UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Trabajo de Tesis Doctoral

Estudio de interacciones de nanoparticulas de
plata con sistemas biomiméticos.

Julie Viviana Maya Girdn

Directora: Maria Elena Vela
Co — Directora: Raqguel Vico

2016






El presente trabajo de Tesis Doctoral se realizé bajo la direccidn de la Dra.
Maria Elena Vela y la codireccién de la Dra. Raquel Vico en el Instituto de
Investigaciones Fisicoquimicas Tedricas y Aplicadas (INIFTA) (CONICET-UNLP),
en el Instituto de Investigaciones en Fisicoquimica de Coérdoba (INFIQC-
CONICET) y el Centro de Investigaciones en Quimica Bioldgica de Cdérdoba
(CIQUIBIC-CONICET). El mismo se presenta a consideracion de las autoridades
de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP para acceder al titulo de

Doctora de la Facultad de Ciencias Exactas — Area Quimica.

La Plata (Argentina), Octubre de 2016.

Qca. Julie V. Maya Girdén

e-mail:julitamaya@gmail.com






A mis padres, Fabidn y Vilma

A mi hermana, Ana Maria






INDICE GENERAL

R U N . et e \)

Capitulo 1.

INtrodUCCION GENEIAL.........civiiiiiiiiiiiiiie ettt eee e e eeaeeeaeeneees 1
1.1. Nanoparticulas de plata: Propiedades, aplicaciones y toxicidad............. 1
1.2. Caracteristicas y Propiedades. ......c..ouivieieii e 3
L IR R Y o] [ e ol o] o =T PP 6
| I N Ko (el o (oo PP 8
T.4.T. TOMONO. ettt 10
1.4.2. Superficie eSpeCifiCO.....ccuiiiiriiiiii e, 10
1.4.3. Estado de aglomeracCion.......c..ouiuiiiiiiiieeeeeee e 10
T4, PO MO e 11
1.4.5.  SOIUDIAO. .ceuii e 11
1.4.6. Carga sUPErfiCiOl. ..o 12
1.5, Sistemas DIOMIMETICOS. ....uiuniieie e 15
1.6. Ejemplos de sistemas modelo de membrana celular...........c.oooooiviiini, 19
1.6.1. Bicapas Lipidicas Soportadas (SLBS)........cuviiiiiriiiiiiieieieienne, 20
1.6.2. MONOCAPAS LIPIAICAS. ...ttt 20
1.8.3. LD OSOMIOIS. ettt e e e 21
Referencias BiblografiCas. . ... 26
Capitulo 2.
Ry =Yedei (e W A o X=Y {111 1=1 1] (| I 31
2.1. Técnicas EleCtroOQUIMICTS. .....uiiii e 31
2.1.1. Voltamperometria CiCliCO......c.ovviniiiieei e 35

2.1.2. Arreglo experimental utilizado en las medidas electroquimicas...39

2.2. Espectroscopia de fotoelectrones generados por rayos X (XPS).............. 40



2.2.1. Condiciones experimentales para la adquisicion de los espectros

KPS e 45
2.3. Microscopia Electronica de Transmision (TEM).....c.ooviiiiiiiiiiiiiieieenne, 46
2.4. Espectroscopia UV=ViSIDIE.......c.coiveiiii e 49
2.5. Microscopia de Fuerzas AtOmMIicas (AFM) ..o, 50
2.5.1. OperaCiOnN del AFM. .. ..o 52
252, AFM MOAO CONTACTO. .iuiuiiitiiiiii e, 55
2.5.3. AFM en el andlisis de muestras bioldgiCas.........cceeveiviiiiniininnnnen. 58
254. Arreglo EXperimental.. ... 59
2.6. Balanza de Langmuir o de Langmuir-Blodgett.. ..., 60
2.6.1. Peliculas de LaNgmMUIN . ......ouuiueiieee e 61
2.6.2. Arreglo Experimental de una balanza de Langmuir.................... 67
2.6.3. Films de Langmuir-Blodgett... ..o, 68
2.7. Microscopia de Angulo de Brewster (BAM).........ouvveueeieeeeeeieeeeeenn. 70
2.7.1. Arreglo Experimental........cooiiiiiii 72
Referencias BibliografiCaS. ... ..., 74
Capitulo 3.
Autoensamblado de tioles sobre superficies planas.........c..ccceeevevieviiiiininnnnnne. 77
3.1, INTTOAUCCION. .. 78
3.2. Depdsito de plata metdlica a subpotencial (Ag-UPD)......c.ccevivvininninnn... 83
3.3. Parte EXPerimentQl. ... 85
3.3.1. Preparaciéon de sustratos de Ag—UPD..........ccoovvviiiiiiiiiiinianen. 85
3.3.2.  PreparaCiON de SAMS. ... 86
3.3.3. Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)........ccccevenen... 87
3.3.4. Experimentos de electrodesorcidon de tioles..........ooovvvvviiinn.n 88

3.4.

3.3.5. Estudios mediante cdiculos tedricos empleando la teoria

funcional de la densidad DFT......c.ocviiiiiiiie e 88
Caracterizacion de las superficies PIaNOS. ......o.vviivee e, 90
3.4.1. Caractenizacion POr XPS. ... 90
3.4.2. Datos de electrodesorcion de tioles.........c.viveiiiiniiniiiineine, 92

3.4.3. ReSUAAOS A DF ..ttt e 94



CONCLUSIONES. ... 100

Referencias BiblografiCOS. .....iuii e 101
Capitulo4.
Sintesis y caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas de plata (AgNPs).105
7 3 IO | o1 {e o (Ul @1 o T 105
4.2, SiNtesis de AGNPS. ..., 107
4.3. Estructuray forma de las nanoparticulas metdlicas..........ooevveveeninnnn... 108
4.4. Parte Experimental: Métodos de sintesis para las AGNPS........c.cccevivnne. 110
4.4.1 Sinfesis |: CIT-AGNPS y MBA-AGNPS......coiiiiiiiiiieeeeeee e, 110
4411 Caracterizacion de las AgNPS........ccooiviviiiiiiiin, 110
442 Sintesis ll: CIT-AgNPs y MBA-AgNPs de mayor concentracion.....118

44.2.1 Caracterizacion de las AGNPS........cccccvviiiieeccieeeenn 119

CONCLUSIONES. .o e e e e aea e 125
Referencias BibliografiCas. ......uie i 126
Capitulo 5.
Interacciéon de CIT-AgNPs y MBA-AgNPs con bicapas del fosfolipido DMPC,
soportadas sobre superficies liSAS.......coovvviiiiiiiiiiiii e eenes 129
L7 IO 1 {e Yo (U @ o ] o T 129
5.2, FUSION A€ VESICUIOS. . uuiiie ettt e e e e e 133
5.3. Caracterizaciéon mecdnica de membranas lipidicas.......c.ovvvveeeivenenen.. 138
5.4. Parte EXperimentQl. ..o, 139
5401, REACTVOS. ..t 139
5.4.2. Preparacion de vesiculas de DMPC.......cccooviiiiiiiiiiiiiiiien 139
5.4.3. Preparacion de bicapasde DMPC........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieinn, 139
5.4.4. Caracterizacion mediante AFM.........ooiiiiiiiiiiiiii 140
5.5. Fusion de vesiculas de DMPC sobre miCa.......oceuveuviiiiiiniiiiieieeen 140
5.6. Caracterizacion de CIT-AgNPs y MBA-AgNPs sobre mica..................... 144

5.7. Interaccion de DMPC con CIT-AgNPs y MBA-AGNPS........cc.coviviininnnnn.. 147



CONCLUSIONES. ... 155

Referencias BiblografiCOS. .....iuiie e 156

Capitulo 6.

Interaccion de AgNPs hidrofilicas con DMPC, como una biomembrana

MOAEIO.... ..o e e 161
8.1, INTTOAUCCION. ..t 161
6.2. Parte EXperimental..... ..o 164

6.2.1. Monocapas en la interfase aire/buffer............coooooi 164

6.2.2. Adsorcion de las AgNPs en la interfase aire/buffer e interaccion

con monocapas de fosfolipido.....ovvviiiiii 166

6.2.3. Visuadlizacion de la microscopia de dngulo de Brewster............ 169
624,  CAICUIOS DFT..eiiiie e e 170

6.3. Caracterizaciéon de las monocapas de DMPC......c.ooviviiiiiiiiiiiien, 171

6.3.1. Adsorcion de las CIT-AgNPs y MBA-AgNPs a la interfase de

MONOCAPAS Ae DMPC ... e 171
6.3.2. Estructura superficial del citrato y del MBA adsorbidos en
AN P S 181
CONCLUSIONES. ..t e 187
Referencias BIDlOgrafiCOS. .....uu i 188
Capitulo 7.
Conclusiones Generales...........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiiieieieiereeereeeeeeeeneaenenenenenenas 193
APENAICE.....c.oniiiiiiiiiie ettt e e et e e a e reaeraea e eaaas 197
AGradeCimi@ntos.......cc.iuiiiiiiii e e e e e e ane 199



Resumen

El estudio del transporte y la interaccién de nanoparticulas (NPs) con
membranas bioldgicas es un aspecto relevante para su empleo en el campo
de la nanomedicina, en diagndstico de enfermedades y ofras aplicaciones de
la nanotfecnologia. La variedad enorme de disenos de NPs en cuanto a
formas, tamanos y modificadores superficiales abre numerosas preguntas
acerca de como es la inferfase y como se modifican las membranas
interactuando con las NPs en cudnto a posible formacion de poros, defectos o
fendmenos de permeacion de agua o especies idnicas. Dentro de los diversos
campos en los que se aplican actualmente conceptos de biomimetismo, son
de gran interés los procesos y sistemas asociados con las membranas celulares.
Estos sistemas tienen como base estructural la bicapa lipidica, la cual puede
ser definida como una organizaciéon supramolecular consistente en un arreglo
bidimensional de moléculas de fosfolipidos. Las bicapas de fosfolipidos pueden
ser consideradas como sistemas modelo de las membranas celulares ya que
preservan su fluidez bidimensional y pueden modificarse con proteinas de
membrana, canales idnicos, receptores, transportadores y emplearse en
numerosas aplicaciones en el campo de la biotecnologia. Estos sistemas
soportados se pueden caracterizar muy bien y constituyen el sustrato con el
cual se estudiardn las interacciones con NPs, que por su parte deben ser
sondas adecuadas para discutir los distintos aspectos de las interacciones que
se pretenden dilucidar. Otro de los sistemas comiunmente empleados como
sistemas modelo de biomembrana son las monocapas lipidicas que son
peliculas que se obtienen mediante la deposicion de las moléculas de los
lipidos en una balanza de Langmuir donde es posible controlar tanto Ia
organizacion y composicion de la fase lipidica, como la de la subfase. De esta
forma resultan particularmente Utiles en el marco de la presente tesis ya que
permiten investigar los distintos factores que intervienen en las interacciones

NP-membrana.

En este marco, este frabajo de Tesis se centra en el estudio de la

interaccidn de nanoparticulas de plata (AgNPs) recubiertas con citrato



VI

trisoddico de sodio (CIT-AgNPs) y con d&cido 4-mercaptobenzoico (MBA-AgNPs)
con sistemas modelo de biomembrana constituidos por monocapas de

Langmuir o bicapas soportadas del lipido dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC).

La caracterizacion de las CIT-AgNPs y de las MBA-AgNPs, se realizd
mediante Espectroscopia ulfravioleta-visible (UV-Vis), Espectroscopia de
Fluorescencia, Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS), Microscopia
Electronica de Transmision de Alta Resolucion (HRTEM), AFM y medida de su
potencial zeta. Esta caracterizacion permitié conocer su tamano, morfologia,
la naturaleza y estructura del recubrimiento superficial, las propiedades épticas
y las caracteristicas de su carga superficial. Se realizaron estudios mediante
XPS, HRTEM, técnicas electroquimicas y modelos tedricos de DFT de
monocapas de MBA adsorbidas sobre superficies planas de Ag depositadas a
subpotenciales sobre Au(111) para comprender la estructura superficial de las
SAMs en los planos predominantes de las nanoparticulas de Ag tal como son

los de orientacioén (111).

Para la construccién de sistemas biomiméticos se prepararon bicapas
lipidicas de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) por fusidén de vesiculas sobre mica
para estudiar la adsorcién/insercion de las nanoparticulas en las distintas
regiones de la bicapa tales como bordes, defectos y zonas planas mediante
microscopia de fuerzas atdmicas (AFM). En el caso de usar como sistema
modelo de biomembrana las monocapas soportadas de DMPC en balanza de
Langmuir se buscd comprender el rol del orden/desorden de la monocapa en
funcién de la presion lateral aplicada pudiendo cuantificar las interacciones
de las nanoparticulas en la subfase acuosa con la monocapas lipidicas a
través de las isotermas de adsorcion y las imagenes de microscopia de dngulo

de Brewster (BAM).

Los resultados obtenidos mostraron que las AgNPs  exhibieron
comportamientos distinfos dependiendo de la naturaleza quimica del
recubrimiento superficial y del ordenamiento de la capa de fosfolipidos. Se
propone una explicaciéon basada en la densidad de carga superficial y la

naturaleza quimica del recubrimiento de las AgNPs.
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Capitulo 1

Infroduccion General

1.1. Nanoparticulas de plata: Propiedades, aplicaciones y toxicidad.

El uso de nanoparticulas (NPs) sintéticas se ha incrementado enormemente en
los Ultimos anos debido a su creciente uso en aplicaciones biomédicas y en
nanomedicina. Por este motivo es que resulta sumamente importante el estudio de las
interacciones entre las nanoparticulas con las membranas celulares. En muchos casos
las NPs necesitan unirse, romper y penetrar la membrana celular para inducir una
respuesta lo cual depende fuertemente de su tamano, forma, carga superficial y
funcionalidad quimica superficial.® Las NPs con dimensiones menores que 5 nm
pueden penetrar en las membranas celulares mientras que las de mayor tamano
alteran la estructura de la membrana, lo cual puede afectar fuertemente su

permeabilidad, el potencial de membrana y sus funciones principales. 47

De manera general, los métodos de preparacion de NPs se clasifican como top-
down (utilizan métodos fisicos, procesos de molienda por ejemplo) y como bottom-up

(métodos quimicos en solucion coloidal, procesos de formacion de particulas a partir
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de una solucién) (Figura 1.1). Los métodos top-down son aquellos que reducen el
tamano de agregacion del material hasta llegar a un tamano nanométrico con un
consumo considerable de energia, mientras que los métodos boftom-up involucran la
obtencion de un estado de agregacion nanométrico partiendo de una dispersion

molecular, es decir, un proceso inverso al anterior.

Top —down Bottom — up

00 |

Figura 1.1. Métodos generales de obtencidon de NPs. Método de obtencidn a partir de una entidad mds grande tfop-

down y método de obtencién a partir de entidades mds pequenas bottom-up.

Mientras que los métodos fisicos (fop-down), tienen la ventaja de ser capaces
de producir grandes cantidades de NPs, a su vez, fienen la desventaja de no tener un
suficiente control sobre el tamano de la particula, produciendo NPs con un amplio
intervalo de tamanos que pueden originar un efecto poco controlable y predecible

cuando son administradas en un sistema bioldgico.

