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RESUMEN

En los ultimos afos, el estudio de las nanoparticulas ha sido de gran importancia para el area de
biomedica, permitiendo un desarrollo tecnolégico y cientifico excepcional. Por ejemplo, el
desarrollo de nanosistemas para la carga y liberacién de farmacos, en adicion a las propiedades
fototérmicas que presentan ciertas nanoparticulas en la escala nanométrica, ha sido fundamental
para hacer frente a problemas de salud publica como el cancer. En particular, el uso de
nanovarillas de oro ha sido propuesto para implementar una terapia fototérmica debido a sus
excepcionales propiedades fototérmicas. Estos nanomateriales presentan un plasmén de
resonancia transversal y un plasmoén de resonancia longitudinal, los cuales se pueden observar
en la region visible e infrarrojo cercano del espectro electromagnético. La primera parte de este
trabajo consiste en sintetizar nanovarillas de oro y posteriormente estabilizarlas con quitosano
tiolado y polivinil alcohol (PVA). La caracterizacion de las nanoparticulas se realiz6 mediante el
microscopio de fuerza atomica (AFM) y Microscopia Electrénica de Transmision (TEM),
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), Dispersion de Luz Dindmica (DLS) y potencial ¢. Las
aplicaciones potenciales en el area médica de estos nanomateriales estan relacionado con su
capacidad de sobre pasar diferentes barreras bioldgicas. Una de las principales barreras
biolégicas a las que se enfrentan estos nanosistemas son las membranas celulares. La segunda
parte de nuestro trabajo consiste en estudiar las interacciones no especificas que se originan
durante el proceso de adsorcién de las nanovarillas de oro con un modelo de membrana celular,
obtenida en la interface aire-agua mediante la deposicion del fosfolipido 1,2-
Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).
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INTRODUCCION

La nanotecnologia aplicada ha generado gran interés en un gran nimero de las investigaciones
que se desarrollan en diversos campos de la ciencia y tecnologia. Estas investigaciones
principalmente se han enfocado al desarrollo de nanoparticulas, nanodispositivos y
nanoplataformas funcionales. De manera general, la construccién de estos nanosistemas se
realiza mediante el ensamblaje de materiales inorganicos y organicas o combinando ambos
materiales. Este interés por parte de la comunidad cientifica se debe a las excepcionales
propiedades fisicas, quimicas, Opticas, magnéticas, entre otras, que presentan los materiales a

escala nanométrica [1].

Las nanoparticulas de metales nobles, especialmente de oro, recientemente han atraido
un interés sustancial debido a sus propiedades fisicas y quimicas Unicas, las cuales dependen
de su tamafio y forma. La fuerte absorcion y la dispersién de la luz por las nanoparticulas de oro,
asi como su estabilidad, han hecho de estos nanocristales inorganicos populares en diversas
aplicaciones [2]. Por ejemplo, las propiedades épticas de una o de un conjunto nanoparticulas;
con un tamafio de aproximado de 1 a 1000 nm [3], los hacen candidatos prometedores para la
construcciéon de materiales 6pticos que pueden explotarse en el desarrollo de sistemas de
deteccidén biolégica [4]. Por ejemplo, por medio de la espectroscopia de absorcién Ultravioleta-
Visible (UV-Vis), las nanoparticulas de oro suelen presentar una fuerte banda de absorcion
denominado como plasmon de resonancia superficial, el cual se produce cuando los electrones
presentes en la superficie de la nanoparticula (electrones de la banda de conduccion) interactta
y entran en resonancia con la frecuencia de la radiacion electromagnetica incidente [5]. En las
nanovarillas de oro se presenta dos plasmones de resonancia que corresponden a los modos
transversal y longitudinal [6]. Donde, la banda transversal se podrd encontrar en un rango
aproximado de 520 nm longitud de onda, mientras que la banda longitudinal tendra un rango
oscilando entre 700 nm. a 1200 nm [7]. La sensibilidad del modo longitudinal del plasmén en la
anisotropia de la particula facilita oportunidades para una amplia gama de aplicaciones
tecnolégicas en las nanovarillas de oro tales como formacioén de imagenes o terapia fototérmica

gue han sido investigados recientemente [6].

En la actualidad existen diversos métodos para la obtencién de nanovarillas, pero el mas
popular es el método de sintesis de nanovarillas de oro a partir del crecimiento de semillas de oro
en presencia de un tensioactivo. Uno de los tensioactivos mas utilizados para la obtencion de
nanovarillas es el Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB). EI CTAB se utiliza para dar estabilidad

a las nanopatrticulas en solucién acuosa [8]. Este tensioactivo desempefia una funcién importante
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tanto de la direccion del crecimiento de la varilla, asi como mantener la estabilidad coloidal, a
través de repulsion electrostatica [4]; [9]. Sin embargo, las nanovarillas de oro obtenidas por este
método no pueden ser abministradas a un organismo vivo debido a que el CTAB es toxico para
las células. Con el fin de disminuir el efecto citotoxico de estas nanovarillas es necesario eliminar
el remanente del tensoactivo adsorbido en la superficie de las nanovarillas de oro y en el exceso
de CTAB en el medio acuoso, sin afectar la estructura y forma de las nanovarillas de oro. Para
este fin, se puede utilizar polimeros biocompatibles, como quitosano y PVA, para reemplazar el
CTAB y recubrir la superficie de la nanovarilla de oro proporcionandole biocompatibilidad a estos
nanosistemas y evitando su agregacion en el medio acuoso.

El proceso de recubrimiento se realiza en dos etapas. La primera etapa consiste en la
absorcion de una capa de quitosano tiolado sobre la superficie de la nanovarilla de oro. Es
importante mencionar que el quitosano se presenta como un polisacarido lineal poli-B-(1-4)-2-
amino-2-deoxi-D-glucosamina [10]. Como tal, el quitosano es uno de los principales polimeros
cationicos naturales, biocompatible [11] y es ampliamente utilizado debido a su propiedad de
mucoadhesion [12]. La modificacion quimica del quitosano con moléculas tioladas facilita la
adsorcion del quitosano sobre superficies de oro debido a la alta afinidad del azufre por estas.
Ademas, se ha documentado que la adicion de grupos tiolados en la estructura de quitosano
aumenta su capacidad de mucoadhesién de este biopolimero. Por otra parte el PVA se utiliza
ampliamente como agente estabilizante, desempefiando una funcién importante en la modulacion
de la carga superficial de las nanoparticulas. La excelente resistencia quimica y propiedades
fisicas del PVA han dado lugar a una amplia gama de aplicaciones en diferentes industrias, entre
las cuales estén las aplicaciones médicas y alimentarias [13].

La biocompatibilidad y degradabilidad del quitosano tiolado y el PVA permite construir un
nanosistema con apliaciones potenciales en el area biomédica [14], [15]. Para evaluar dicho
potencial se ha estudiado el efecto de las nanovarillas sobre las propiedades mecéanicas de
modelos de membranas celulares. La obtencion de estos modelos de membrana celular se
obtiene en la interface aire-agua, mediante la deposicion de moléculas fosfolipidicas sobre la
superficie de una subfase acuosa contenida en una balanza de Langmuir-Blodgett. Las
monocapas, considerandolas la mitad de una membrana, son un sistema plano bien definido para
estudiar las interacciones entre fosfolipidos o bien entre fosfolipidos y proteinas. El proceso de
adsorcion de las nanoparticulas puede monitorizarse mediante el analisis de las isotermas
Presion superficial (1) vs &rea [16]. La técnica de la balanza de Langmuir-Blodgett consiste
basicamente en la obtencion de una isoterma de adsorcion I1-A para un fosfolipido o una mezcla

de fosfolipido determinada. El DPPC se utiliza generalmente para mimetizar el exterior de una
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membrana celular y estudiar el efecto de las particulas sobre la integridad de la monocapa [17];
[18].
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JUSTIFICACION

En los ultimos afios las aplicaciones potenciales de nanoparticulas en el area de Salud han
generado gran interés. Los resultados de estos trabajos estan enfocados en el disefio y
construccién de dispositivos Utiles para el diagnéstico y tratamientos para tratar enfermedades
de salud publica tan importantes como el cancer. El uso y aplicacion de las nanoparticulas en el
area médica dependeran de las propiedades fisicas y quimicas con las que se han disefiado.
Para que estas nanoplataformas multicomponentes desempefien la funcion biologica para la cual
son disefiadas, como agentes de diagndstico y/o con accidn terapéutica, primero deben de hacer
frente a barreras biol6gicas para alcanzar el tejido blanco, ademas sobrepasar las membranas
celulares (mediante interacciones especificas como en los anticuerpos y no especificas como en
las células asesinas (NK), segln sea el caso), con el fin de internalizarse al interior de la célula y
llevar a cabo su accién bioldgica. En este trabajo se realizara un estudio in vitro que simule las
interacciones no especificas que ocurren en el proceso de adsorcion de nanovarillas de oro-
Quitosano-PVA (NO-Q-PVA), con una monocapa del fosfolipido 1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC), simulando una membrana celular. La interaccion de las nanoparticulas, estabilizadas
con quitosano y PVA, con el modelo de membrana celular se analizar4 mediante la balanza de
Langmuir-Blodgett, con el fin de estudiar el proceso de adsorcion de las nanovarillas de oro en el

modelo de membrana celular.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la interaccion de las nanovarillas de Oro-Quitosano y Oro-Quitosano-PVA (NO-Q-PVA)
en una monocapa del fosfolipido DPPC.

