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ABSTRACT

At this work we researched the interaction of a hybrid functional nanoplatform with a
cell membrane model. The model was prepared using a mix of phospholipids such
as: 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, L-a-phosphatidylserine, and
sphingomyelin. This phospholipids are the main components of the endothelial cells
which all together form the blood brain barrier[1]. The hybrid nanoplatform consisted
of a core of magnetite (FesO4) and a matrix of poly lactic co-glycolic acid (PLGA)
covered with different concentrations of chitosan, with the objective of control, modify
and invert the superficial charge of the nanoplatform from anionic to cationic to

promote nonspecific interactions on our nanoplatform with the membrane model.

Additionally we characterized the nanoplatform in size and shape using a dynamic
light scattering (DLS) and an atomic force microscopy (AFM), alongside we used a
Ubbelohde viscometer to determine the concentration of nanoparticles obtaining a

promising system as a drug carrier and early diagnostic on degenerative diseases.

The membrane model was carried out using a Langmuir Blodgett trough in a water-
air interface dispositioning a mix of phospholipids on the surface of clean water. The
study of adsorption was carried out injecting nanoparticles at different concentrations
of chitosan; isotherms and adsorption graphics were obtained as a result.



RESUMEN

En este trabajo se realizé la investigacion de la interaccidon de una nanoplataforma
hibrida funcional con un modelo de membrana celular. El modelo de membrana
consistio en una mezcla de fosfolipidos tales como: 1,2 dipalmitoil-sn-glicerol-3
fosfocolina, L-a-fosfatidilserina, esfingomielina. Estos fosfolipidos son los
componentes principales de la células endoteliales que forman la barrera
hematoencefalica[1]. La nanoplataforma hibrida consiste en un nucleo de magnetita
(FesOa4) y un recubrimiento de acido poli-lactico-co-glicélico (PLGA por sus siglas en
inglés) asi como un segundo recubrimiento de quitosano, con el objetivo de controlar
e invertir la carga de la superficie de la nanoplataforma de aniénica a cationica, para

favorecer las interacciones no especificas nanoplataforma-modelo de membrana.

Adicionalmente, el tamafio y forma de la nanoplataforma se caracterizd6 con
dispersion de luz (DLS), microscopia de fuerza atdmica (AFM) y un viscosimetro de
Ubbelohde para determinar concentracién, obteniendo un sistema prometedor para

la liberacion controlada de farmacos y diagnostico temprano de enfermedades.

La construccion del modelo de membrana se llevé a cabo utilizando una balanza de
Langmuir (Nima Technologies) en interfase aire-agua mediante la deposicion de
una mezcla de fosfolipidos. Los estudios de adsorcion se desarrollaron inyectando
nanoparticulas, preparadas con diferentes concentraciones de quitosano y se

obtuvieron las isotermas de adsorcion.



INDICE

DEDICATORIA . ... ii
AGRADECIMIENTOS ... e iii
ABSTRA CT e a e e iv
RESUMEN ..ottt en st en s et s s s s e v
INDICE DE FIGURAS ... viii
INTRODUGCCION ...ttt en et 1
MARCO TEORICO ... ..t 3
FOSFOLIPIDOS........cooiititiit ettt 3
MEMBRANA CELULAR ... 4
MODELOS DE MEMBRANA ... e 6
NANOPARTICULAS ... 7
ANTECEDENTES ... 8
JUSTIFICACION ... e e 10
HIPOTESIS ..o a e e 11
OBUETIVOS ...t e e e e e 12
DESCRIPCION DE TECNICAS .....cooiiiiiiiieiieieteie e 13
DISPERSION DINAMICA DE LUZ........ooiiiiiiiee e 13
POTENCIAL ZETA. .. 15
ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER... 16
MICROSCOPIO DE FUERZA ATOMICA..........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18
VISCOSIMETRO DE UBBELOHDE..........cooieeeeeeeee e 19
BALANZA DE LANGMUIR ..o 21
METODO DE WILLHELMY ... 22
ISOTERMA PRESION-AREA ........cooiiiiieiiieieteeeeeee e 23
MATERIALES Y METODOS ... 26
SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE MAGNETITA ..o, 26
SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE MAGNETITA CON RECUBRIMIENTO
P G A e 27
SINTESIS DE NANOPARTICULAS CON UN NUCLEO DE MAGNETITA Y
RECUBRIMIENTO PLGA CON QUITOSANO ........cooiiiiiiiiiiiiee e 28
DISTRIBUCION DE TAMANO POR DISPERSION DE LUZ..........cccccoeveveuenen 28
DETERMINACION DE CONCENTRACION POR VISCOSIMETRIA................. 29

Vi



POTENCIAL ZETA DE NANOPARTICULAS ... 29

MORFOLOGIA POR MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA ..........ccocveenn..... 30
ESPECTOMETRIA DE INFRARROUJO .........coovooeeeeeeeeeeeseoeeeeeeeeeeee e 30
ISOTERMAS DE FOSFOLIPIDOS...........corrveereeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseseoeee e 30
ADSORCION DE LAS NANOPARTICULAS EN UN MODELO DE MEMBRANA
........................................................................................................................... 31
RESULTADOS Y DISCUSIONES ........ooooorveeeeeeeoeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeee e 32
ESPECTROMETRIA DE INFRARROUO..........ooomeveeereeseeeeseeeeoe e 32
MORFOLOGIA DE LAS NANOPARTICULAS ..........oorverrreeronereenneeeeesseeeeee 33
DLS Y POTENCIAL ZETA .....oooovvooeeeeoeeeeeeeeeeeeseooesesosseess oo 34
POTENCIAL ZETA DE LAS NANOPARTICULAS ..........oorveerrriierereenrreeneen 38
INTERACCION DE NANOPARTICULAS EN LOS MODELOS DE MEMBRANA
........................................................................................................................... 40
CONCLUSIONES......o.oooeeeoeeeeeeeeeeeeeseeeeeese e eee oo eeee e 44
PERSPECTIVAS ......ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeseeeee oo seseeeee e 45
REFERENCIAS ........ooovvooeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeese s 46
ANEXO ..o, 48

vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura de una molécula de fosfolipido. La fosfatidilcolina, representada
de forma esquematica A) como formula quimica B) como modelo espacial compacto
C) en forma de simbolo D).Delimitacion de los grupos polar y no polar de la
{0153 7211 [o [1 (o] 1o = 1 ) [ 4
Figura 2 Membrana celular esquema representativo de una bicapa semipermeable
de lipidos comun para todo ser vivo, la cual contiene una amplia variedad de

MOIECUIAS DIOIOGICAS. ...t 5
Figura 3. Representacion esquematica de un experimento de dispersion de luz
(0 0= T 1 1] 14
Figura 4. Carga superficial de una particula..................ooooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 16
Figura 5 Operacion de un Infrarrojo con transformada de Fourier. ....................... 17
Figura 6 Muestra de los componentes de un microscopio de fuerza atomica....... 19
Figura 7 Imagen de un Viscosimetro de Ubbelohde ...............ccccovviiiiiiiiiiiiiiiinnn. 20
Figura 8. Componentes de una Balanza de Langmuir ............cccccoovviiiiiiiiieeeeeee, 22
Figura 9 Transiciones de fase de una isoterma general y representacion fisica de
una monocapa a medida qUE S€ COMPIIME ........ueiiirnieiiieeeeiie et eeaans 25
Figura 10. Espectros Infrarrojo de 1) Acido Oleico puro 2) Nanoparticulas de
Magnetita cubiertas con Acido Ol€ICO. ............ciiiiiiiiiiiicee e 33
Figura 11. Imagenes AFM de a) matriz polimérica b) relacién molar 1:1 c¢) relacién
molar 1:3 d) relacion molar 1:5..... .o 34

Figura 12. Diametro hidrodinamico de la particula (DLS) e imagenes AFM de las
nanoparticulas de magnetita/PLGA modificadas con diferentes concentraciones de
Quitosano: a) nanoparticulas de magnetita/PLGA sin Quitosano b) nanoparticulas
con 1.66x10® M de Quitosano c) 3.33x108 M d) 2.66x107 M e) 2.13x10¢ M, y f)
T 1 DY [0 R 36
Figura 13. Comportamiento experimental de las mediciones de las mediciones de
potencial zeta en las nanoparticulas de magnetita/lPLGA a diferentes
concentraciones de QUItOSANO0. .........oeeiuuuiiii e e e e 39
Figura 14. Isotermas de presion-area y valores de mddulos de compresibilidad
contra presion superficial para nanoparticulas de magnetita/PLGA/quitosano con
diferente carga en la subfase (9.3x10'® Nps/ml) en un modelo de membrana
consistente de una mezcla de tres fosfolipidos en una interfaz aire-agua. ........... 42
Figura 15. Datos experimentales de absorcibn para nanoparticulas de
magnetita/PLGA/quitosano con diferente carga en un modelo de membrana
consistente de una mezcla de tres fosfolipidos en una interfaz aire agua. ........... 43

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Proporcion de fosfolipidos utilizada en el modelo de membrana. ........... 26
Tabla 2. Diferentes relaciones molares con su correspondiente diametro, potencial
zeta, polidiSPErsidad. ... 35



INTRODUCCION

La nanotecnologia es una ciencia multidisciplinaria que aborda la manipulacion de
la materia en un nivel atobmico, molecular y supramolecular. La escala de trabajo
parte desde 1 hasta 100 nandmetros, conocida también como la nano escala, donde
las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de los materiales son excepcionales

que difieren de manera importante en relacion al material en bulto [2].