Las NPs metdlicas en particular, poseen propiedades interesantes con
aplicaciones en diversas dreas tecnoldgicas. A medida que la dimension de las
particulas se reduce, sobre todo en el intervalo de 1 al0 nm los efectos de tamano y
de superficie son cada vez mds notables. Entre los efectos de tamano mds importantes
se ha determinado el confinamiento de los electrones, y esto en NPs metdlicas y
semiconductoras, tiene interesantes implicancias, como es la manifestacion de efectos
cudnticos en el material, y que pueden percibirse a través de sus propiedades
magnéticas y/o de conduccion electronica, por ejemplo, asi como de algunas

propiedades termodindmicas, como la capacidad calorifica.8
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Por otro lado, tfambién los efectos de superficie son de gran importancia, ya que
en las nanoparticulas pequenas se tiene un incremento en el drea superficial por
unidad de volumen respecto de los sélidos volumétricos.” ¢ Debido a que los dtomos
en la superficie de la nanoparticula estdn menos “enlazados” que el resto de sus
dtomos, y su esfera de coordinacion estd incompleta, se incrementa su energia libre
superficial, afectando propiedades como temperatura de fusion y reactividad
quimica. Por ofra parte, la absorcion optfica en NPs también es un fendbmeno de
superficie que se modifica, y se puede modelar dependiendo de las caracteristicas de

la particula (composicidon, famano, protectores de superficie, etc.).10. 11

El conocimiento de este tipo de propiedades y caracteristicas ha hecho
posibles numerosas aplicaciones de NPs en diversas tecnologias, en dreas como
electréonica, medicina y catdlisis, pero también existen otras dreas en donde las NPs
han sido empleadas, no sélo para crear dispositivos sofisticados o de alta precision.©
Aunqgue se ha marcado como linea prioritaria en un futuro inmediato la aplicacién de
NPs (de metales y semiconductores principalmente) en dreas de almacenamiento,
produccion y conversion de energia,'?2 en la actualidad se encuentran ya formando
parte de productos, equipos y sistemas de uso comun para la poblacidén, aungue en
multiples ocasiones esto no sea evidente. Uno de los sectores industriales en donde se
ha observado un rdpido crecimiento con base en nanoparticulas de plata (AgNPs), es

el drea de deportes.1315

1.2. Caracteristicas y Propiedades.

Una de las caracteristicas de las NPs en general, es que la relacion entre el
numero de dtomos superficiales y el tamano de la particula es de cardcter
exponencial 7 (Figura 1.2). Por ello, las propiedades relacionadas con la superficie,
como las eléctricas, mecdnicas, magnéticas, dpticas o quimicas de los nanomateriales
son diferentes a las de los mismos materiales a escala no nanomeétrica (materiales
masivos o bulk). Esas propiedades son importantes conocerlas para entender, predecir

y gestionar el riesgo potencial que presentan para las personas.
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Cuanta mds pequena sea una particula de cualquier material, mayor es su
superficie en relacién con su masa. Con frecuencia, su reactividad y por tanto su
toxicidad se ven también aumentadas (ya que el niUmero de dtomos en contacto con
la superficie es mayor). Si, ademds, la superficie de una particula se ha modificado
para lograr un determinado comportamiento, esto puede dar lugar a interacciones
inesperadas con moléculas bioldgicas relevantes.’® El aumento de la actividad
bioldgica en nanoparticulas modificadas superficialmente puede ser disenado para
acciones especificas tales como por ejemplo la actividad antioxidante, la capacidad
de fransportar para la terapéutica, la penetracion de barreras celulares), pero
también puede tener efectos adversos tales como la toxicidad, la induccién de estrés

oxidativo y/o la disfuncién celular.”

% de atomos en la superficie

0 15 30 45 60

Diametro (nm)

Figura 1.2. Porcentaje de dtomos superficiales en funcién del didmetro de las nanoparticulas. Para didmetros inferiores a
1 nm todos los dtomos se encuentran en la superficie. El nUmero de dtomos superficiales disminuye exponencialmente
con el aumento del didmetro reflejando la importancia del drea superficial para el aumento de la actividad quimica y

bioldgica de las particulas de las particulas mds pequenas. Figura adaptada de Singh, AK.(2016).17

Los principales pardmetros caracteristicos de las NPs son su forma, tamano,

caracteristicas de la superficie y la estructura interna.

Las NPs tienen diferentes maneras de interactuar entre si. Estas pueden
permanecer libres o agruparse en funcion de las fuerzas de interaccion atractiva o
repulsiva entre ellas. Estas interacciones siguen siendo dificiles de caracterizar, pero se
deben tener en cuenta tanto para los fendmenos de coalescencia y precipitacion,

que conducirian a la disminucion de la concentracidon de NPs en soluciéon. Esto
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también tiene implicancias en el momento en el que las NPs interaccionen con
sistemas bioldgicos debido a que operard un mecanismo diferente respecto al de las

NPs individuales.

Debido a que las NPs metdlicas poseen propiedades Opticas vy
electromagnéticas Unicas y que metales como el oro, la plata, el paladio y el cobre,
han sido empleados para producir nanoparticulas de diversas formas y tamanos; este
Trabajo de Tesis centra su interés en la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de
plata (AgNPs). El método mdas comun para la preparacion de AgNPs, consiste en la
reduccion de una solucion salina de plata con un agente reductor como el
borohidruro de sodio, el citrato o el ascorbato.'® ? La tendencia de los métodos de
sintesis, actualmente, se enfoca en el uso de compuestos que no causan dano al
medio ambiente.222 Otros métodos consisten en la condensacion de gases,

irradiacion laser y deposicion sonoquimica.20

Es importante senalar que la accion antibacteriana de las AgNPs es altamente
dependiente del tamano de la particula, morfologia y dosis.2> Las NPs delben de ser lo
suficientemente pequenas para penetrar las membranas celulares y con ello afectar el
proceso intracelular. Es razonable pensar que la interaccidén de las NPs con la bacteria
depende del drea superficial disponible (particulas pequenas con una mayor dred
superficial disponible para la interaccidén tienen mds efecto bactericida que las
particulas grandes).2+ Ademds de la seleccidon de un método de preparaciéon de las
NPs apropiado para garantizar un tamano de particula pequeno, es esencial la
elecciéon del agente estabilizante superficial para mantener un tamano de particula
uniforme y una dispersién estable en el tfranscurso del tiempo (Figura 1.3).

B
C/) &{\-j <—Estabilizante

Nucleo \'M“

~—~
JIN W

N\ 2
Sy

7

Figura 1.3. Representacion esquemdtica de la estructura de una NP.

Capitulo 1 5



Para evaluar la calidad de las distintas metodologias propuestas en la sintesis de
AgNPs, se realizaron medidas del tamano de la particula, la morfologia, el potencial
zeta y la estabilidad, y el perfil de resonancia de plasmones. La determinaciéon de la
distribucion del tamano de la particula se realiza mediante la técnica de dispersion
dindmica de la luz (DLS), y el estudio de su morfologia y tamano mediante microscopia
electronica de transmision de alta resolucidon (HRTEM). La caracterizacion de las NPs
obtenidas por diferentes via sintéticas se realizd también analizando el registro del perfil
de resonancia de plasmones superficiales mediante espectroscopia UV-Vis (esta
banda es atribuida a la excitacion colectiva del gas de electrones en las particulas,

con un cambio periddico en la densidad de electrones en la superficie), entre otros.

1.3. Aplicaciones.

La plata (Ag) ha sido ampliomente utilizada desde hace miles de anos en la
historia de la humanidad, en aplicaciones como la joyeria, utensilios, fotografia, etc.
Incluso civilizaciones antiguas como la de los griegos utilizaban la plata para cocinar y
mantener la seguridad del agua. Sus propiedades antimicrobianas ya se explotaban

antiguamente con la medicina tradicional.?>

En los Ultimos anos, las AgNPs se estdn convirtiendo en uno de los productos de
mayor crecimiento en la industria de la nanotecnologia, debido a su buena

conductividad, estabilidad quimica y su actividad catalitica y antibacteriana.

Su fuerte actividad antimicrobiana es la principal caracteristica para el
desarrollo de una amplia variedad de productos con AgNPs, que actualmente, se
encuentran disponibles en el mercado. En el dmbito médico, existen apdsitos para
heridas, dispositivos anticonceptivos, instrumental quirdrgico y protesis éseas, todos ellos
recubiertos o integrados con AgNPs para asi evitar el crecimiento bacteriano.24 2¢
Ademds, también se estd evaluando la utilizacion de las ANPs para el fratamiento de
enfermedades que requieren una concentracion sostenida de fGrmaco en sangre o
con un direccionamiento especifico a células u érganos,?” como ocurre con el virus del
VIH-1. Ha sido demostrado que en el tratamiento in vitro con AgNPs, éstas

intferaccionan con el virus e inhiben su capacidad para unirse a las células del
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huésped.?? En la vida diaria la poblacidon puede tener contacto con las AgNPs
contenidas en aerosoles, detergentes, refrigeradores, lavadoras, chupetes, sistemas de
purificacion de aguas, pinturas para paredes y productos cosméticos.?? Las AgNPs
también estdn incorporadas en la industria textil para la fabricaciéon de prendas de
vestir, ropa interior y calcetines.’® Mediante la infroduccion de AgNPs en fibras
sintéticas o naturales se consigue una potenciaciéon de la actividad idnica gracias a la
liberaciobn de iones plata. El resultfado es la obtencidn de rdpidos efectos

antimicrobianos y la disminucion del olor.'

El efecto bactericida de los iones de Ag en los microorganismos es bien
conocido; sin embargo el mecanismo no es aun muy claro.'® Algunas propuestas han
sido desarrolladas para explicar los efectos inhibitorios de iones plata y plata metdlica
en microorganismos.3! Se plantea que los iones plata interaccionan fuertemente con
los grupos tiol de enzimas vitales, provocando su inactivacion.3? Es posible también que
el ADN de bacterias tratadas con AgNPs pierda su capacidad de réplica, esto por la
afinidad de la plata a interaccionar con grupos fosforilados y azufrados.3® En otros
estudios se ha reportado que los iones plata provocan cambios estructurales
ireversibles en la membrana celular de las bacterias, afectando drdsticamente sus

funciones propias como permeabilidad y respiracion.3! 34

Algunas caracteristicas como el tamano y la forma de las AgNPs influyen de
manera importante en la eficacia bactericida. Se ha reportado que cuanto mds
pequena es la nanoparticula, mayor es la superficie de contacto, y por lo tanto mayor
es el poder bactericida. La inhibicion bacteriaona depende también de la

concentraciéon de las AgNPs y de la cantidad de microorganismos presentes.ss

Sin duda el interés por seguir adquiriendo conocimiento acerca de las
propiedades biocidas de los nanomateriales metdlicos, se justifica por la aparicion de
nuevas y mds agresivas enfermedades, asi como por la resistencia a los antibidticos

que presentan muchos microorganismos patégenos.2s
Finalmente, las AgNPs también tienen su aplicacién en el sector alimentario,
concretamente en agricultura y en el envasado de los alimentos. Dentro del campo

de la agricultura, las AgNPs se emplean para prolongar la conservacion de frutos, ya
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que ademds de su actividad antibacteriana presentan un efecto fungistatico que
retarda el crecimiento de hongos fitopatdgenos. Estas AgNPs pueden aplicarse junto
con un recubrimiento biodegradable en los frutos, mediante la inmersion de los mismos
en la solucion formadora de recubrimiento.’¢ Ademds, las AgNPs también son
empleadas en la fabricaciéon de materiales en contacto con los alimentos, eliminando
hasta en un 90% el crecimiento de microorganismos, siendo una alternativa a otros
métodos de conservacion que emplean la radiacion, fratamiento térmico,

almacenamiento a baja temperatura, o la introduccidn de aditivos antimicrobianos.3?

1.4. Toxicidad.

En el caso de los nanomateriales, sus caracteristicas de toxicidad pueden ser
diferentes, en magnitud y en efectos, de las de los materiales masivos con la misma
composicidn quimica.

La informacion toxicoldgica del material en escala macroscodpica puede servir
como base para las estimaciones preliminares sobre la toxicidad de una
nanoparticula, junto con los estudios toxicoldégicos in vivo e in vitro y los estudios

epidemioldgicos que hayan podido realizarse.

Los estudios experimentales en microorganismos han mostrado que la respuesta
bioldgica a ciertas nanoparticulas puede ser mayor que la encontrada para la misma
masa de particulas mds grandes de composicidon quimica similar, debido
probablemente al aumento del drea superficial. Ademds del nUmero de particulas y
del drea superficial, otras caracteristicas podrian influir en la respuesta bioldgica,
incluyendo la solubilidad, forma, carga, superficie quimica, propiedades cataliticas,

contaminantes adsorbidos, asi como el grado de aglomeracion.38. 32

Los principales factores que pueden determinar los efectos toxicoldgicos de los

nanomateriales en el organismo son:

a) Factores que dependen de la exposicidn (via de penetracion, duraciéon

de la exposicion, concentracion).
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b) Factores que dependen del organismo expuesto (susceptibilidad
individual, ruta que siguen las nanoparticulas una vez que se han
infroducido en el organismo).

c) Factores relacionados con los nanomateriales (toxicidad intrinseca de la

sustancia).

La plata en su estado metdlico (Ag?) es inerte, pero puede reaccionar con el
agua provocando su ionizacion de forma inmediata. En su forma idnica, la plata es
altamente reactiva.® El mecanismo de toxicidad de las AQNPs es complejo, jugando
un papel importante su adsorcidon como asi también los iones liberados desde las
particulas hacia la superficie celular. Este mecanismo se podria describir como un

efecto sinérgico entre las AQNPs y sus iones.?

El nitrato de plata (AgNQOa) al 0.5% es la solucion a base de plata mds utilizada
para fratar topicamente heridas por quemaduras, sin embargo en concentraciones
por encima del 1% se vuelve téxica para los tejidos. Pruebas in vitro con AgNO3 han

demostrado la presencia de danos en fibroblastos, hepatocitos y linfocitos.4!

