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Resumen

Titulo: Caracterizacion de sistemas membranales simulados con potencial aplicacion en

r . . 7 y . *
nanotecnologia mediante microscopia de fuerza atomica

Autor: Camila Andrea Cristancho Veloza, Kevin Andrés Pinzén Chapeta ™

Palabras clave: Langmuir-Blodgett, Langmuir-Schaefer, Nanoparticulas Magnéticas, Membrana

Celular, Glicoesfingolipidos, Microscopia de Fuerza Atdémica, Clic Bioortogonal.

Descripcion: La nanociencia es considerada una disciplina clave para abordar diversas incognitas
en campos como la medicina, la biologia, la quimica y la ingenieria, entre otros. En este contexto,
la modelizacion y optimizacion de estructuras biologicas, como las membranas celulares, resultan
fundamentales para comprender mejor su funcionamiento. El presente trabajo de investigacion fue
desarrollado en el Instituto de Investigacion Universitario de Nanociencia y Materiales de Aragon
(INMA) y contribuye al avance en el conocimiento sobre las interacciones que ocurren a nivel de
membrana celular. En particular, se enfoca en la simulacidon y caracterizacion de membranas
celulares construidas a partir de tres componentes esenciales: colesterol, dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) y glicoestingolipidos (GSL1 y GSL3). Para ello, se emplean las técnicas de Langmuir-
Blodgett (LB) y Langmuir-Schaefer (LS) como mecanismos de transferencia para generar
monocapas de DPPC:CHOL de ratio 1:1 y bicapas de DPPC:CHOL:GSL1 y DPPC:CHOL:GSL3.
Estas estructuras son posteriormente caracterizadas mediante microscopia de fuerza atdmica
(AFM). Finalmente, se analiza la interaccion de nanoparticulas de 6xido de hierro con estas
membranas, analizando su distribucion antes y después de aplicar hipertermia magnética. A futuro,
este tipo de estudios puede contribuir al desarrollo de estrategias para modificar propiedades de la
membrana celular, como la fluidez y la permeabilidad, lo que facilitaria la introduccion de

sustancias, farmacos, en el interior de la célula.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Luz Marina Ballesteros Rueda,
Doctora en Ingenieria Quimica. Co-directora: Pilar Cea Minguez, Doctora en Ciencias
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Abstract

Tittle: Characterization of simulated membrane systems with potential application in

nanotechnology by atomic force microscopy”

Author: Camila Andrea Cristancho Veloza, Kevin Andrés Pinzén Chapeta™

Keywords: Langmuir-Blodgett, Langmuir-Schaefer, Magnetic Nanoparticles, Cell Membrane,

Glycosphingolipids, Atomic Force Microscopy, Bioorthogonal Click.

Description: Nanoscience is considered a key discipline for addressing various unknowns in fields
such as medicine, biology, chemistry, and engineering, among others. In this context, the modeling
and optimization of biological structures, such as cell membranes, are fundamental for better
understanding their functioning. The present research work was developed at the University
Institute for Research in Nanoscience and Materials of Aragon (INMA), and contributes to
advancing knowledge about the interactions that occur at the cell membrane level. In particular, it
focuses on the simulation and characterization of cell membranes constructed from three essential
components: cholesterol, dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), and glycosphingolipids (GSL1
and GSL3). To achieve this, the Langmuir—Blodgett (LB) and Langmuir—Schaefer (LS) techniques
are used as transfer mechanisms to generate DPPC:CHOL monolayers with a 1:1 ratio and
DPPC:CHOL:GSL1 and DPPC:CHOL:GSL3 bilayers. These structures are subsequently
characterized using atomic force microscopy (AFM). Finally, the interaction of iron oxide
nanoparticles with these membranes is analyzed, examining their distribution before and after
applying magnetic hyperthermia. In the future, this type of study may contribute to the
development of strategies to modify cell membrane properties, such as fluidity and permeability,

which would facilitate the introduction of substances and drugs into the interior of the cell.

" Degree work
** Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Luz Marina Ballesteros Rueda,
PhD in Chemical Engineering. Co-director: Pilar Cea Minguez, Doctor of Science.
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Introduccion

La nanociencia continiia expandiendo sus fronteras. En las ultimas décadas este campo ha
impulsado importantes avances en el estudio de las propiedades de los materiales a escala
nanométrica, generando un impacto significativo en diversas disciplinas que abarcan desde la
fisica, la ingenieria y la ciencia de los materiales hasta la biologia, la medicina y la quimica (Hulla,
Sahu & Hayes, 2015).

La busqueda de nuevos métodos de administracion de farmacos para el tratamiento del
cancer constituye un area prioritaria en la biomedicina moderna. En este contexto, la membrana
celular, al actuar como principal barrera de interaccion entre los entornos extracelular e
intracelular, representa una plataforma clave para el desarrollo de estrategias terapéuticas
innovadoras. (Zhang et al., 2021).

En particular, el estudio de las membranas celulares ha despertado gran interés, debido a
que su estructura y funcidn son esenciales para el mantenimiento de la vida celular. Estas pueden
modelarse mediante sistemas compuestos por fosfolipidos y colesterol, lo que permite comprender
procesos bioldgicos fundamentales, como el transporte de moléculas y la interaccion con farmacos
(Ahern & Rajagopal, 2015). En este contexto surge el presente proyecto de investigacion, el cual
se orienta a la simulacion y caracterizacion de sistemas membranales modelo.

Este trabajo de investigacion fue desarrollado en el Instituto de Investigacion Universitario
de Nanociencia y Materiales de Aragon (INMA) y se enfoca en la fabricacion de sistemas
membranales modelados a partir de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) y colesterol,
con el objetivo de evaluar su potencial para facilitar la transferencia controlada de componentes
bioactivos, como azucares y nanoparticulas. Estos sistemas modelo de membrana permiten

reproducir algunas propiedades fisicoquimicas de la membrana celular, proporcionando un marco



CARACTERIZACION DE SISTEMAS MEMBRANALES CON AFM 12

experimental adecuado para estudiar interacciones moleculares y explorar posibles aplicaciones
biomédicas. La preparacion de estos sistemas se llevo a cabo mediante las técnicas de Langmuir-
Blodgett (LB) y Langmuir-Schaefer (LS).

Los sistemas membranales basados en DPPC y colesterol son especialmente ttiles para
estudiar como interactian diferentes moléculas, como farmacos, proteinas o péptidos, con la
membrana (Ingodlfsson et al., 2016). La caracterizacion de estos modelos se realiza mediante la
técnica de microscopia de fuerza atomica (AFM) la cual ha resultado ser particularmente valiosa
en esta investigacion.