Como puede observarse de la definicion, la nanotecnologia es un campo
multidisciplinario y extenso en donde convergen diversas ramas de la ciencia como
la mecanica de superficies, quimica organica, biologia molecular, fisica de
semiconductores y medicina, por mencionar algunas. La investigacion y aplicacion
de la nanotecnologia es un tema amplio que abarca desde la obtencion de
dispositivos fisicos convencionales hasta el desarrollo de nuevos materiales con
dimensiones nanométricas, utilizando mecanismos de auto ensamblaje molecular

para controlar la materia a escala atomica.

Una aplicacion que tiene gran futuro es la aplicacién de farmacos de tamafo
nanomeétrico, los cuales tengan la capacidad de liberar el farmaco donde se desee,
tomando en cuenta la carga de la nanoparticula para favorecer la afinidad hacia
ciertas células. Es por esto que los sistemas de escala nanométrica son
prometedores en la cura de enfermedades degenerativas tales como el Alzheimer,
cancer, etc., utilizandose como medios de administracién dirigida de farmacos,
deteccion y diagnosis de enfermedades patoldgicas a etapas tempranas, siendo un
tema fundamental la realizacion de modelos que expliquen el comportamiento de
una membrana celular en un ambiente de nanoparticulas, para la creacion de
nanoestructuras y nanoplataformas que sean biocompatibles con las funciones que

desempenia la célula.



MARCO TEORICO

FOSFOLIPIDOS

Los lipidos tienen un rango de propiedades interesantes para la nanotecnologia,
pueden autoensamblarse en nanopeliculas y otras nanoestructuras tales como
micelas, micelas inversas y liposomas, lo cual es debido a las diversas propiedades
de autoensamblaje que ofrecen un amplio rango de trabajo en la realizacion de

modelos [3].

Los fosfolipidos son los constituyentes principales de las membranas bioldgicas.
Son moléculas anfifilicas con una cola hidrofébica, tal como la serina o dos colas
hidrofobicas, como la fosfatidilcolina, con cabezas de grupos hidrofilos solubles en
agua. Los grupos en la cabeza de los fosfolipidos pueden tener carga positiva,
negativa o neutra, algunos con propiedades zwitteriénicas. En medio acuoso, las
interacciones intermoleculares entre las moléculas de fosfolipidos estan
gobernadas por las interacciones hidrofébicas que puede conducir a la formacion
espontanea de estructuras tales como micelas y estructuras vesiculares (bicapas),

las cuales también se ven afectadas por la temperatura y la presién.

La Figura 1 muestra la estructura de una molécula de fosfolipido, la cual cuenta con
una cabeza hidrofébica consistente de un grupo fosfato y dos colas o cadenas

hidrocarbonadas.
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Figura 1. Estructura de una molécula de fosfolipido. La fosfatidilcolina, representada
de forma esquematica A) como férmula quimica, B) como modelo espacial
compacto, C) en forma de simbolo, y D) delimitacion de los grupos polar y no polar
de la fosfatidilcolina. [3]

MEMBRANA CELULAR

La membrana celular es una estructura esencial en animales y plantas. Las
funciones que realiza la membrana celular involucran aspectos vitales en el
funcionamiento de una célula, partiendo desde simples funciones mecanicas tales
como motilidad y atrapamiento de comida, hasta procesos bioquimicos altamente
especificos tales como transduccion de energia, reconocimiento inmunoldgico,
conduccion nerviosa, y biosintesis. Las membranas biolégicas son altamente
complejas y variadas, consisten de una bicapa continua de lipidos en las cuales las
proteinas de la membrana estan embebidos. Estas bicapas son fluidas, con
moléculas lipidicas capaces de difundir rapidamente a través de su propia bicapa.
Los lipidos de la membrana son anfipaticos, donde la mayor parte se conforma de
fosfolipidos.



Existen tres clases de moléculas en la membrana lipidica: fosfolipidos, colesterol y
glicolipidos [4]. La composicion de la monocapa interior varia de la monocapa
exterior, reflejando las diferentes funciones de la membrana. La estructura de
conformacion de una mezcla de lipidos es diferente en funcién del tipo de membrana

celular.

La fluidez de una membrana es un aspecto que debe ser regulado con gran
precision por variaciones en la temperatura. Por ejemplo, algunas membranas
llevan a cabo procesos de transporte y estos se ven detenidos si se aumenta la
viscosidad. Para la célula, la fluidez de la bicapa se ve afectada por su composicién
y temperatura, donde, dependiendo de la temperatura, la bicapa cambiara de un
estado liquido a un estado rigido bidimensional similar a un gel en un proceso que

se conoce como transicion de fase [5].

La Figura 2 muestra la complejidad que representa la membrana celular y como
estd constituida por fosfolipidos, proteinas, anclajes para filamentos del
citoesqueleto, etc. Estos ejemplos ilustran el modo en el cual las células controlan
la estructura de la membrana, observandose que no es una mera respuesta
mecanica simple de estirar y reducir, siendo la célula quien sintetiza los lipidos y

proteinas apropiados para realizar su trabajo de una manera compleja [6].

Proteina canal
(proteina,de transporte)

Medio extracelular Carbohidrato
Cabezas hidroéfilicas

Proteina

globular Glicoproteina

) ‘\\\ﬂs }ﬂ“n\ﬂ ‘i U ) - “) nn\? ); Bicapa_de
{ ((L)\’G ht 0 G A ,{{ﬁ R (;(Jmi(”‘.}‘&
y

olécula de
Proteina integral fosfolipido
(proteina globular) Proteina de superficie

< P Protefnaintegral
Proteina periférica Filamentos del (proteina en alfa-hélice)

citoesqueleto cCitoplasma

Colas hidrofdbicas

Figura 2. Membrana celular. Esquema representativo de una bicapa semipermeable
de lipidos comun para todo ser vivo, la cual contiene una amplia variedad de

moléculas bioldgicas.



MODELOS DE MEMBRANA

Uno de los modelos mas aceptados es el de membrana de mosaico fluido, el cual
representa a la membrana celular como una enorme organizacion de proteinas y
lipidos de las membranas biolégicas donde el modelo es consistente acorde a las
restricciones impuestas por la termodinamica. Este modelo describe la organizacién
de las proteinas integrales en un arreglo heterogéneo de moléculas globulares,
agrupadas en una estructura anfipatica. Estas moléculas globulares estan
parcialmente embebidas en la matriz de fosfolipidos, donde el cuerpo de la
membrana es una organizacion discontinua de una bicapa fluida, aun cuando
alguna pequena fraccion de los fosfolipidos de la membrana interactua de manera

individual con proteinas especificas de la membrana [7].

Aun cuando se conocen muchos aspectos relativos a las funciones que se
desarrollan en la membrana, este conocimiento no comenz6 en el ramo de la
biologia como habria de esperarse, sino en el campo de la quimica con el estudio
de lipidos y como estos interactuaban con el agua. Gran parte del entendimiento
sobre la estructura y las propiedades de las bicapas lipidicas proviene de estudios
en sistemas de modelos de membrana. Aunque estos sistemas no se consideran
propiamente “modelo”, dada la complejidad que involucra las propiedades de la
membrana, es posible modelar efectivamente algunas de las propiedades de estas.
Es debido a la alta complejidad de la membrana celular que sin la presencia de
modelos que funcionan como apoyo en la comprension de los mecanismos que lleva
a cabo la célula seria aun mas dificil la comprension de sistemas tan complicados

que llevan a cabo gran cantidad de funciones simultaneamente.

Otro modelo es el de balsas lipidicas, el cual exhibe la complejidad de la membrana
celular, la cual para coordinar estas funciones es capaz de realizar reacomodos en
su estructura constitucional dependiendo de las necesidades de la célula. Esta
capacidad esta basada en la inmiscibilidad liquido-liquido que subyace del concepto
de subcompartimentos de la balsa lipidica. Las balsas lipidicas se encuentran

fluctuando en arreglos a nano escala de esfingolipidos, colesterol y proteinas que



pueden ser estabilizadas para coalescer formando plataformas en la membrana que

sirven como sefales y medios de transporte al interior de la célula [8].

En el ambito cientifico, la realizacion de modelos tiene varias aplicaciones vy
metodologias, todos con la finalidad de entender el mecanismo por el cual funciona
la membrana celular. En este sentido, podemos mencionar el trabajo de varios
autores tales como Tsutomu Hamada et al., [9] quienes trabajan con liposomas a
escala in vivo como modelos de membrana, con la finalidad de entender cémo la
conformacién de la membrana influencia las funciones biologicas, asi como
entender los retos que se presentan en un modelo de membrana del tamafio de una
membrana celular a escala real. Por otra parte, Von Heijne y colaboradores [10]
trabajan modelos de membrana con el fin de entender el arreglo que llevan a cabo

las membranas para el transporte de proteinas.

Como podemos ver de la seleccidon de autores que se mencionaron, los modelos de
membrana son utilizados para entender las funciones que lleva a cabo la célula.
Garth Nicolson [11] comenta aun cuando se lleva mas de 40 afios entendiendo el
proceso que lleva a cabo la célula, es un tema que se seguira estudiando por medio

de modelos.

NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas son mas grandes que atomos individuales y moléculas pero son
mas pequefas que el material por el cual es originalmente conformado. Es debido
a su tamafo que no obedecen a las leyes de la fisica clasica y tienen propiedades
que difieren marcadamente de aquellas que podrian esperarse del material que
conforman en bulto. Existen dos fendmenos ampliamente marcados responsables

de estas diferencias.

El primero es la alta capacidad de dispersion de los sistemas nanocristalinos en un
material sélido. Esto significa que a medida que el tamafio del material se reduce,
el numero de atomos en la superficie se incrementa comparado contra el numero

de atomos que conforman el material originalmente. Tenemos como ejemplo una

7



nanoparticula de sulfuro de cadmio de 4 nm de diametro, el cual tiene alrededor de
1500 atomos, una tercera parte de los cuales se localizan en la superficie, de esta
manera propiedades que usualmente se determinan por la estructura molecular del
bulto en el material original, ahora se ven ampliamente dominadas por el efecto
estructural que se lleva a cabo en la superficie de la nanoparticula, incrementandose
el numero de atomos que se encuentran en la superficie a medida que el tamafo

disminuye.

El segundo fenbmeno ocurre notablemente solo en metales y semiconductores, se
llama cuantizacion de tamafio y surge debido a que el tamafio de la nanoparticula
es comparable a la longitud de onda de de Broglie y su concentracion de portadores
de carga (ejemplo: electrones y vacancias). Debido al confinamiento espacial de los
portadores de carga y banda de conduccién se divide en niveles electronicos
discretos y cuantizados. Estos niveles electronicos son similares a aquellos en
atomos y moléculas, resultando en que entre los niveles electrénicos asi como la
banda prohibida se reducen a medida que el tamafo de la particula disminuye

propiciando el salto de electrones de un nivel a otro con mayor facilidad.

ANTECEDENTES

La sintesis y metodologia de las nanoparticulas es un tema ampliamente estudiado,
variando de un proceso de sintesis a otro, desde emulsiones por evaporacion hasta
sintesis por reduccidn quimica, en la elaboracion de nanoparticulas poliméricas.
Como describiria Hans [12] y colaboradores, las aplicaciones son muy amplias
desde la realizacion de nanoparticulas biodegradables para ser compatibles con el
cuerpo humano, hasta nanoparticulas metalicas para realizar imagen mediante la
aplicacién de campos magnéticos como menciona Montagne [13] et al., quien
prepara nanoparticulas de magnetita, las cuales presentan propiedades super
paramagnéticas. Inclusive podemos mencionar la sintesis de sistemas de
nanoparticulas hibrido, esto es, un sistema que contiene material organico e

inorganico tal como Ronald Wassel [14], el cual realiza nanoparticulas con nucleo



de 6xido de hierro y un recubrimiento de PLGA, esto con el fin de realizar avances
en el tratamiento de enfermedades y reducir costos, asi como aumentar la

efectividad y disminuir el riesgo en el tratamiento de enfermedades.

Sin embargo, para que las nanoparticulas puedan emplearse en el campo de la
medicina, es necesario analizar el efecto que causan las nanoparticulas en el
cuerpo humano y la medida cualitativa de ello es la realizacion de modelos que
analicen la interaccion y efecto de las nanoparticulas a escala celular.
Recientemente se han realizado estudios para con la finalidad de comprender
dichas interacciones, tal como Thiers Uehara [15] quien analiza las interacciones
entre las nanoparticulas magnéticas y diferentes modelos de membrana con el
objetivo de comprender el comportamiento de la membrana celular ante un agente

externo como lo es una nanoparticula.

Como puede notarse, el estudio en el campo de la nanomedicina esta dirigido hacia
un entendimiento del efecto nano en los sistemas macro, con el fin de mejorar la
administracion de farmacos, mejorar la deteccion de enfermedades y aumentar el

efecto del tratamiento en enfermedades.



JUSTIFICACION

El uso de nanoparticulas poliméricas como medio de transporte de farmacos para
aplicaciones terapéuticas es un tema ampliamente estudiado. La versatilidad que
presenta un sistema de nanoparticulas permite ofrecer una alternativa al diagndstico

y tratamiento de enfermedades degenerativas.

Debido a la complejidad que representan los sistemas biologicos, es de vital
importancia conocer los mecanismos de interaccidn nanoparticula-célula. Mediante
el uso de modelos de membrana se puede explicar el mecanismo de adsorcién de
nanoparticulas en la célula y con esto destacar aquellas que presentan mayor
afinidad, dependiendo de las caracteristicas de las propias nanoparticulas como:

tamano, forma y carga superficial.

10



HIPOTESIS

Sintetizar una nanoplataforma hibrida con carga de superficie modulable permitira
evaluar el efecto de la carga sobre un modelo de membrana celular y con esto

elucidar los posibles mecanismos de interaccion entre nanoparticula-célula.
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OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto de la carga de nanoparticulas de magnetita/PLGA/quitosano en un

modelo de membrana constituido por fosfolipidos en una balanza de langmuir.

PARTICULARES
Sintetizar un sistema de nanoparticulas hibrido con diferente carga eléctrica.
Caracterizar el sistema en tamafio y forma asi como concentracion.

Demostrar la hidrofobicidad de las nanoparticulas de magnetita debidas al

recubrimiento de acido oleico por medio de la técnica FTIR.

Estudiar el efecto de cambio de carga eléctrica en las nanoparticulas debido al
cambio de concentracion en el recubrimiento de quitosano de las nanoparticulas de
magnetita/PLGA.

Estudiar la interaccidn de las nanoparticulas cargadas en un modelo de membrana.
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DESCRIPCION DE TECNICAS

DISPERSION DINAMICA DE LUZ

La dispersidon dinamica de luz, también llamada espectroscopia de correlacion de
fotones, es una técnica que estudia la fluctuacion de la luz dispersada por una
muestra. Estas fluctuaciones pueden ser debidas a simple difusion traslacional de
particulas en la muestra. En este caso, la técnica es utilizada para determinar el
tamano de la particula. Pueden medirse escalas de tiempo que van desde 1 micro
segundo hasta 107! segundos y tamarfios desde 10~° hasta 107® metros. La
intensidad de las fluctuaciones puede también ser debido a las fluctuaciones de la
forma de las particulas, movimiento rotacional, fluctuaciones de la concentracién o

inclusive movimiento interno de la muestra [16].

La Figura 3 muestra como particula pequena al ser iluminada por una fuente de luz
tal como un laser, la particula dispersara la luz en todas direcciones, si se
mantuviera una pantalla sobre la particula esta se iluminaria mostrando un patrén
de dispersion de la particula mostrando areas con luz y oscuridad, este patron de
dispersion es registrado para ser analizado por un correlacionador digital. En la
practica, las particulas suspendidas en un liquido nunca son estacionarias, estas se
mueven debido al movimiento browniano el cual produce el movimiento de una
manera aleatoria. Un importante fendmeno es que a medida que el tamaino de la
particula es pequeno, ésta se movera con mayor rapidez en relacion a una particula

de mayor tamaro debido al movimiento browniano, segun se deduce de la ecuacion:

_4mn 0
q=——sin(3)

En el que g es la magnitud del vector de onda dispersada, n es el indice de
refraccion del medio, A es la longitud de onda del laser, y 6 el angulo de dispersion,
siendo asi que si tomamos las particulas como esféricas que no interactuan entre

ellas podemos obtener el radio promedio de la ecuacion de Stokes-Einstein:
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R — kgT
h 6mnD

Para el que kg corresponde a la constante de Boltzmann, T es la temperaturay n la
viscosidad del solvente. A medida que las particulas se encuentran en movimiento,
el patrén de la dispersion aparentemente también se encontrara en movimiento.
Conforme las particulas se muevan, la intensidad en cualquier punto aparentemente
fluctuara, siendo posible medir el rango de fluctuacioén y utilizarlo para calcular el

tamano de particula [17].

detector de
fotones

muestra

correlacionador digital
salida a cpu;

Figura 3. Representacion esquematica de un experimento de dispersion de luz
dinamica.
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POTENCIAL ZETA

Todas las particulas en suspension exhiben un potencial zeta, el cual es importante
conocer dado que con los resultados obtenidos es posible predecir la estabilidad de
las nanoparticulas o las interacciones de las mismas en el medio, o como un control
de calidad al determinar si el sistema precipitara o colapsara formando agregados.
Esta técnica se basa en medir el movimiento electroforético. Consiste en aplicar un
campo eléctrico sobre la muestra, el cual induce a las particulas cargadas a
moverse dependiendo de la magnitud del campo eléctrico aplicado, haciendo
posible calcular el potencial zeta utilizando la ecuacion de Henry [17]:

_ 2&¢f (ka)

Donde Ug, €, n, f(ka) y { se refieren a movilidad electroforética, constante
dieléctrica del medio, viscosidad del medio, funcion de Henry y potencial z
respectivamente, la funcion de Henry generalmente utiliza la aproximacion de
Smoluchowski con un valor de 1.0 para medir el potencial zeta en soluciones
acuosas de moderada concentracion de electrolitos y la aproximacion de Huckel

con un valor de 1.5 para el caso de solventes no polares [18].