Existe muy poca informacion sobre la toxicidad de las nanoparticulas en
general, su tamano, forma, concentracién, composicidon quimica, propiedades
superficiales y mecanismos de agregacion, lo cual representa un serio riesgo para
organismos mayores. Nanomateriales de 50 y 70 nm pueden penetrar en las células y
pulmones respectivamente, mientras que aquellas de 30 nm pueden incluso llegar a la
sangre y al cerebro.#2 Se observd ademds, que al aplicar AgNPs con un tamano
promedio de 15y 100nm, en células de higado de rata, el efecto tdxico fue mayor al

utilizar las de mayor famano.*3

Investigaciones previas sugieren que existen diversas propiedades fisicoquimicas
de las AgNPs que estdn involucradas en su toxicidad intrinseca, como son
principalmente el famano, la superficie especifica, estado de aglomeracion, la forma,

la solubilidad y la carga superficial.44+46 Parece que la toxicidad de las AgNPs estd
mediada por un aumento en la produccidon de especies reactivas de oxigeno

(EROs), que activa vias de senalizacion sensibles a oxidantes, y estimula la
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inflamacion y los eventos genotdxicos, para culminar eventualmente en la

muerte celular.38

1.4.1. Tamano.

El tamano es una de las propiedades mds importantes de las NPs. Muchas
publicaciones han mostrado que la toxicidad de las AgNPs depende del tamano .44 45
Ademdas, el tamano de las AgNPs también influye en la distribuciéon tisular,4 en la
penetracién dermal e intestinal4® y en la captaciéon celular.#? En general, los mayores
efectos toxicos han sido observados con las AgQNPs mds pequenas. Considerando un
caso hipotético con particulas esféricas de tamano uniforme, una reduccién en el
tamano de la particula de 10 um a 10 nm aumentard el drea superficial de contacto

en 107,33

1.4.2. Superficie especifica.

El tamano vy la superficie especifica de las NPs estdn en estrecha relaciéon, ya
que conforme disminuye el tamano de las AgNPs la superficie especifica aumenta
dejando un mayor nUmero de dtomos expuestos en la superficie (ver Figura 1.2), que
estardn disponibles para las reacciones redox, reacciones fotoquimicas y para
interacciones fisico-quimicas con las células. Ademds, los dtomos pueden dar lugar a
liberacién de iones plata (Ag*), que son potencialmente téxicos.0 S El drea superficial
también influye en la produccidon de especies reactivas de oxigeno (EROs). Por
ejemplo, con la misma concenfracion de AgNPs de un famano de 15 nm se

produjeron mayores niveles de EROs en macréfagos que AgNPs de 30 y 50 nm .44

1.4.3. Estado de aglomeracion.

La estabilidad de las AgNPs también influye en la toxicidad. Las NPs fienen una
tendencia natural a formar aglomerados o agregados.” Los aglomerados son grupos

de NPs unidas mediante fuerzas relativamente débiles de tipo Van der Waals,
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electrostaticas o de tensidon superficial, que pueden redispersarse por medios
mecdanicos mientras que los agregados son grupos de NPs fuertemente asociadas
cuya redispersion por medios mecdnicos no resulta facil. Estos dos fendmenos pueden
cambiar el lugar de depdsito de las AgNPs en el organismo, ya que un agregado o
aglomerado de NPs se deposita en unas zonas u otras debido al distinfo didmetro
hidrodindmico. Ademas, también se modifica la toxicidad, ya que al ser una estructura
relativamente compacta, el drea superficial es menor y por tanto la toxicidad también

serd menor.5?

1.4.4. Forma.

La forma también influye en la toxicidad de las AgNPs. Se ha comprobado que
las formas de triangulo truncado son mas toxicas que las formas esféricas y alargadas,
ya que contienen mds caras y por tanto son mds reactivas, mientras que las esféricas
son las que presentan menor toxicidad.® AgNPs esféricas (generalmente con una
morfologia cubo-octaedral, decaedral o cuasi-esférica) tienen predominantemente
caras de tipo {100} junto con un pequeno porcentaje de caras tipo {111}, mientras que
en el caso de las AgNPs en forma de barras (por ejemplo, barras hexagonales), Ias
superficies laterales estdn enlazadas por caras de fipo {100} y los extremos por las de
tipo {111}.53 Se ha demostrado que la reactividad de la plata se ve favorecida por las
caras de alta densidad atdémica tales como las de tipo {111}.54 55 Morones, et. al.’
demostraron la influencia del facetado de las particulas asi como la interaccion
directa de las caras de fipo {111} con la superficie bacteriana. Por lo tanto, se espera
una alta reactividad de las nanoplacas triangulares truncadas, en comparaciéon con
otras particulas que contienen menos caras de tipo {111}, como particulas esféricas o

en forma de barra.33

1.4.5. Solubilidad.
La solubilidad en fluidos biolégicos (diferentes pH, o presencia de sales) es otro
pardmetro importante. Cuando las NPs se disuelven pierden su estructura de NPs,

pudiendo liberar iones metdlicos toxicos para las células que deben tener ciertas

Capitulo 1 11



consideraciones toxicologicas similares a las de ofro contaminante con efectos
sistémicos.5? La liberacion de Ag* a partir de las AgNPs requiere mdas investigaciones, ya
que todavia es dificil de interpretar si la toxicidad observada de las AgNPs se debe a
las propias NPs o es debido a la liberacion de iones Ag* o a un efecto combinado
donde se produce una gran concentracion superficial de Ag* en el drea de las NPs

que se oxida para dar lugar a esos iones.

1.4.6. Carga superficial.

Existen estudios donde se ha observado una correlacién directa entre la carga
superficial y la toxicidad de las AgNPs. Las AgNPs estabilizadas con citrato con cargas
superficiales negativas fueron menos citotdxicas que las AgNPs con cargas

superficiales positivas estabilizadas con polietilenimina ramificada.s¢

La magnitud de la toxicidad de las AgNPs cargadas negativamente se
correlaciona con la cantidad de iones Ag disueltos que las particulas producen en
solucion y demuestra la capacidad de las AgNPs cargadas positivamente a
interactuar fuertemente con la superficie bacteriana, obteniendo altas
concentraciones de iones Ag biodisponibles a partir de estas particulas. Las particulas
cargadas positivamente también interfieren con el normal funcionamiento de la
cadena bacterial de transporte de electrones y son responsables de la formacion de

EROs en la membrana celular. %7

Algunos estudios han reportado que la carga positiva del ion Ag es
determinante para su actividad microbiana a través de atracciones electrostdticas
entre la membrana celular cargada negativamente y nanoparticulas cargadas

positivamente.15 58,59

Algunos estudios aceptan ampliamente que la liberacion de iones Ag* es un
mecanismo importante para los efectos biocidas que poseen las AgNPs. Sin embargo,
se ha demostrado que las interacciones directas de las AQNPs con células microbianas
pueden dar lugar a una mayor toxicidad. Estos estudios demostraron que AgNPs de 10

nm fueron 10 veces mas toxicas que las de 80 nm y las AgNPs cargadas positivamente
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eran 10 veces mads toxicas que las cargadas negativamente (protegidas con CIT). Por
lo tanto, la variacion de las dimensiones, del revestimiento y de la carga de las AgNPs
puede ser empleada para disenar nuevos nanomateriales antifUngicos mas

eficientes.s

Como se indicd anteriormente, incluso con la misma composiciéon quimica, las
NPs presentan diferentes propiedades fisicoquimicas y estas diferencias son un factor
importante para la influencia celular. Por tanto, es muy importante realizar una
caracterizacion detallada de cada una de las NPs antes de realizar cualquier ofro
ensayo de toxicidad, con el fin de entender las influencias que tendrdn en las células,

ademds de comprender y controlar la sintesis y las aplicaciones de las NPs.

La caracterizaciéon de las NPs se puede llevar a cabo utilizando una variedad de
técnicas como por ejemplo, la microscopia electronica de transmision (TEM)
(determina el tamano del nicleo metdlico), la microscopia de fuerza atdmica (AFM)
(mide tamanos individuales de NPs y distribuciones de tamanos en regiones de
superficies donde estén presentes), la microscopia electronica de barrido (SEM), y por
Ultimo, a través de la dispersion de luz dindmica (DLS) (determina el radio
hidrodindmico, esto es, el tamano de la NP, nucleo+corona+capa de disolvente).¢!- 62
La composicion de las NPs se puede determinar utilizando la espectroscopia de
fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS) (mide el estado de oxidacion del elemento
metdlico), por resonancia magnética nuclear (RMN) (determina la corona orgdnica
de las NPs), por espectrometria de emision atémica con fuente de plasma de
acoplamiento inductivo (ICP) y por Ultimo, por espectrometria de absorcion atdmica
(FAAS), (ambas determinan la concentracién de metal). Otras técnicas que también
se podrian emplear para la caracterizacion de las NPs son la espectrometria de

infrarrojo (IR) y la espectrometria de ultra violeta (UV), entre otras.s3 ¢4

Como ocurre con ofras NPs, la toxicidad de las AgNPs parece estar asociada
con su naturaleza oxidativa e inflamatoria,é® la cual genera genotoxicidad® vy
citotoxicidad.# La generacion de EROs (especies reactivas de oxigeno) y el estrés
oxidativo parecen ser los dos mecanismos principales de toxicidad.¢ En el organismo
debe existir un equilibrio entre las EROs vy los sistemas de defensa antioxidante. Cuando

dicho equilibrio se rompe a favor de las EROs se produce el denominado estrés o dano
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oxidativo.s” Las AgNPs pueden interaccionar con los grupos fioles de péptidos vy
proteinas constitucionales de las células de mamiferos. Estos péptidos y proteinas
como glutation, tiorredoxina, superdoxido dismutasa (SOD) y peroxidasa de tiorredoxing,
son componentes claves para el mecanismo de defensa antioxidante de las células,
que es el responsable de neutralizar el estrés oxidativo de las EROs generado en gran
medida por el metabolismo energético mitocondrial.¢¢ Por tanto, se sugiere que las
AgNPs pueden disminuir los mecanismos de defensa antfioxidante, a través de la
reducciéon de glutatiéon, inactivacion de la SOD, promoviendo la peroxidacion lipidica,
etc.44 ¢? En consecuencia, la acumulacion de EROs vy el estrés oxidativo provocan una
gran cantidad de eventos fisioldgicos y celulares incluyendo el estrés, perturbacion y

destruccion de la mitocondria, inflamacién, dano al ADN y apoptosis.”®

Sin embargo, debido a que las AgNPs liberan iones Ag* en medio acuoso,’! seria
necesario distinguir entre los efectos toxicos de las AgNPs vy los iones Ag* disueltos. Los
resultados de investigaciones recientes parecen ambiguos. Algunos investigadores
sugieren que la toxicidad de las AgNPs se debe a la liberacién de Ag*, ya que segun
sus estudios ambos presentan una respuesta bioldgica similar.”2 En contraste, se sugiere

que la toxicidad inducida por las AgNPs es independiente de los Ag* libres.”!. 73

Finalmente, es necesario tener en cuenta la internalizacion de las AgNPs por las
células, ya que la captacion de las AgNPs influye en la fisiologia y el funcionamiento
normal de las células. Se sabe que la membrana celular presenta abundantes
proteinas con grupos tioles, por lo que las interacciones entre Ias AgNPs y las proteinas
pueden tener un papel importante para la internalizaciéon de las AgNPs.74 Los procesos
responsables de captacién de las AgNPs incluyen mecanismos activos, como la
endocitosis, asi como también mecanismos pasivos como la difusidn que operan
dependiendo del tamano de las particulas.”s Ademds, hay que tener en cuenta que
las AgNPs pueden liberar Ag*, los cuales pueden ser internalizados por los mismos

mecanismos que las AgNPs o a través de los canales idnicos de la membrana celular.
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1.5. Sistemas biomiméticos.

Desde hace varios anos, ha llamado la atencidon el estudio y la comprension de
los procesos que ocurren en los seres vivos a partir del punto de vista tecnoldgico
debido a la especificidad y eficiencia con la que se llevan a cabo.’¢ 77 Asimismo, se
busca disenar sistemas en los cuales se imita un aspecto Util de un proceso o sistema
biolégico. Asi, el término “biomimética” fue sugerido por Ofto Schmitt, fundador del
campo de la ingenieria biomédica, para describir la transferencia de ideas desde la
biologia hacia la tecnologia. Mds tarde, Janine Benyus publicd “Biomimicry: Innovation
Inspired by Nature™ ("Biomimetismo: Innovacién inspirada en la Naturaleza”)
redefiniendo el término como “una nueva ciencia que estudia los modelos de la
naturaleza y luego los imita o se inspira en estos disenos y procesos para resolver

problemas tecnoldgicos de interés para la sociedad”.78

Las células estdn construidas a partir de macromoléculas y ensamblados
supramoleculares. Tanto la arquitectura intracelular como las interacciones entre
células estan basadas en nanoestructuras, las cuales constituyen materiales altfamente
inteligentes.”? Entre algunos de los aspectos importantes presentes en los sistemas vivos,
que surgen de su diseno, se encuentran la multifuncionalidad, la organizacién
jerdrquica, la adaptabilidad, la fiabilidad, la autorregulacion y la autorreparacion.
Estas caracteristicas han sido logradas a fravés de los procesos evolutivos, los cuales se
levan a cabo a escala molecular. Consecuentemente, el diseno de sistemas
biomiméticos se encuentra relacionado no sélo con la comprension de los
mecanismos que operan a esta escala sino también con la configuracion de los

blogues arquitecténicos empleados por la naturaleza. 79

Las dreas de frabajo en las que se aplican actualmente conceptos de
biomimetismo son varias e incluyen el desarrollo de nuevos materiales, el
almacenamiento de informacién, la produccidén de energia, la medicina, la
farmacologia, entre ofras.”7. 7. 80 Especialmente, son de gran interés los procesos y
sistemas asociados con las membranas celulares, tal como la capacidad de barrera,
transporte activo y pasivo, canales, receptores, motores moleculares, cadena
transportadora de electrones y procesos de adhesidon y fusion.8® Debido a la

estabilidad y a la capacidad de autorreparacion de las bicapas lipidicas, se han
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construido distintos modelos de membranas biomiméticas, en las cuales se emplean
componentes de origen bioldgico o sintético, y donde es posible tener un completo

control del sistema.”?. 80

Los biosensores constituyen uno de los ejemplos mds exitosos de biomimetismo,
debido a que combinan la selectividad del componente bioldgico con el poder de
procesamiento de la microelectronica moderna y la optoelectronica. De esta manera,
ofrecen una herramienta analitica con aplicaciones en medicina, medio ambiente y

la industria de alimentos.

El rdpido desarrollo de la nanotecnologia aumenta la probabilidad de crear
nanomateriales que entran en contacto con los seres humanos y el medio ambiente.
En la interfase entre los nanomateriales y los sistemas bioldgicos, los mundos orgdnicos
y sintéticos se unen en una nueva ciencia que estudia el manejo seguro de la
nanotecnologia y el diseno de nanomateriales para aplicaciones bioldgicas. Una
‘nano-bio’ interfase, se compone de las interacciones fisicoquimicas dindmicas, los
infercambios cinéticos y termodindmicos, entre las superficies de los nanomateriales y
las superficies de los sistemas bioldgicos (por ejemplo, membranas, vesiculas
endociticas, organelas, ADN vy fluidos bioldgicos). Para que esta ciencia evolucione, es
necesario entender las fuerzas dindmicas y los componentes moleculares que
determinan estas interacciones. Ademds, definir cémo modifican las fuerzas
fundamentales que rigen en las interacciones de Ias NPs bajo condiciones coloidales
cldsicas, y discutir el desarrollo de métodos para explorar la nano-bio interfase, la cual
estd constituida por tres componentes que interactian de forma dindmica: (a) La
superficie de la nanoparticula, cuyas caracteristicas estdn determinadas por su
composicion  fisicoquimica; (b) La inferfase solido-liquido y los cambios que se
producen cuando la nanoparticula interactia con los componentes en el medio
circundante; y (c) La zona de contacto de la interfase sélido-liquido con sustratos

bioldgicos (Figura 1.4).85
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Figura 1.4. Representacion de la interfase entre una NP y una bicapa lipidica.8s

En un medio dado, las caracteristicas mds importantes de una NP que
determinan las propiedades superficiales son: la composicidn quimica del material, la
funcionalizacion superficial, la forma y el dngulo de curvatura, la porosidad y la
cristalinidad de la superficie, la heterogeneidad, la rugosidad, y la hidrofobicidad o
hidrofilicidad.' 8 8 Otras propiedades cuantificables, tales como la carga superficial
efectiva (potencial zeta), la agregacién de particulas, el estado de dispersion, la
estabilidad/biodegradabilidad, las caracteristicas de disolucion, la capa superficial de
hidrataciéon y de valencia, estadn determinadas por las caracteristicas del medio de
suspensiéon,! incluyendo la fuerza idnica, el pH, la temperatura y la presencia de

grandes moléculas orgdnicas (por ejemplo, proteinas) o detergentes.s8
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Figura 1.5. Representacién de la captacién mediada por receptor.8s

Las caracteristicas de las particulas contribuyen activamente a las interacciones
con el medio a través de: (a) la promocidén de la adsorcion de iones, proteinas,
materiales orgdnicos naturales y detergentes; (b) la formaciéon de la doble capa
eléctrica; (c) la disolucion; o (d) la minimizacidén de la energia libre superficial por
reestructuracion de la superficie.8? %0 Por ofra parte, las fuerzas atractivas no especificas
que promueven el contacto celular y la captacion de particulas, surgen a partir de
ciertas caracteristicas intrinsecas de los nanomateriales como la carga superficial, la
hidrofobicidad, y la rugosidad, tal y como se puede observar en la Figura 1.5. Este es
un mecanismo especifico a nivel bioldgico para las particulas que interactian con la
superficie de la membrana. Las caracteristicas intrinsecas de las NPs que promueven la
union superficial  (rugosidad, hidrofobicidad, carga catidénica) generalmente
conducen a fuerzas de enlace no especificas (marcadas con asteriscos). Mientras que
las interacciones ligando-receptor especificas conducen generalmente a la absorciéon

endocitica.?