La técnica de caracterizacion AFM permite analizar la topografia y morfologia de muestras
con resolucion nanométrica, lo que la convierte en una herramienta idonea para examinar las
caracteristicas fisicas y estructurales de las membranas (Pérez et al., 2023). Ademas, no so6lo
proporciona imagenes tridimensionales detalladas, sino que también permite evaluar propiedades
mecanicas como la rigidez, la elasticidad y la adherencia.

Asimismo, esta técnica permite detectar cambios locales en la organizacion de los lipidos
o en la distribucion del colesterol dentro de la bicapa. Estas capacidades convierten al AFM en una
herramienta fundamental para el disefio y andlisis de modelos de membrana, asi como para la
comprension de los procesos bioldgicos que ocurren en estas estructuras. En consecuencia, el AFM
facilita el estudio de las interacciones biomoleculares en la membrana y su influencia sobre la
funcién y estabilidad de estos sistemas. Con base en lo anterior, este trabajo de investigacion se
centra en la simulacion y caracterizacion de membranas celulares utilizando las técnicas de LB y
LS. Asimismo, se estudia la interaccion de estas membranas con nanoparticulas magnéticas de
6xido de hierro funcionalizadas, con el objetivo de favorecer procesos de quimica clic bioortogonal

entre las nanoparticulas magnéticas (MNPs) y los componentes de la membrana celular.
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1. Objetivos
1.1 Objetivo general
Caracterizar los sistemas de bicapas lipidicas soportadas (SLB), fabricadas a partir de
fosfolipidos (Dimetilfosfatidilcolina y colesterol), usando la técnica de microscopia de fuerza
atomica (AFM).
1.2 Objetivos especificos
e Determinar las condiciones experimentales y los parametros fisicoquimicos Optimos de la
mezcla lipidica DPPC:CHOL (1:1) para la formacion y transferencia de bicapas lipidicas
DPPC:CHOL:GSLs sobre sustratos de mica, empleando las técnicas Langmuir-Blodgett y
Langmuir-Schaefer.
e Evaluar la incorporaciéon de nanoparticulas magnéticas en bicapas lipidicas modelo
DPPC:CHOL:GSLs mediante su caracterizacion topografica por microscopia de fuerza

atomica (AFM).
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2. Estado del arte

Las membranas modelo basadas de fosfolipidos han recibido una atencion considerable en
la investigacion cientifica, debido a que los fosfolipidos constituyen uno de los principales
componentes de las membranas celulares de organismos procariotas y eucariotas (Balleza et al.,
2020). Por esta razoén, se han desarrollado diversos sistemas de membranas lipidicas artificiales,
también conocidas como membranas sintéticas o modelos de membrana, que permiten estudiar de
manera controlada su estructura, propiedades y comportamiento (Navarro Tovar et al., 2018).
Entre los modelos de membrana més ampliamente estudiados se encuentran las micelas y los
liposomas (Figura 1), estructuras que se forman a partir de fosfolipidos cuyo caracter anfipatico
favorece su autoensamblaje en medios acuosos, dando lugar a organizaciones supramoleculares

estable (Uria Canseco & Pérez Casas, 2019).

Figura 1. Fases de transicion de la bicapa lipidica

Cabeza polar
Q (hidrofilica)
I

4 | Cola apolar

¢ % | (hidrofébica)

(
W Colas

Bicapa lipidica
plana

.......

Nota. Fuente Chen et al., 2010

El amplio repertorio de fosfolipidos presentes en las membranas bioldgicas resulta
complejo y diverso; sin embargo, solo algunas moléculas de lipidos saturados han sido
ampliamente utilizadas en la construccion de modelos de membranas lipidicas sintéticas. Entre

ellas se encuentran el DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina), DMPC (1,2-dimiristoil-sn-glicero3-
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fosfocolina), DLPE (dilauroilfosfatidiletanolamina), DSPC (diestearoil fosfatidilcolina), entre
otras (Jovanovi¢ et al., 2018; Khakbaz & Klauda, 2018; Rappolt, 2019).

La bicapa lipidica, ser sometida a variaciones de temperatura, puede experimentar cambios
conformacionales en las moléculas que la componen, particularmente en los fosfolipidos, que
constituyen sus principales componentes estructurales. Estos cambios estructurales, que ocurren a
determinadas temperaturas, se conocen como transiciones de fase (Ver Figura 2).

La fase gel se caracteriza por interacciones de Van der Waals mas fuertes entre las cadenas
hidrocarbonadas, lo que favorece un empaquetamiento mas compacto y ordenado de los lipidos,
limitando el movimiento lateral de los fosfolipidos a lo largo de la membrana (Moraga, 2020).

La fase liquida desordenada indica un estado altamente fluido, en donde los lipidos
individuales tienen la capacidad de moverse lateralmente a través de la superficie de la membrana
relativamente sin obstaculos. Se caracteriza por un empaquetamiento irregular y presencia de
torceduras en los 4cidos grasos insaturados, que reducen el area de superficie accesible a otras
cadenas de acidos grasos, debilitando las interacciones de Van der Waals.

La fase liquida ordenada se considera como un hibrido entre las fases desordenada y gel,
pero con una tasa de difusion lateral mas alta que en fase gel.

Finalmente, la fase ondulatoria se caracteriza por la aparicién de ondulaciones periddicas
en la superficie de la membrana cuando aumenta la temperatura. Estas ondulaciones se asocian
principalmente con la organizacion de las cabezas polares de los fosfolipidos, lo que permite
clasificar a los lipidos formadores y no formadores de ondulaciones segun la naturaleza de sus
grupos de cabeza. Entre los lipidos formadores de ondulaciones se encuentran las fosfatidilcolinas

(Davis, 2021).
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Figura 2. Comportamiento termotropico de los lipidos

y 3 |
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Nota. Fuente, Davis, 2021.

Las membranas celulares modelo empleadas en este trabajo de grado fueron fabricadas a
partir de una mezcla de fosfolipido 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) y colesterol
(COL) en una relacion molar 1:1. E1 DPPC fue seleccionado debido a que es uno de los fosfolipidos
mas representativos en estudios de membranas modelo, ademas de ser un componente importante
de las membranas celulares y del surfactante pulmonar, lo que lo convierte en un sistema
ampliamente utilizado para investigar propiedades estructurales y dindmicas de bicapas lipidicas.