Objetivo particulares

« Caracterizar las propiedades fisicas y fisicoquimicas de las Nanovarillas de Oro, mediante
el potencial Z, imagenes TEM, Dispersion de luz dinamica (DLS), UV-Vis.

+ Estabilizar las nanovarillas de Oro con Quitosano tiolado en presencia de Polivinil alcohol
(PVA

» Evaluar la adsorcién de las nanoparticulas analizadas mediante la isoterma presion

superficial vs area de la 1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), en interfase aire-agua.
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ANTECEDENTES

Nanotecnologia

El significado de la palabra “nano” es un prefijo proveniente del vocablo griego vavog que significa
diminuto, enano, pequefio. Este prefijo se utiliza en el sistema internacional (S.l.) de unidades
para indicar un factor de 10° [19] Cuando se aplica a mediciones lineales a escala nanométrica
[20] un nanémetro equivale en escala a la mil millonésima parte de un metro (1 nm = 1x10° m)
[21]

La nanotecnologia es definida como el estudio, disefio, sintesis, manipulacioén y aplicacion
de materiales funcionales, dispositivos y sistemas a través del control de la materia a escala
nanomeétrica cerca de la escala atdmica, y el uso de las nuevas propiedades en esa escala.[20]

[21] Como se muestra en la figura 1, donde se compara el tamafio de algunos objetos.

Agua Aminoécido Virus Bacteria Neurona Un punto Babn

L > 3 ’ LO :
o ol > &c.
107 1 10 102 103 104 105 108 107 108
| | i | { | | | | |

F Nanémetros

Alcanotiol Fullereno Nanotubo Nanoparticula

Figura 1 Comparaciones de tamafios a escala nanométrica [19]

El interés hacia la nanotegnologia, se debe a las estupendas propiedades quimicas,
fisicas, Opticas, magnéticas, son dependiente del tamafio [1] que presenta la materia en la escala

nanométrica. El desarrollo de esta disciplina surge de las ideas expuestas por Richard Feynman,
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(considerado como el padre de la "nanociencia” y premio Nébel de Fisica), quién en 1959
proponia fabricar productos mediante la manipulacion de atomos y moléculas. [21] En la
actualidad el desarrollo de productos elaborados a partir de nanomateriales ha ido en ascenso
en los Ultimos afos. Se han descrito numerosas aplicaciones de nanoparticulas metalicas en la
elaboracion de productos de consumo masivo como filtros UV en cremas solares o telas “anti-
olor’ para vestimenta, baterias de litio, paneles solares, asi como también para uso en medicina,

como terapias anti-tumorales

Nanoparticulas

Como su propio nombre indica, el término “nanoparticula” designa una agrupacion de atomos o
moléculas que dan lugar a una particula de dimensiones comprendida entre 1 a 1000 nm [19].
Las nanoparticulas pueden clasificarse en dos tipos: nanoparticulas con contenido molecular
principalmente orgénico (nanoparticulas organicas) y las que se obtienen a partir de elementos
inorganicos (nanoparticulas inorganicas).[3]. Dependiendo de cuales sean los atomos que se
utilizan para la sintesis de las nanoparticulas inorganicas se obtendran diferentes tipos de
nanoparticulas. Por otra parte, es posible obtener nanoparticulas hibridas compuestas por los
atomos de Fe o Cu, por ejemplo nanoparticulas TiO2-Fe304 [22] o SiO2/Cu. Su tamafio
particularmente pequefio, hace que estas estructuras tengan propiedades Unicas y esencialmente

distintas a las que presenta el material en volumen [19].

Nanoparticulas de Oro

Las nanoparticulas de metales nobles y, en particular, las nanoparticulas de oro (AuNPs), exhiben
excelentes propiedades fisico-quimicas y biol6gicas, intrinsecas a su tamafio nanométrico [56].
Las AuNPs poseen dos propiedades fisico-quimicas que las hacen especialmente interesantes
desde el punto de vista terapéutico. La primera de ellas es la alta reactividad quimica de su
superficie la cual se puede modificar facilmente con moléculas biolégicamente activas. La
segunda propiedad esta basada en las peculiares caracteristicas fototérmicas y Opticas las cuales
dependen del tamafio y forma de la nanoparticula [7]

La terapia fototérmica consiste basicamente en aprovechar el calor que liberan las

nanoparticulas durante el proceso de relajacion una vez que estas han sido excitadas con un haz
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de energia electromagnética definida [56]. Esta estrategia terapéutica tiene como ventaja de no
precisar la presencia de oxigeno para desarrollar sus efectos. La produccién de calor causa un
aumento de temperatura [23] durante la exposicion a los rayos UV y/o del infrarrojo cercano, por
lo que ofrecen la posibilidad de destruccién de las células cancerosas a través de la ablacion
térmica [24]. Ademas de su extraordinario potencial como agentes fototerapéuticos [56], en los
ultimos afios se han realizado notables esfuerzos en la investigacién y en la aplicacién de las

AUNPs para la deteccién precoz, el diagnédstico y el tratamiento del cancer.

Plasmén de Resonancia Superficial (RPS).

Cuando una nanoparticula metdlica interactia con una radiacion electromagnética, el campo
eléctrico oscilante puede provocar que los electrones de conduccién se desplacen con respecto
a los nucleos. A este desplazamiento de carga se le opone la atraccion la fuerza de atraccion
electrostatica, entre los electrones y los nicleos, los cuales actian como una fuerza restauradora
generando asi oscilaciones de la nube electronica alrededor de los nicleos como se muestra en
la Figura 2 [4]. A la oscilacién colectiva de los electrones de la banda de conduccién de metales
excitados con radiacion electromagnética es conocida como plasmon de resonancia superficial
(RPS)[25].

Campo eléctrico ‘ Varilla
sfera metalica «¥T 3. metalica
‘ |
|

Al gl ALLDE N

Nanoesfera Nanovarilla

Figura 2. Representacion del desplazamiento oscilatorio del plasmén de

resonancia superficial de nanoesferas y nanovarillas de oro (R. Alvarez, 2016)

Los RPSs muestran una fuerte banda de absorcion en la region visible del espectro

electromagnético. El origen de esta banda es atribuida a la resonancia entre las oscilaciones
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colectivas de los electrones de las bandas de conduccion y la frecuencia de oscilacién de la
radiacion incidente [25]. Algunos metales como el oro o la plata, muestran intensas bandas de
absorcion caracteristicas en la region visible del espectro electromagnético (380-780 nm) [55].

