GSL1

Nota. (a y b) Imagenes AFM sin tratamiento alguno en distintas zonas de 5 x 5 um? de una
monocapa LS de GSL1 sobre DPPC:COL 1:1 a una presion superficial de 8 mN-m™.

Figura G2.

Imadgenes de AFM de 20 x 20 um? y 10 x 10 um? de la pelicula DDPC-COL-GSL3

0 um
4 T T

a)0

20 nm

O ~| I A Vet | LRy 3L 0

Nota. (a'y b) Imagenes AFM sin tratamiento alguno en distintas zonas de 20 x 20 pm?y (c,d y €)

- 0 [

de 10 x 10 um? de una monocapa LS de GSL3 sobre DPPC:COL 1:1 a una presion superficial de
8 mN-m™



INTERACCION DE MODELOS DE MEMBRANA CELULAR CON MNPs 82

Figura G3.

Imdgenes de AFM de 5 x 5 um? de la pelicula DDPC-COL-GSL3

18 nm

15 nm

Nota. (a, b, ¢, d y €) Imagenes AFM sin tratamiento alguno en distintas zonas de 5 x 5 pum? de una
monocapa LS de GSL3 sobre DPPC:COL 1:1 a una presion superficial de 8 mN-m™.

Figura G4.

Imdgenes de AFM de 3 x 3 um? de la pelicula DDPC-COL-GSL3

16 nm

-(‘;\1. -
2 5

4 12
~%

o
N
4

o
ALt
. f_u\v

.@“"&.&- '{':;?"n‘f;‘- ot B 2 é'ﬁ v B
Nota. (a, b, ¢, d y e) Imagenes AFM sin tratamiento alguno en distintas zonas de 3 x 3 um? de una
monocapa LS de GSL3 sobre DPPC:COL 1:1 a una presion superficial de 8 mN-m™.
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Figura G5.

Comparacion de la pelicula de DPPC-COL-GSL1 incubada con MNPs

a) Opm 2 4 6 8 b
40 nm

Opm 2 4 6 8

40 nm 40 nm

d) Oum 2 4 6 8 e)

35

30

Nota. Imagenes AFM sin tratamiento alguno de 10 x 10 pm?y 5 x 5 um? de la pelicula de DPPC-
COL-GSL1 incubada por 1 h con (a, by ¢) MNPs sin alquino y (d,e,f y g) MNPs con alquino.

Figura G6.

Comparacion de la pelicula de DPPC-COL-GSL3 incubada con MNPs

b 2 C
60 nm s . A 4 X s ) T ¥ 50 nm

50

Nota. Iméagenes AFM sin tratamiento alguno de 10 x 10 um? y 5 x 5 pm? de la pelicula de DPPC-
COL-GSL3 incubada por 1 h con (a,b y ¢) MNPs sin alquino y (d,e y f) MNPs con alquino.
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Apéndice H. Calculos de la Microbalanza de Cuarzo (QCM)

Tabla H1.

Parametros constantes de los sustratos de QCM

Pq I Na PM (g-mol™)
«em”) (din-em?) (mle'mol™) pppc.cOL GSL1 GSL3

Valor 5¢*6 2,648 2,95¢*!! 6,02 ¢ 560,345 812,27 837,29

Parametro fo (Hz) @

Nota. fo: resonancia fundamental, pq: densidad, q: médulo de rigidez, Na: nimero de Avogadro,

PM: peso molecular de los compuestos.

Tabla H2.

Masa de las MNPs

. Masa (g) Masa Masa
Tipo de MNP Inorgdnica PMAO PEG DBCO total (g) total (ug)
PMAO@PEG 6,03¢®  1,28e!® 1,568 - 8,87¢!8 8,87¢ 12

PMAO@PEG@DBCO 6,03¢'®  128e® 1,56 2,62¢°  9,13¢78 9,132

Nota. PMAO@PEG: MNPs sin alquino, PMAO@PEG@DBCO: MNPs con alquino.