Por otro lado, el colesterol fue incorporado debido a su papel fundamental en la
organizacion y regulacion de las membranas celulares (F. Dufréne et al., 1999). Este lipido actlia
como modulador de la fluidez de la membrana (Garcia-Manyes et al., 2005) y de las transiciones
de fase de las bicapas lipidicas. Ademas, el colesterol puede aumentar el orden estructural de las
cadenas de fosfolipidos en la fase fluida ((Redondo Morata et al., 2012), mientras que en la fase
gel puede inducir un efecto opuesto al disminuir el grado de empaquetamiento lipidico. Asimismo,
se ha reportado que el colesterol participa en la regulacién de los mecanismos responsables de la
asimetria de fosfolipidos en la membrana celular (Garcia-Manyes et al., 2010).

Diversos estudios han demostrado que una proporcion equimolar de DPPC y colesterol

(1:1) permite obtener monocapas Langmuir-Blodgett altamente homogéneas, las cuales se
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caracterizan por la ausencia de defectos tridimensionales y agregados de los componentes. Estas
propiedades las hacen particularmente adecuadas para su analisis mediante microscopia de fuerza
atomica (AFM).

En consecuencia, en el presente estudio se emple6 la mezcla DPPC :CHOL en relacion 1:1
para la formacion de peliculas de Langmuir, las cuales posteriormente fueron transferidas a un
sustrato solido de mica. Los resultados més significativos obtenidos durante este trabajo de grado
se centran en la caracterizacion de estas membranas celulares modelo, asi como en la evaluacion
de la funcionalizacion mediante quimica click bioortogonal (ver Figura 3) con el fin de favorecer
la unién covalente de nanoparticulas magnéticas a la superficie de la membrana.

Figura 3. Union covalente mediante quimica click bioortogonal de NPs magnéticas
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Nota. Union covalente de MNPs magnéticas a la superficie de membranas celulares

mediante quimica click bioortogonal. Adaptado de (Herrero, 2018).
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3. Metodologia

Los valores de presion superficial y velocidad de transferencia utilizados en este trabajo de
investigacion se establecieron con base en estudios previos realizados y presentados en la tesis
doctoral “Modelos de membranas celulares y su interaccion con nanoparticulas magnéticas”,
elaborada por Silvia Ruiz Rincon. En los estudios termodinamicos realizados se observo que, a
una presion de 35 mN-m™, se obtuvo el valor maximo del modulo de Young y las monocapas
formadas fueron altamente homogéneas sobre los sustratos de mica.

La metodologia del proceso se desarrolla en un diagrama de flujo (Ver Figura 4), el cual
corresponde a un disefio conceptual basado en las etapas de la investigacion. Cada paso esta
organizado secuencialmente, reflejando el desarrollo del trabajo experimental.

Figura 4. Diagrama metodologico del proceso
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3.1 Materiales, reactivos y sustratos

En este estudio se han utilizado soluciones de Dimetilfosfatidilcolina (DPPC), colesterol
(CHOL), y glicoesfingolipidos (GSLs), especificamente GSL1 (CssH93sNOsg) y GSL3 (CssHo92N4O7),
para la fabricacion de modelos de membranas celulares. La concentracion de las soluciones preparadas
fue de 10* M, eleccion basada en el estudio realizado por el grupo Platén (Rincén et al., 2017) quienes
demostraron que esta concentracion ofrece condiciones Optimas.

Todos los reactivos empleados se encuentran en estado sélido y se mantienen refrigerados.
Para preparar las soluciones, es necesario atemperarlos para evitar que el cambio de temperatura altere
el peso y provoque un cambio en la concentracion.

Se peso la cantidad adecuada de cada reactivo en una balanza para preparar 50 ml de soluciones

de DPPC y CHOL (ver propiedades fisicas y quimicas en la Tabla 1), y 25 ml de soluciones de GSL1

y GSL3, todas a una concentracién de 10 M.

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de los compuestos DPPC y CHOL.

PROPIEDAD DPPC COLESTEROL

Formula molecular C40H8ONOSP C27H460

Masa molecular (g/mol) 734,0 386,7

Aspecto Solido blanco Cristales nacarados blancos
Log Poctanol/agua 13,5 8,7

Punto de ebullicion 60,5—-61,5°Ca 760 mmHg 360 °C
Punto de fusion -63 °C 148,5 °C
Densidad - 1.067 a 20 °C
Olor Sin olor Sin olor
Solubilidad Poca solubilidad en agua. Poca solubilidad en agua. Soluble
Soluble en solventes en aceites, grasas y soluciones
organicos. acuosas de sales biliares.
Moderadamente soluble en alcohol
caliente.
Estructura Lipido. Fosfatidilcolina Esterol (lipido). Esterano

32:0, 1-acil-2-hexadecanoil
snglicero-3- fosfocolina,
deriva de un acido

(ciclopentanoperhidrofenantrenos).
Grupo hidroxilo, C3. 8
estereocentros — 256

hexadecanoico. estereoisdmeros, aunque solo dos
son de importancia bioquimica
(nat-colesterol y ent-colesterol).
Aceptor de enlaces de H 0 1
Donador de enlaces de H 8 1
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Enlaces rotables 40 5
Carga formal 0 0
Peligro No clasificado No clasificado

El cloroformo se utiliza como disolvente para la preparacion de estas soluciones, ya que es un
compuesto organico que no se mezcla con agua y se evapora rapidamente debido a su alta volatilidad.

Las transferencias se realizan en una cuba, la cual se limpia previamente con acetona (C3HsO)
y cloroformo (CHCL3). Como subfase en la cuba, para todos los experimentos, se utiliza agua ultrapura
Millipore Milli-Q proveniente del destilador del edificio I+D+I del campus Rio Ebro, con una
resistividad de 18,2 M Q-cm. El platon de la cuba se limpia unicamente con cloroformo, mientras las
barreras de la cuba se limpian con acetona y agua.

La relacién molar de la mezcla del fosfolipido DPPC y CHOL fue de 1:1 para la fabricacion
de las membranas celulares. Este parametro se seleccioné con base en el estudio sobre el modelo de
Young y el area de exceso en funcion de la presion superficial y las fracciones molares (Chiodini et
al., 2020).

E1 DPPC es un fosfolipido clave en la estructura de las membranas celulares, siendo el principal
componente de los surfactantes pulmonares. En este trabajo, se ha seleccionado el DPPC debido a su
relevancia como fosfolipido predominante en la fabricacion de modelos de membranas celulares,
gracias a su naturaleza inerte y su carga neutra (Toimil et al., 2010). Por otro lado, el colesterol también
desempefia un papel fundamental en la membrana celular, regulando tanto la fluidez como el orden de
esta. Especificamente, el colesterol influye en la organizacion lateral de los lipidos en la membrana,
contribuyendo a la estabilidad y funcionalidad de la bicapa lipidica (Krause et al., 2014).