La carga neta en la superficie de una particula suspendida en un sistema coloidal
afecta la distribucion de iones en la region interfacial circundante, resultando en un
incremento en la concentracion de contraiones (iones de carga opuesta a la de la
particula) cercanas a la superficie. La Figura 4 muestra la capa circundante de la
particula, la cual se puede dividir en dos partes, una regién interna llamada la capa
Stern donde los iones estan unidos, y una capa exterior difusa en la cual no estan
ligados tan firmemente. Cuando la particula se mueve (por gravedad por ejemplo)
los iones dentro de la frontera se mueven con ella, esta frontera se llama
cizallamiento hidrodinamico o plano de deslizamiento, el potencial eléctrico que se

mide en esta frontera es conocido como potencial Zeta.
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capa
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mV

distancia de superficie de la particula

Figura 4. Carga superficial de una particula.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) se refiere a la
espectrometria de absorcidén en la regidn infrarroja del espectro electromagnético.
Esta técnica proporciona un espectro de las bandas de los grupos funcionales de

las sustancias organicas e inorganicas.

FTIR basa su funcionamiento en el hecho de que los enlaces quimicos de las
sustancias tienen frecuencias de vibracién especificas, que corresponden a los
niveles de energia de cada enlace quimico presente en una molécula determinada.
Estas frecuencias dependen de la forma de la superficie de energia potencial de la
molécula, la geometria molecular, las masas atdmicas, y posiblemente, el

acoplamiento vibracional.
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La Figura 5 representa el proceso que se lleva a cabo para realizar la medicién.
Comienza desde una fuente emisora de infrarrojo que pasa por una abertura que
controla la cantidad de luz que recibira la muestra, posteriormente, el haz entra en
el interferometro, el cual codifica la sefial y pasa hacia donde esta depositada la
muestra. El haz es reflejado por la muestra o transmitido a través de la misma,
dependiendo del tipo de analisis a ser realizado. Ciertas y especificas frecuencias
de energia son absorbidas por la misma, el haz pasa el detector para la medicion,
el cual esta disefiado especialmente para medir la senal del interferograma.
Finalmente la sefal medida es digitalizada y enviada a la computadora donde los

datos colectados son analizados mediante transformadas de Fourier [19].

o >

/Divisor de Haz

= ¥ Espejo
Laser

o Fuente IR Espejo =

o

-~ k=t ©

(7 5 \\ %

o

Muestra
Espejo Y
Espejo
" 4
Compartimento de la Muestra

Figura 5. Operacion de un infrarrojo con transformada de Fourier.
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MICROSCOPIO DE FUERZA ATOMICA

El Microscopio de Fuerza Atémica (AFM) es un equipo importante para la
elucidacion de la microestructura de materiales. La Figura 6 muestra los elementos
fundamentales que tiene un AFM: la punta, el escaner, el detector, el sistema de
control electrénico y el sistema de aislamiento de vibracion. EI AFM monitorea la
superficie de la muestra con una punta de radio de curvatura en el rango de 20 a 60
nandmetros que se localiza al final del cantiléver, las fuerzas entre la punta y la
muestra provocan la deflexion del cantiléver. Simultaneamente, el laser al ser
calibrado para incidir sobre la punta que esta sujeta en el cantiléver mide esta
deflexion mediante el detector, a medida que la punta se desplaza sobre la

superficie de la muestra generando una micrografia de la superficie [20].

Existen tres métodos basicos de operacion para el AFM: contacto, no contacto y
contacto intermitente. En el modo contacto, la punta esta a una distancia a la cual
las fuerzas repulsivas dominen la interaccion de la punta con la muestra, y se mide
las deflexiones del cantiléver originadas por las fuerzas de repulsién de corto
alcance entre la punta y la muestra. Uno de los inconvenientes de este método es
que existen grandes fuerzas laterales en la muestra a medida que se acerca la punta
sobre el espécimen. En el método de no contacto, el cantiléver debe estar oscilando
sobre la superficie de la muestra a una distancia en donde la deflexién del cantiléver
se debe a las fuerzas de atraccion de largo alcance entre la punta y la muestra.
Estas fuerzas se encuentran en el régimen de la curva de fuerzas intermoleculares
de Van der Waals. Para este método, la fuerza es medida comparando la frecuencia
o la amplitud de oscilacion del cantiléver relativo a la sefal de operacién [21]. En el
método de contacto intermitente, la punta no esta en contacto continuo con la
superficie de la muestra sino en contacto intermitente o discreto. De esta manera
se reduce la interaccion entre la punta y la muestra obteniendo la topografia de la

muestra.

18



Figura 6. Muestra de los componentes de un microscopio de fuerza atomica.

VISCOSIMETRO DE UBBELOHDE

El viscosimetro de Ubbelohde es un dispositivo ampliamente utilizado para
determinar viscosidades de fluidos newtonianos y no newtonianos. La fuerza
impulsora es normalmente la presion hidrostatica del liquido del que se va a medir
la viscosidad, aunque en algunos casos (generalmente fluidos muy viscosos o
cuando se pretenden utilizar fluidos no newtonianos) se suele aplicar una presion
externa; en el caso de no aplicar una presion externa se consiguen esfuerzos de

cizalla bastante bajos, del orden de 1 a 15 Pascales.

El disefo del viscosimetro de Ubbelohde es una modificacion que parte del
viscosimetro de Ostwald, en donde la modificacion obedece a la necesidad de
realizar mediciones a distintas concentraciones. La Figura 7 muestra como el
instrumento consta de 3 tubos de vidrio (1 a 3), un recipiente de reserva (8), un
capilar (6) con el recipiente de medida (5) y la bola de avance del liquido (4), entre

estos dos ultimos se encuentran las marcas (A y B) que situan la medida; el capilar
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termina en la parte inferior (7) en un casquete esférico, por el que sale la muestra

del capilar en forma de pelicula delgada.

Las determinaciones con este viscosimetro se basan en comparar el tiempo que
tarda en fluir un volumen de un liquido dado a través del capilar (entre dos sefales
del viscosimetro), contra el tiempo de flujo de un liquido de viscosidad conocida,

como del agua contra el aceite.

Es posible determinar la concentracion de nanoparticulas utilizando un viscosimetro

de Ubbelohde por medio de la ecuacion de Stokes-Einstein descrita a continuacion:
Ny =1+ 250

Correspondiendo 7, y ¢ a la viscosidad relativa y la fraccion volumen de las
nanoparticulas en la suspension respectivamente, donde la condicion para
determinar la concentracién es que las nanoparticulas se comportan como esferas

duras o rigidas.

“ \%J

Figura 7. Imagen de un Viscosimetro de Ubbelohde
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BALANZA DE LANGMUIR

Uno de los mas demandantes retos en la ciencia de materiales es el desarrollo de
nuevos materiales que se adapten a nuestras necesidades especificas. Uno de los
principales objetivos es el de organizar moléculas mediante auto-ensamblaje para
el desarrollo de sensores y dispositivos electrénicos. Esta ambiciosa tarea se
lograra solo si se disponen de las técnicas experimentales adecuadas que permitan
el auto-ensamblaje de moléculas que formen estructuras bidimensionales o
tridimensionales. La balanza de Langmuir es una técnica prometedora dada su
capacidad de producir peliculas ultra delgadas y altamente ordenadas. Utilizando la
balanza de langmuir es posible producir capas con un espesor de hasta una

molécula.

La balanza de Langmuir consiste en un contenedor que mantiene la subfase de un
liquido en donde la monocapa es dispersada. Consta de dos moviles barreras que
delimitan el area superficial disponible. También consta de un sensor para medir la
presion superficial y un detector de posicion de las barreras adjunto a las mismas
para medir el area superficial de la pelicula. ElI contenedor debe estar fabricado de
material inerte como teflén, el cual no contamina la subfase acuosa. El arreglo de la
balanza y las barreras debe estar hecho de tal manera que permita la compresién
de la monocapa. El material que se deposita en la superficie de la subfase por lo
general es de naturaleza anfifilica y debe disolverse en un solvente apropiado volatil
y organico (por ejemplo cloroformo) dispensado en la superficie de la subfase
acuosa. La evaporacion del solvente se realiza en corto tiempo y esto da pie a que
las moléculas se dispersen sobre la superficie del agua, es entonces que se procede
a cerrar las barreras para comprimir hasta que las moléculas del material se alinean
en una estructura regular [22]. La Figura 8 muestra los componentes principales de
una balanza de Langmuir tales como: depésito de agua, barreras de compresién y

sensor de tension superficial.
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Figura 8. Componentes de una Balanza de Langmuir

Conforme se delimita el area superficial en la que se confinan las moléculas del
material anfifilico mediante las barreras movibles, la presion superficial también
llamada “presion lateral” se incrementa. La presion superficial (11) se puede definir
como la diferencia entre la tensién superficial de la superficie pura Y, y la superficie

cubierta por anfifilicos v, representandose de la siguiente manera:
T=Y, ="

El sensor de presion controla la medicidon de presion de la superficie y el area por
molécula es obtenida mediante el area total dada por el sensor de posicion de la

barrera.