Se registran frecuencias iniciales del cuarzo antes de cualquier deposicion (fo) y después
de realizar la primera transferencia correspondiente a la monocapa de la pelicula de DPPC:COL
1:1 (f1), cabe recordar que este método involucra un recubrimiento por ambas caras del sustrato;
por ende para el calculo de la masa depositada se usa un N = 2. A continuacion, se expone el
ejemplo del calculo para el primer experimento (los demas se determinan con la misma

metodologia):

2f,>  Am 2fy’

Af=—N—"—— —=-2"—— ¢
P2 ug? A P2+ g/
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Teniendo presente que el valor de sensibilidad del cuarzo es de Ct= 56,6 Hz-cm>ug™ty
despejando el cambio de masa por unidad de area (¢) se tiene:

5017103 — 5017143 _ —40
B —56,6 © —56,6

= 0,35353 —
cm

Una vez calculado ¢, se puede conocer el nimero de moles por unidad de area (An) a partir
del peso molecular promedio de los compuestos DPPC y COL; con el nimero de Avogadro se
pasa de moles por area a el nimero de moléculas por unidad de area (I'). Para poder comparar los
datos obtenidos experimentalmente de la QCM con los calculados por el software de la cuba NIMA
KSV durante la transferencia (Acuba) €S necesario igualar las unidades y dimensiones, para esto se
invierte el ', obteniendo 1/ " y pasando de cm?mlc? a nm?mlc™. Finalmente, la comparacion o
ratio de transferencia se realiza dividiendo el valor experimental de la cuba sobre el valor
experimental de la QCM (ver Tabla H3).

Tabla H3.

Calculos para la monocapa de DPPC:COL 1:1

No. Sustrato de QCM

Parametro 1 2 3 4
fo (Hz) 5017143 5006438 5008695 5001702
fi (Hz) 5017103 5006409 5008664 5001672
Af (Hz) -40 -29 -31 -30

b (ugem? 0353 0256 0274 0265
An (umol-cm?)  6,31e*  4,57¢*  4,89¢*  4,73¢*
I (mlc-em?) 3,78 ¢4 2,75¢™* 2,94e"*  2,85¢*
1/T (nm?mlc) 0,263 0,363 0,339 0,351
Acuba (nm?mlc!) 0,462 0,409 0,395 0,378
TR 1,756 1,127 1,163 1,078

Nota. Af: delta de frecuencia de resonancia, ¢: cambio de masa por unidad de area, I': nUmero de
moléculas por unidad de area, 1/ I': area por molécula experimental, Acuba: area por molécula

calculado por la Cuba KSV NIMA, TR: ratio de transferencia.



INTERACCION DE MODELOS DE MEMBRANA CELULAR CON MNPs 86

Sobre una cara de los sustratos se realiza la transferencia Langmuir-Schaefer de los GSL

e, para ello, en la (Ec.3) se reemplaza el N=1, obteniéndose la siguiente expresion:

2fy”
Af = — b =—566"¢
q

Se mide la frecuencia (f2) de la monocapa correspondiente al LS del GSL. Se recalculan
los mismos parametros anteriores.
Tabla H4.

Célculos para la monocapa de GSL

No. Sustrato de QCM

Langmuir-Schaefer GSL GSL3 GSL1
Parametro 1 4 2 3
f1 (Hz) 5017103 5006409 5001672 5008664
> (Hz) 5017078 5006378 5001643 5008635
Af (Hz) -25 -31 -29 -29
¢ (ug-em) 0,442 0,548 0,512 0,512
An (pmol-cm?) 528¢*  6,54¢*  6,3le* 6,31%
I' (mlc-cm™) 3,18¢™4 3,944 3,79¢*  3,79¢"14
1/T (nm?mlc™) 0,315 0,253 0,263 0,263
Acuba (nm?mlc™) 0,238 0,276 0,2963 0,2929
TR 0,759 1,086 1,126 1,113

Se determind ademas la cantidad tedrica de MNPs (asumiendo que toda la superficie del
GSL3 reaccione con estas) al dividir la masa del GSL depositada sobre el sustrato(¢) por la masa
total de las NPs. Se obtuvieron valores de 4,98¢**° y 6,00e*1® MNP-cm™ para los sustratos 1y 4
respectivamente. Previo a las incubaciones con MNPs se registra un nuevo valor de frecuencia
(f2”) de las deposiciones de GLS con el fin de estimar el valor real de la masa antes del SAM. Se
mide la frecuencia (f3) posterior a la incubacion de las NPs, se cuantificd la cantidad de masa

depositada por unidad de area de las mismas.
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Tabla H5.