Como sustrato se emplearon ldminas de mica (ver figura 5) de la marca MUSCOVITE MICA,
calidad V5, con un espesor de entre 0,26 y 0,31 mm, para la deposicion de las membranas celulares.
En esta investigacion, las ldminas de mica tuvieron un tamafio de 1 cm x por 1 cm, dimensiones

adecuadas para la caracterizacion en el AFM y para la aplicacion de un campo magnético.
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Previo a su uso, las micas fueron limpiadas mediante exfoliacion con cinta adhesiva y lavadas
con etanol.

Figura 5. Sustrato de mica.

3.2 Técnicas y equipos
3.2.1 Peliculas Langmuir-Blodgett (LB)

Estas peliculas se fabrican usando la técnica de Langmuir-Blodgett, método utilizado para
la fabricacion de monocapas organizadas de membranas simuladas a partir de fosfolipidos. Esta
permite depositar monocapas de material sobre una superficie s6lida de manera controlada, lo que
es crucial para la creacion de peliculas muy finas y homogéneas (Petty., 2019).

En esta investigacion, la técnica LB se implement6 para la creacion de una monocapa en la
interfase aire-agua, donde las moléculas anfifilicas (con una parte hidrofilica y otra hidrofobica)
se disuelven en un solvente volatil (cloroformo) y se dispersan sobre la superficie del agua con
ayuda de una jeringa.

Al evaporarse el solvente, las moléculas anfifilicas se orientan con sus cabezas hidrofilicas
hacia el agua y las colas hidrofobicas hacia el aire, formando una monocapa (ver figura 6),

conocida también como pelicula de Langmuir (Langmuir et al., 1938).
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Figura 6. Pelicula de Langmuir.
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Nota: Tomada de Langmuir & Langmuir Blodgett | Measurements (biolinscientific.com).

Para la fabricacion de estas peliculas, primero fue necesario ensamblar una monocapa
formada por los fosfolipidos que constituyen la membrana, en este caso DPPC y CHOL, sobre una
superficie acuosa o una subfase, (ver figura 6). En este trabajo de investigacion, la disolucion que
forma la monocapa de DPPC:CHOL se dispersé sobre la subfase (agua Milli-Q) y se transfirid
sobre un sustrato de mica a una presion de 35 mN-m™', mediante la técnica de Langmuir-Blodgett
(ver figura 7), utilizando una velocidad de compresion de barreras de 6 mm-min~'. Las muestras
obtenidas se dejaron secar durante 24 h y posteriormente fueron almacenadas en viales para su
caracterizacion mediante AFM.

Figura 7. Transferencia Langmuir-Blodgett.
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3.2.2 Peliculas de Langmuir-Schaefer (LS)

La técnica de transferencia Langmuir-Schaefer (LS) es un método utilizado para la
preparacion de monocapas y bicapas de materiales anfifilicos como fosfolipidos y otras moléculas
de interés bioldgico. Esta técnica posibilita la transferencia controlada de monocapas
autoensambladas desde una interfase aire-agua hacia un sustrato sélido, permitiendo la formacion
de peliculas delgadas con una organizacion molecular precisa.

A diferencia de la técnica de Langmuir-Blodgett (LB), en la que la monocapa se transfiere
mediante inmersion vertical del sustrato, en la técnica LS el sustrato se aproxima de manera
paralela a la superficie de la monocapa (ver figura 8), permitiendo una transferencia mas
controlada y menos invasiva. Esta metodologia es particularmente util cuando es esencial preservar
la estructura de la monocapa en su estado natural, como ocurre en estudios sobre membranas
biologicas simuladas y materiales moleculares (Choucair & Eisenberg, 2003; Watanabe et al.,
2004).

Figura 8. Transferencia Langmuir-Schaefer (LS).
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La técnica LS se utiliz6 para transferir glicoesfingolipidos (GSL1 y GSL3) sobre una de
las caras de los sustratos de mica, que previamente contenian una monocapa de DPPC:CHOL
depositada mediante la técnica LB. La transferencia se realizé a una presion superficial de 8

mN-m™'y a una velocidad de 1 mm-min'. Posteriormente, las muestras obtenidas se dejaron secar
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a temperatura ambiente durante 24 horas y fueron almacenadas en viales para su posterior
caracterizacion mediante microscopia de fuerza atdbmica (AFM).
3.2.3 Deposicion de nanoparticulas magnéticas (MNPs).

En las peliculas de Langmuir-Blodgett (LB), se busca lograr una deposicion controlada de
nanoparticulas magnéticas (MNPs) compuestas por magnetita (FesO4) y maghemita (Fe20s), con
un tamafio promedio de 12 nm y propiedades hidrofilicas. Estas nanoparticulas son disefiadas y
funcionalizadas tanto con grupos alquinos (PMAO@PEG@DBCO) como sin ellos
(PMAO@PEG), con el objetivo de facilitar una reaccién quimica "click" biortogonal entre los
alquinos y azidas presentes en la membrana celular simulada, confirmando asi la especificidad de
dicha interaccion.

Para la incorporacion de las nanoparticulas magnéticas sin el grupo alquino en los sustratos
de membrana, se partié de una concentracion de 4,7 mg Fe/ml y se prepar6 una solucion con estas
MNPs de una concentracion de 0,01 mg Fe/ml en 14 ml de agua milli-Q, la incorporacion de las
nanoparticulas magnéticas con el grupo alquino en los sustratos de membrana, se partié de una
concentracion de 2,4 mg Fe/ml y se prepar6 una solucion con estas MNPs de una concentracion
de 0,01 mg Fe/ml en 5 ml de agua milli-Q.

Ambeas soluciones con las concentraciones finales se prepararon en un recipiente al que se
le ha hecho una limpieza previa con etanol, agua Milli-Q y secado con nitrogeno.

Las soluciones con MNPs de concentracion de 0.01 mg de Fe/mL se almacenan en
refrigeracion, por lo que es imprescindible permitir que alcancen la temperatura ambiente antes de
proceder con su incubacion. Es fundamental asegurarse de que toda la superficie de la mica quede
completamente cubierta al sumergirla en la solucion que contiene las MNPs. Para la incubacion

de las MNPs, la mica se manipula con una pinza y se introduce en la solucion durante 30 segundos.
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Una vez finalizado el tiempo de incubacion, el sustrato se enjuaga con 100 mL de agua Milli-Q y
se deja secar a temperatura ambiente. Para garantizar la incorporacion de las nanoparticulas en las
membranas, se usa la caracterizacion AFM.