METODO DE WILLHELMY

Una método esencial en la medicion y que forma parte de la balanza de
Langmuir es el método de Willhelmy, es ampliamente utilizado y consiste en una
fina lamina de vidrio, platino o filtro de papel depositada verticalmente en un liquido
en una interfaz aire-agua, inclusive no es tan importante el material de la lamina

siempre y cuando esta no se moje por el liquido.
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Si tenemos una lamina con dimensiones L x A x E (Largo, Ancho y Espesor) y una
densidad p que esta sumergida en agua a una profundidad H, entonces la fuerza

neta hacia abajo es F, descrita por la siguiente ecuacion:

F = (ppLAE)g — (p . LAE)g + 2(A+ E)(Ts)Cos 6
F = PESO — EMPUJE + TENSION SUPERFICIAL

Donde p, es la densidad de la lamina, p; es la densidad del liquido, Ts la tension
superficial del liquido, 6 el angulo de contacto de la lamina y g la aceleracion debido
a la gravedad. Antes de realizar cualquier medicion, la presion se reconfigura a cero
y de esta manera eliminamos el peso de la ecuacion. El empuje también se elimina
dado que la lamina siempre se mantiene a un nivel constante independientemente
de la tension superficial, y dado que debemos asegurarnos que la lamina tiene un
angulo de contacto de 0°, la ecuacion anterior se reduce a:

F =2(A + E)(Ts)

Por lo tanto, haciendo un despeje simple para la tensién superficial, la formula para
el método de Willhelmy es:

F

Is=a+m

El método de Willhelmy es muy util en la caracterizacion de polvos, aceites, agentes
anfifilicos y como estos afectan la tensién superficial en el grado de mojabilidad que

estos presentan.

ISOTERMA PRESION-AREA

Las isotermas presion-area obtenidas con la balanza de Langmuir son un parametro
importante para estudiar las propiedades de una monocapa compuesta de material
anfifilico. Esta curva esta dada por la medicion de la presidon superficial como una
funcién del area que ocupa cada molécula en la superficie del agua. Esto se lleva a
cabo a temperatura constante y controlada también conocido como isoterma

presion-area o simplemente “isoterma”. Usualmente una isoterma es registrada al
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momento de comprimir la monocapa (reduciendo el area mediante las barreras) a

una velocidad constante mientras se monitorea la presion superficial.

La Figura 9 muestra una isoterma modelo que consta de un numero de regiones
distintas que se observan durante el proceso de compresion de la monocapa, la
cual, es importante resaltar, debe mantenerse a una temperatura constante. Estas
regiones son llamadas fases. Como puede observarse, la monocapa pasa a través
de diversas fases a medida que la concentracion de moléculas en la superficie se
incrementa. Estas fases se pueden identificar debido a las discontinuidades de la
propia isoterma una vez graficada. El comportamiento de la fase en la monocapa
depende principalmente por las propiedades fisicoquimicas del material anfifilico
depositado en la superficie, asi como entre otros factores la temperatura y
composicion de la subfase. Harkins utilizo una terminologia relativamente simple en
1952 para describir y clasificar las diferentes fases de una monocapa de acidos
grasos [23]. Si las moléculas anfifilicas se depositan en un area superficial extensa
y no se comprime la monocapa, las moléculas se comportan como un gas (G). Una
vez que se inicia la compresion de la monocapa se puede observar una transicion
de fase hacia un estado de liquido expandido (L,). A medida que la monocapa
continue comprimiéndose, ésta tendra nuevamente una transicion hacia un estado
de liquido condensado (L,). E inclusive a presiones mucho mas altas la monocapa
finalmente alcanzara el estado sodlido (S). Pasado este punto y si continua
comprimiéndose la monocapa, esta colapsara formando estructuras
tridimensionales, este colapso puede observarse experimentalmente como un

rapido decremento en la presion superficial de la isoterma.
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Figura 9. Transiciones de fase de una isoterma general y representacion fisica de

una monocapa a medida que se comprime.
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MATERIALES Y METODOS

En la sintesis de la nanoplataforma se utilizé acido poli-lactico co-glicolico (PLGA)
50:50 con un peso molecular de 30,000-60,000 Dalton, cloruro de hierro(ll) (>98%),
cloruro de hierro(lll) (97%), acido oleico (>99%), acido acético (99%), hidréxido de
amonio (28-30%), acetona (99%) y cloroformo (>99%), quitosano desacetilado con

un peso molecular promedio de 150,000 Dalton.

Para la obtencion del modelo de membrana se llevd a cabo una mezcla de
fosfolipidos simulando la composicion de una membrana endotelial con las
proporciones referidas por Siakotos y colaboradores [1]. Los componentes

utilizados se describen a continuacion:

1,2-Dipalmitoil-sn-3-fosfocolina (semisintética, >99%, DPPC), L- a- fosfatidilserina

(de cerebro porcino, >99%), esfingomielina (de cerebro porcino, >99%).

La proporcidn utilizada para cada uno de ellos se muestra en la Tabla 1:

Fosfolipido Porcentaje %
DPPC 55.56
Fosfatidil Serina 17.11
Esfingo Mielina 27.33

Tabla 1. Proporcion de fosfolipidos utilizada en el modelo de membrana.

SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE MAGNETITA

La sintesis del sistema monodisperso de nanoparticulas de magnetita
hidrofobizadas con acido oleico se preparoé utilizando el método de co-precipitacion
en presencia de hidroxido de amonio (NH4OH). Este método consiste en la
precipitacion de un compuesto simultaneamente con uno 0 mas compuestos para
formar cristales [24]. El método de co-precipitacion se llevo a cabo utilizando sales
de hierro y adicionando un exceso de hidroxido de amonio, bajo una atmosfera de

nitrégeno.
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Una mezcla que consiste de cloruro férrico (1.6 mM FeCls) y cloruro ferroso (0.8 mM
FeCl2) se deposité en 100 mL de agua previamente degasificada (18.3 MQ-cm). La
mezcla se mantuvo en agitacion mecanica moderada y constante a una temperatura
controlada de 80 °C, durante 10 minutos. Posteriormente, se agregaron 10 mL de
hidréxido de amonio (28%), dejandose reaccionar durante 30 minutos.
Posteriormente se agrego acido oleico a la reaccion en una proporcién molar Fe3*:
acido oleico de 1:1.25 respectivamente. Esto con el objetivo de asegurar que el
acido oleico recubra la superficie de las nanoparticulas y de esta manera obtener
nanoparticulas hidrofébicas. Finalmente, las nanoparticulas sintetizadas fueron
separadas de la solucion utilizando un iman y lavadas en etanol puro. Después se
lavaron dos veces mas con mezclas de etanol y agua en una proporcion de 50%,

obteniendo una pasta negra brillante como producto final.

SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE MAGNETITA CON RECUBRIMIENTO
PLGA

El proceso de preparacion de nanoparticulas de magnetita con recubrimiento de
PLGA se realiz6 por el método de evaporacidn emulsidén-solvente, la cual consiste
en disolver el polimero de interés en un solvente organico. La fase organica se
afiade a una fase acuosa bajo agitacion constante para formar una emulsiéon agua-
aceite [12]. Para la obtencion de nanoparticulas de magnetita con recubrimiento de
PLGA se preparé una solucién (10 mg/mL, 0.22 mM) utilizando acetona como
solvente organico. Posteriormente, se mezclaron 6 mg de PLGA con diferentes
cantidades de nanoparticulas de magnetita hidrofobizada para obtener diferentes
proporciones de PLGA:magnetita (1:1, 1:3 y 1:5). Las diferentes mezclas fueron
dispersadas en 10 mL de una solucién acuosa bajo constante y moderada agitacion
por un periodo de 5 minutos. La evaporacion de acetona se llevd a cabo en una
campana de flujo laminar en un cuarto a temperatura ambiente (25 + 1 °C). Mas
tarde, las nanoparticulas en suspension se recolectaron por centrifugacién a 12 000
RPM por 30 min a 4 °C y finalmente liofilizadas.
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SINTESIS DE NANOPARTICULAS CON UN NUCLEO DE MAGNETITA Y
RECUBRIMIENTO PLGA CON QUITOSANO

Las nanoparticulas de magnetita y PLGA recubiertas con quitosano fueron
preparadas de la siguiente manera: primero, se preparé una solucion disolviendo
0.04 g de quitosano en 10 mL de acido acético. Se prepararon diferentes
concentraciones de quitosano de la solucion original con un volumen final de 10 mL,
utilizando agua desionizada como diluyente. Subsecuentemente, las nanoparticulas
de magnetita y PLGA previamente obtenidas se adicionaron a las soluciones de
quitosano de diferentes concentraciones gota por gota, y mas tarde se
homogenizaron con agitacion a temperatura ambiente por un periodo de 60 minutos.
Las nanoparticulas de magnetita y PLGA cubiertas con quitosano fueron
almacenadas durante 24 horas a temperatura ambiente para futuras

caracterizaciones.

DISTRIBUCION DE TAMANO POR DISPERSION DE LUZ

La distribucién de tamafo de las nanoparticulas de PLGA, magnetita-PLGA, asi
como de magnetita-PLGA con recubrimiento de quitosano se determiné utilizando
la técnica de Dispersion Dinamica de Luz (DLS) en un equipo Zetasizer-Nano ZS
(Malvern Instruments, UK), el cual cuenta con un laser rojo con longitud de onda de
Ao= 633 nm (Helio-Nedn, 4.0 Mw). Este instrumento permite una confiable y precisa
medicién de los diametros hidrodinamicos de particula en el rango de 0.6 nm hasta
6 ym. Las muestras se diluyeron en los casos pertinentes y se depositaron en una
celda desechable de poliestireno DTS0012 de Malvern Instruments. Las mediciones
iniciaron una vez que se alcanzaron los 25 °C de equilibrio térmico, en el cual para
cada muestra se realizaron analisis por triplicado, esto con la finalidad de realizar
un filtrado de datos en el cual las peores mediciones son descartadas para realizar

un calculo de medicion 6ptimo.
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DETERMINACION DE CONCENTRACION POR VISCOSIMETRIA

La concentracion de nanoparticulas de magnetita y PLGA se determin6 con el
método de viscosimetria utilizando un viscosimetro de tubo capilar Ubbelohde y la
ecuacion de Einstein para determinar la concentracién de nanoparticulas como ha

sido descrito por otros autores [25]:
nr =14+ 2.5¢

donde nr es la viscosidad relativa y ¢ corresponde a

¢ nVi
v
donde n es el numero de nanoparticulas en disolucién, V; es el volumen la

nanoparticula, considerando que ésta se comporta como una esfera dura. El

. . .. anrd .
volumen de una esfera se determina mediante la expresion V; = ”T siendo r el

radio hidrodinamico de la nanoparticula determinado por DLS, y finalmente V el
volumen total de nuestra solucién de nanoparticulas, sustituyendo los tiempos
obtenidos de nuestro solvente puro contra nuestras nanoparticulas en solvente y

despejando para n, es posible determinar la concentracion.