La carga superficial juega un papel importante en las interacciones de las
particulas con los grupos de las cabezas polares de los fosfolipidos con carga o con los

dominios de proteinas presentes en las superficies celulares.?2 Si bien la presencia de
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cargas positivas o negativas en una NP tienen influencia en las interacciones que se
establecerdn con un sistema bioldgico, aquellas con carga positiva generalmente
ejercen efectos mas fuertes que sus contrapartes anidnicas. Al considerar el papel de
la hidrofobicidad en la absorcion celular, ésta se complica por la posible hidrataciéon
de la superficie de la particula y/o de la membrana celular. Esta situaciéon da lugar a
una serie de interacciones dindmicas, las cuales se determinan por la intensidad de los
enlaces formados entre las moléculas de agua vy la superficie del material en relacion

a los enlaces formados entre las propias moléculas de agua.ss

1.6. Ejemplos de sistemas modelos de membrana celular.

Los modelos de membrana celular son sistemas en los que la organizacion de los
lipidos imita la disposicion de los lipidos en las membranas celulares naturales. Las
bicapas lipidicas soportadas (SLBs: Supported Lipid Bilayers, en inglés), las monocapas
de lipidos y los liposomas, son ampliamente utilizados como sistemas modelos de

membranas lipidicas artificiales.?3-95

Membrana Celular

Figura 1.6. Esquema de una biomembrana, que representa la asimetria de lipidos de membrana, asi como
microdominios enriquecidos en lipidos particulares y aquellos inducidos por proteinas de membrana.? Sistemas modelo
de membrana que imitan la disposicién de los lipidos en una membrana celular: (a) Bicapas Lipidicas Soportadas (SLBs);

(b) Monocapas lipidicas; (c) Liposoma.

Capitulo 1 19



1.6.1.Bicapas lipidicas soportadas (SLBs).

Las SLBs son bicapas lipidicas formadas sobre soportes sélidos atdmicamente lisos
como elssilicio o la mica (Figura 1.6a). Generalmente, las SLBs se forman por la fusion de
vesiculas de lipidos en estos soportes sélidos o pueden formarse a través de la técnica
de Langmuir-Blodgett (LB) o también por una combinacion de las técnicas LB vy

Langmuir-Schaeffer (LS).

En la técnica de fransferencia LB,?4 75 existen diferentes disenos para la deposicion
de films sobre un sustrato sélido cuya eleccion depende del tipo de superficie que se
desee obtener (superficie con los grupos hidrofilicos o hidrofébicos del film expuestos).
Para realizar transferencias LB es necesario formar un film monomolecular en la
interfase agua/aire empleando una balanza de Langmuir, para esto un sustrato se
sumerge en la subfase antes de la formaciéon de una monocapa de Langmuir en la
subfase; la monocapa de Langmuir se transfiere después levantando verticalmente el
sustrato a fravés de la monocapa. En la técnica de LS,? un sustrato hidrofébico se
dispone horizontalmente a la interfase; la monocapa se fransfiere sobre el sustrato
hidrofébico por contacto con la monocapa de Langmuir por un determinado periodo
de tiempo (30-60 seg). En la técnica de transferencia combinada, la primera capa es

transferida por la técnica LB y la segunda por la técnica LS.77. 98

Los cambios en la estructura, morfologia y quimica de la superficie de las SLBs
después de la interaccién con farmacos o sistemas de liberaciéon de fdrmacos,
nanoparticulas, proteinas, etc., pueden ser investigados utilizando diversas técnicas,
tales como la dispersion de rayos—X, la microscopia electrénica de barrido (STM), la
microscopia de fuerza atodmica (AFM), microscopia electrénica de transmision (TEM),
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y espectroscopia de

fotoelectrones de rayos—X (XPS).102. 103

1.6.2.Monocapas Lipidicas.

Las monocapas lipidicas se pueden formar en la superficie de la interfase

agua/aire usando una balanza de Langmuir (Figura 1.6b). En el sistema modelo de
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Langmuir varios pardmetros tales como la composicion de lipidos, de la subfase, y la
temperatura pueden elegirse para imitar las condiciones bioldgicas.04 105 Ademds, las
monocapas lipidicas estdn muy bien definidas, son estables, y fienen un arreglo
bidimensional (2D) homogéneo con geometria plana. Tipicamente, la interaccion de
nanoparticulas, de un sistema de liberacion de fadrmacos y de proteinas con lipidos se
puede investigar de dos maneras, ya sea formando monocapas mixtas o bien

realizando estudios de penetracion en monocapas.

Ademds de estudiar las variaciones en la presion de superficie (n), se pueden
evaluar cambios en el potencial de superficie (AV) y cambios en la topografia de los
flms en la interfase aire/agua mediante microscopia de dngulo de Brewster (BAM:
Brewster Angle Microscopy, en inglés).106 107 |Los cambios en topografias son
importantes de considerar cuando se quieren comparar los resultados obtenidos a
través de modelos experimentales con lo que ocurre en sistemas bioldgicos dado que
las restricciones impuestas por el ordenamiento en una superficie condicionan el tipo
de interacciones que se establecen. La BAM permite el estudio in siftu de las
monocapas de Langmuir en la interfase fluida. Esta técnica no utiliza sondas (tal como
se requiere en la microscopia de fluorescencia) o cualquier otra modificacién de la
muestra para su andlisis; por lo tanto, se asegura que la monocapa a andlizar se
encuentfre en su estado original. Una monocapa lipidica después de la interaccion
con nanoparticulas, fdrmacos o proteinas, puede ser transferida a una superficie sdlida
lisa molecularmente, tal como el silicio o la mica por la técnica LB o LS. Esta monocapa
transferida puede caracterizarse por varias técnicas microscopicas para investigar los
efectos de la interaccién de las nanoparticulas, los fdrmacos o las proteinas en los

lipidos de la superficie.

1.6.3.Liposomas

Los liposomas son vesiculas lipidicas esféricas con un compartimento acuoso

inferno (Figura 1.6c).'%® Se pueden preparar fres diferentes tipos de liposomas

unilamelares: pequenos (20-50 nm), grandes (50-100 nm) o gigantes (10-100 micras)

(SUVs, LUVs, o GUVs). Los GUVs son los que estdn cerca del famano de una célula real.
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Tipicamente, los SUVs y los LUVs se preparan disolviendo los lipidos en disolventes
orgdnicos (por ejemplo una mezcla de cloroformo:metanol), a continuacién, se
evaporan los disolventes bajo vacio para formar un film delgado de lipidos en el
recipiente donde estdn contenidos. Las peliculas lipidicas secas se hidratan en un
buffer deseado para formar vesiculas multilamelares (MLVs). La suspensidon de MLVs se
somete a agitacion seguida de sonicacion. Posteriormente las MLVs pueden ser
sometidas a ciclos de congelaciéon/descongelacion que otorgan mayor estabilidad a
las estructuras autoensambladas .19 Para la obtencién de LUVs es necesario extrudir las
MLVs. Para esto se hace pasar la suspension de MLVs a fravés de un poro de tamano
definido presente en un extrusor. Las SUVs se obtienen sometiendo a las MLVs a

ultrasonicacion generalmente empleando sonicadores de punta de alta potencia.

Los GUVs son preparados por electroformacion.!012 En este método, la pelicula
de lipido se seca bajo un campo energético oscilante. Tipicamente, un generador de
onda estandar se utiliza para aplicar 1 V a 10 Hz entre los electrodos sobre el que una
pelicula fina de lipidos se ha secado en presencia de agua para formar GUVs. Los
liposomas son muy adecuados para la investigacion de la permeabilidad de farmacos
individuales o bien contenidos en sistemas de liberacién de drogas (drug delivery
systems), ya que la composicioén, la estructura y la dindmica de los fosfolipidos pueden
ser completamente confroladas; ademds, son generalmente aceptados como
modelos para estudios in vifro de las propiedades y estructura de las membranas
celulares.'%8 113 Asimismo, permiten el uso de varias técnicas espectroscdpicas, como la

fluorescencia y espectroscopia Raman, para estudiar las interacciones biofisicas.

No obstante, para un gran nUmero de técnicas superficiales, como la
microscopia de fuerzas atdmicas (AFM) que permiten el estudio morfolégico y de
propiedades mecdnicas, es imprescindible la inmovilizacion de las bicapas lipidicas

sobre una superficie sélida. 14116

Existen diferentes métodos para inmovilizar fosfolipidos sobre sustratos sélidos para
obtener una bicapa soportada.!# 115 117 Entre los mds divulgados, se encuentra la
transferencia secuencial de dos monocapas desde la interfase agua/aire por medio
de la técnica de Langmuir-Blodgett (LB) y Langmuir-Schdfer (LS).?3 por esparcimiento

de bicapas''® y por fusion de vesiculas.'? Si bien las dos primeras técnicas (LB y LS) son
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muy Utiles, se requiere un equipamiento especial (Balanza de Langmuir-Blodgett) y un
riguroso estudio de las condiciones para realizar una transferencia éptima, por lo que
entonces, se han desarrollado estrategias mds sencillas. Siendo, el método de fusion de
vesiculas el mds ampliamente utilizado, el cual implica la adhesién y ruptura de las
vesiculas preformadas sobre una superficie suficientemente hidrofilica, permitiendo de
esta manera, en este caso, la construccidon de bicapas lipidicas soportadas para el

estudio de interacciones con AgNPs mediante AFM.

En las Ultimas décadas, la microscopia de fuerzas atdmicas (AFM), se ha
transformado en una herramienta esencial para la caracterizacion de superficies de
materiales y posee una alta resolucion, lo que permite visualizar la materia a nivel
atémico. Esta técnica ha trascendido su utilidad primaria para visualizar superficies a
escalas pequenas, hasta utilizarse como instrumento de escritura para disenar patrones
nanométricos sobre superficies, y medir diferentes propiedades superficiales
(magnetismo, conductividad, fuerzas de adhesiéon, etc.) en forma local en superficies

de muestras no conductoras.

Una de las principales ventajas de las microscopias de barrido de sonda (SPMs),
dentro de las que se encuentra nuestra técnica de interés, AFM, respecto a otras
técnicas de caracterizaciéon superficial a nivel micro y nanométrico (por ejemplo
microscopia de barrido electrénico, SEM; y microscopia de transmision electrénica,
TEM), es que las SPMs son técnicas no destructivas que pueden operar en casi
cualquier ambiente incluyendo aire, liquido y vacio. Ofra ventaja, es que en la
mayoria de los casos no hace falta ningun tratamiento especial de la muestra para

poder realizar el andlisis.

Estas técnicas de caracterizacion permiten que las muestras a analizar puedan
permanecer en su ambiente natural (se puede trabajar en aire, bajo atmdsfera de
nitrdgeno o argdn, en medio liquido acuoso, etc.), lo cual es una gran ventaja frente a
ofras técnicas en las que se requiere, por ejemplo, trabajar en vacio. En cualquiera de
los medios en los que la muestra esté, el sistema se puede termostatizar entre
temperatura ambiente y 250°C, haciendo que su gran potencial para investigar
muestras biolégicas se extienda en un rango tal, que va desde células hasta moléculas

Unicas, fales como ADN o gran variedad de proteinas. Los microscopios trabajan
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grabando digitalmente la topografia de un material (o de una muestra depositada en
un substrato) para posteriormente procesar esta informacion y obtener, tanto medidas
de rugosidad superficial (microscopio interferométrico y AFM), altura de capas o
defectos como la forma y la distribucion de los objetos o de las estructuras
encontradas en la superficie. También permite la medida cuantitativa de diferentes
propiedades de los materiales, como, por ejemplo, la respuesta mecdnica bajo fuerzas
de compresidn con resolucion en el rango de los piconewtons (modo Espectroscopia
de Fuerzas), la deteccion y presencia de dominios magnéticos (modo MFM), la
deteccion de cargas estaticas superficiales (modo Potencial de Superficie SPFM), el
confraste composicional de diferentes materiales (medida de fase), cambios en

fuerzas de friccion (LFM), etc.120

Todo lo que se describe en este capitulo sirve para dar un marco sobre Ias

motivaciones y sistemas que se estudiardn en el presente Trabajo de Tesis Doctoral.

Como objetivo general se plantea, el estudio de las interacciones de
nanoparticulas de plata con sistemas modelo de biomembrana tales como las
monocapas lipidicas formadas en una balanza de Langmuir vy las bicapas lipidicas
soportadas sobre sustratos sdlidos. Se buscard comprender los factores que intervienen
en la adsorcidn/insercién de las nanoparticulas de acuerdo a la naturaleza quimica del
modificador superficial de las nanoparticulas, su cubrimiento, su estructura, su carga vy

las caracteristicas del sistema modelo de biomembrana.

En cuanto a los objetivos especificos se pretende sintetizar nanoparticulas de Ag
con modificadores superficiales que permitan su solubilidad en medios acuosos. Se
buscard la caracterizacién fisicoquimica de estas nanoparticulas mediante distintas
técnicas de andlisis de superficie. Se estudiard también la adsorcién de las moléculas
empleadas como modificadores superficiales de las nanoparticulas en superficies
planas ordenadas de plata para interpretar y discutir sus propiedades fisicoquimicas,
composicidon y estructura. Para la construcciéon de sistemas biomiméticos se preparardn

bicapas lipidicas de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) por fusion de vesiculas sobre mica
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para estudiar la adsorcion/insercion de las nanoparticulas en las distintas regiones de la
bicapa tales como bordes, defectos y zonas planas mediante microscopia de fuerzas
atodmicas (AFM). En el caso de usar como sistema modelo de biomembrana las
monocapas soportadas de DMPC en |la balanza de Langmuir se pretende comprender
el rol del orden/desorden de la monocapa en funcidén de la presidn lateral aplicada
pudiendo cuantificar las interacciones de las nanoparticulas en la subfase acuosa con
la monocapas lipidicas a través de las isotermas de adsorcion y las imagenes de

microscopia de dngulo de Brewster (BAM).
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Capitulo 2

Seccion experimental

En este capitulo se van a describir y explicar brevemente las
caracteristicas generales de las diferentes técnicas experimentales empleadas,
los métodos de caracterizacion, como asi también los equipos y las
condiciones de operacidon de cada uno de ellos. Se discutirdn con mayor

detalle las técnicas mds relevantes y con las que se trabajé para esta tesis.