Nanovatrillas de Oro

Las nanovarillas de oro presentan dos bandas de absorcion caracteristicas en el espectro
electromagnético como consecuencia de su evolucion de esferas a varillas. La primera banda de
absorcion corresponde a la oscilacion colectiva de los electrones superficiales del eje transversal
de la nanovarilla (plasmos de resonancia transversal) [7] [26]. Se encuentra en la region visible,
a una longitud de onda de unos 520 nm. La segunda banda de absorcién corresponde a la
oscilacion colectiva de los electrones localizados en la superficie del eje longitudinal de
nanovarilla (plasmon de resonancia longitudinal) [7]. La longitud de onda donde se centra este
pico y su amplitud, dependen de la relacion entre el ancho y el largo de la nanovarilla [26], y se
encuentra en la region de Infrarrojo cercano (NIR) [7]. Esto es bien representado en el siguiente
esquema (figura 3).
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Figura 3. Esquema representativo del espectro tipico de absorcién de las nanovarillas de oro
[26]

La morfologia de las nanovarillas puede afectar directamente a su espectro de absorcion
al aumentar la relacion de aspecto (longitud/anchura), pudiéndose desplazar la banda de
absorcion longitudinal dentro de la region NIR del espectro. En comparaciéon con otros tipos de
NIR-nanoparticulas (particulas esfericas). Esto permite que la conversion de la energia absorbida
a calor sea més eficiente, siendo asi capaces de producir altos gradientes térmicos en medios
con baja conductividad térmica [7]

La manipulacién de estas propiedades ha permitido optimizar las aplicaciones biomédicas
estas nanoestructuras de oro mediante el control del tamafio y forma durante el proceso de
sintesis y posterior modificacion de su superficie [7]. En donde se pueden obtener facilmente

sistemas coloidales estables con un tamafio de entre 10 a 150 nm [24].
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Para la sintesis de nanovarillas de oro a partir del método de semillas se preparan dos
soluciones: la solucion de crecimiento y solucion de semillas. Ambas soluciones utilizando HAuCl4
(acido tetracloroaurico) en presencia de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) empleado como
surfactante [27]. La solucién de semillas se obtiene al reducir el Au*® empleando un agente
reductor fuerte, el NaBH4, [27];[28], obteniéndose nanoesferas de en un rango de 2-4 nm,
aproximadamente. Por otra parte, en la solucién de crecimiento, el ion de Au*® se reduce a Au*!
en presencia de un reductor débil, como el acido ascérbico (AA) [28]. Esta reaccion se realiza en
presencia de CTAB, nitrato de plata (AgNOs) y HCI. El crecimiento de la nanovarilla se debe a la
deposicion de oro metdlico (Au®) a partir de la reduccién del i6n Au*! a Au® catalizada por las
semillas de oro. Asi las semillas de oro contenidas en la primer solucion (las nhanoesferas de oro),
crecen y se alargan formando las nanovarillas de oro [28], [27]. Sin embargo, este método se ha
sufrido ligeras modificaciones con el propdsito de mejorar el rendimiento de las nanovarillas en
contraste con los subproductos generados durante la reaccién quimica. Ademas, con las
modificaciones realizadas en el protocolo de sintesis de nanovarillas se busca modular el plasmon
de resonancia superficial localizada controlando el crecimiento longitudinal de las nanovarillas.
Por ejemplo, Sau y col., mejord el rendimiento de produccién de nanovarillas de oro cortos
mediante la variacion de la concentracion afiadida de semillas de oro y el acido ascérbico a la
solucién de crecimiento [29].

Estudios similares desarrollados por Ward y Xu establecieron que el aumento de la
concentracion de oro o de la temperatura de reaccién en la etapa de produccion de semillas,
resulta en la disminucioén de la relacion de aspecto de nanovarillas de oro. Ademas, describieron
la importancia de la relacién molar entre el acido ascérbico (AA) y el contenido de oro afiadido en
la solucién de crecimiento en la relacion de aspecto de las barras producidas. Por otra parte, la
relacion de aspecto de GNRs puede ser controlado como una funcion del tiempo de reaccion y
cantidades variables de iones de plata, HCI, y CTAB [29].

Polimeros Biodegradables

Los polimeros biodegradables se pueden obtener de a partir de sistemas bioldgicos o pueden ser
sintetizados quimicamente a partir de monémeros mas simples [30]. Dependiendo del modo de
degradaciéon los polimeros biodegradables pueden clasificarse en polimeros degradables
hidroliticamente o polimeros degradables enziméaticamente. Los polimeros naturales pueden ser

considerados como los primeros biomateriales biodegradables utilizados clinicamente [31]
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Para aplicaciones biomédicas, los requisitos que debe reunir un polimero biodegradable son las

siguientes:

- No debe provocar una respuesta inflamatoria, es decir no presentar un efecto toxico
después de la administracion en el cuerpo.

- Debe tener un tiempo aceptable de vida util, permeabilidad y procesabilidad adecuada
para la aplicacion prevista.

- Los productos degradados no deben ser toxicos, ademas deben tener la capacidad de ser

metabolizados y eliminados por el cuerpo [31].

Algunos de los polimeros naturales que de interés médico son proteinas (colageno, queratina,
gelatina, gluten de maiz o de trigo, proteinas de leche o soya) y polisacaridos (almidén, derivados
de celulosa, quitosano, alginatos, carragenatos y pecticinas). Mientras que los materiales
sintéticos son acido polilactico (PLA), Polivinil alcohol (PVA), asi como algunos poliésteres,

principalmente [30].

Quitosano
La quitina es un componente polimérico de los exoesqueletos de invertebrados y las paredes

celulares de algunos hongos y algas. Esta macromolécula es definida como un polisacarido lineal,

poli-B- (1,4) -N-acetil-D-glucosamina [32] su estructura se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Estructura de la Quitina. [32].

Rouget descubrio en 1859 que el tratamiento de la quitina con una solucién concentrada
de hidroxido potésico a ebullicién la modificaba transformandola en un compuesto soluble en
soluciones de acidos diluidos, méas tarde en 1870, fue designado como quitosano por Hoppe-
Seiler [33]

El quitosano es un polimero mucoadhesivo natural que tiene el nombre IUPAC [34], (B-1-
4)-2-amino-2-deoxi-D-glucopiranosa. Se obtiene por la desacetilacion alcalina de la quitina [35].
Como tal, es uno de los principales polimeros catiénicos [11]. Algunas de las propiedades
funcionales del quitosano, tales como la biodegradabilidad, biocompatibilidad, mucoadhesién,
promotor de absorcion [36], [37]. Este polisacéarido es biocompatible y actualmente su uso esta
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) [31].

La biocompatibilidad del quitosano se debe principalmente a la composicion quimica de
la estructura del quitosano consta de unidades de N-acetilglucosamina y glucosamina, las
mondmeros que estan presentes en la estructura de la mayoria de las biomoléculas que
conforman los tejidos del cuerpo humano [32]. Mientras que sus propiedades mucoadhesivas son
debidas a la interaccién con las glicoproteinas de la mucosa, que se basa principalmente en
enlaces no covalentes, tales como interacciones idnicas, puentes de hidrogeno y fuerzas de Van
der Waals [34] Las reacciones quimicas en el quitosano tienen lugar a partir de sus tres grupos
funcionales activos: los grupos hidroxilo primario y secundario, y el grupo amina primaria [32],
[38]; [11]. EI grupo hidroxilo primario en la posicién C6 y un grupo hidroxilo secundario en la

posicion C3, como se muestra en la figura 5, haciendo de éste un polimero muy versétil [38].
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Figura 5. Esquema representativa de la estructura y los grupos funcionales activos en

molecula del quitosano

De este modo, los grupos hidroxilo pueden modificarse mediante reacciones de
eterificacion y esterificacion/sulfatacion, mientras que el grupo amino puede modificarse por
reacciones especificas como la N-carboxialquilacion. Por lo que el quitosano puede modificarse
mediante la introduccién de diversos grupos funcionales para disefiar un derivado de quitosano
para una determinada aplicacion ya sea en el campo biomédico o industrial [38].

Por otra parte, las propiedades mucoadesivas del quitosano pueden modularse mediante
la unién quimica de algunos compuestos tiolados como cisteina, 2-Imino tiol, acido tioglicdlico,
glutation [34], &cido mercaptoundecanioico y el &c. mercaptopropionico (figura 6). Este ultimo

compuesto es un acido carboxilico con una formula general HS-CH,-CH,-COOH.
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Figura 6. Estructuras de varios compuestos que proporcionan el grupo tiol al quitosano
[34].