Masa depositada de MNPs sobre los modelos de membrana celular

No. Sustrato de QCM

Langmuir-Schaefer GSL GSL3 GSL1
Tipo de MNPs Sin alquino Con alquino Sin alquino Con alquino
Parametro 1 4 2 3
2’ (Hz) 5017086 5006384 5001643 5008635
f3 (Hz) 5017083 5006374 5001690 5008723
Af (Hz) -3 -10 47 88
¢ (ng-em?) 0,027 0,088 -0,415 -0,777

Debido a que se obtuvieron deposiciones negativas de MNPs sobre las modelos
membranales con GSL1, se omiti6 el calculo experimental de la cantidad de MNPs por unidad de
area, este se determina dividiendo el valor ¢ sobre la masa de las MNPs para cada caso (con/sin

alquino) y la diferencia de estos (desorcion). Se aclara y enfatiza que este es un dato adicional

que no es analizado al no ser comparable con los experimentos de las MNPs de control (sin alquino
+ GSL1).
Tabla H6.

Recubrimiento de MNPs sobre los modelos de membrana con GSL3

Cantidad de MNP — area (MNP-cm)

Tipo de MNPs Experimental ~ Teodrico  Desorcion
Con alquino 1,06e*10 6,00e*10  4,94e*10 17,74%
Sin alquino 5,98e*0° 4,98e*10  4,38e*10 12,00 %

Recubrimiento
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Apéndice I. Espectrometro de Infrarrojo por Transformada de Fourier en modo ATR (FTIR-ATR)

La espectroscopia de infrarrojo es una técnica quimica que permite obtencion de espectro
infrarrojo de absorcidn o emisidn 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 obtencion de estos espectros se tienen tres tecnicas de medida: Transmision,
Reflexion y modo ATR (Attenuated Total Refletion), donde este ltimo es un modo de muestreo
en que un haz de IR se proyecta en un cristal ATR transmisor, Opticamente 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 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 que se mantiene en contacto

intimo con el cristal, registrandose asi el espectro de infrarrojo (Vilan et al., 2017).

Para los experimentos de espectroscopia de infrarrojo el Instituto de Nanociencia y
Materiales de Aragon (INMA) cuenta con un Espectrometro de Infrarrojo por Transformada de
Fourier Vertex 70 modelo Tensor 27 de la casa comercial Bruker, con una fuente MIR y con el
accesorio de ATR modelo Platinum ATR, Bruker con cristal de diamante. Con el cual se pueden
obtener espectros en la region del infrarrojo entre 4000 cm™ y 400 cm™ (Bruker Optics, 2013,

2021). La Figura 11. describe las componentes importantes del FTIR.

El modo de ATR que se utiliza es el Avanzado Golden Gata_C2_XPM, con una velocidad
de barrido de 2 cm-1 y 256 scans. Para cada experimento, se limpia meticulosamente el cristal de
alto indice de refraccion (donde se coloca la muestra) con etanol, esto con el fin de que no afecte

los espectros infrarrojos de la muestra analizar. El uso de esta técnica nos permitid resolver la
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estructura de enlace entre la molécula y el sustrato, y estudiar la orientacion de los compuestos y

los grupos de anclaje mediante la reaccion click bioortogonal.

Figura I1.

Espectrometro de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Nota. Componentes externos e internos del FTIR siendo: (a) parte frontal del espectrofotometro,
(b) compartimiento de muestras con dimensiones de 25,5 x 27 x 16 cm y (c) accesorio ATR con

cristal de diamante modelo Bruker Platinum.
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Apéndice J. Numero de onda de los grupos funcionales

Tabla J1.