2.1. Técnicas electroquimicas.

Una de las técnicas experimentales empleadas para este trabajo de tesis,
fue la electroguimica; la cual estudia los fendmenos eléctricos y quimicos a
nivel de la interfase metal-solucion. Por lo general, en los sistemas
electroquimicos se estudian los procesos y factores que afectan el fransporte
de carga a fravés de la interfase, por ejemplo, entre un conductor electronico

(un electrodo) y un conductor idnico (un electrolito). La carga es transportada
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a fravés del electrodo por el movimiento de los electrones, mientras que en el

electrolito, la carga es transportada por el movimiento de los iones.'-3

En la interfase metal-solucién ocurren dos tipos de procesos, cuando se
aplica un potencial eléctrico y las cargas circulan a través de la misma (Figura
2.1). Estos procesos pueden dividirse en: faradaicos y no faradaicos. Los
primeros involucran una transferencia de carga neta entre el metal y la
solucion (o moléculas presentes en la misma), la cual asocia un proceso redox
(oxidacion-reduccidn), en el que la cantidad de reaccidén quimica (especies
reducidas/oxidadas) causada por el flujo de corriente es proporcional a la

cantidad de electricidad circulada por la interfase.
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Figura 2.1. Esquema general de los fendmenos que ocurren en la superficie de un electrodo. Imagen

extraida de la Tesis doctoral de M. A. Daza Millone .4

Los otros fipos de procesos que pueden ocurrir son la adsorcidn o
desorcion de sustancias, donde la estructura de la interfase electrodo-soluciéon
puede cambiar con la variacion del potencial o con la composicion de la

soluciéon. Estos procesos no faradaicos, donde no hay un proceso neto de
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transferencia de carga dan origen a la denominada “corriente de doble
capa” la cual se manifiesta en los experimentos electroquimicos. Asi de esta
manera, las interfases electrodo-solucion exhiben una capacidad cuya
magnitud refleja la distribucion de iones en el lado de la solucidn de la
interfase. La doble capa de electrolito estd compuesta por la capa de
Helmholtz, una capa de iones y solvente en contacto fisico con el electrodo, y
la capa difusa que es una capa de iones cercana al electrodo, cuya
concentracion se desvia de la concentracion en el seno de la solucion (Figura
2.2).

Plano de Helmholtz interno
‘/— Plano de Helmholtz externo
Cation solvatado

e-\”'/
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&2

-« \ ’ N Solvente
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s .
| Capa Capa difusa

compacta

Figura 2.2. Modelo de la doble capa eléctrica en condicién de adsorcidn especifica de aniones. Imagen

extraida de la Tesis doctoral de M. A. Daza Millone .4

Desde el punto de vista experimental el estudio de las inferfases se realiza
en la configuracion provista por una celda electroquimica, en la cual se
encuenfran al menos dos electrodos, separados por una solucién electrolitica

por donde circula corriente. La diferencia de potencial entre los electrodos
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puede ser modificada por medio de una fuente de potencial externo que
genera la circulacion de una corriente a fravés de las interfases
electrodo/soluciéon en donde pueden ocurrir diversas reacciones quimicas. La
reaccion quimica neta que ocurre en la celda, estd comprendida al menos
por dos hemirreacciones independientes que describen los cambios quimicos

que ocurren en cada electrodo.

Al llevar al electrodo a potenciales mds negativos, es posible alcanzar un
determinado valor de potencial, en donde se transfieren electrones desde el
metal hacia los estados electronicos vacantes de las especies que se
encuentran en soluciéon. En ese caso, aparece un flujo de electrones desde el
electrodo a la solucion (corriente de reduccidn). De forma similar, la energia
de los electrones en el metal (o semiconductor) puede disminuirse aplicando
un potencial mayor; por lo que a un cierto potencial aplicado, los electrones
de las sustancias electroactivas en el electrolito pueden ser fransferidos hacia
el electrodo (proceso de oxidacion). Los potenciales criticos en los cuales estos
procesos ocurren estdn relacionados a los potenciales estandar, E% para las

moléculas presentes en la solucidn.2 3

Para estudiar los cambios en el electrodo de trabajo de una manera
reproducible, se emplea un arreglo experimental de una celda de tres
electrodos (Figura 2.3). En esta configuracion, la corriente circula entre el
electrodo de trabajo y el electrodo auxiliar o confraelecfrodo (CE), que se
fabrica con un material inerte, como por ejemplo Pt. Bajo esta configuracion,
un potenciostato contfrola la tensidn entre el electrodo de trabagjo y el
confraelectrodo de manera de ajustar la diferencia de potencial entfre los
electrodos de ftrabajo y el de referencia, hasta alcanzar el valor
predeterminado de potencial. Esto se logra a través de un circuito
retroalimentado de alta impedancia. De esta forma, el potenciostato es un
elemento activo que condiciona al electrodo de trabajo a alcanzar el
potencial deseado respecto al de referencia y la corriente es el observable

experimental.
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camisa

e
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Figura 2.3. Esquema de la celda de vidrio de tres electrodos empleada. Imagen extraida de la Tesis doctoral
de M.A. Daza Millone 4

Existen diversos métodos de medida para las técnicas electroquimicas,
basadas en el control de las distintas variables: potencial, corriente,
impedancia, tiempo. Por ejemplo, se puede medir la corriente en funcidn del
tiempo o del potencial, manteniendo el potencial constante o varidndolo de
forma predeterminada con el tiempo. En este trabajo de Tesis se empled la
técnica de voltamperometria ciclica, cuya metodologia se describird a

continuacion.

2.1.1. Voltamperometria Ciclica.
Esta técnica permite estudiar las propiedades redox de compuestos

guimicos y de estructuras de la interfase metal-solucién. Es una herramienta

importante para determinar los potenciales redox formales, la deteccion de
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especies presentes en la interfase, el estudio de reacciones de fransferencia

de carga y la evaluacion de la cinética de fransferencia de carga, entre otras.

En la voltamperometria ciclica (CV: cyclic voltammetry, en inglés) se
utiliza una celda de tres electrodos: el electrodo de trabagjo, el electrodo de
referencia y el electrodo auxiliar (o0 contraelectrodo), tal como se describié en
la Figura 2.3. Los potenciostatos utilizados para realizar experimentos de
voltamperometria ciclica permiten aplicar una rampa de potencial
(generalmente una onda triangular) entre el electrodo de frabagjo y el
electrodo de referencia. Es decir, controla el potencial del electrodo de
trabajo referido al de referencia, utilizando una impedancia muy grande de
manera tal que no circule corriente por el electrodo de referencia. La funcion

que se aplica tiene la siguiente forma (Ecuacién 2.1):

Donde E es el potencial en el instante de tiempo t, E; es el potencial

inicial y v es la velocidad de barrido del potencial.

El barrido lineal se genera entre diferentes limites, un potencial inicial E; y
un potencial final E;. Los valores tipicos de v van de 1 x 107° a 1 V 5. A medida
que se modifica el potencial, se registra la corriente que circula entre el
electrodo de frabajo y el confraelectrodo. Se registra mediante el
potenciostato, la densidad de corriente j(j = i/A) que ocurre por la aplicacion
de potencial E, generando un grdfico denominado voltamperograma. En él se
observa diferentes procesos como los de transferencia de carga con especies
electroactivas y los de carga y descarga de la denominada doble capa

eléctrica.?
Las curvas (i vs E) brindan informacion acerca de la naturaleza de las

especies quimicas que pueden cambiar su estado de oxidacién en la solucion,

de los electrodos, y de las reacciones que ocurren en las interfases.
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Para las medidas que se llevaron a cabo en este frabajo de Tesis, se
utilizaron barridos lineales como las que se muestran en la Figura 2.4a. Durante
el barrido de potencial, el potenciostato mide la corriente resultante debida al
potencial aplicado. Este instrumento modifica la diferencia de potencial entre
el ET v el CE vy, debido a ello, circula corriente entre estos electrodos.
Simultdneamente, la diferencia de potencial entre el ET y el ER varia de

acuerdo con el programa lineal que se haya establecido.

(a) (b)

p: t R— O+e"
x 0 &
w bl
E(+)—
Tiempo — 4
0 O+e —R

Figura 2.4. (a) Barrido ciclico de potencial. (b) Voltamperograma ciclico resultante.

Un voltamperograma ciclico se obtiene, si se grafica la corriente
registrada en funcion del potencial aplicado (Figura 2.4b), que depende no
sélo de un gran nUmero de pardmetros fisicoquimicos, sino ademds, del
tiempo. La Figura 2.4b ilustra la respuesta esperada para una cupla redox
durante un ciclo completo de barrido de potencial. En la misma, se supone
que sélo la forma oxidada O, estd presente iniciaimente. De esta manera, se
elige un potencial que se desplaza hacia valores negativos para el primer
medio ciclo, empezando desde un valor en el que no se produce la reaccion
(no hay procesos de fransferencia de carga involucrados). A medida que el
potencial aplicado se aproxima al E° (caracteristico del proceso redox), la
corriente catédica comienza a aumentar, hasta que alcanza un mdaximo.
Después de afravesar la region de potencial en donde tiene lugar el proceso

de reduccidn, la direccién del barrido de potencial, se revierte. Durante el
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barrido inverso, las moléculas R (generadas en el primer medio ciclo, vy
acumuladas cerca de la superficie) son reoxidadas a O y se desarrolla un pico
anddico. Como resultado se obtiene informacién acerca del potencial redox,
las velocidades de reaccidn electroquimica de los compuestos y la
concentraciéon de especies electroactivas. Ademds, es posible distinguir entre
los procesos relacionados con especies adsorbidas sobre el ET y los debidos a
especies en solucion, siendo posible analizar la reversibilidad o irreversibilidad
de los procesos de fransferencia de carga, el nUmero de electrones
transferidos, los coeficientes de difusion y las constantes de velocidad, entre

otros pardmetros.

La densidad de carga eléctrica, g, registrada durante la oxidacién o
reduccion, es uno de los pardmetros cuantitativos que puede exiraerse de las
curvas i vs. E. A partir de la carga pueden obtenerse datos como la fraccion
de la superficie blogueada en procesos de adsorcidn—-desorcidon o el nUmero
de electrones intercambiados por sitio de adsorcion. El cdiculo de la carga

implica la integracién de la siguiente expresion (Ecuacion 2.2):
ty .
q= ft: j(o)dt (2.2)

Donde t es el fiempo vy j la densidad de corriente (expresada por unidad

de dreq).

Teniendo en cuenta la velocidad de barrido v(AE /At), se puede reescribir

la Ecuacion 2.2 como (Ecuacion 2.3):
1 (E, .
q ==, j(E)dE (2.3)

De este modo, a partir de la integraciéon de las curvas j vs. E
(voltamperogramas) entre dos potenciales seleccionados, a una dada v, se

obtiene la densidad de carga expresada en coulombs por unidad de drea.
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2.1.2. Arreglo experimental utilizado en las medidas electroquimicas.

Todas las medidas realizadas durante el desarrollo de este trabajo de
Tesis, se llevaron a cabo mediante el uso de un potenciostato con capacidad
de registro digital de datos, en este caso se empled un Autolab 128n, al cual se
conectdé a una celda electroquimica de tres electrodos como la que se
muestra en la Figura 2.3. En todos los casos, el contraelectrodo (CE) empleado
fue una Idmina de Pt de gran drea soldada a un alambre de Pt, mientras que
los electrodos de referencia (ER) fueron el de calomel saturado (SCE)
(Hg|HgZClz|KCl(Sat)) o un alambre de Ag en los experimentos de deposicidon a
subpotenciales de Ag sobre Au. En algunos casos el electrodo de trabajo (ET)
consistid en un metal con una SAM adsorbida y en otros, Idminas de Ag
metdlica tal como se describird en los capitulos siguientes. Este tipo de celdas,
poseen un burbujeador que permite mantener una atmaosfera saturada en N,
ya que el Oz es una especie electroactiva que puede interferir en las medidas.
Ademds, se emplearon capilares de Luggin-Haber para disminuir la caida

6hmica entre el ER y el ET.

Al realizar experimentos electroquimicos es de especial importancia la
limpieza del material utilizado, ya que cualquier impureza puede causar
interferencias en las medidas debido a la alta sensibilidad de estas técnicas.
Para asegurar la ausencia de contaminantes se lavd el material de vidrio con
solucidon de permanganato de potasio alcalino en ebullicién y luego con
soluciéon dcida de perdxido de hidrégeno o con soluciéon “pirana” (Mezcla de
H2SO4 concentrado y H202 100 vol, en una relacion volumétrica 3:1). Luego, los

materiales fueron enjuagados varias veces con agua tridestilada.
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2.2. Espectroscopia de fotoelectrones generados por rayos X (XPS).

La espectroscopia de fotoelectrones generados por rayos X (XPS: X-ray
photoelectron spectroscopy, en inglés), llamada en sus inicios espectroscopia
electréonica para andlisis quimico (electron spectroscopy for chemical analysis,
ESCA), se basa en el efecto fotoeléctrico, descubierto en 1887 por H. R. Hertz y
cuyas bases tedricas fueron explicadas por A. Einstein en 1905, quien se basd
en los frabajos de Max Planck para su formulacién. Sin embargo, recién en la
década de 1960 se desarrolld su uso analitico, gracias a los trabajos pioneros
del grupo de K. M. Siegbahn, quien obtuvo por ello el Premio Nobel de Fisica

en 1981 por sus contribuciones al desarrollo de la espectroscopia electronica.

La capacidad de detectar diferencias en los estados quimicos junto con
la sensibilidad superficial ha hecho que esta técnica espectroscodpica sea la
mdas aplicada para el andlisis general de superficies. Puede detectar todos los
elementos, excepto el hidrégeno vy el helio. La profundidad de andlisis de los
materiales sdélidos varia desde las 2 Ultimas capas atdmicas hasta
aproximadamente 10 capas, es decir, aproximadamente los primeros 10-20
nm; con un tamano de drea examinada minima de unos 30 um x 30 um. Es
aplicable a materiales orgdnicos, bioldgicos y poliméricos asi como también
metales, semiconductores y cerdmicos. Es una técnica no destructiva aunque
hay casos en los que el haz de rayos X puede danar la muestra, sobre todo si

ésta es de naturaleza orgdnica.

El proceso bdsico de esta espectroscopia es la absorcion de un cuanto
de energia (hv) con la consecuente eyeccidn de un electrén, conocido como
fotoelectron, cuya energia cinética (referida a un cero de energia apropiado)
estd relacionada con la energia de ligadura del electrén al dtomo blanco
(efecto fotoeléctrico). En este proceso el fotén incidente transfiere su energia
por completo al electron unido y se logra la identificacion del elemento a
través de la medida de la energia de los electrones que se desprenden de la
muestra sin pérdida de energia. Esto da como resultado espectros de energia
gue permiten la identificacion del dtomo en sus distintos estados de oxidacion

con la posibilidad de realizar medidas cuantitativas.
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En la region de energia de los rayos X (de 0.1 KeV a 0.1 MeV) los fotones
son capaces de interactuar con los electrones de la estructura interna de los
atomos y detectar asi con mucha sensibilidad distintos estados quimicos de los
elementos, a excepciéon del hidrogeno y el helio, tal como fue mencionado.
No ocurre lo mismo con, por ejemplo, los fotones con energias en el rango del
espectro UV-visible los cuales interactian con los electrones mds externos que
estdn involucrados en las uniones quimicas y no en la estructura electréonica
inferna de cada dtomo en particular. Por este motivo estos Ultimos, carecen

de utilidad para la identificacion elemental .57

Cuando un fotén de suficiente energia colisiona contra un electrén de un
nivel electronico interno de una especie atdmica X, produce un electrén que

es eyectado en un proceso conocido como fotoemision (Ecuacion 2.4):
AS 4ty e (2.4)
De acuerdo al principio de conservacion de la energia (Ecuacion 2.5):
E(A)+hv=E(AY) + E(e”) (2.5)

Como la energia del electron eyectado estd presente Unicamente como
energia cinética Ex, la Ecuacién 2.5, se puede reescribir de acuerdo a

(Ecuacion 2.6):
Ex(e”) = hv —[E(A") — E(A)] (2.6)

El término entre corchetes representa la diferencia de energia entre el
dtomo ionizado y el neutro y se denomina energia de unién o ligadura del
electrén, Es, y la relacion que las vincula es la ecuacion de Einstein para el
efecto fotoeléctrico (Ecuacion 2.7):

E, =hv —Ep (2.7)

De acuerdo a la ecuaciéon 2.7, conociendo la energia de la radiacion

emitida por la fuente de rayos X, hv, es posible determinar la medida de Es a
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partir de Ex. Para ello, es necesario contar con una fuente de radiacion
monocromdtica, un espectrometro de electrones y una cdmara de ultra alto
vacio (UHV: ultra high vaccum, en inglés) con presiones alrededor del orden
de 100 Torr. Las cdmaras que se emplean son de acero inoxidable dentro de
las cuales se colocan los diferentes componentes, asi como también las

muestras en un portamuestras de un material inerte (Figura 2.5).