El quitosano tiolado entra en la categoria de polimero de segunda generaciéon [36]. La
modificacion de quitosano se realiza para mejorar la solubilidad de este polimero y/o para mejorar
sus piedades mucoadhesivas y de permeacion [34] La unién a moléculas tioladas en polimeros
es una estrategia ampliamente utilizada para estabilizar nanoparticulas de oro (GNPs). La union
guimica de polimeros tiolados sobre la superficie de estas nanoparticulas permite modular la
carga superficial de las nanoestructuras, lo cual es relevante ya que este parametro puede tener
un efecto determinante en la biodistribuciéon y en la captacién celular de las nanoparticulas [7];
[21, [39].
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En el caso de tener una superficie de oro, las moléculas tioladas son adsorbidas
espontdneamente. EI mecanismo o proceso en que se produce la adsorcion hace que se pierda
el atomo de hidrogeno del grupo sulfidrilo —SH. Esto hace que se adquiera una carga negativa y
se adhiere a la superficie de oro al orientar el &tomo terminal S hacia la depresién entre un triplete
de atomos de oro (R-S-(Au®") asi bien el anién tiolado termina (-S-) formando un enlace con el
cation oro (Au®") estableciendo el enlace azufre-oro, el cual, retiene al grupo tiol y al ser bastante
fuerte, por lo que la adhesion es estable.(P Charles & OJ Poole jr ., 2003). Sin embargo al tener
una carga de Au® el enlace se presenta como un enlace covalente coordinado de esta manera el
azufre cumple con la ley de los octetos.

En afios recientes, la mezcla de polimeros se ha hecho uno de los métodos eficaces para
proveer nuevos materiales poliméricos deseables para usos practicos. Se ha reportado que el
gquitosano mezclado con PVA, tiene buenas propiedades mecénicas y quimicas [37].

Esta combinacién de polimeros quitosano-PVA se caracteriza por la interaccion del grupo
amino del quitosano interactGa con el grupo hoxidrilo del PVA, mostrando estabilidad mediada

por la formacién de puentes de hidrégeno [40].

Polivinil alcohol (PVA)

El nombre quimico de PVA es alcohol de polivinilo o polivinil alcohol, fue el primer coloide sintético
preparado por Herrmann y Haehnel en el afio 1924. Su produccidn consiste basicamente en la
polimerizacién del monémero de acetato de vinilo en acetato de polivinilo (PVAc), después se
hidrolizan los grupos acetato de PVAc a PVA [13]. LA férmula molecular del PVA es: (C2H,OH);,

su estructura se puede observar en la Figura 7.

OH

Figura 7. Estructura representativa del polivinil alcohol (PVA). Fuente:
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La FDA asi como la comision de plasticos de las autoridades sanitarias de Alemania,
presenta al PVA como adyuvante alimentario. Al ser este un biopolilmero hidrofilico,
biodegradable [41]; [37], no toxico, soluble en agua, biocompatible y biodegradable, que ofrece
buena resistencia limite a la tension, flexibilidad y propiedades de barrera al oxigeno y aroma.
Como un tema de gran interés, el PVA ha sido usado extensamente en la biomedicina [37].

Técnicas de Caracterizacion de Nanoparticulas de Oro
Dispersion de luz dinadmica (DLS)

La dispersion de luz dindmica (DLS) o también llamada Espectroscopia de correlacion de Fotones
(PSC) determina el tamafio a partirdel movimiento browniano de las particulas en una muestra.
El movimiento browniano se define como: "El movimiento aleatorio de las particulas en un liquido
es debido al choque al azar con las moléculas del liquido que rodean a la particula"; [42]

Las particulas suspendidas en un liquido no son estacionarios, estas particulas se mueven
constantemente debido al movimiento browniano. Una caracteristica importante del movimiento
browniano para DLS es que las particulas pequefias se mueven rapidamente y las particulas
grandes se mueven mas lentamente. La relacion entre el tamafio de una particula y su velocidad
debido al movimiento browniano se define en la ecuacion de Stokes-Einstein. [42]

kgT
B 6mn Ry,

Donde D es el coeficiente de difusién (también conocida como velocidad de difusion) y se
relaciona al radio hidrodinamico Rh de las particulas, mientras que ks es la constante de

Boltzmann, T es la temperatura en grados Kelvin y  es la viscosidad dindmica.

Potencial Zeta (0)

El potencial zeta (¢) es determinando por la movilidad electroforética, es decir, por la velocidad
con que una particula se mueve en un liquido cuando se aplica un campo eléctrico. La movilidad
electroforética se obtiene mediante la realizacion de un experimento de electroforesis sobre la

muestra y la medicion de la velocidad de las particulas utilizando Velocimetria de Laser Doppler
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(LDV) [42]. Cuando se aplica un campo eléctrico a través de un electrolito, las particulas cargadas
suspendidas en el electrolito son atraidas hacia el electrodo de carga opuesta.

El desarrollo de una carga neta en la superficie de la particula afecta a la distribucién de
los iones en la region interfacial que la rodea, lo que resulta en un aumento de la concentracion
de iones contrarios cerca de la superficie, por lo tanto, se forma una doble capa eléctrica alrededor
de cada particula y la divide en dos partes; una zona interior, llamada la capa de Stern, en el que
los iones estan fuertemente unidos a la superficie; y una capa exterior o difusa. Sin embargo,
dentro de la capa difusa hay un limite tetrico, donde los iones y particulas forman una entidad
estable. Cuando la particula se mueve, los iones dentro de los limites se movera con esta, no
obstante, ninguno de los iones que este mas alla del limite no viajara con la particula [42]; asi
como se muestra en la Figura 8. A este limite se le conoce como “plano de corte” y al potencial

eléctrico que existe en este limite se le conoce como Potencial C .
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Figura 8. Potencial { y la doble capa eléctrica.[42]
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Si todas las particulas en suspension tienen un gran potencial zeta negativo o positivo,
entonces tienden a repelerse entre si y no hay tendencia a flocular. Sin embargo, si las particulas
tienen valores de potencial zeta baja, entonces no hay fuerza para impedir que las particulas que
se unen y floculante. La linea divisoria general entre suspensiones estables e inestables se toma
generalmente en cualquiera + 30mV o -30 mV. Las particulas con potenciales zeta mas positivas
a + 30mV o més negativos de -30 mV se consideran normalmente estable.[42].

Una vez que se conoce la movilidad electroforética y el campo eléctrico aplicado [42],

podemos calcular el valor del potencial ¢ usando la ecuacién de Smoluchowski.

(.€
Velf:m f()(a)

Donde, Velf, €, ¢, n y f(xa) son la movilidad electroforética, permiabilidad del medio, potencial
zeta de las particulas, viscosidad del medio y longitud de debay [43]. Donde f(xa) varia entre 0
y 1 para valores bajos f(ya) y para valores altos del a 5, sabiendo que “a”’ es el inverso de f(ya)

se dice entonces que si f(ya) es pequefa entonces “a” es grande[44].

Microscopio de Fuerza Atomica (AFM)

El AFM es parte de una gran familia de instrumentos denominados como microscopios de sonda
de barrido (SPM) [10]. La técnica de los SPM proporciona imagenes tridimensionales en tiempo
real, permitiendo monitorear un area localizada para obtener las propiedades fisicas de los
materiales simultdneamente. Todos los SPMs tienen 5 elementos fundamentales: la punta, el
escaner, el detector, el sistema de control electrénico y el sistema de aislamiento de vibracion sin
embargo al AFM se le afiade el fotodiodo con sus cuatro cuadrantes (A,B,C,D) como se muestra
en la Figura 9 con la finalidad de detectar la sefial y definir si es una medida de flexién (A+B)-

(C+D) o una de torsién (A+C)-(B+D) de la micropalanca.[45]
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Figura 9. Componentes del AFM [45].

Siendo el AFM uno de los SPM con alta sensibilidad debido al “resorte” utilizado por el AFM, el
cual es una micropalanca (cantiléver) flexible de una rigidez de 0.01 N/m a 50 N/m, donde si una
punta muy afilada (con una curvatura de unos nandémetros de diametro) se adjunta a la
micropalanca, es posible medir la fuerza de interaccion entre la punta y la muestra a través de la
flexion de dicha micropalanca. Cuenta con un sistema de flexién de haz de laser con el que es
posible medir flexiones de la micropalanca generando sefales de topografia de superficie en el
rango de 0.1 Angstrom a unos pocos micrémetros. Esto corresponde a una sensibilidad de fuerza
de 10N a 10°N. El Microscopio de Fuerza Atémica (AFM), ha sido un equipo importante para
la elucidacion de la microestructura de materiales, permitiendo la obtencién de imagenes de

muestras poliméricas y biol6gicos en sus estados nativos [46]
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Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

La microscopia de Transmision electronica (TEM) es un dispositivo que permite obtener imagenes
con resoluciones mayores a las accesibles con un microscopio 6ptico. Los electrones de un
filamento metalico se someten a una diferencial de potencial que desprende los electrones y los
acelera a lo largo de una columna vertical sometida a alto vacio. Los electrones acelerados
alcanzan energias suficientemente altas (80-200KV) que produce una longitud de onda por
debajo del limite optico incrementando la resolucién. El TEM alcanza una resoluciéon del orden de
1.4 A[54].