POTENCIAL ZETA DE NANOPARTICULAS

El potencial Zeta de las nanoparticulas de PLGA, magnetita y PLGA, asi como de
magnetita y PLGA con recubrimiento de quitosano se determiné utilizando el equipo
Zetasizer-Nano ZS (Malvern Instruments, UK), el cual determina la movilidad
electroforética aplicando la ecuacion de Henry. Las muestras fueron depositadas en
una celda desechable DTS1070 de Malvern Instruments, el analisis de muestras se

llevé a cabo por triplicado a una temperatura de 25 °C.
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MORFOLOGIA POR MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA

La morfologia de las nanoparticulas se observd a través de un equipo de
Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) modelo JSPM 4210 (JEOL, Japon). Se
depositd una gota con la solucion de nanoparticulas en una mica y se dejo evaporar
los restos de agua durante algunos minutos. Las imagenes fueron obtenidas
mediante el modo de no contacto con un cantiléver (Mikromasch, Oregon, USA). El

analisis de imagenes se llevo a cabo con el software WSxM [26].

ESPECTOMETRIA DE INFRARROJO

El espectro infrarrojo (IR) de las nanoparticulas de magnetita fue obtenido utilizando
la técnica de Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)
utilizando un espectrometro FTIR (Modelo Spectrum two, Perkin-Elmer) equipado
con un accesorio Atenuador de Reflectancia Total (ATR). Se realiz6 la muestra con
acido oleico puro como blanco de comparacion y las nanoparticulas con magnetita
recubiertas con acido oleico. Las muestras se colocaron en el depdsito de muestras
y el espectro de transmitancia se dispuso en el rango de los 550 - 4000 cm™'. El
espectro IR se recopild por triplicado con una resolucion de 4 cm™ y se analizd

utilizando el software de analisis de espectros provisto por Spectrum.

ISOTERMAS DE FOSFOLIPIDOS

Las isotermas consistentes de una mezcla de fosfolipidos con nanoparticulas en la
subfase acuosa en una interfase aire-agua, fueron realizadas en una balanza
Langmuir-Blodgett (modelo 611), en el cual la precision de medida de la tension
superficial es de 0.1 mN/m. Los fosfolipidos constituyentes de la mezcla para
obtener las isotermas fueron 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina, fosfatidil serina
y esfingomielina (DPPC, PS, SM) con la proporcion descrita anteriormente en la
seccion de metodologia. Los fosfolipidos se disolvieron en cloroformo a una

concentracion final de 1 mg/mL. Los cambios en la presion superficial debidos a la
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superficie cubierta por fosfolipidos comparado contra una superficie de agua limpia
fueron registrados utilizando el método de Willhelmy. La presion superficial y el area
molecular fueron variadas utilizando una barrera a una velocidad de 20 cm?/min. Se
depositaron 50 yL de muestra de fosfolipidos con una jeringa Hamilton en una
superficie de agua desionizada (18.3 MQ-cm) o con una mezcla de diferentes
nanoparticulas en suspension acuosa con una concentracion de 9.3x10'© NP/mL.
Todos los experimentos se llevaron a cabo en un ambiente libre de polvo por medio
de una vitrina que cubria a la balanza del exterior. Una vez que la superficie
estuviera limpia y las soluciones suspendidas en cloroformo se disolvieron en la
superficie de 480 mL de agua, se dej6 reposar durante 15 minutos para permitir la
evaporacion del cloroformo (1 hora en el caso de que se encontraran nanoparticulas
en la subfase) y entonces se corrieron las isotermas. En la subfase acuosa que
contenia nanoparticulas se utilizaron diferentes concentraciones de nanoparticulas
tomando en cuenta los siguientes valores de potencial Zeta: -27 mV, 0.7 mV, 24
mV, 34 mV, respectivamente. Todos los experimentos se realizaron a 25 °C de

temperatura ambiente.

ADSORCION DE LAS NANOPARTICULAS EN UN MODELO DE MEMBRANA

Los experimentos de adsorcion de una monocapa consistente de una mezcla de
fosfolipidos en una interfase aire-agua fueron realizados depositando 50 pL de
fosfolipidos disueltos en cloroformo a una concentracion de 1 mg/mL y dejando
evaporar durante una hora. Una vez cumplido el tiempo, se realizé compresion de
la monocapa por medio de las barreras hasta alcanzar una presion controlada de
30 mN/m. Una vez alcanzada la presion, se dejo estabilizar durante 15 minutos y
una vez transcurrido el tiempo se inyectaron 5 mL (aprox. 4.5x10'%) de
nanoparticulas en suspension acuosa por debajo de las barreras y se dejé
estabilizar durante cinco minutos para proceder a retirar el control de presion y pasar
a control de area. El cambio en la presion fue registrado durante 3 horas
aproximadamente en un ambiente a 25 °C de temperatura para todos los

experimentos.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

ESPECTROMETRIA DE INFRARROJO

La Figura 10 muestra el espectro de acido oleico puro y el espectro de
nanoparticulas de magnetita recubiertas con acido oleico. Puede observarse que el
acido oleico puro muestra dos bandas en 2854 y 2923 cm' correspondientes al
estiramiento simétrico y asimétrico de los grupos CHz. La banda intensa que se
muestra en la region de los 1708 cm™' se atribuye al estiramiento asimétrico del
grupo C=0 asi como la banda de 1285 cm' corresponde al estiramiento del enlace
C-O. Las bandas que se exhiben a 1464 y 936 cm™' representan el estiramiento del
O-H dentro y fuera del plano, respectivamente [27]. En cuanto al segundo espectro
correspondiente al de nanoparticulas de magnetita cubiertas con acido oleico, el
espectro muestra cambios en la posicion de las bandas correspondientes al
estiramiento simétrico y asimétrico del grupo CH2 cambiando hacia 2918 y 2849 cm-
', respectivamente. Este desplazamiento hacia un nimero de onda mas bajo indica
que las moléculas de acido oleico fueron adsorbidas en la superficie solida de la
magnetita y las moléculas de hidrocarbonos circundante presentan un
empaquetamiento ordenado. Podemos observar también como la banda intensa de
los 1708 cm-' caracteristica en el acido oleico puro se muestra ampliamente
reducida en el espectro de nanoparticulas de magnetita cubiertas con acido oleico.
Es posible observar la aparicion de dos nuevas bandas en 1595 y 1541 cm™ las
cuales se atribuyen a estiramiento simétrico y asimétrico del grupo COO-, la
presencia de estas bandas indica el acomplejamiento entre los atomos de hierro y
los grupos carboxilo de acido oleico [13] lo cual confirma la fijacion del acido oleico
en la superficie de las nanoparticulas compuestas de magnetita, y por lo tanto la

formacion de una capa, la cual recubre la superficie de las nanoparticulas.
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Figura 10. Espectros Infrarrojo de 1) Acido Oleico puro y 2) Nanoparticulas de
Magnetita cubiertas con acido oleico.

MORFOLOGIA DE LAS NANOPARTICULAS

La morfologia y tamafio en las diferentes etapas de formacion nanoparticulas de
magnetita, magnetita/PLGA y magnetita/PLGA/quitosano se determind utilizando

microscopia de fuerza atdmica (AFM) y dispersion dinamica de luz (DLS).

Las nanoparticulas de magnetita con tamafio menor a 10 nm presentan una mayor
superficie en comparacidn a su rango de volumen, de esta forma tienen una mayor
energia de superficie [28]. Es por esto que tienen una tendencia a aglomerarse para
reducir su energia de superficie, es aqui donde toma importancia repulsion estérica
con el fin de evitar la aglomeracion de nanoparticulas [29]. La Figura 11 muestra la
formacion de agregados esferoidales que presentan las nanoparticulas,

Muchos factores relacionados con el proceso de emulsificacion en la formacion de
nanoparticulas de magnetita recubierta con PLGA pueden influenciar en el tamafo
de las mismas, tal como el tamafo de los viales utilizados, el tiempo y fuerza de
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sonificacion, asi como la posicién en la que se deposita el vial al momento de
realizar la sonificacion [14]. Con el fin de determinar la cantidad 6ptima de magnetita
en la elaboracién de nanoparticulas de magnetita recubiertas con PLGA se probaron

tres diferentes relaciones molares, tales como 1:0, 1:1, 1:3 y 1:5.

Se puede observar que a medida que la relacidon molar aumenta, las nanoparticulas
presentan cierta deformacion y cierto grado de coalescencia debido al exceso en la
adiciéon de las nanoparticulas de magnetita. Sin embargo, las nanoparticulas

mantienen su forma esferoidal con un diametro aproximado de 85 nanémetros.