La energia de los fotoelectrones se determina por la deflexion de un
campo electrostatico o magnético. El sistema de deteccion se basa en el
empleo de multiplicadores electronicos, denominados channeltron. Este tipo
de amplificador consiste en un tubo de alta resistividad con una abertura
coénica, donde los electrones incidentes crean una lluvia de electrones
secundarios que al golpear contra las paredes del tubo vuelven a crear mds

electrones secundarios, alcanzando una ganancia de 108,

Andlizador de energia

Monocromador

Muestra

Cémara de g
'\_‘ UAV i

Figura 2.5.Esquema bdsico de funcionamiento de un espectrometro para XPS.
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La muestra sélida objeto de andlisis debe estar en contacto eléctrico con
el espectrometro y ser conductora; evitando asi que se cargue por la emision
de electrones respecto del espectrometro y genere en la superficie un campo
eléctrico retardador. El andlisis de los materiales sélidos, dependerd de su

naturaleza y del espesor de la muestra.

Las medidas de XPS se inician adquiriendo un espectro de baja resolucion
en una amplia regidon de energias (survey o wide scan), en el cual se observan
una serie de picos de fotoelectrones que expresan las Es discretas de los
electrones presentes en la muestra sélida, es decir, de todos los fotoelectrones
emitidos por los elementos presentes en la muestra cuya Es sea menor a la
energia de la fuente de rayos X. Los picos del espectro obtenidos, pueden
dividirse en tres grupos: los picos de fotoemision de niveles internos (descriptos
anteriormente), los correspondientes a niveles de valencia y aquellos causados
por la emisidn tipo Auger. Los picos de valencia aparecen a bajas energias de
uniéon (0 — 20 eV) formando una estructura de banda. Por ofro lado, después
de la emisidon de un electréon interno, como por ejemplo los 1s de la capa K,
qgueda un hueco en la estructura. El hueco puede ser llenado por un electron
de la capa L o de la banda de valencia V, llevando la energia de ofro
electron L o V. Este proceso denominado Auger constituye la desexcitacion
dominante en elementos livianos (Z < 35). Los picos Auger se pueden identificar

facilmente ya que no dependen de la fuente de radiacidon empleada.

Es necesario tener en cuenta una serie de factores en la cuantificacion
de elementos a través de los espectros de XPS. Uno de ellos es que, las
intensidades de los picos de los diferentes niveles energéticos (para un mismo
atomo) no son iguales, debido a que la probabilidad de fotoeyeccion desde
cada orbital (denominada seccidon transversal de fotoionizacion, o) es
diferente. La probabilidad también varia para un orbital dado en diferentes
dtomos y depende de la energia de los rayos X utilizados. Por otra parte, a
excepcion de los subniveles s, los ofros subniveles (p, d, f) aparecen en el
espectro como dobletes como consecuencia del acoplamiento spin—orbital (j
- j) vy la diferencia de energia enfre los dos estados.5> & Cuando existe

interferencia por distintas conftribuciones de picos de una misma senal, se

Capitulo 2 43



debe hacer un ajuste adecuado mediante un modelo fipicamente creado

por medio de curvas Gaussianas/Lorentzianas (deconvolucion).

Entonces, resumiendo lo descrito hasta ahora, el niUmero de picos en el
espectro corresponde al nimero de niveles de energia ocupados en los
atomos cuyas Es son menores que la energia de los rayos X y la posicion de los
picos corresponde a las Es de los electrones en los orbitales e identifica a los
dtomos en cuestion. Las intensidades de los picos dependen del nUmero de
dtomos presentes y del valor de o para el orbital considerado. Todos estos
factores dependen de la consideracion de que los electrones se comportan
como particulas independientes, es decir, los niveles de energia de uno de
ellos no es afectado por los otros electrones internos “pasivos” (no foto-

eyectados).

No obstante, cabe mencionar que la energia de unidén exacta, Es, para
un electron en un elemento depende del entorno quimico en el que se
encuentra dicho elemento, lo que se denomina “corrimiento quimico” (por
analogia a la técnica de resonancia magnética nuclear, RMN). En los niveles
internos, la energia del electron que serd eyectado estd determinada por las
inferacciones couldbmbicas con otros electrones y por el potencial de
atraccion del nicleo. Cualquier cambio en el entorno quimico involucra una
redistrioucién espacial en los electrones de valencia produciendo una
variacion en la carga del dtomo y la creacidon de un potencial diferente, que
serd percibido por los electrones internos, lo cual resulta en un cambio en sus
Es. Este hecho quizds es el mds relevante en las aplicaciones del XPS como
técnica andlitica, ya que de este modo, se pueden detectar distintos estados
de oxidacion, atomos vecinos en una molécula, diferentes sitios de adsorcion,

etc.58

Por Ultimo, para la cuantificaciéon de los espectros de XPS, se debe tener
en cuenta dos factores: la intensidad vy la posiciéon de los picos. El ancho de
pico a mitad del maximo (FWHM, full width at half méaximum, en inglés) es un
indicativo del nUmero de enlaces involucrados, de la carga diferencial en la

superficie y de los posibles danos por rayos X. Los criterios a tener en cuenta
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antes de empezar a cuantificar un espectro son: definir un rango de energias,
en el cual la senal pueda ser atribuida a la fransicidon de interés y la correcta
remocion de la senal de fondo que no corresponde al pico elegido. Este Ultimo
criterio, hace referencia a que un pico puede tener contribuciones de la senal
correspondiente a diferentes estados de oxidacién del elemento. Ante este
hecho, es posible realizar una deconvolucidon de la senal en diferentes

componentes.

2.2.1. Condiciones experimentales para la adquisicion de los espectros XPS.

Las medidas de XPS correspondientes a este trabajo de Tesis, se llevaron a
cabo en el INIFTA y estuvieron a cargo del Dr. Guillermo A. Benitez y el Dr. Aldo
A. Rubert (Figura 2.4). Se utiliza una cdmara de ulira alto vacio (UHV) con
presiones del orden de los 1070 torr para disminuir la cantidad de
contaminantes superficiales y asegurar a los electrones eyectados, un camino
liore medio lo suficientemente grande como para que lleguen al analizador sin
chocar con ofras moléculas. Dichos valores de presidn se alcanzan con una
serie de bombas de pre-vacio (rotatorias de aceite) y de vacio (difusoras y
turbomoleculares). Ademds, se calienta la cdmara para evacuar los gases
adsorbidos en un proceso conocido como horneado. Las muestras se colocan
en un portamuestras de material inerte y se infroduce en la cdmara a través
de un manipulador. Estas cdmaras son de acero inoxidable con juntas

metdlicas correctamente selladas.

La fuente de rayos X proviene del bombardeo con electrones a blancos
de Mg o Al (XR50, SpecsGmbH), que actlia como danodo. La energia de los
rayos X (blandos) emitidos es del orden de 1 keV (para Mg Ka es 1253,6 eV con
un ancho de banda de 0,7 eV y para Al Ka es 1486,6 eV con un ancho de
banda de 0,85 eV). La medida de la energia de los electrones eyectados se
realizé mediante el andlisis de su deflexion en un campo electrostdtico. El
analizador hemiesférico (PHOIBOS 100, SpecsGmbH) aplica un potencial a
través de dos sectores concéntricos y los electrones pasan sin cambio de

energia a lo largo de las lineas equipotenciales. Como sistema de deteccion
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se empled un multiplicador de electrones channeltron. La calibracidon de la
escala de la energia se realizd a dos puntos utilizando oro evaporado (EB =
Audf;;, =84,00eV) y cobre (Ep = Cul2ps/, =933,67eV) como patrones de

referencia.

Controladores

Figura 2.6. Componentes del equipo para las medidas de XPS, utilizado en el INIFTA.4

2.3. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM).

La microscopia electrénica de transmision (TEM) es una técnica que ha
sido fundamental para el desarrollo de la nanociencia y nanotecnologia. Su
invencion se debe al trabajo de M. Knoll y E. Ruska que, en 1931, dio lugar a la
construccion del primer microscopio electrénico. Dada la pequena longitud
de onda de los electrones bajo el efecto de altos voltajes de aceleracién, la
creacidén de un microscopio electronico tenia en sus principales objetivos
mejorar la resoluciéon de un microscopio Opftico, limitada en Ultima instancia
por la longitud de onda de la luz visible o ultravioleta. En el ano 1933 se obtuvo,
por primera vez, un microscopio electrénico con una resolucion superior a la
de un microscopio optico.? A partir de ese momento, el limite de resoluciéon del
microscopio electronico fue aumentando a lo largo de los anos. Sin embargo
el limite mdaximo alcanzable no estd determinado por la corta longitud de
onda de los electrones. Los errores de las lentes magnéticas utilizadas en el

microscopio limitan la resolucion del mismo por encima de 0.1 nm. Para una
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descripcion mds detallada del funcionamiento de este equipo, se puede

consultar el texto de Carter y Williams.10

En la Figura 2.7b se muestra un esquema de un microscopio electrénico
convencional. El TEM estd compuesto por un sistema de iluminacidon, una
plataforma para la muestra, una lente objetivo, un sistema de magnificaciéon y
un sistema de recoleccidon de datos. Las lentes son magnéticas y al variar la
corriente que circula por ellas se cambia el campo magnético generado por
la lente vy, por lo tanto, se modifica la deflexion de la trayectoria de los
electrones que pasen por ella. La fuente de electrones es la parte principal del
sistema de iluminacidn. Tipicamente se utiliza un candn de emisién termoidnica
de LaB¢ o un candn de emision de campo (field emission gun, FEG).
Regularmente todos los microscopios actuales se fabrican con canones FEG,

por mayor brillo y coherencia que los de emision termoidnica.©

(b) Cafion de electrones

Lente condensadora 1
Lente condensadora 2

Apertura de .
difraccion de area Lentes de difraccion
selecta (SAD) Lentes intermedias
Lente proyectora 1
Biiscilsiie Lente proyectora 2

Pantalla fluorescente

Figura 2.7. (a) Equipo TEM del Centro Atdmico de Bariloche. (b) Esquema bdsico de un TEM.
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El sistema de iluminacién también incluye las lentes condensadoras que
contfrolan el haz que sale de la fuente de electrones y llega a la muestra.
Puede producir un haz paralelo (para utilizar el modo TEM) o bien un haz
convergente. La lente objetivo es una de las partes mds importantes del TEM
ya que determina el limite de la resolucion de la imagen. Consiste en piezas
polares que se ubican en el nivel de la muestra. El sistema de magnificacion
consiste de lentes intermedias y lentes de proyeccién y dan una magnificacion
de hasta 1,5 millones. El sistema de recoleccidn de datos puede ser una

pantalla fluorescente o bien un dispositivo CCD.

La senal en TEM es formada por los electrones no deflectados y 1os
deflectados que penetran el grosor de la muestra. Las imdgenes estdn sujetas
a tres tipos de contrastes. Primero, el contraste de difraccion, que es producido
debido a la disposicion general de los dtomos en el cristal, por lo que la
intensidad difractada del haz incidente de electrones es perturbado,
produciendo el contraste observado en imdgenes de campo claro (bright
field, BF) si se selecciona la porcidén del haz transmitido, o las imé&genes de
campo oscuro (dark field, DF) si se selecciona el haz deflectado. En segundo
lugar, el grosor de la muestra, que debido a la masa o el nUmero atémico
produce confraste. Sin embargo, se considera que este tipo de absorcion es
insignificante. Este tipo de contraste es Util en muestras bioldgicas o al utilizar
otro tipo de detectores. Por Ultimo, el contraste de fase, que es producido por
la modulacion de fase de la onda de electrones incidentes cuando son
transmitidas a través del potencial del cristal. Este tipo de contraste es sensible
a la distribuciéon atdmica en la muestra y es la base de la microscopia

electronica de transmision de alta resolucién (high-resolution TEM, HRTEM).10. 11

Las imdgenes TEM que se muestran en este trabajo de Tesis, fueron
adquiridas con un microscopio Phillips CM 200 UT y un FEI TECNAI F20 "field
emission” operado a 200 keV, ubicados en el Laboratorio de Materiales del
Centro Atdmico Bariloche - Instituto Balseiro y estuvieron a cargo de la Dra.
Eugenia Zelaya. Las medidas se realizaron a temperatura ambiente. Las rejillas
con pelicula de C ultradelgada empleadas fueron suministradas por la firma

Ted Pella y usadas sin trafamiento previo. Para todas las imdgenes adquiridas
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en esta Tesis, las muestras se prepararon mediante la evaporaciéon de 2 o 3

gotas de las dispersiones de AgNPs sobre las rejillas.

2.4. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis).

La espectroscopia UV-vis es una de las técnicas mds comUnmente
empleadas para el andlisis quimico de una muestra. Las medidas hechas en el
rango de longitud de onda entre el visible y el ultravioleta (Figura 2.8), tienen
una importante aplicacion en la caracterizacion de materiales debido a que
ofrecen informacién cualitativa y cuantitativa de una gran variedad de
especies inorgdnicas y orgdnicas. Para que dentro del rango del espectro de
luz visible, longitudes de onda (A) entre 380 y 780 nm aproximadamente, una
sustancia sea activa debe ser coloreada, en otras palabras, absorber luz a

ciertas A y tfransmitirla a las restantes A.

Espectro

uv IR

I | | I I
400 500 600 700 800

Longitud de onda /nm

Figura 2.8. Esquema del espectro de luz visible.

Esta técnica involucra la absorcion de radiacién ultravioleta-visible por
una molécula, causando la promocidn de un electron de un estado basal a un
estado excitado. Cuando una radiacién de cierta A incide sobre una muestra
se produce la absorcion parcial de la misma, produciendo una transicion en
los niveles energéticos de la especie Y (ya sea un dtomo, una molécula o un
ion) y pasando a un estado excitado (Y*). El resto de la radiacion es
transmitida. Es posible analizar un estado u ofro de la sustancia y relacionarlo

con la cantidad de especie activa presente en la muestra. Debido a que se
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superponen transiciones vibracionales y electréonicas, las bandas que
aparecen en un espectro UV-visible son anchas. Ademds, la excitacion
corresponde a los electrones de enlace; en consecuencia, los picos de

absorcién pueden correlacionarse con los tipos de enlaces.?