Espectrofotémetro de UV-Vis

La base de la espectroscopia de absorcién UV-Visible y su uso en el analisis cuantitativo
estan dados por la ley de Lambert—Beer, que establece que la absorbancia de un analito en
solucion es directamente proporcional a la concentracion del analito. Por lo tanto, puede
emplearse para determinar la concentracion de un compuesto en una solucion.

Cuando un haz de radiaciébn UV-Vis atraviesa una solucién que contiene un analito
absorbente, la intensidad (1) que atraviesa la muestra es menor que la del haz incidente (lo). La
fraccion de radiacion que ha traspasado la muestra se denomina transmitancia (T=l/l,). La
transmitancia (T) esta relacionada con la absorbancia (A) de acuerdo a la siguiente expresion
[47]:

A=-log T=-log (I/1,).

Para las mediciones se usa la absorbancia (A) en lugar de la transmitancia (T), ya que
existe una relacion lineal entra la absorbancia y la concentracion de la sustancia absorbente, lo
cual hace que esta técnica sea atractiva para mediciones cuantitativas. Los fotones ultravioletas
y visibles son suficientemente energéticos para promover electrones a estados de alta energia
en moléculas y materiales. Por lo tanto, la espectroscopia UV-Vis es Util para la exploracién de
las propiedades electronicas de los materiales [47].

A=log l/lo=¢c-1

Donde A es la absorbancia medida, | la intensidad de la luz transmitida, I, la intensidad de
la luz incidente, ¢ es coeficiente de extincion molar; | longitud de la celda y ¢ la concentracion de
la sustancia absorbente. Como la Absorbancia es adimensional, las dimensiones del coeficiente
de extincion molar son M'cm™. La longitud se expresa siempre en cm mientras que la

concentracion en M [47].
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Balanza de Langmuir

La balanza de Langmuir-Blodgett consiste en una tina rectangular de teflon con barreras méviles
para delimitar con ellas el area de superficie. La presién superficial es monitoreada por una lamina
(papel filtro) suspendida en el agua denominada Placa de Wihelmy, como se observa en la figura
10.

Balanza con

Barrera Placa Wilhelmy  Barrera
— P

Superficie monocapa

Tina con subfase

Figura 10. Esquema general de una balanza de Langmuir-Blodgett.

Este equipo es ampliamente utilizado para la construcciébn de monocapas de moléculas
anfipaticas, como los lipidos, en la interfase aire-agua estudio de superficies. Las primeras
experiencias relacionadas con la formacidn de monocapas de moléculas anfifilicas en la interfase
aire-agua siguiendo un método cientifico se remontan a los estudios realizados por Benjamin
Franklin (1706-1790). Hacia fines del siglo XIX, una joven alemana ama de casa, Agnes Pockels,
interesada en la fisica disefié la primera balanza de LB y describe un método simple para
aumentar o disminuir la superficie de un liquido en cualquier proporcién, con el cual se puede
alterar su pureza a voluntad. Estos trabajos estimularon a posteriores cientificos a investigar de
manera mas profunda en este nuevo campo [48].

Sin embargo el definitivo desarrollo de la técnica de Langmuir Blodgett fue dado por Irving
Langmuir, merecedor del Premio Nobel de quimica en 1932 por su trabajo dentro de la quimica

superficies. Langmuir confirmo que las peliculas de moléculas anfifilicas esparcidas sobre
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superficies acuosas, poseian el espesor de una capa monomolecular y que las moléculas se
orientaban en la superficie acuosa con el grupo polar de la misma y las cadenas no polares
dirigidas casi verticalmente fuera de la superficie [49]

Isoterma 1 vs A

La tension superficial se puede definir como “el trabajo requerido para expandir
isotérmicamente la superficie de una sustancia dada por la unidad del area”. Las moléculas con
actividad superficial tienden a acumularse en interface, favoreciendo la expansién de la interface
y por lo tanto, aumentando la presién superficial. La presion de superficie 7 (N/m) es una variable
termodinamica que refleja el cambio en la energia libre de la superficie cuando se aumenta el
area .Para medir la presiéon de una monocapa de moléculas anfifilicas en la interfase agua-aire
se utiliza como referencia la tension superficial del agua pura: yo = 72 mJ m?y y la tension

superficial en presencia de la monocapa a un area determinada.

II=yy,—vy

Una isoterma 1 vs A es un método que nos permite obtener informacién sobre el estado
termodinamico que presenta una monocapa a una temperatura determinada, ya que a través de
ella se pueden identificar transiciones de fase que nos indican cambios termodinamicos que
ocurren en la monocapa de Langmuir y a la vez obtener informacion sobre el area aproximada
que ocupan las moléculas. Estos cambios son casi analogos a los estados mas comunes que
son el gas, liquido y sdlido. Los cambios de fase se pueden identificar facilmente mediante el
control de la presion superficial n como una funcién de la zona ocupada por la pelicula (area de
superficie de presidn-isoterma). Cuando una monocapa se comprime sobre la superficie del agua,
las moléculas anfifilicas comienzan a ordenarse incrementando de esta manera la presion
superficial dando como resultado estas transformaciones mencionadas anteriormente. La forma
de la presioén de superficie de la isoterma depende de las interacciones laterales entre moléculas.
Esta, a su vez, depende del empaquetamiento molecular, que esta influenciado por factores tales
como el tamafio del grupo hidrofilico, la presencia de grupos polares, la longitud y el nimero de
cadenas de hidrocarburos, y su conformacion. Tipicamente en el estado gaseoso (G) las
moléculas estan lo suficientemente separados en la superficie del agua que la fuerza de atraccion

entre las moléculas anfifilicas practicamente es despreciable. Conforme se reduce el area de
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superficie en donde se encuentran confinadas las moléculas anfifilicas, las interacciones
intermoleculares se hacen mas importantes, las cadenas hidréfobas de las moléculas interactian
alcanzando la fase de liquida. En esta etapa, las moléculas en la superficie del agua se
encuentran en una orientacién aleatoria en lugar de en una orientacion regular, con sus grupos
polares en contacto con la subfase. Al seguir reduciendo el area de la superficie, se puede
alcanzar la fase condensada (C). En el estado monocapa de fase condensada las moléculas
estan estrechamente empaquetados y estan orientados con los grupos hidréfobos hacia fuera de

la superficie del agua, esta representacién puede observarse en el esquema de la figura 11.
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Figura 11. Esquema representativo de las fases se la Isoterma de IM-A

Fosfolipidos

Los fosfolipidos son sustancias anfifilicos, que se encuentran en todas las membranas celulares,

disponiéndose como bicapas lipidicas [50]. Los fosfolipidos estan compuestos por una molécula

35



de glicerol a la que se unen 2 acidos grasos en las posiciones sn-1 y sn-2, estos 4cidos grasos
pueden presentar distinto largo de cadena hidrocarbonada, y variar en el grado de saturacion
segun su procedencia. Sin embargo, se diferencian de los triglicéridos ya que en la posicién sn-
3 esté ligada una molécula de acido orto-fosférico, en lugar de un tercer 4cido graso. Estos grupos
fosfato estdn siempre unidos a diferentes tipos de moléculas, de esta forma, cuando esta
molécula corresponde a colina, se forma la fosfatidilcolina o Lecitina, asi cuando se une a un
aminoacido como serina, se forma la fosfatidilserina; cuando la uniéon es con etanolamina, se
forma la fosfatidiletanolamina o Cefalina; y cuando se une al polialcohol ciclico inositol, se forma
el fosfatidil inositol, entre otros [50]. De los fosfolipidos, la dipalmitoilfosfatidilcolina (Figura 13) es
de los mas abundantes, representando entre los dos, el 30 a 40% (en peso) de todos los lipidos

de la membrana plasmatica, y hasta el 75% en algunas membranas internas [51].
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HIPOTESIS

Los polimeros, quitosano y PVA, utilizados en la estabilizacion de la nanovarilla de oro mediaran
de manera favorable la adsorcién de la nanoplataforma en un modelo de membrana celular

constituido por DPPC.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de Materia Prima

Se utilizara quitosano de bajo peso molecular, CTAB, Polivinil alcohol (PVA) y el fosfolipido
DPPC, todos obtenidos de la casa comercial SIGMA-AIDRICH.