560nm
T

Figura 11. Imagenes AFM de a) matriz polimérica, b) relacién molar 1:1, c) relacion

molar 1:3 y d) relacién molar 1:5.

DLS Y POTENCIAL ZETA

El diametro hidrodinamico, el indice de polidispersidad y el potencial zeta de las
nanoparticulas de magnetita recubiertas con PLGA en funcion de las relaciones
molares de PLGA:magnetita se muestran en la Tabla 2. El didametro hidrodinamico
promedio se obtuvo utilizando la técnica de DLS en el rango de los 130-140
nanometros para todas las relaciones molares utilizadas. ElI indice de
polidispersidad (en el rango de 0.07-0.09) y el potencial zeta (-26 mV) no mostraron
cambios significativos en las diferentes sintesis de nanoparticulas realizadas. Esto
sugiere que la cantidad de nanoparticulas en las tres diferentes relaciones molares
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utilizadas no afectd el tamafio ni la superficie de carga de las nanoparticulas de

magnetita recubiertas con PLGA.

El quitosano y PLGA han sido extensivamente estudiados, tanto por instituciones
publicas como privadas, debido a su biocompatibilidad con el cuerpo humano y a
su alta biodegrabilidad. Se puede citar recientemente la utilizacion de
nanoparticulas de quitosano recubierto con PLGA, las cuales se utilizaron en la
encapsulacion de un farmaco anti cancer como Doxorrubicina [30]. Nuestro trabajo
es el primer intento en desarrollar una nanoplataforma hibrida compuesta de un
nucleo de magnetita atrapada en una matriz polimérica de PLGA recubierta con
quitosano. Las nanoparticulas de magnetita con superficie de PLGA y recubiertas
de quitosano fueron realizadas exitosamente. Sin embargo, con el fin de estudiar
los efectos que podria causar el variar la concentracion de quitosano, se obtuvieron
los resultados que describimos a continuacion. La Figura 12 muestra los resultados
de DLS y AFM para las nanoparticulas con relacion molar 1:3 con diferentes
concentraciones de quitosano. Podemos observar que el diametro hidrodinamico de
la particula incrementa a medida que se afiade una mayor concentracion de

quitosano.

La tabla muestra las diferentes relaciones molares obtenidas, asi como su

correspondiente tamano hidrodinamico, indice de polidispersidad y potencial Zeta.

Relaciéon Molar Diametro de NPs Potencial Zeta Polidispersidad

PLGA:Fes;0, Medicion DLS (mV)
(nm)
1:0 133 -26 0.07
1:1 137 -26 0.09
1:3 140 -27 0.08
1:5 135 -25 0.09

Tabla 2. Diferentes relaciones molares con su correspondiente diametro, potencial

Zeta, polidispersidad.
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Figura 12. Diametro hidrodinamico de la particula (DLS) e imagenes AFM de las
nanoparticulas de magnetita/PLGA modificadas con diferentes concentraciones de
Quitosano: a) nanoparticulas de magnetita/PLGA sin Quitosano, b) nanoparticulas
con 1.66x108 M de Quitosano, c) 3.33x108 M, d) 2.66x107 M, e) 2.13x10-6 M y f)
3.33x106 M.

Las nanoparticulas de magnetita/PLGA recubiertas con quitosano fueron
preparadas en un rango de concentracion de 8.33x10° a 3.33x10® M, el diametro
de la particula aument6é desde 10 hasta 60 nandmetros, en comparacion con el
diametro promedio de una nanoparticula de magnetita/PLGA (135 nm). Mientras
que para las nanoparticulas con concentraciones de quitosano mayores 1.59x10
M el crecimiento es mucho mas significativo, alcanzando un tamafo de 793
nandmetros, ese tamafio se obtuvo preparando una concentracion de 3.33x106 M.
El incremento en el tamano de particula es debido a la adsorcion de quitosano en
la superficie de las nanoparticulas de magnetita/PLGA, formando un recubrimiento

(monocapa) debido a la interaccién entre los grupos carboxilo de la superficie de la
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matriz polimérica y los grupos amino del quitosano. El quitosano adopta una
conformacién de polimero tipo linear semi flexible facilitando su adsorcion en la
superficie de la nanoparticula de magnetita/PLGA con segmentos de quitosano [31].
A bajas concentraciones, las moléculas de quitosano estan mayormente unidas a la
superficie de las nanoparticulas de magnetita/PLGA en forma linear y bucle,
resultando en la monocapa antes mencionada. En el caso de las nanoparticulas con
concentraciones de quitosano mayores de 1.59x10 M, la adsorcion de quitosano
continud aun después de la formacion de la primera capa de recubrimiento. De esta
manera, es légico pensar que el diametro de la particula incremente
significativamente, debido a la formacion de multicapas ancladas a la primer
monocapa. La formacién de multicapas puede deberse a la adsorcion de quitosano

en forma linear, bucles y la formacién de ovillos [31].

Los resultados de AFM mostrados en la Figura 12 corresponden a diferentes
concentraciones de quitosano utilizado en el proceso de recubrimiento de las
nanoparticulas de magnetita/PLGA. En la Figura 13, seccion a), se puede observar
que las nanoparticulas sin quitosano presentan una forma esferoidal bien definida y
el tamafio de particula ronda los 130 nanémetros. En el rango de concentraciones
de quitosano entre 8.33x10°y 1.06x10¢ M observamos tamarios de particulas de
130 a 220 nanémetros, manteniendo la tendencia de forma esferoidal, a pesar de
que exhibe cierta deformacién tales como irregularidades en la superficie (Figura
13, b y d). La imagen en la Figura 13 c), muestra como las nanoparticulas de
magnetita/PLGA/quitosano presentan una forma esferoidal, tal como las

nanoparticulas de magnetita/PLGA sin quitosano.

La Figura 12 en la seccion e) y f), corresponden a las nanoparticulas preparadas
con concentraciones de quitosano mayores a 1.59x10® M, en la que se puede
observar una elongacion en la forma de las nanoparticulas y deformaciones en la

superficie de la particula con rangos de tamafio de 300 a 793 nanémetros.

Desde nuestro punto de vista, las nanoparticulas de magnetita/PLGA/quitosano con
concentracion 3.33x10® M y un tamafno promedio de 160 nanémetros (Figura 12

seccion c¢), son consideradas como las mas viables en el desarrollo de
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encapsulacion y liberacion de farmacos, asi como el tratamiento y diagnosis de
enfermedades como el cancer. Es tan amplio el abanico de posibilidades con esta
nanoplataforma que inclusive permite la posibilidad de utilizarse en terapia dirigida

utilizando campos magnéticos externos tales como resonancia magnética [28].

POTENCIAL ZETA DE LAS NANOPARTICULAS

En la Figura 13 podemos observar el comportamiento de las mediciones de
potencial zeta para las distintas concentraciones de quitosano y los resultados
obtenidos son similares a los obtenidos por Chungiang Guo [31] con sus
nanoparticulas de PLGA-quitosano. Ellos obtuvieron el tamafio mas grande de
particula de 972 nandémetros con una concentracién de 2.72x10° M. Un mayor
didmetro si lo comparamos con nuestro tamano maximo obtenido (793 nm).
Obtenido con una concentracion menor de quitosano (3.33x10% M). Esta diferencia
puede deberse al efecto de la interaccion entre la magnetita/PLGA, lo cual produce
nanoparticulas mas compactas. Estos autores obtuvieron también una tendencia de
potencial Zeta y tamafio en concentraciones de quitosano entre 4.5x10°y 6.8 x10
® mol/L. En nuestro caso, la tendencia de potencial Zeta y tamario se encontré entre
2.8x108 y 1.38x107 M.

Como podemos observar en la Figura 13, la superficie de las nanoparticulas de
magnetita/PLGA muestran un valor de potencial Zeta negativo (-27 mV), similar a la
reportada por Botdee [27] (-26 mV) y con un valor de -20 mV con nanoparticulas de
PLGA solas reportada por Chungiang Guo. Esta diferencia probablemente se debe
al hecho de que en nuestro caso y el de Botdee, las cadenas del polimero de PLGA
circundante a las nanoparticulas de magnetita exponen una mayor proporcién de

grupos carboxilicos.

A medida que la concentracion de quitosano se incrementa hasta 3x108 M, el
potencial Zeta incrementa y alcanza zona plana, los valores de potencial Zeta
permanecen constantes, aproximadamente 25 mV. Este efecto también se observé

con nanoparticulas sin nucleo de magnetita [31]. Sin embargo el valor maximo de
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potencial Zeta obtenido por Chungiang Guo (55 mV) fue a valores de concentracién
de quitosano mayores, como mencionamos mas arriba. En esta etapa, cuando la
concentracion de quitosano incrementa, el diametro (ver Figura 12) y la carga
superficial de las nanoparticulas no presentan un cambio apreciable, esto en parte
se debe a la adsorcién de las moléculas de quitosano en la superficie de las

nanoparticulas de magnetita/PLGA.