Por ofro lado, esta técnica se puede aplicar tanto para andlisis cualitativo
como cuantitativo. Los andlisis cudalitativos son Utfiles para identificar la
presencia de ciertos grupos funcionales que actian como cromoforos,
mientras que los andlisis cuantitativos emplean la ley de Lambert-Beer para
determinar la concentracidon de la sustancia que absorbe a fravés de la

cantidad de radiacidn transmitida o absorbida, de acuerdo a la ecuacion 2.8:

A=—logT =¢.b.c (2.8)

Donde A es la absorbancia medida, € es el coeficiente de extincidn

molar; b, el camino optico y ¢, es la concentracion de la muestra (M).12

Los espectros ultravioleta-visibles (UV-Vis) que se muestran en este trabajo
de Tesis, fueron medidos con un espectrofotdbmetro Perkin Elmer Lambda 35 de
doble haz. Los espectros fueron adquiridos en el rango de longitudes de onda
200-700 nm utilizando celdas de cuarzo provistas por Perkin Elmer. Como

referencia se utilizd agua Milli-Q o buffer fosfatos 10mM a pH 7.4.

2.5. Microscopia de fuerzas atémicas (AFM).

Las microscopias de barridos por sondas (SPMs: Scanning Probe
Microscopies, en inglés), consisten en una familia de microscopias donde una
sonda de radio de curvatura muy pequeno (punta) barre la superficie de una
muestra, monitoreando las interacciones que ocurren entre la punta y la
muestra. Estas microscopias son una herramienta de imagen con un amplio
rango dindmico, que abarca desde los campos de observacidon de los
microscopios optico y electréonico. Tales herramientas dan la posibilidad de

realizar andlisis detallado de propiedades morfoldégicas, mecdnicas, quimicas,
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entre otras, de la superficie estudiada, con resoluciones que en algunos casos

son mayores que las logradas en microscopia electréonica.

Las nuevas tecnologias basadas en nanociencias, se han apoyado en
estos instrumentos para obtener imdgenes aumentadas de unos pocos grupos
de dtomos, cuyo orden obedece a la naturaleza misma o a la manipulacion
deliberada, a la cual se ha accedido gracias al desarrollo de la

nanotecnologia.

Las dos principales formas de SPMs son la microscopia de barrido de
efecto tunel (STM: Scanning Tunneling Microscopy) y la microscopia de fuerzas

atémicas (AFM: Atomic Force Microscopy).

La microscopia de fuerza atémica (AFM), creada por Binnning y col., en
1986; se basa en las interacciones entre puntas sensoras y superficies. La AFM
no utiliza lentes de vidrios o magnéticas, para producir una imagen de la
muestra sino que se escanea la superficie por medio de una punta afilada
(sonda). La resolucion del AFM tiene una gran dependencia con la geometria
o forma de la punta. La interaccidén local entre la punta vy la superficie de una
muestra, proporciona imdgenes fridimensionales de superficies con alta
resolucién espacial en tiempo real. El tipo de fuerza de interacciones que hay
entre la muestra y la punta son pequenas de corto alcance, y pueden ser de
dos tipos, de adhesion y repulsion, con un orden de distancia de alcance
aproximadamente de 1x107 y 1x1010 m, respectivamente. Las ventajas que
presenta en comparacién con ofras microscopias, es que trabaja con
muestras no conductoras (cerdmicos, muestras bioldgicas, entre otras) y no
requiere de un pre-tfratamiento de la muestra; y en distintas condiciones,
como liquidos con o sin potencial controlado, en aire o atmdsfera controlada,
permitiendo medir la muestra in situ. Ademds, es posible variar la temperatura
de operacion, aunque lo mds habitual es operar a temperatura ambiente.
Asimismo, el AFM es una de las pocas herramientas capaz de brindar
informaciéon espacial acerca de una superficie en las coordenadas X, Y y Z con
suma precision en la escala nanométrica. Por ejemplo, la adsorcion de

materiales sobre la superficie, la erosion de una superficie o cambios en la
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rugosidad por la accidén de un agente pueden ser cuantificados mediante

esta técnica.

Esta microscopia constituye un gran avance en especial para la
observacion de muestras de origen biolégico, ya que se pueden estudiar
estructuras en un entorno semejante al que se encuentran naturalmente
(medio acuoso), en lugar de sufrir un proceso de metalizacion como se

procede en las microscopias electréonicas.

Ademds de su gran poder para la obtencién de informaciéon topografica,
el AFM es una herramienta muy versdatil que hoy en dia goza de una enorme
ramificacion en distintas técnicas derivadas. Entre ellas cabe destacar la
nanolitografia, la espectroscopia de fuerzas, la microscopia de fuerzas de

friccion (FFM) y la microscopia de fuerzas eléctricas (EFM) magnéticas (MFM).

2.5.1. Operacion del AFM.

El AFM (en modo contacto) utiliza las fuerzas repulsivas entre la punta
situada en el extremo de un cantiléver y la muestra. Por razones de diseno y de
construccion, en el AFM que se utilizd en esta tesis la muestra es montada en el
piezotubo que se desplaza en relacién a la punta, que permanece fija. Las
fuerzas repulsivas experimentadas por el sistema punta-muestra, son medidas
mientras la muestra se acerca a la punta mediante el registro de la deflexion
del cantiléver. La deflexién puede ser medida por diversos métodos (deflexidon
Sptica, interferometria, piezoresistividad), pero la deflexion optica es la mds
utilizada. De este modo, la variacion espacial de las fuerzas repulsivas punta-
muestra (deflexién del cantiléver) o la altura de la punta es convertida en una

imagen.'3

El cantiléver se dobla hacia la superficie cuando la fuerza es atractiva, y
en sentido contrario cuando la interaccién es repulsiva (Figura 2.9). Cuando la
muestra se aproxima hacia la punta en un régimen en el cual éstas no se

tocan, la atraccidén debido a las fuerzas de van der Waals (vdW) dobla el
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cantiléver hacia ésta (B en Figura 2.9). En un cierto punto (salto al contacto) la
punta “salta” sobre la superficie de la muestra, estableciendo contacto con la
muestra (S en Figura 2.9). Cuando la muestra ain continia moviéndose hacia
la punta, el cantiléver se deflecta como consecuencia de que estd tocando
la muestra. Bajo estas circunstancias, la punta y la muestra pueden sufrir

deformaciones reversibles (eldsticas) o irreversibles (plasticas).

Acercamiento +===- ( ?
A A

Retraccion —

f:’f?'l
F o D

~

----------------------------- setpoint (S) | K
A—s | (

> Acercamiento Retraccion

Deflexion del cantilever (A)

D

Posicion del cantilever

Figura 2.9. Esquema de una curva de fuerza experimental y el comportamiento del cantiléver.

Las posiciones Ay B representan a la punta acercdndose a la superficie y en la posicion B se produce el
contacto. Luego de la posicién B, la punta se inclina hasta que se alcanza la fuerza aplicada (Setpoint (S)).
Dependiendo de la elasticidad de la muestra, la punta puede llegar a penetrar el sustrato. Posteriormente,
la punta se aleja de la muestra hacia las posiciones C y D. En la posicion D, bajo la aplicacion de la fuerza
de refraccién, la punta se desprende de la superficie. Entre las posiciones D y A, el cantiléver regresa a su

posicién de reposo.

Cuando la muestra se separa de la punta en experimentos realizados en
aire se produce la deflexion hacia la muestra antes de que se rompa el
contacto con la misma como consecuencia de las fuerzas adhesivas y
capilares. Esta Ultima proviene de la capa liguida de contaminacidén que
cubre la superficie de la muestra en el aire.!® La punta pierde contacto con la

superficie de la muestra en el punto de despegue donde ocurre la transicion
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del contacto a no contacto y la curva regresa a la linea de no contacto (A en
Figura 2.9). La diferencia enfre el punto minimo de la curva fuerza-distancia
(tomada en retroceso) y la linea de no contacto define la fuerza de
separaciéon, la cual es idéntica a las fuerzas adhesivas cuando las fuerzas

capilares son despreciables.

El AFM consta, bdsicamente de una cabeza 6ptica que permite detectar
la deflexion del cantiléver y un dispositivo de barrido (scanner) que contiene al
piezotubo y permite el movimiento de la muestra respecto de la punta situada
en la cabeza optica. La cabeza de un microscopio de fuerzas atdmicas

consiste de un bloque 6ptico y de una base (Figura 2.10).

Detector
electrénico

Fotodiodo

Laser

o

.

Superficie estudiada “'—:T_-\F Cantilever

Piezotubo

Figura 2.10. Esquema que representa a un microscopio de fuerzas atdémicas.

El scanner mueve la punta respecto de la superficie o viceversa, mientras
que el fransductor de fuerza detecta el cambio de fuerza entre la punta y la
muestra y el control de retroalimentaciéon reenvia la senal al piezotubo para
mantener la fuerza fija entre la punta y la muestra. La mayoria de los

microscopios de fuerza atdmica utilizan un sistema de deflexion de rayo |dser,
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donde el ldser es reflectado desde el cantiléver reflectivo hacia un
fotodetector sensible a la posicion. El camino dptico entre el cantiléver y el
fotodetector produce una amplificaciéon mecdnica de la senal del Iaser vy,
como consecuencia, el sistema llega a detectar los movimientos verticales de

la punta con una precision inferior a un Angs’rrom.

Como se menciond anteriormente, el AFM puede operar bajo distintos
regimenes de fuerzas, de acuerdo al modo de operacion elegido: contacto,
no contacto o intermitente. Estos modos de operacion se definen en base a la
inferaccidon punta-muestra, es decir, dependiendo el régimen de fuerzas
aplicadas, sean repulsivas, atractivas o una combinacion de ellas. La eleccion
del modo de operacion dependerd de la naturaleza de la muestra y de qué

tipo de informaciéon se quiere obtener.

En el modo contacto, en el que la punta estd en contacto fisico con la
muestra, se opera con interacciones repulsivas. Para el modo no contacto, en
el cual la distancia entre punta y muestra es del orden de decenas a cientos
de Angstroms, el régimen de fuerzas es atractivo. En esta técnica se hace
vibrar el cantiléver cerca de la superficie de la muestra con una frecuencia de
resonancia entre 100 a 400 kHz. El sistema detecta los cambios en la
frecuencia de resonancia del cantiléver o la amplitud de la vibracion. La
fuerza de atraccion entre la punta y la muestra es menor a la fuerza repulsiva
utilizada en modo de contacto. Por Ultimo, el modo intermitente (o Tapping
mode) es aquél en el que una punta oscilante se va aproximando a la
superficie y se produce un cambio en la oscilacion debido a la interaccidon
enfre la punta y la muestra. En este modo la punta oscilante debe estar lo
suficientemente cerca de la superficie en un réegimen de fuerzas afractivas, sin

que se alcancen interacciones repulsivas.!3-15

2.5.2. AFM modo contacto.

Mide la topografia de la muestra deslizando la punta sobre su superficie;

la punta escanea o “barre” la superficie de la muestra a una fuerza constante,
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que es refroalimentada y controlada mediante el software, y es muy utilizada
para superficies rugosas (Figura 2.11). Dependiendo del entorno y de la
constante de fuerza del cantiléver, el intervalo de fuerzas en el que opera en
AFM en modo contacto estd entre uno hasta algunos cientos de

nanonewtons.!3

Fotodetector

Laser

Cantilever

Atomos de la superficie

Figura 2.11. Esquema que representa el escaneo de la punta del AFM modo contfacto sobre una superficie.'s

En este modo de aplicacion, la punta mantiene un contacto fisico suave
con la muestra. La punta se une al final del cantiléver con una baja constante
de fuerza, menor que la constante de fuerza efectiva que mantienen los
dtomos de la muestra. Conforme la punta barre la superficie, la fuerza de
contacto origina la flexién del cantiléver de modo que éste se adapta a la
superficie topogrdfica de la muestra. Como resultado, en el modo de
contacto, las fuerzas de Van der Waals se equiliora con cualquier ofra fuerza

que intente mantener juntos a los dtomos. Por tanto, cuando el cantiléver
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empuja a la punta contra la muestra, este se flexiona forzando a los dtomos de

la punta y muestra a permanecer juntos.

Otras dos fuerzas han de considerarse también en la AFM modo

contacto:

a) La fuerza de capilaridad ejercida sobre una delgada Idmina de
agua que a menudo estd presente en el medio ambiente.

b) La fuerza ejercida por el mismo cantiléver.

La fuerza total que ejerce la punta sobre la muestra es la suma de las
fuerzas de capilaridad y del cantiléver, y debe equilibrar a la fuerza repulsiva
de Van der Waals. La magnitud de la fuerza total que se ejerce sobre la

muestra varia entre 108Ny 106 N.

Para obtener una imagen grdfica de la superficie, se detecta la posicion
del cantiléver, mediante el empleo de técnicas Opticas. Una radiaciéon |dser
incide sobre el dorso especular del cantiléver, y de ahi se refleja sobre un
fotodetector sensible a la posicion. De esta manera, es posible obtener dos
tipos de imdgenes: topogrdficas y de deflexion. En el modo topogrdfico, se
registran las variaciones locales de altura mientras la fuerza de interaccion
entre punta y muestra se mantiene constante. En el modo de deflexiéon, se
registra la deflexion del cantiléver mientras que la altura de la sonda de
escaneo se mantiene constante. Las imdgenes topogrdficas brindan
informacion cuantitativa de la topografia superficial de la muestra, las
imagenes en modo deflexion en general exhiben mejor contraste de los

detalles morfoldgicos.

La relacion entre la longitud del camino recorrido por la radiacion Iaser
entre el cantiléever y el detector, y la longitud propia del cantiléver origina una
amplificacién mecdnica. Como resultado el sistema puede detectar
movimientos verticales de la punta del cantiléver, inferiores a los A. Se puede

trabajar en modo de fuerza constante o modo de altura constante.
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Entre las ventajas y desventajas de la técnica AFM de contacto, se

encuentran:

- Ventagjas: Amplia gama de muestras a analizar; se pueden realizar
medidas de elasticidad; se pueden realizar medidas in situ en una
celda liquida o en la celda electroguimica; las resoluciones

verticales y horizontales son muy elevadas.

- Desventajas: La punta estd en contacto con la superficie;
problemas de destruccidon de la punta o modificacion de la
superficie, arrastre de particulas, las capas de agua absorbida
generan problemas de importantes fuerzas de capilaridad; carga

electrostaticas de superficie.

2.5.3. AFM en el andlisis de muestras biolégicas.

En el andlisis de las primeras etapas de formacién de biofilms, el AFM ha
demostrado ser una técnica muy eficaz. Trabajos reportados que utilizaron
AFM en modo contacto,!” '8 intermitente!? 20 y conductivo, 2I- 22 |[o demuestran.
La habilidad del AFM para analizar, por ejemplo, los biofiims en un ambiente
acuoso y para readlizar experimentos en tiempo real in situ, transforman esta
técnica en una herramienta potencialmente poderosa para estudiar tanto el

crecimiento del biofilm como las propiedades del sustrato.

Imagenes topogrdficas en 2 y 3 dimensiones de la superficie de las
moléculas y células son posibles de obtener por AFM consiguiendo llegar a una
resolucién en z de 1 A, gracias a la microfabricacién de puntas cada vez mds
agudas, con radios de pocos nm. Las muestras para ser analizadas por esta
técnica, no necesitan ser tenidas o fratadas previamente, el Unico
requerimiento es su inmovilizacién sobre una superficie nanométricamente
plana. Por lo tanto, los procesos bioldgicos pueden ser estudiados in situ con la
menor interferencia posible. A pesar de que las medidas en liquido son

bastante mds complejas que en aire, el hecho de poder medir en condiciones
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fisioldgicamente relevantes es de vital importancia para estudios bioldgicos in

situ.1?