Sintesis de Nanovarillas de Oro

Las nanovarillas de oro (GNRs) se prepararon mediante el método de crecimiento mediado por
semilla de acuerdo a los reportes publicados por El-Sayed y col. En una sintesis tipica de
nanovarillas, en donde, se realizé una solucion de semillas y una solucién de crecimiento [52].
Inicialmente se prepara una solucion de semillas mezclando CTAB, agua ultra pura, y Ac.
Tetracloroaurico (lll) trihidratado en el orden dado (Tabla. 1). Bajo una agitacion vigorosa, se
afiade recién preparado, una solucién de borohidruro de sodio acuoso enfriado en un bafio de

hielo y, tras permanecer en agitacion, la solucién se tornara de un amarillo a un naranja-marron.

Tabla 1. Reactivos de la solucion de semillas.

Reactivos Concentracion (moles)
CTAB 0.1M
HAuUCL, 0.025M
NaBH, 0.01M

Nota: (CTAB) Bromuro de cetiltrimetilamonio; (HAuCls) Acido Tetracloroaurico (l1) trihidratado;
(NaBH4) Borohidruro de sodio).

La solucién de crecimiento se preparé mezclando nitrato de plata acuoso, CTAB, agua

ultra pura, de &c. tetraclorodurico (Ill) trihidratado [6]; [10] y HCI [29] con las concentraciones que
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se observan en la Tabla 2. Después se agita a temperatura ambiente, donde, la solucién de
crecimiento con pigmentacion amarilla se volvera incolora tras la adicion de solucion de &cido
ascorbico acuoso [6], esto debido a que el complejo del ion Au®* sufre un proceso de reduccion,
dando como resultado un complejo de Au'*.

Tabla 2. Reactivos de la solucion de Crecimiento.

Reactivos Concentraciéon (moles)
CTAB 0.1M
HAuCl4 0.5mM
AgNO3 0.08mM
HCI 0.08M
C6H806 imM

Nota: (CTAB) Bromuro de cetiltrimetilamonio; (HAuCls) Acido Tetracloroaurico (I1) trihidratado;
(AgNO3) Nitrato de plata; (HCI) Acido clorhidrico; (CsHsOs) Acido Ascorbico (acuoso).

Finalmente se adicionan una alicuota definida de semillas de oro a la solucién de crecimiento

produciendo un rojizo el cual es ocasionado por la reduccion del ion Aul* a AuC.

Después de 2.5 h de tiempo de reaccion, la solucién de nanovarillas se centrifuga a 11
000 rpm durante 30 min., retirando el sobrenadante y resuspendiendo con quitosano tiolado.
Después de la dilucién del concentrado, la centrifugacion se repite para eliminar el exceso de

tensioactivo de la solucién [6].

Sintesis de Quitosano Tiolado

El quitosano tiolado se obtuvo de acuerdo con el protocolo descrito por Zhu y col., (2012). La
union covalente se consiguié mediante la formacion de enlaces amida entre los grupos amino de
quitosano y los grupos carboxilato del acido 3-mercaptopropionico (MPA) mediados por 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) carbodiiminda (EDC) y N-hidroxisuccinimida NHS en dos etapas de una
reaccion. En primer lugar, se activaron los grupos carboxilato del acido 3-mercaptopropionico,
mezclando 21 mg de MPA, 13 mg de EDC y 15 mg de NHS en 2 ml de Dimetilformamida (DMF)
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y a continuacion se afiadio esta solucion a 40 ml de quitosano al 2,5% En HCI 0,1 M (pH 5,5).
Esta solucion se agit6é durante 5 h y luego se lavé 3 veces con etanol, finalmente, el producto se
liofilizo y se almacené a temperatura ambiente.[29].

Modulacién de Carga Superficial de las Nanovarillas Oro—Quitosano con PVA

Se realizaran diluciones seriadas con PVA con las siguientes concentraciones: 0.01 %, 0.005 %,
0.0025 % y 0.0075 %, cada solucion se llevé a un volumen de 1 mL. La solucién madre utilizada
de PVA fue al 0.01% (10mg/mL) en un volumen de 100 mL.

Durante la realizacion de estas diluciones se debe hacer por goteo utilizando un agitador
magnético y un iman durante 10 min., después se centrifugara a 1000 RMP a una temperatura
de 25° C, durante 20 min. Una vez centrifugado se elimina el sobrenadante y se resuspende en
agua ultra pura a un volumen de 1 mL. Todas las soluciones se sonica por aproximadamente 30
min. En caso de ser necesario se agitd rigurosamente con ayuda del Vortex, esto con el fin de
tener una solucion homogénea de las nanoparticulas en el medio acuoso.

Después se procedido a medir el potencial zeta y se siguié una etapa de seleccion y
descarte de las cantidades de PVA con las que se trabajara en este proyecto.

Dispersién de Luz Dindamica (DLS)

El tamafio se mide utilizando un Nano ZS (Serie Nano, Malvern Instruments, UK). El cual,
determina el tamafio de una suspension coloidal mediante dispersién de luz dinamica (DLS) [42].
Para determinar el tamafio de las nanoparticulas el equipo ilumina las particulas con un laser y
analiza las fluctaciones de intensidad en la luz dispersada.

Cuando una particula pequefa es irradiada por un laser, la particula dispersara el haz de
luz en todas direcciones. Si una pantalla se coloca cerca de la particula, la pantalla sera iluminada
por la luz dispersada. Si en lugar de una particula hubiera miles de ellas, la pantalla mostraria un
disefio moteado (consistente de areas iluminadas y areas oscuras). Un area brillante es donde la
luz disperzada por las particulas llega a la pantalla con la misma fase e interfiere
constructivamente con la formacion de zonas iluminadas. Un area oscura es donde las adiciones
de fase son mutuamente destructivas y se cancelan una a la otra, como podemos observar a

continuacion, en la figura 12 (Garay Ramirez 2013 Tesis).
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Desde el Laser

La mayoria de la luz que pasa
a través, no es dispersada

O

Detector

Figura 12. Representacion de la luz dispersa detectada por el detector [42]

Puesto que las particulas estan en constante movimiento el disefio moteado también da
la apariencia de moverse. A medida que las particulas se mueven, las adiciones de fases
constructivas y destructivas de la luz dispersada causaran que la intensidad de las zonas
brillantes y oscuras crecen y disminuyen en intensidad, es decir, que fluctie (Garay Ramirez 2013
Tesis)

Potencial

El potencial zeta de las nanoparticulas se mide utilizando un Nano ZS (Serie Nano, Malvern
Instruments, UK). El instrumento mide la movilidad electroforética de las particulas y lo convierte
a la potencial { usando la ecuacion usando la expresion clasica de Smoluchowski (ecuacién que
relaciona el potencial z con la movilidad electroforética [44]) previamente mencionada.

La movilidad electroforética se mide mediante velocimetria de dispersién dopler (LDV) que

chocan entre las mismas nanoparticulas de la muestra colocada en la celda.
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Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Para la obtencion de las imagenes de las nanovarillas de Oro y las monocapas transferidas a la
superficie de una mica, se utilizara el microscopio de fuerza atémica (AFM) en modo “no
Contacto” del modelo JSPM-4210 (Scanning Probe Microscope de JEOL) [52].

Obtencién del Espectro de Absorcion mediante el Espectrofotdmetro UV-Vis

Los espectros de absorcion fueron adquiridos usando un espectrofotometro Agilent 8453 [29]
donde se tomara aproximadamente 3.5 mL de GNRs diluidos con la cantidad de PVA establecida

y se ajustara a una absorbancia aproximadamente a 0.1.