Rangos de numero de onda de grupos funcionales alquino

Table 4.1 Alkyne C=C stretching vibralions

Region Intensity

Functional Groups cm™! pm IR Raman Comments
Monosubstituted alkynes, -C=CH 2150-2100 4.65-4.76 w—m 5P See ref. 2. Vapour phase higher: 2165-2135¢cm ™!
Disubstituted alkynes 2260-2190 4.43-4.57 v 5. P Intensity decreases as symmetry of molecule increases.
R-C=CR’ 2240-2190 4.46-4.57 m-w s Also medium intensity band at 2325-2285cm ™'
Conjugated alkynes (see comments) 2270-2200 4.41-4.55 m s P Conjugated with C=C, C=C

2125-2035 4.711-4.91 w 5
Conjugaled alkynes (see comments) ~2250 ~d 43 s § Conjugaled with COOH or COOR
CH,X-C=CH, X = halogen 2135-2125 4.68-4.71 m s
-C=C-Cl 2270-21%0 441-456 m 5 p Streng band due to C—Cl str 760-430¢m ™"
-C=C-Br 2250-2150 4.44-465 m S, p Strong band due to C—-Br sir 690-350cm™!
-C=C-1 2220-2120 4.50-472 m S P C-1 str 660-310cm™~’
M~-C=C-H, M=P, As, Sb. Ge, Sn, SiH; 2055-2015 4.87-4.96 w—m 5P
M~C=C-CHj, (M as ahove) 2200-2170 4.55-4.61 s 5P

Nota. Tabla 4,1 de los rangos de nimero de onda de grupos funcionales alquino. Tomado de (Long,

2004).

Tabla J2.

Rangos de nimero de onda de grupos funcionales hidroxilo (-OH)

Table 6.1 Hydroxyl group O-H strerching vibrations

Region Intensity
Functional Groups cm™! ] IR Raman Comments
Free O-H 3670~ 3580 2.73-2.30 v w sh, OH sir
Hydr%en{mmkd O-H (intcrmolecular), 3550-3230 2.82-310 m-s w Usually broad but may be sharp. frequency is
—0—H H_ "H\O"H\ concentration-dependent
e | |
[dimer) [polymer]
Hydrogen-bonded O-H 3590-3400 2.19-294 v w Usually sharp, frequency is concentration-independ
(intramolecular), H - H
0 o
Chelated O-H, M. 3200-2500  3.13-400 v w Usually broad, frequency concentration-independh
It |
-0D 2780-2400 3.60-4.17 v w O-D str
OH of enol form of f-diketones 27002500 3.71-4.00 v w br, chelated OH
I lecular-bonded ortho-ph 3200-2500 3.13-4.00 m w Free phenols ~3610cm™
Carboxylic acids, —COOH 3300-2500 3.03-4.00 w—-m w br, O—H str, hydrogen-bonded, sometimes number of
weak bands in region 2700-2500cm~', Band is
conceniration-dependem
OH of water of crystallization 3600-3100 278-323 w w In solid-state specira
16301600 6.13-6.25 m w def
OH of water in dilute solulion ~3760 ~2.66 w-m w In non-polar solvents
Free oximes, \ 3600-3570 278-279 w-m w sh
/C=N—OH
Oximes, hydrogen-honded 3300-3150 3.03-3.17 m w br
Free hydroperonides, ~O-O-H 3560-3530  282-283 m w
Peracids, -CO-0-0H ~328D ~3.05 m w
Tropolones ~3100 ~323 w-m w
Phosphorus acids, < 40 2700-2560 3.70-3.91 m w br
7 on

Nota. Tabla 6.1 de los rangos de nimero de onda de grupos funcionales hidroxilo. Tomado de

(Long, 2004).
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Tabla J3.
Rango de numero de onda de grupos funcionales azida

Table $2 (cowsinued)