3.2.4 Caracterizacion mediante microscopia de fuerza atémica

Las monocapas de DPPC:CHOL transferidas a 35 mN-m™, la transferencia de los
glicoesfingolipidos sobre las membranas simuladas y las nanoparticulas depositadas sobre estos
sustratos se caracterizaron mediante la técnica de microscopia de fuerza atomica (AFM).

El equipo usado para la caracterizacion de los diferentes sustratos ha sido el multimode 8
Veeco-Bruker equipado con una unidad de control Nanoscope V ubicado en el laboratorio de la
Universidad de Zaragoza (INMA).

Mediante la microscopia de fuerza atdmica se obtienen imagenes nanométricas a una alta
definicion mediante una sonda de barrido, la posicion tridimensional de la sonda con respecto a la
muestra que se desea caracterizar se controla a través de un sistema de piezoeléctricos
(Voigtlander, 2015).

Para el caso de microscopio de fuerza atomica (AFM), la punta de pocas micras de longitud
y un didmetro inferior a 100 A, se monta sobre un cantiléver de entre 100 y 200 micras de largo,
fabricada por la empresa Bruker (ver figura 9). Dependiendo de la interaccion entre la punta y la
superficie de la muestra, el cantiléver puede doblarse o flexionarse (Jalili, 2004). Sobre la punta se
dirige un rayo laser, cuya luz se refleja hacia un fotodetector sensible a la posicion. Este
fotodetector genera una senal de retroalimentacion que se envia a los escaneres piezoeléctricos,
los cuales mantienen la punta a una altura o fuerza constante, permitiendo asi obtener un mapa
topografico de la superficie (Marrese et al., 2017). La interaccion entre la punta y la muestra se

basa en la medicion de varias fuerzas que inducen la deflexion del cantiléver.
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Figura 9. Microscopio de fuerza atdmica y cantiléver.

Nota. Se muestra en la imagen izquierda el equipo AFM usado para la caracterizacion de
los sustratos de mica, la imagen de la derecha es el cantiléver en donde se inserta la punta.

Para este trabajo de investigacion se uso una punta ScanAsyst-Air-HR de nitruro de silicio
y recubrimiento de aluminio de rango de 130-160 kHz, 0,4-0,6 N-m-1, radio de 2 nm. Este equipo
tiene tres modos de trabajo, el modo contacto o estatico, el modo de no contacto o dindmico y el
modo de contacto intermitente o tapping, mostrados en la figura 10.

Figura 10. Modo de trabajo del AFM.

Modo de Contacto Modo de No Contacto Modo de Tapping (Contacto Intermitente)
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Nota. Imagen tomada de la tesis doctoral Modelos de membranas celulares y su interaccion

con nanoparticulas magnéticas.

El modo contacto se mide principalmente la fuerza de repulsion Van der Waals, la punta
del AFM esté en contacto directo con la superficie de la muestra mientras que la imagen se va
generando, la punta mientras interacciona con la muestra sufre una deflexion del cantiléver, lo que

hace que la imagen generada sea tridimensional. Sobre la muestra se ejerce una fuerza aproximada
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entre 107 N y 10 N (Voigtlinder, 2015), en este modo se pueden realizar medidas en muestras
que tengan la caracteristica de ser pegajosas o elasticas y muestras duras.

En el modo no contacto la punta no toca directamente muestra, como se muestra en la
figura 10, se mantiene una distancia muy pequefia entre la muestra y la punta manteniendo un
intermitente contacto con la superficie de la muestra a la vez que la escanea

El modo de contacto intermitente o tapping, es una combinacion entre los dos modos
anteriores en donde la punta oscila y golpea la superficie de la muestra de manera periddica
tocandola en cada ciclo, este modo es apropiado en superficies blandas.

3.2.5 Aplicacion de campo magnético

La aplicacion de un campo magnético alterno (451,65 kHz, 20,1 kA-m™, 90 min) a las
membranas de DPPC:COL que incorporan MNPs permite inducir fendémenos de hipertermia
magnética y efectos magneto-mecanicos que repercuten directamente en la organizacion lipidica.
Las pérdidas magnéticas asociadas a los mecanismos de relajacion Néel y Brownian generan calor
localizado alrededor de las nanoparticulas, favoreciendo transiciones de fase en la bicapa y
modificando su fluidez y permeabilidad (Liu et al 2020).

De manera complementaria, las oscilaciones que se ejercen a las membranas, con las MNPs
incubadas y luego de la aplicacion del campo magnético, bajo AMF producen tensiones mecanicas
sobre la membrana, incluso sin aumento significativo de temperatura, lo que contribuye a la
formacion de defectos locales y facilita la reorganizacion de dominios (Golovin et al 2015).
Diversos estudios han reportado que estos efectos combinados potencian la liberacion controlada
de moléculas y la penetracion de agentes activos en sistemas modelo y liposomas (Shivanna et al

2022).
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En el presente trabajo, las condiciones aplicadas cumplen con valores reportados en la
literatura para producir un acoplamiento eficiente de las MNPs, sin sobrepasar limites de seguridad
descritos en estudios de hipertermia clinica (Hergt et al 2007). Esto refuerza la relevancia de las
observaciones obtenidas por AFM vy la aplicabilidad de la metodologia en el desarrollo de

estrategias de liberacion dirigida mediante estimulacion magnética.

4. Resultados y discusion

Las isotermas de presion superficial-area obtenidas (Figura 11) muestran el
comportamiento caracteristico de sistemas lipidicos organizados en monocapas de Langmuir. La
isoterma presentada se construyd a partir de mediciones realizadas en distintos intervalos de
presion superficial (25, 30, 35 y 40 mN-m™), correspondientes a diferentes secciones del sustrato,
lo que permitido reconstruir el comportamiento global del sistema durante el proceso de
compresion.

En la region inicial de la curva se observa una presion superficial cercana a cero, lo cual
indica que las moléculas lipidicas se encuentran en un estado altamente expandido, con
interacciones intermoleculares débiles y una elevada area disponible por molécula.

A medida que se reduce el area molecular mediante la compresion de la monocapa, la
presion superficial aumenta progresivamente, lo que refleja un incremento en el grado de
empaquetamiento de las moléculas lipidicas en la interfase. Este comportamiento es consistente
con la transicion desde una fase liquido-expandida hacia una fase mas ordenada o liquido-

condensada, fendmeno ampliamente descrito en monocapas lipidicas.
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En la region de mayor compresion se observa un incremento mas pronunciado de la
pendiente de la isoterma, lo cual indica que las moléculas se encuentran altamente empaquetadas
y que pequenas reducciones adicionales del area generan aumentos significativos en la presion
superficial. Este comportamiento sugiere la formacion de una monocapa relativamente rigida y
estructuralmente organizada, condicidon necesaria para realizar la transferencia de la pelicula
mediante la técnica de Langmuir-Blodgett.