Balanza de Langmuir

Se realizara Isotermas en la balanza con el modelo Langmuir-Blodgett (Nima Technologies, Ltd.,
Coventry, Inglaterra, a través de Langmuir-Blodgett, Modelo Tipo 611). La presion en la superficie
y los datos de area molecular se introducen en un ordenador y son grabados, usando una
velocidad de la barrera de 20 cm2 / min. Todos los experimentos se llevaran a cabo dentro de
una caja de cristal libre de polvo. La temperatura se mantiene a 25 ° C utilizando un bafio de
recirculacion de agua (Cole-Palmer, 1268-1224, EE.UU.). El proceso de deposicion de pelicula
en la interface aire / agua se lleva a cabo usando una microjeringa de Hamilton. 20 uL se deja
caer superficialmente de una solucion de 1 mg / ml de cloroformo DPPC en una subfase. 15
minutos después el DPPC se expande, la barrera se comprime [52]

Previamente se deberd realizar la limpieza de la balanza de Langmuir-Blodgett con
Cloroformo, después de que este se volatice la balanza sera llenada con agua ultra pura y
seguiremos con el proceso de limpieza de la superficie de la balanza hasta que la presion sea
menor de 0.5 Nm/m, esto se realizara con el fin de saber si la balanza esta realmente limpia.
Antes de empezar a trabajar con la muestra se debera hacer una curva de calibracion de las
soluciones: PVA, DPPC y nanovarillas de oro para verificar que la balanza este trabajando en

Optimas condiciones.

Preparacion del modelo de membrana celular usando el fosfolipido 1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC)
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Se elaborara una solucién de 1 mg / ml de DPPC diluido en cloroformo con un volumen total de
5 mL. Para el mantenimiento de esta solucién es recomendable almacenarlo en un congelador a

una temperatura aproximada de 4°C.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Sintesis de Nanovarillas de Oro con Quitosano

Las nanopatrticulas recubiertas de quitosano presentan un tamafio promedio de nanoparticulas
123 nm con una carga superficial positiva de 36.8 mV (Tabla 3), proporcionada por la carga del
quitosano (Herndndez Montoto, 2014; Roblero & Ramédn, 2015). La carga superficial positiva de
las nanoparticulas GNR-CH confirma la adsorciéon del quitosano tiolado en la superficie de las

nanoparticulas de oro.

Tabla 3. Tamano de particulas y potencial { (mV) obtenidas por el Zetasizer Nano-25.

Muestra Tamario de Particulas (nm) Potencial ¢ (mV)
GNR-CTAB 57+3.2x15+05 41 +£3.9
GNR-CH 123.1+5.9 36.8+2.0

Nota: (GNR-CTAB) Nanovarillas de Oro con Bromuro de Cetiltrimetilamonio; (GNR-CH)

Nanovarillas de Oro con Quitosano; (nm) Nanometros; (mV) mili Volts.

En la Figura 13 mostramos un esquema de la union del grupo tiol del quitosano
funcionalizado al 5% sobre la superficie de la de nanovarillas de oro, formando un enlace

covalente.
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Figura 13. Esquema representativo de los enlaces sulfuro entre las nanovarillas de oro y

el quitosano.

Espectro de absorbancia de las nanovarillas de oro.

En la figura 14 se muestran las dos bandas caracteristicas de los plasmones de resonancia
superficial de las nanovarillas de oro obtenidas por el equipo de Espectroscopia UV-Vis. La banda
del plasmén de resonancia transversal se observa a una longitud de onda aproximada de 520
nm. Mientras que el plasmén de resonancia longitudinal se localiza a una longitud de onda de
800 nm aproximadamente. La concentracion de las nanovarillas de oro fue determinada utilizando
el plasmén de resonancia longitudinal utilizando la ley de Beer. El coeficiente de extincion molar
del plasmdn de resonancia longitudinal se calculdé en base a estudios tedricos y experimentales
previamente reportado (D. Near y col., 2013—; Cebrian, 2012). En base a estos estudios, el valor
del coeficiente de extincidon molar de una nanovarilla de oro con una relacién de aspecto de 3.8

es de aproximadamente 2.5X10° L mol* cm™.
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Figura 14. Espectro de absorcion de las nanovarillas de oro con quitosano a una
concentracion de 4.4x10* M, obtenidas por el UV-Vis.

Caracterizacion Morfolégica de las Nanovarillas de Oro por Microscopio de Transmisién
Electrénica (TEM).

Con la ayuda de las imagenes obtenidas por el microscopio de transmision electrénica (TEM) se
determinaron las longitudes de los ejes de las nanovarillas. La relacion de aspecto se determina
de acuerdo a la formula
AR= longitud / anchura

En donde obtuvimos a partir del conteo de 100 nanoparticulas, una medicibn con mayor
frecuencia en las mediciones del eje longitudinal el cual fue de 57 nm., mientras que en el eje
transversal se obtiene un total de 15 nm., obteniendo asi una relacién de aspecto (AR) de 3.8;
Donde en la figura 15, representa las imagenes seleccionadas para el conteo de nanopatrticulas

y en la gréfica, la frecuencia con que se presenta la medicidn seleccionada.
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Figura 15. Imagenes TEM de nanovarillas de oro con quitosano y su frecuencia en
tamafio transversal y longitudinal (Almada 2016).

Modulacién de Carga Superficial de Nanovarillas de Oro—Quitosano con PVA

Para regular la carga superficial de las nanoparticulas se utilizé el Polivinil alcohol (PVA), que es
un polimero neutro e hidrofilico. Esto con el motivo principal de reducir la carga de las

nanoparticulas y controlar la interaccién de la nanoparticula con un modelo de membrana.
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Adicionalmente, la utilizacion de este polimero ayuda a estabilizar a las nanovarillas en
suspensiones acuosas Garcia y col., 2010 & Lu y col. 2005.

En la tabla 4 se presenta los resultados de cuatro muestras que contienen diferentes
concentraciones de PVA, las cuales se realizaron con el motivo de observar la concentracioén con
la cual se obtendra una mejor estabilidad en los GNR-CH; mediante la medicion del potencial 'y
DLS, observando la carga de las nanoparticulas y tamafio para dichos estudios.

En las muestras 1 y 2, las nanoparticulas precipitaron en el proceso de dilucién, lo cual
indico que las nanoparticulas no obtuvieron las condiciones de estabilidad que se necesita. Por
lo tanto, se descart6 la utilizacion de estas dos concentraciones de PVA, ya que no cumple con
algunas de las funciones por las que se utiliza este polimero. Por otra parte se obtuvieron
resultados favorables en el Potencial { de las muestras 3 y 4 de las nanoparticulas, en donde

resalta el resultado obtenido por la muestra 4.

Tabla 4. Comparacion de diferentes concentraciones de PVA en las nanovarillas de oro con
Quitosano obtenidas por el Zetasizer Nano-25.

Muestra GNR-CH-PVA) Tamafo de particulas Potencial ¢ (mV)
(nm)
1 PVA 0.0025% N/D N/D
2 PVA 0.005% N/D N/D
3 PVA 0.0075% 143.3+10.1 7.87+0.5
4 PVA 0.01% 196.0+ 134 3.33+0.5

Nota: (GNR-CH-PVA) Nanovarillas de oro con Quitosano y Polivinil Alcohol, (PVA) Polivinil
Alcohol; (N/D) no detectado.

Se seleccion6 la muestra 4 como la concentracion adecuada debido a que el tamafio y el
valor del potencial ¢ nos indican una estabilidad adecuada de las nanoparticulas, ademas el valor
de la carga superficial de este sistema de nanoparticulas es adecuada para realizar los
experiemntos de interaccion de las nanovarilllas con un modelo de membrana. Por otra parte,
podemos observar un aumento en el tamafo de las GNR-CH-PVA respecto al tamafio observado
para GNR-CH (Tabla 5).
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Tabla 5. Comparacién de Tamafio de particulas y potencial { entre GNR-CTAB, GNR-CH y
GNR-CH-PVA obtenidas por Zetasizer Nano-25.

Muestra Tamarfio de Particulas (nm) Potencial ¢ (mV)
GNR-CTAB 57+3.2x15+0.5 41+3.9
GNR-CH 123.1+£5.9 36.8+2.0
GNR-CH + PVA 0.01% 196.0 + 134 3.33+x0.5

Nota: (GNR-CTAB) Nanovarillas de Oro con Bromuro de Cetiltrimetilamonio; (GNR-CH)
Nanovarillas de Oro con Quitosano;(GNR-CH + PVA) Nanovarillas de oro con Quitosano y
Polivinil Alcohol; (nm) Nanometros; (mV) mili Volts.