Region Intensity
Functional Groups em™' wm IR Raman Comments
Alkyl sclenocyanates, —SeCN ~2150 ~4.65 s 5 p
545-520 18.35-19.23 m—§ 5 Se-CN sur
420-400 23.81-25.00 w
365-360 27.39-21738 w
Aromatic sclenocyanales, -SeCN ~2160 ~4.63 s [N sh
420-400 23 81-25.00 w
~350 ~28.57 w SeCN bending vib
Alky] isosclenocyanates 2185-2100 4.58-4.76 s ]
560500 17.86-20.00 m-s 5
Aromatic isoselenocyanates 2200-2000 4.55-5.00 s 5 by, doublet
Azdes =N=N=N 2170-2080 4.61-45] VE=§ m-$, p asyrti 9;:0 (mm:ehmm a doublet)( -CO-Nj-+,
~2150¢m™’)
13451175 7.43-8.51 m-w sp sym sir
Metal szides and azide ion 680-410 14.71-24.39 w N=N=N bending vib
Acid azides and nitro-aromalic azides 22402170 4.46-4.61 % m-$ asym N==N=N str
2155-2140  4.64-4.67 s s wsym No<N=N str
17101650 585-5.92 s WM C=0 str for acid azides
12601235 794-8.10 m s sym N=N=N str
Diazo compounds >C-N‘=N" 20502000 4.88-5.00 vs v br, asym str CNN
13901330 7.19-7.52 s m-s sym str CNN
Diazoketones and diazocsters, 2075-2050 482-4.88 s m-§ (Ketones: Cw=O str, 1650 1600cm=" and strong band,
-CO-C=N*=N" 1390-1330cm~" ~ may be doublet; alkylkelones:
C=Q str, ~1645cm™")
Diazonium salt, Ar-N=N*X"~ 2300-2230 4.35-4,69 m=-3 mn-s N=N sir, see refs: 31 and 32
Ketenes, \ 2200-2080 4.45-4.81 m—s v oflen found near 2150cm™
/C—C‘—‘ o
~1130 ~8.8S v m-s, p sym CmC=0 ur, Range 1420-1120¢m™ vsuvally s—-m
(Aromarics: IR intensity w, Raman s, p).
RySiCH=C=0 2115-2085 4.73-4.80 ] w asym C=C=O sar
1295- 1265 7.72-790 w ] sym C=C=0 sty
Ketenimines, N\ . 2170-2000 4.61-5.00 5 v asym C=C=N sir
/C—C-N—
~1235 ~B.10 m s sym C=C=N str
1190-1080 8.40-9.26 5 COCN str
Aliphatic Carbodi-imines 2155-2130 4.64-4.70 vs w asym N=C=N str, sce ref. 33
R-N=C=N-R
~ 1460 ~6.85 w 5P sym N=C=N sir
Aryl carbodi-imines Ar-N=C=N-Ar 2145-2135 4.66-4.68 vs m—s, p C=N str doudlet due 1o Fermi resonance band at
} ~2110cm™" usually being the sronger
2115-2108 4.73-4.75 Vs m-5, p
Thionylamines =N=S§=0 1300-123¢ 769-8.13 ¥ sp NSO asym str
L180-1100 848-9.09 v $ NSO sym str

Nota. Tabla 5.2 de los rangos de nimero de onda de grupos funcionales hidroxilo. Tomado de
(Long, 2004).
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Apéndice K. Marcacion de la mica

Las marcas sobre la mica 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 accion de un campo magnético generado por un par de imanes hacia
la caverna donde la mica esté sujeta a la parte superior son cinta kapton que a su vez mantiene
inmovilizadas un par de membranas de SisN4 y Si que previamente han sido perforadas mediante
Focused lon Beam (FIB) con el propésito 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 actuara como pegamento del cobre, del cual se depositaran

75 nm de material.

Figura K1.

Etapas de marcacion del sustrato de mica

a) b)
mE =N B
R mE E
c) d)
= aVa =
sl

Nota. (@) Molde de color naranja donde las marcas azules son los agujeros, (b) plastico de
proteccion de la mica, (c) mica preparada para PVD y (d) resultado final de la mica una vez hechas

las marcas.