Con base en estos resultados, se seleccionaron 25, 35 y 40 mN-m™' como presiones de
trabajo para la transferencia de las peliculas sobre sustratos de mica mediante la técnica de
Langmuir-Blodgett (LB). En particular, la presion de 35 mN-m™ (indicada en la Figura 11) se
ubica dentro de la region de alto empaquetamiento molecular, previa al colapso del sistema, lo que
favorece la obtencion de monocapas estables y homogéneas.

Este valor es particularmente relevante porque se aproxima a la presion lateral presente en
bicapas lipidicas de membranas celulares, permitiendo reproducir condiciones biomiméticas
durante la formacion de las peliculas transferidas (Chapman, 1988; Grage et al., 2022). Asimismo,
estudios previos realizados por el grupo de investigacion Platon (Ruiz-Rincon, 2021) han
demostrado que trabajar en este rango de presion superficial favorece la obtencion de monocapas
estables y homogéneas, adecuadas para su posterior caracterizacion estructural mediante

microscopia de fuerza atomica (AFM).
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Figura 11. Isoterma de presion superficial-area w—A de la monocapa DPPC:CHOL (1:1).
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Una vez transferida la monocapa de DPPC:CHOL (1:1) sobre el sustrato de mica a una
presion de 35 mN-m™, se procedié a su caracterizacion mediante microscopia de fuerza atdmica
(AFM) en modo tapping. En la Figura 12(a) se presenta la imagen topografica correspondiente a
la transferencia realizada a esta presion, junto con el perfil de altura de una seccion transversal
(linea roja) y el valor de la rugosidad cuadratica media (Rq, Root Mean Square).

El andlisis de la topografia evidenci6 la formacion de una pelicula homogénea, con un valor
de Rq de 271,3 pm, lo que indica una superficie altamente plana. Con el fin de evaluar la influencia
de la presion de transferencia en la organizacion de la monocapa, se realizaron mediciones
adicionales a 25 y 30 mN-m™. A 25 mN-m™ se obtuvo un valor de Rq de 86,48 pm, mientras que
a 30 mN-m™ el valor fue de 74,82 pm.

El incremento observado en la rugosidad a 35 mN-m™ sugiere la ocurrencia de procesos
de reorganizacion molecular inducidos por la compresion de la monocapa, asociados con la

transicion hacia una fase méas compacta.
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Estos resultados son consistentes con el comportamiento observado en las isotermas n—A,

donde a mayores presiones superficiales se favorece un mayor grado de empaquetamiento

molecular, confirmando que 35 mN-m™ constituye una condicion adecuada para la transferencia

de monocapas estables y estructuralmente organizadas.

(a) B

(b) B

(©)

Figura 12 Imdgenes AFM y perfiles de altura de la monocapa DPPC:CHOL (1:1)
transferida a distintas presiones Supeiﬁciales: (a) 35 mN-m™, (b) 30 mN-m™y (c) 25 mN-m™.
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En este trabajo se emplearon glicoesfingolipidos funcionalizados con el propdsito de
simular componentes de membrana celular y evaluar la viabilidad de reacciones de quimica clic
en un entorno biomimético. Para ello, se contd con el apoyo del grupo de investigacion liderado
por el Prof. Daniel B. Werz (Technische Universitdit Braunschweig, Alemania), quienes
proporcionaron una coleccion de glicoesfingolipidos funcionales (GSL1 y GSL3).

Como se muestra en la Figura 12, los glicoesfingolipidos utilizados presentan una
estructura anfifilica compuesta por un monosacarido unido a dos cadenas hidrocarbonadas,
caracteristica que favorece su incorporacion en monocapas lipidicas.

El monosacérido corresponde a una B-D-glucosa, la cual presenta modificaciones
especificas en el carbono C-6 del anillo glucosidico. En el caso de GSL1 (Figura 12a), esta posicion
estd ocupada por un grupo hidroxilo (—OH), mientras que en GSL3 (Figura 12b) se introduce un
grupo azida (—N3).

Esta modificacion estructural es particularmente relevante, ya que el grupo azida constituye
un grupo funcional altamente reactivo en reacciones de quimica clic bioortogonal, permitiendo la
conjugacion selectiva de moléculas sin interferir significativamente con otros componentes del
sistema lipidico.

Desde el punto de vista estructural, la similitud dimensional de estos glicoesfingolipidos
con fosfolipidos comunes de membrana, como la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), facilita su
incorporacion en mezclas lipidicas junto con colesterol durante la formacion de monocapas. Esta
compatibilidad estructural permite introducir grupos funcionales reactivos en la superficie de la
monocapa sin generar perturbaciones significativas en el empaquetamiento lipidico.

La presencia del grupo azida en GSL3 puede ademas influir en las interacciones

intermoleculares en la region polar de la monocapa, modificando la orientacion de las cabezas
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glucosidicas y contribuyendo a cambios en la organizacion lateral del sistema lipidico. En sistemas
mixtos de fosfolipidos y glicolipidos, estas variaciones estructurales pueden favorecer la
formacion de dominios lipidicos con diferentes grados de ordenamiento, los cuales pueden
observarse posteriormente mediante AFM como regiones con diferente topografia o contraste de
fase.

De esta manera, la combinacion de monocapas de Langmuir, transferencia Langmuir-
Blodgett y caracterizacion mediante AFM constituye una estrategia experimental robusta para
investigar como modificaciones quimicas especificas en glicoesfingolipidos influyen en la
organizacion estructural de membranas modelo, asi como en su potencial aplicacion en estrategias
de funcionalizacion superficial y liberacion dirigida de compuestos bioactivos.

Figura 13 Estructura de los glicoesfingolipidos
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Nota. E1 GSLI (a) tiene un grupo OH en el carbohidrato C-6, y el GSL3 (b) tiene un grupo
azida Ns.
Una vez obtenida y caracterizada la pelicula base de DPPC:CHOL (1:1) transferida a 35
mN-m™', se procedié a su modificaciéon mediante la incorporacion de glicoesfingolipidos. Estos
compuestos fueron transferidos por la técnica de Langmuir—Schaefer (LS). La caracterizacion

posterior por AFM permiti6 identificar nuevas estructuras con morfologia y altura diferenciadas
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respecto a la capa original, indicando una cobertura parcial de la pelicula base. Estas diferencias
topograficas sirvieron para el analisis de porcentaje de cobertura, permitiendo estimar la
proporcion de superficie ocupada por el glicoesfingolipido en comparacion con las regiones
expuestas de DPPC:CHOL.