En base a los resultados obtenidos del Zetasizer y a lo mencionado en el trabajo realizado
por Lu y col. 2005 la interaccién intermolecular entre los polimeros quitosano y PVA (figura 16)
sucede mediante los grupos funcionales hidroxilos del PVA con el grupo amino e hidroxilo del

quitosano tiolado, formando puentes de hidrogeno.

N PVA

BN Grupo hidroxilo

B Quitosano
[ Grupo tiol

Manovarilla de oro

Figura 16. Interaccién de Quitosano con PVA.

49



Morfologia de Nanovarillas por Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

Con la ayuda de la microscopia de fuerza atomica (AFM) se logré observar la morfologia de las
nanoparticulas de oro sintetizadas con quitosano y PVA, las cuales se presentan en forma de

varilla (figuras. 17 y 18.)
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Figura 17. Imagenes en 2D y 3D de las nanovarillas de oro con quitosano-PVA, obtenida

en el microscopio de fuerza atémica (AFM) a 300nm
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Figura 18. Imagenes en 2D y 3D de las nanovarillas de oro con quitosano-PVA, obtenida

en el microscopio de fuerza atdbmica (AFM) a 100nm.
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Isotermas Mvs A

La adsorcion de las nanovarillas de oro en un modelo de membrana se realizé a partir de la
construccion y analisis de diferentes isotermas I vs A, obtenidas en la interfase aire-agua. En
este estudio se vari6 la concentracion de nanovarillas de oro de 9.77x10"® M y 1.36x10* M
adicionada en el seno de la solucién antes de la deposicion de DPPC en la superficie de la
subfase acuosa.

La figura 19 muestra la isoterma I1 vs A caracteristica del DPPC, sin la adicion de GNR-
CH. La isoterma N vs A de DPPC fue adquirida sobre una subfase de agua pura a una
temperatura de 25 °C. Ellen M. Adams y col. [53], a reportado un comportamiento similar en la
interfase aire-agua caracteristico que presenta este fosfolipido. A grandes areas de superficie
podemos observar una fase gaseosa. En esta fase la presion superficial practicamente
permanece constante con un valor proximo a 0 mN/m, indicando que en esta fase las
interacciones intermoleculares lipido-lipido son despreciables, debido a que el area disponible
por molécula es muy grande. Conforme la concentracién superficial de fosfolipido se incrementa,
debido a la reduccién del area superficial disponible, se observa un incremento del valor de I1
indicando una transicion fase de gas a liquido expandido (T1). Al seguir reduciendo la superficie
disponible, las interacciones intermoleculares fosfolipido-fosfolipido se hacen mas importantes.
Esto hace que las colas hidrofobicas del DPPC se disponga una configuracion inclinada en la
interfase aire-agua, llegando asi a la fase liquido de expansion (LE) que concluye en un area
/molécula de aproximadamente 100 A2 Durante la transicion fase liquido expandido-liquido
condensado (T>), la isoterma I vs A presenta una zona plana en un rango de area aproximada
de 80 -57 A?, donde la N practicamente permanece constante, 7 mN/m. Esta region de la isoterma
M vs A indica la coexistencia de liquido expandido-liquido. Por ultimo, se observa que la isoterma
M vs A experimenta cambios importantes en los valores de 1 con pequefos cambios del area
superficial indicando la transicion de la fase de liquido condensado, encontrandose un area por

molécula de DPPC de aproximadamente 51 A2,
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Figura 19. Isoterma tipica de DPPC en la interfase agua-aire a 25 °C.

En la Figura 20. Se representa las isotermas I vs A de DPPC obtenidas en presencia de
las nanovarillas de oro con quitosano en las concentraciones de de 9.77x10 My 1.36x10* M.
Podemos observar que en presencia de las nanovarillas de oro, las isotermas I vs A de DPPC
presentan un desplazamiento hacia la derecha. Por ejemplo, a una presion de aproximadamente
de 38 mN/m observamos una diferencia de area por molécula de aproximada 4.87 A? para la
concentracion de de 9.77x10%° M y 5.00 A? para la de de 1.36x10™* M. Esta diferencia de areas
sugiere que las GNR-CH se encuentran intercaladas en las moléculas de la monocapa de DPPC
adsorbida en la interfase aire-agua. Adicionalmente, la Figura 20 muestra un incremento aparente
de la fase gaseosa, fenébmeno que esta relacionado con la adsorcién de moléculas de DPPC a
en la superficie de quitosano, disminuyendo asi la concentracién de fosfolipidos en la interfase
aire-agua. Por otra parte, el incremento de presion en las la regién plana (transicién liquido
expandido-liquido condensado) de la isotermas I vs A de DPPC en presencia de nanovarillas
oro comparada con la isoterma de DPPC indican que la presencia de las NGV-CH en la interface
aire-agua. Podemos observar que la presion superficial incrementa conforme se aumenté la

concentracion de GNR-CH. En la fase condensada de las isotermas I vs A de DPPC en presencia
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de GNR-CH muestran un ligero incremento del area superficial de 0.136 A? por efecto de la
concentracion de las nanovarillas.

25°C
— DPPC isoterma tipica

—— DPPC GNR-CH9.77x10-"® M
— DPPC GNR-CH 1.36x10 M.

Presidn superficial (mMNm)

: : : . .
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Figura 20. Comparacion de concentraciones (M) de GNR-Ch

Las nanovarillas de oro-quitosano fueron estabilizadas con PVA siguiendo el protocolo
descrito en materiales y métodos. Los estudios de interaccion en la interfase aire-agua de GNR-
CH-PVA-DPPC se realizaron utilizando una concentracién de GNR-CH-PVA de 1.36x10'* M. La
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Figura 21 muestra un incremento del area superficial en la isoterma I vs A de DPPC cuando se
adiciona GNR-CH-PVA, en comparacion el area superficial observada para DPPC puro y en
presencia de GNR-CH. El desplazamiento hacia un &rea superficial mas grande observado indica
gue las nanoparticulas recubiertas con PVA penetran la superficie de la monocapa, ademas es
importante recordar que el tamafio de las GNR-CH-PVA es mayor comparado con GNR-CH.
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Figura 21. Comparacioén de Isotermas de GNR-Ch vs GNR-Ch-PVA a 1.36x10M.

54



CONCLUSION

La sintesis de nanovarillas de oro (GNR) se realizé por el método de crecimiento mediado por
semillas de oro. Las GNRs se estabilizaron con quitosano (GNR-CH) y PVA (GNR-CH-PVA),
polimeros biocompatibles y biodegradables, proporcionando una excelente estabilidad a las
GNRs y una carga superficial adecuada. Es importante mencionar el quitosano tiolado adsorbido
sobre la superficie de la GNR que le proporcionara una carga positiva. La morfologia de las GNRs,
se analizé por TEM y AFM, mostrando una geometria caracteristica de varilla con un tamafio
aproximado de 15 x 57 nm. El tamafio de las GNR-CH y GNR-CH-PVA determinado por la técnica
DLS es de 123.1 y 196 nm, respectivamente. La diferencia en los tamafios de estas
nanoparticulas indica que el PVA se adsorbi6é sobre la capa de quitosano tiolado previamente
depositada, reflejando una disminucién del potencial ¢ de 36 mV (GNR-CH) a 3.33 mV.

Las propiedades de adsorcion de las nanovarillas de oro (GNR-CH y GNR-CH-PVA) sobre
una monocapa de DPPC fueron determinadas mediante el analisis de isotermas de adsorcién I1
vs A obtenidas en la balanza de Langmuir. Los resultados muestran que los nanosistemas de
varillas de oro se adsorben fuertemente a la monocapa de DPPC, aun cuando la carga superficial
de las GNRs se reduce a 3.33 mV, cuando la GNR-CH se recubre con PVA. Probablemente se

deba a las propiedades anfotéricas de las moléculas de DPPC.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios in vivo sobre la interaccion con nanovarillas de oro con

quitosano-PVA, para observar el comportamiento de las nanoparticulas en un organismo vivo.

Utilizar diferentes polimeros biodegradables para mantener la estabilidad de las

nanoparticulas.

Utilizar diferentes concentraciones de nanovarillas de oro para asi comparar mas a fondo

el comportamiento de las nanoparticulas al interaccionar con la monocapa.
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