Mas alla de esta concentracion, el diametro promedio incrementa a 300 nandmetros
y los valores de potencial Zeta alcanzan 52 mV. Después de este valor, aun cuando
se incremente la cantidad de quitosano y el diametro de las nanoparticulas
incrementen, el potencial Zeta no presenta un cambio apreciable, o que puede ser
entendido por el modelo de Chungiang Guo, donde probablemente las ultimas
capas de quitosano no forman capas ordenadas alrededor de las nanoparticulas,
en vez de eso, las cadenas de quitosano se repelen debido a interacciones
electrostaticas, pero al mismo tiempo se atraen por medio de interacciones
hidrofébicas y fuerzas de Van der Waals, formando agregados aislados de
quitosano evitando el incremento en la carga pero aumentando el tamarfo de la

nanoparticula.
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Figura 13. Comportamiento experimental de las mediciones de las mediciones de
potencial zeta en las nanoparticulas de magnetita/PLGA a diferentes

concentraciones de quitosano.
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INTERACCION DE NANOPARTICULAS EN LOS MODELOS DE MEMBRANA

En la Figura 14 podemos ver como el comportamiento de las isotermas consistentes
en una mezcla de fosfolipidos en una interfase aire-agua, con diferentes
proporciones de quitosano en nanoparticulas de magnetita/PLGA en la subfase.
Podemos observar que la isoterma de la mezcla de fosfolipidos mantiene una
pequefia meseta en el rango de los 15-20 mN/m similar a la encontrada para el
DPPC descrita por Valencia Rivera [32]. El area molecular promedio de la mezcla
(en su fase condensada extrapolada a una presion de cero) es de 64 A%/molécula,
un valor mas alto en comparacion al encontrado por nosotros para DPPC puro (55
A2/molécula) [33]. Esto debido probablemente al efecto de la mezcla y la presencia

de los fosfolipidos cargados negativamente.

Para grandes areas, correspondientes a las fases gaseosas o las fases de liquido
expandido, podemos observar que antes de empezar a comprimir la monocapa, las
nanoparticulas estan presentes en la interfase aire-agua, asi como la adsorcion de

las nanoparticulas incrementa cuando estas presentan un potencial Zeta mayor.

Podemos observar que el area incrementa a medida que la carga incrementa: 85,
92, 95 A?/molécula para nanoparticulas con potencial Zeta de -27, 0.7 and 24 mV
de nanoparticulas en la subfase, respectivamente. Este comportamiento demuestra
que las nanoparticulas se mantienen en la monocapa aun a grandes presiones y la
interaccion de las nanoparticulas con el modelo de membrana incrementa con las
nanoparticulas cargadas positivamente. Podemos encontrar resultados similares en
el trabajo de Matthias Schulz [34], el cual concluye que las nanoparticulas cargadas
positivamente interactuan con el grupo fosfato de los lipidos, incrementando la
interaccion nanoparticula-fosfolipido y de esta manera aumentando el &area

superficial por fosfolipido.

Otro efecto que se observa por la presencia de las nanoparticulas en la monocapa
de fosfolipidos es la desaparicion de esa pequena meseta que se observa en la
isoterma de fosfolipidos sin nanoparticulas en la subfase. Este fendmeno se
observo de igual manera en monocapas de DPPC, utilizando nanoparticulas

hidrofébicas por Almada et. al. [35], péptidos catidnicos [33] y quitosano
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hidrofobizado [36] en la subfase. Esto también concuerda con los resultados de
Matthias Schulz, el cual observa el cambio en el equilibrio de la fase de liquido
condensado y liquido expandido, asi como la eliminacién de la fase de liquido
condensado a medida que se incrementaba la concentracion de polimero

interactuando con el modelo de membrana.

El modulo de compresidn, definido como Cs™' = —A dm/dA, para cada presion, m, y
area, A, de la isoterma, ha sido utilizado por varios autores [37], [38], [36] para
caracterizar las propiedades mecanicas de las monocapas en una interfase aire-
agua. La presencia de la mezcla de fosfolipidos y monocapas de lipidos resulta en
una mayor compresibilidad para la monocapa [39], [36]. Nuestros resultados pueden
observarse en la Figura 14, en la que se muestra el efecto de las nanoparticulas
cargadas en la flexibilidad de la membrana. Podemos notar que para las
nanoparticulas con un potencial Zeta mayor adsorbidas en la monocapa,
disminuyen la compresibilidad de la monocapa. Particularmente, en la presion
superficial de 30 mN/m, el médulo de compresion disminuye de 77 mN/m, para la
mezcla de fosfolipidos hasta 64, 56 y 24 mN/m cuando las nanoparticulas de
potencial Zeta de -27, 0.7 y 24 mV estan en la subfase acuosa, respectivamente.
Esto confirma que la adsorcidn de nanoparticulas con superficies cargadas
positivamente aumentan la fluidez de la membrana, demostrado también por Bo

Wang [40] y Camara [41] con un modelo de membrana.
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Figura 14. Isotermas de presion-area y valores de moédulos de compresibilidad
contra presion superficial para nanoparticulas de magnetita/PLGA/quitosano con
diferente carga en la subfase (9.3x10'0 Nps/ml) en un modelo de membrana

consistente de una mezcla de tres fosfolipidos en una interfase aire-agua.

Finalmente, mostramos el comportamiento de la absorcion de nanoparticulas en la

mezcla de fosfolipidos en una interfase aire-agua.

El efecto de la adsorcién de nanoparticulas con diferente superficie de carga en la
mezcla de fosfolipidos se muestra en la Figura 15. Puede notarse como la mezcla
de fosfolipidos sin nanoparticulas en la subfase presenta una estabilidad muy débil
y como a medida que se retira el control de presién de 30 Mn/m, se estabiliza pasada
una hora a 10 £ 1 mN/m, esto también se observé con dos mezclas de fosfolipidos
por Almada y colaboradores [35] y para monocapas compuestas por un fosfolipido
en la interfase aire-agua por Wanda Barzyk [42]. Es interesante notar que el
decremento fue mas bajo cuando las nanoparticulas se depositaron en la subfase,
por ejemplo: los incrementos se obtuvieron (medidos al final una vez que la presion
de la mezcla de fosfolipidos se estabilizd), con diferentes nanoparticulas en la

monocapa. Los correspondientes incrementos de presion (respecto a la monocapa
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de fosfolipidos) para las nanoparticulas con potencial Zeta de -27, 0.7, 24 y 34 mV
fue: 10, 13, 20, y 21 mN/m, respectivamente. Estos resultados muestran que ambos
tipos de nanoparticulas, las cargadas positiva y negativamente, son capaces de

interactuar con el modelo.

Mezcla de fosfolipidos
== =27 mv
- 0.7 my
— 24 WV
==== J4dmy

10 4

Presion Superficial mN/m

T T T T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000
Tiempo 5

Figura 15. Datos experimentales de adsorcion para nanoparticulas de
magnetita/PLGA/quitosano con diferente carga en un modelo de membrana

consistente de una mezcla de tres fosfolipidos en una interfase aire agua.
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CONCLUSIONES

Se prepard un sistema novedoso de nanoparticulas hibridas consistente de un
nucleo de magnetita cubiertas en PLGA con un segundo recubrimiento con
quitosano. Se determinaron los tamafos de la plataforma en las diferentes etapas
de sintesis. Primero, las nanoparticulas de magnetita se hidrofobizaron con acido
oleico, las cuales fueron incorporadas al recubrimiento de nanoparticulas de PLGA
por el método de solvente por evaporacion. Las imagenes de AFM y resultados de
DLS sugieren que el incremento de tamafo debido a la adicion del nucleo de
magnetita no afectd significativamente en las nanoparticulas de magnetita/PLGA.

Con base en los resultados de DLS, comparando tamafio y AFM para observar la
morfologia, establecimos que la sintesis de nanoparticulas de magnetita/PLGA con
relacion molar 1:3 fueron las ideales (por tamafo, forma y adicién de nucleo de
magnetita) para continuar con la segunda etapa de desarrollo del sistema de
nanoparticulas hibrido. Finalmente encontramos como las nanoparticulas realizan
importantes modificaciones mecanico-estructurales en un modelo de membrana
resultado de las interacciones entre la carga neta negativa de los componentes
fosfolipidos del modelo de membrana y las nanoparticulas de

magnetita/PLGA/quitosano cargadas positivamente.

De esta manera, este trabajo provee un sistema novedoso de nanoparticulas con
carga ajustable a las diferentes necesidades de sintesis, el cual aporta informacion
importante en la interaccion entre nanoparticulas y modelos de membrana,
informacion valiosa en el desarrollo de sistemas de nanoparticulas cargadas con

farmaco para la cura de enfermedades.
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PERSPECTIVAS

El presente trabajo presenta un amplio abanico de posibilidades para futuras
investigaciones. En primer lugar, ofrece un panorama amplio en el tema de
nanoparticulas cargadas con farmaco y materiales inorganicos con diferentes
propositos. Por otra parte, es posible analizar el efecto de la interaccion de las
nanoparticulas en cultivos celulares sin y con farmaco para determinar la

citotoxicidad de las nanoparticulas con diferente valor de carga eléctrica.

Es posible aumentar el grado de complejidad del modelo de membrana aumentando
el numero de fosfolipidos, con la posibilidad de acercarse mas a un simil in vivo, asi
como caracterizar utilizando diferentes técnicas como microscopia de angulo
Brewster para observar las regiones y dominios que se forman en la monocapa al

depositar los fosfolipidos en la balanza de Langmuir.

El modelo de membrana actual esta listo para ser comprobado en sistemas de
nanoparticulas con diferente composicion y morfologia, por lo cual el presente

trabajo puede ser contrastado con futuros trabajos.
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