Al analizar la topografia de la transferencia del glicoesfingolipido GSLI1 sobre la
monocapa, como se observa en la Figura 14, Se puede distinguir una tonalidad méas oscura asociada
a la monocapa base de DPPC:CHOL, mientras que las regiones mas claras corresponden a areas
cubiertas por el GSL1, ademas de la presencia de agregados localizados sin interaccion uniforme
con la matriz lipidica. Del analisis de cobertura superficial se determind que la pelicula se
encuentra cubierta en un 89,99% por DPPC:CHOL, mientras que un 10,01% corresponde a GSL1.

Estos valores se obtuvieron mediante el procesamiento de las imagenes AFM en escala de
altura, mediante la herramienta “Grain Distribution”, tras aplicar una mascara de altura (threshold)
que permitié discriminar las regiones correspondientes a la monocapa base de DPPC:CHOL vy las
areas cubiertas por GSL1. El umbral de separacion se establecid con base en el histograma de
alturas de la imagen AFM, de modo que las zonas de mayor elevacion fueron atribuidas al GSLI.
A partir de esta segmentacion, el programa calculé de forma automatica los valores relativos de
area proyectada, obteniéndose una cobertura del 89,99 % para DPPC:CHOL vy del 10,01 % para
GSL1 sobre el area total analizada.

Posteriormente, se calcul6 la relacion GSL1/DPPC:CHOL para comparar la proporcion de
recubrimiento entre ambas fases, aplicando la expresion:

A
S 4100 (Ec.1)

ADPPC:CHOL

Considerando la relacion entre ambos porcentajes, se estim6 que aproximadamente un

11,12% de la superficie contiene GSL1 depositado sobre la monocapa base de DPPC:CHOL. En
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la Figura 13.(c) se presenta el perfil de seccidon transversal, donde se observan alturas
caracteristicas entre 15 y 30 nm, evidenciando la formacidén de dominios y cumulos asociados al
GSLI1 sobre la superficie lipidica.

Figura 14 Caracterizacion AFM de la bicapa DPPC:CHOL (1:1) y GSLI1: (a) imagen

topografica, (b) esquema del recubrimiento con los valores de cobertura obtenidos mediante
Gwyddion, y (c) perfil de altura correspondiente a la linea roja de la imagen.

Valores del recubrimiento superficial

13 G5L1=10,01%
2 12 DPPC:CHOL=89,99%
i G5L1 sobre DPPC:CHOL=11,12%
3 10 z-I 5
° GSL1
8 - ~
: : | DPPC:CHOL ]
6
(a) ; (b)
30
- 259 '
E
5 |
© 20 H
2 | \
< ‘ ) b
15 ', | ﬁ ‘1 r'l e
| ( \ | I F I| ‘ | |‘|
| | ‘ H l\I‘J“ \‘““‘ ‘ ‘l s Uy
10 iy ANRRRTNWL/Hig (N, g ‘JJ Uy lw,‘ﬁluk Wyl b e
2,535+ 0,552 nm
5 ; r . r
0 1 2 3 4 5
Perfil
(C) erfil (pm)

Posteriormente, se analiz6 la topografia de la transferencia de GSL3 sobre la monocapa,
cuyos resultados se presentan en la Figura 14. Los valores del recubrimiento superficial fueron
obtenidos con el mismo procedimiento realizado previamente. La imagen de AFM muestra una
superficie heterogénea con dominios claros definidos que corresponden a regiones recubiertas con
GSL3, mientras que las zonas més oscuras corresponden a la monocapa base de DPPC:CHOL. El

analisis de recubrimiento superficial permitié6 determinar que un 55,65% de la superficie
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corresponde a DPPC:CHOL, mientras que el 44,35% restante estd ocupado por GSL3. Al
considerar la relacion entre ambos, se estima que cerca de un 79,71% del GSL3 se encuentra
depositado directamente sobre la monocapa de DPPC:CHOL. El anélisis de rugosidad superficial
arrojo un valor de Rq-RMS de 2,79 + 0,17 nm, de esta manera, se observa que la adicion del
glicoesfingolipido genera un incremento significativo en la heterogeneidad de la superficie en

comparacion con la monocapa base.

Figura 15 Caracterizacion AFM de la bicapa DPPC:CHOL (1:1) y GSL3: (a) imagen
topografica, (b) esquema del recubrimiento con los valores de cobertura obtenidos mediante
Gwyddion, y (c) perfil de altura correspondiente a la linea roja de la imagen.
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Luego de esto, se evaluo la interaccion de las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas
con grupo alquino (MNPs—C=CH) con la monocapa modificada con GSL1. En este sistema no se

esperaba un reconocimiento molecular especifico, por lo que se planteaba que la adsorcion de las
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nanoparticulas fuera minima o inexistente. Las imagenes de AFM adquiridas antes y después de
la incubacién con MNPs muestran superficies muy similares, sin la apariciéon de agregados
caracteristicos ni cambios notables en la topografia. Este resultado indica que efectivamente, no
se produjo una adsorcion especifica de las nanoparticulas sobre el glicoesfingolipido.

Figura 16. Sistema caracterizado con AFM de la bicapa DPPC:CHOL (1:1) y GSL3. (a)
Sistema antes de incubacion de MNPs, (b) Sistema después de incubacion de MNPs.

23.6 nm

(b)

Para el sistema modificado con GSL3, se procedi6 igualmente a evaluar la interaccion con
las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con alquino (MNPs—C=CH). En la Figura X se
presentan las imagenes de AFM antes (a) y después (b) de la incubacion con MNPs. A diferencia
con el caso observado para GSLI1, en el sistema con GSL3 se evidenciaron cambios en la
topografia. Tras la incubacidn con las nanoparticulas, la superficie mostr6 la aparicion de zonas
brillantes y agregados puntuales, con incrementos en la altura y rugosidad en comparacion con el
estado inicial.

En la imagen se distinguen las ramificaciones color marron claro, correspondientes a los
dominios de GSL3, mientras que las MNPs aparecen como puntos amarillos. Se observa una

mayor densidad de MNPs sobre las ramificaciones de GSL que en el resto de la superficie, donde
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las particulas son mas escasas y dispersas. Esto evidencia que la deposicion de las MNPs no es

aleatoria, sino que ocurre de manera selectiva sobre los dominios de GSL.

Figura 17. Sistema caracterizado con AFM de la bicapa DPPC:CHOL (1:1) y GSL3 con
deposicion de MNPs. (a) imagen topografica antes de la deposicion de MNPs, (b) imagen
topogrdfica después de la deposicion de MNPs, (c) perfil de altura correspondiente a la linea
roja de la Figura 17. (a), (d) perfil de altura correspondiente a la linea roja de la Figura 17. (b).
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Para evaluar la deposicion de nanoparticulas magnéticas sobre la monocapa modificada
con GSL3 se realizd un andlisis comparativo de histogramas de altura obtenidos a partir de
imagenes AFM, antes y después del proceso de deposicion. La Figura 18 muestra el histograma
de alturas obtenido a partir de imagenes AFM de la monocapa modificada con GSL3. El eje
horizontal representa la altura topografica z, expresada en nandmetros, mientras que el eje vertical

corresponde a la densidad de probabilidad p(z), con unidades de nm™'. Cada valor de p(z)indica
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la fraccion relativa del area superficial cuya altura se encuentra dentro de un intervalo dz alrededor
de z, de modo que el area total bajo la curva es igual a la unidad.

En el histograma correspondiente a la superficie sin nanoparticulas se identificaron dos
picos principales: el primero, asociado a la matriz de DPPC:CHOL, y un segundo pico a mayor
altura, atribuible a las ramificaciones de glicoesfingolipidos. Tras el proceso de deposicion de
nanoparticulas, el histograma presenta una modificacién en su forma general (figura 19). Ademas
de los dos picos previamente observados, que se mantienen en posiciones de altura similares, se
aprecia la aparicion de una contribucién adicional a valores de zmas elevados, alrededor de 15-20
nm, ausente en la condicion inicial. La presencia de esta nueva poblacion de alturas se asocia a la
incorporacion de nanoparticulas sobre la superficie, mientras que las diferencias en la intensidad

relativa de los picos reflejan una redistribucion de la topografia superficial tras la deposicion.

Figura 18. Distribucion de alturas de la bicapa DPPC:CHOL/GSL3 (a) Distribucion
antes de la adicion de nanoparticulas, (b) Distribucion después de la adicion de nanoparticulas
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Posteriormente, se sometio la muestra con nanoparticulas magnéticas a un tratamiento de
hipertermia con el fin de evaluar posibles modificaciones en la topografia de la bicapa lipidica y

en la disposicion de las MNPs. A nivel visual, la comparacion de las imagenes AFM antes y
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después de la hipertermia no mostré cambios marcados, mas alla de una ligera variacion en la
escala de alturas méximas (de ~23 nm en la muestra sin hipertermia a ~21 nm en la muestra
tratada). Sin embargo, los perfiles de seccion transversal permitieron identificar una reduccién mas
clara en las alturas de las nanoparticulas, lo que fue corroborado mediante el anélisis de

histogramas de altura.

Figura 19. Sistema caracterizado con AFM de la bicapa DPPC:CHOL (1:1) y GSL3 con
deposicion de MNPs y aplicacion de hipertermia. (a) imagen topografica antes de la aplicacion
de hipertermia, (b) imagen topografica después de la aplicacion de hipertermia, (c) perfil de
altura correspondiente a la linea roja de la Figura 18. (a), (d) perfil de altura correspondiente a
la linea roja de la Figura 18. (b).
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La comparacion de las distribuciones de altura antes y después de la hipertermia, como se
puede observar en la Figura 19, evidencia un desplazamiento de MNPs luego de la aplicacion del
campo magnético. En la figura 19. (c) se observan alturas entre 25 nm y 30 nm, mientras que en

la figura 19. (d) luego de la aplicacion del campo magnético se observan alturas maximo hasta 20
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nm. Este comportamiento indica que el tratamiento de hipertermia magnética modificd la
disposicion estructural de las nanoparticulas en la superficie lipidica, lo que podria asociarse con
procesos de reorganizacion superficial, compactacion o cambios en su interaccion con la
membrana modelo.

Figura 20. Distribucion de alturas de la pelicula después de realizar hipertermia
magnética.

0.30 0.30

0.25 0.25

0.20 0.20

p [nm™]

0.15 4 0.15

0.10 4 0.10

0.05 4 0.05

0.00 T T T 0.00

z[nm]

En conjunto, los andlisis de imégenes, perfiles y distribuciones de alturas indican que la

hipertermia magnética tuvo un efecto medible sobre las nanoparticulas depositadas en la

membrana, reduciendo sus alturas caracteristicas respecto a la condicion inicial. Los resultados

sugieren una posible reorganizacion o aplanamiento de las nanoparticulas inducido por el
tratamiento.

5. Conclusiones

En este trabajo se logrd la fabricacion de sistemas de membranas modelo basados en la

mezcla DPPC:CHOL (1:1) mediante las técnicas de Langmuir-Blodgett (LB) y Langmuir-

Schaefer (LS), obteniendo peliculas homogéneas adecuadas para su posterior caracterizacion
estructural.

La caracterizacion de la monocapa transferida mediante microscopia de fuerza atdmica

(AFM) confirm¢ la formacion de superficies continuas y homogéneas sobre el sustrato de mica,
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especialmente a una presion superficial de 35 mN-m™, condicion en la cual se evidencié un mayor
grado de organizacion molecular.

La incorporacion de glicoesfingolipidos sobre la monocapa base permitié modificar la
topografia de la superficie, observandose la formacion de dominios con caracteristicas
diferenciadas. En particular, el sistema con GSL1 presentd una baja cobertura superficial (~10 %),
mientras que el sistema con GSL3 alcanzo6 valores cercanos al 44 %, evidenciando una mayor
afinidad de este glicoesfingolipido por la monocapa lipidica.

En cuanto a la incorporacion de nanoparticulas magnéticas, los resultados mostraron un
comportamiento diferencial dependiendo del sistema. En el caso de GSL1, no se evidenci6 una
adsorcion significativa de nanoparticulas, mientras que en el sistema con GSL3 se observo una
distribucion preferencial de las MNPs sobre los dominios del glicoesfingolipido, lo que indica una
interaccion selectiva con la superficie funcionalizada.

El analisis de histogramas de altura permitio confirmar la presencia de nanoparticulas sobre
la superficie, evidenciada por la aparicion de nuevas poblaciones de alturas en el rango de 15-20
nm, ausentes en las condiciones iniciales. Asimismo, la aplicacion de hipertermia magnética
gener6 cambios en la distribucion de alturas, sugiriendo una reorganizacion estructural de las

nanoparticulas sobre la membrana.
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