Al estudiar muestras bioldégicas, es importante que la muestra se
encuentre adherida suficientemente fuerte al sustrato, para evitar el
desprendimiento de la muestra por el barrido de la punta y a la vez que esta
fijacion no cause alteraciones significativas en el sistema en estudio. Estas
alteraciones pueden ser por ejemplo, el colapso inducido en la muestra
durante el cambio de la tensidn superficial por un secado abrupto o
congelacion, o la distorsion de la topografia debida a algin tipo de
cubrimiento de la muestra. La inmovilizacién de células vivas, permite
profundizar en el conocimiento de la estructura y funcidén de numerosas células
a partir no sélo del andilisis de imagenes sino de la medida de fuerzas mediante
AFM.2326 Ademds de analizar células completas, el AFM también es capaz de

estudiar biomoléculas tales como proteinas, lipidos o dcidos nucleicos.27-31

2.5.4. Arreglo experimental.

En el presente Trabajo de Tesis se utilizd un microscopio Multimode
confrolado por una unidad Nanoscope V de Digital Instruments (Bruker — Santa
Barbara, CA, USA). Se usaron cantilévers triangulares de SisNs con una

constante elastica k entre 0.06 y 0.58 N/m.

Las medidas in situ se llevaron a cabo en las celdas de liquido propias de
cada equipo. En el Nanoscope V, la celda es de vidrio y posee un clip para
sostener el cantiléver tal como el holder para medidas ex situ, siendo el I&ser
capaz de traspasarla sin inconvenientes (Figura 2.12). El liquido se agrega por
un orificio lateral con una pipeta automdtica y queda retenido entre la celda y
la muestra. El agregado del liquido debe hacerse con extremo cuidado, ya
que la presencia de burbujas perjudica o impide las medidas ya que obsfruyen
el camino éptico del Idser. Dependiendo de la hidrofilicidad de la muestra los
volumenes agregados fueron de 30 - 40 pL. En este diseno, es imprescindible

secar al menos parcialmente la muestra antes de ingresarla al microscopio.
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Vista superior

liquidos
buffer

muestra

Figura 2.13. Esquema de la disposiciéon de la celda de liquidos.

Para todas las medidas se empled buffer fosfatos 10mM a pH 7.4 vy se
realizaron a temperatura ambiente (~ 24°C). El andlisis de imdgenes adquiridas
en el Nanoscope V se llevdé a cabo mediante el software proporcionado por
Digital Instruments Inc., utilizando los programas Nanoscope versiéon 7,3 y

Nanoscope Analysis 1,5.

2.6. Balanza de Langmuir o de Langmuir-Blodgett.

A partir de estudios realizados de monocapas o films monomoleculares
depositados sobre la superficie del agua, se puede obtener informacion Ufil
acerca de secciones moleculares y las fuerzas intermoleculares que estdn
presentes en este tipo de sistemas. El renovado interés en esta drea de la
ciencia también se debe en gran parte al hecho de que las peliculas se
pueden transferir desde la superficie del agua a un sustrato sélido utilizando lo

que se conoce universalmente como la técnica de Langmuir-Blodgett (LB).32
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Las balanzas de Langmuir o de Langmuir-Blodgett modernas estdn
controladas por completo electronicamente. Poseen una cuba de Teflon®,
barreras moéviles de Teflon® o Derlin® confroladas por un motor que permite un
preciso control de la presion aplicada a la monocapa, un dispositivo que
obtiene informacion del sensor de presidon en la superficie del agua y regula la
presion (electrobalanza) y un dispositivo para sumergir controladamente
sustratos solidos (dipper) (Figura 2.14). La incorporacion del Teflon®, introducido
por Fox y Zisman en 1955, facilita la limpieza de las superficies en contacto con
la subfase, para obtener monocapas libres de contaminantes (ofros
surfactantes). Ademas, la balanza de LB se ubica dentro de una cabina para
lograr una atmdsfera controlada y se emplea una mesa antivibratoria para

evitar las oscilaciones en la superficie.

electrobalanza| | dipper

F:}Dtm a8 monocapa sensor de
arrera posicion

sensor de sustrato de barrera
resio Ali
barrera L ML "Xy solido I barrera
mavil | m movil

subfase

Cuba

Figura 2.14. Esquema de las partes que constituyen una balanza de Langmuir. Cuando en el disefio

experimental se incluye un dipper se denomina balanza de Langmuir-Blodgett (ver seccion 2.6.3).4

2.6.1. Peliculas de Langmuir.

Las monocapas o peliculas de Langmuir de compuestos anfipdticos, se

pueden formar en la interfase agua/aire usando una balanza de Langmuir. En
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el sistema modelo de Langmuir varios pardmetros tales como la composicion
de anfifilos (ejemplo: surfactantes, lipidos), de la subfase, y la temperatura
pueden elegirse para imitar las condiciones bioldgicas.® 34 Ademdas, las
monocapas lipidicas est&n muy bien definidas, son estables, y tienen un arreglo

bidimensional (2D) con geometria plana.

La principal clase de compuestos capaces de formar peliculas estables
en la superficie del agua son aquellas conocidas como compuestos
anfipdticos o anfifilicos. Las moléculas de estos compuestos poseen un grupo
polar, que es atraido por el agua, y una porcidn no polar suficientemente
grande (generalmente una larga cola hidrofébica) que impide la disolucién
de la monocapa en el agua. El grupo polar suele estar localizado en un
extremo de la molécula de modo que las moléculas pueden alinearse
paralelas una al lado de otra con la cola hidrofébica sobresaliendo de la
superficie del agua. Los materiales anfiflicos mds simples son los alcoholes y
dcidos carboxilicos de cadena larga, como el dcido estedrico, los cuales han
sido ampliamente investigados. Otra clase de materiales muy estudiados
comprende por biomoléculas constituyentes estructurales de las membranas

bioldgicas como fosfolipidos vy lipopolisacdridos.3s

Las monocapas de Langmuir son una organizacion bidimensional de
moléculas (o de materiales anfipdticos) presentes en la interfase agua/aire
que se obtienen en un dispositivo denominado balanza de Langmuir como se
muestra en la Figura 2.14. Este dispositivo estd formado por una cuba de
material hidrofébico como Teflon® donde se coloca una solucidn acuosa
(subfase), sobre la cual se depositan los compuestos a ser estudiados mediante
el empleo de una microjeringa. La balanza de Langmuir dispone de barreras
moviles que permiten variar el drea total disponible para los compuestos y
controlar su concentracion (densidad) superficial. Al reducir el drea disponible
entre las moléculas que forman la monocapa, se establecen interacciones y

reordenamientos en la superficie.

Estas interacciones se manifiestan a fravés de cambios en la tension

superficial (y) y en cambios topogrdficos. La diferencia entre la tensidon
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superficial en ausencia (yo) y presencia (y) de surfactante es denominada
presion lateral o superficial (r) como se muestra en la Ecuaciéon 2.9; la
representacion de = en funcién del drea disponible por molécula da origen a

una Isoterma de Langmuir.

mT=—-Ay=vy,—Y (2.9)

El método de Wilhelmy permite medir la presidon superficial a partir de un
material delgado hidrofilico suspendido desde un dinamdmetro vy
parcialmente sumergido en el liquido. Las fuerzas actuantes son la fuerza
gravitacional, la tension superficial y la fuerza aplicada por la masa de subfase

desplazada (principio de Arquimedes) (Ecuaciones 2.10y 2.11).

F= Fgravitacional + Ftensién - Fflotacién (2-10)
F=WTL)p, g+2y (W +T)cosé— (WTh)p,, (2.11)

Donde L, W y T son la altura, el ancho y el espesor del plafillo
respectivamente, h es la altura del platillo sumergido en la subfase, y es la
tension superficial del liquido, 6 el dngulo de contacto, g la aceleracion
gravitatoria, pw Yy pp son las densidades de la subfase y del platilo

respectivamente, representados en la Figura 2.15.

Si se asume un dngulo de contacto igual a cero (Ecuacién 2.12):

—-AF
T = o (2.12)

Para la interfase limpia se ajusta = = 0 y al agregar surfactante y variar el

drea disponible se observa una respuesta en .
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Figura 2.15. Esquema del platillo de Wilhelmy.

Cuando se realiza una isoterma de Langmuir es necesario conocer el
volumen y la concentracién de la solucidon del surfactante sembrado
(depositado) en la interfase, asi como el drea total disponible de la cuba en los
diferentes estadios de compresion. A partir de estos datos es posible calcular el
drea promedio que ocupa cada molécula’ a las diferentes presiones de
superficie. Dependiendo de la naturaleza del surfactante, a medida que se
reduce el drea promedio disponible, la presidon superficial se incrementa y las
moléculas se reorganizan adquiriendo distintos estados de fase. En la Figura
2.16 se muestra una ejemplo de isoterma de Langmuir, alli se observa como
varia la organizacion de un anfifilo al variar la presion de superficie. En una
isoterma de Langmuir, e corresponde a la presion de colapso que es la
madxima presidon a la que puede comprimirse la monocapa sin expulsion

“detectable” de moléculas de la interfase.
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Figura 2.16. (a) Representacién esquemdtica de una isoterma de Langmuir. (b) Organizacién adoptada por

un anfifilo en diferentes estadios de la compresion.

La organizacién de los componentes de una monocapa en dos
dimensiones hace que estos sistemas sean muy adecuados para la
investigacion de sus propiedades termodindmicas y la manipulacion
estructural de propiedades de superficie en condiciones moleculares

conocidas y confroladas.

Si la cantidad de moléculas depositadas en la interfase agua/aire
permanece constante durante la compresién (no hay desorcién), y si se
conoce la concentracidn y volumen sembrado de la solucidon del anfifilo, es
posible calcular el drea promedio por molécula (drea promedio disponible por
cada molécula) dividiendo el drea de la monocapa determinada por la
posicion de las barreras por el total de moléculas “sembradas” en la superficie
(teniendo en cuenta el volumen y la concentracion del anfifilo). Las isotermas
se muestran comUnmente expresadas en funcidén del drea por molécula en

[A2/molec] o [nm2/molec].

Las fases caracteristicas con las que se puede describir una isoterma
estdn determinadas principalmente por la naturaleza del anfifilo, de acuerdo
al tamano y grado de polaridad de la cabeza hidrofiica y al largo vy
disposicion de las cadenas hidrocarbonadas. Ademds, la subfase puede

influenciar el orden de acuerdo a su composicidon (pH, concentracién de
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iones, presencia de quelantes, etc.). La temperatura tiene un rol frascendental
ya que variaciones muy pequenas pueden modificar es estado de fase del
anfifilo. Las bajas temperaturas tienden a fomentar el orden, favoreciendo la
extension de las fases condensadas, mientras que el aumento de temperatura
favorecerd el desorden en las monocapas. De manera general, las isotermas =«
vs. A proveen informacion de la estabilidad de la monocapa en la interfase
aire/liquido, la reorientaciéon de las moléculas en el sistema bidimensional y la

existencia de fransiciones de fase y reorganizaciones conformacionales.3¢

También para estudiar la actividad de superficie de los anfifilos se puede
analizar la adsorcién de los mismos a la interfase agua/aire. Para ello se
inyecta en la subfase (con agitacion continua) diferentes volUmenes de los
anfifilos para alcanzar diferentes concentraciones finales en la subfase. Luego
se mide en funcidn del tiempo en funcion del tiempo (a drea constante) los
cambios en la presidon de superficie (x) mientras se forma una monocapa de
Gibbs en la interfase agua/aire.?” En contraste con las monocapas de
Langmuir, las monocapas de Gibbs reflejan el equilibrio entre la forma bulk del
anfiflo y la pelicula formada en la interfase. Para anfifilos cldsicos como
surfactantes o lipidos estos experimentos se realizan empleando una
concentraciéon de anfifilo en la subfase que sea superior a su concentraciéon

micelar critica (CMC) a fin de asegurar la saturacion de la interfase.

Para estudiar la asociacion de ofras entidades, como surfactantes,
farmacos, proteinas, NPs, a la interfase agua/aire en presencia de una
monocapa lipidica en distintos estados de fases, se realizan experimentos de
penetraciéon. Para ello se forma previamente a la inyeccién en la subfase del
compuesto a evaluar, una monocapad lipidica por deposicidon de una solucién
cloroférmica de los lipidos en la interfase aire/agua, hasta alcanzar la presidon
inicial deseada. Posteriormente se inyecta el compuesto a estudiar y se
registran los cambios en la = respecto a la presidn inicial en funcidn del tiempo
(a drea constante). Los cambios de n observados obedecen a la interaccién

entre el anfifilo y los lipidos presentes en la interfase.
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2.6.2. Arreglo experimental de una balanza de Langmuir.

Las medidas con balanza de Langmuir se realizaron con equipos
fabricados en el laboratorio o de la firma KSV NIMA pertenecientes al
CIQUIBIC-Universidad Nacional de Coérdoba (Argentina). Las balanzas
empleadas poseen cubas de Teflon® y la n se midid mediante el método de
Wilhelmy, utilizando una placa de Pt de dimensiones conocidas, para asegurar
su limpieza se procedié a un flameo con mechero de gas natural durante unos

segundos previamente a la colocaciéon en el soporte colgante de la balanza.

Las subfases siempre fueron soluciones buffer fosfatos 10 mM pH 7.4 vy se
asegurd su limpieza (ausencia de contaminacion por surfactantes) midiendo la
n superficial y aspirando material de la interfase mediante una bomba, la cual
para fales fines posee una manguera con un tip pldstico en el extremo. La
balanza se encuentra dentro de una cabina especialmente disenada para
evitar la contaminacion de la superficie (Figura 2.17) y estd soportada sobre

una mesa aislada de vibraciones.

Registro datos

——

"‘t

Pnidad de contral

=

Balanza circular

Figura 2.17. Balanza de Langmuir circular utilizada para la obtencién de las monocapas de adsorciéon y de

Langmuir. Fabricada en el Laboratorio del CIQUIBIC — Universidad Nacional de Cérdoba (Argentina).
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2.6.3. Films de Langmuir-Blodgett.

Como se menciond anteriormente, la posibilidad de transferir peliculas
formadas en la interfase agua/aire sobre un sustrato sélido, preservando la
organizacion adquirida espontdneamente por los anfifilos en la interfase,
presenta gran interés para estudios de ciencia bdsica como para desarrollos
tecnoldgicos. Este procedimiento es conocido universalmente conocido como

la técnica de Langmuir-Blodgett (LB).32

Para realizar transferencias LB, a una balanza de Langmuir debe
acoplarse un dispositivo (dipper) que permite deslizar de manera controlada
un sustrato sélido (vidrio, oro, platino, mica silicio, etc.) a través de la interfase
donde se encuentra la pelicula de Langmuir empaquetada a una presion de
superficie deseada (Figura 2.14). El sustrato sdlido se puede hacer pasar a
través de la monocapa desde el aire hacia la subfase liquida, o desde la
subfase hacia el aire permitiendo que la pelicula se adsorba
homogéneamente en la superficie del sustrato luego de cada inmersidn o
emersion. La velocidad tipica a la que se readliza una transferencia es de 1-5

mm/min.

El valor de = elegido para realizar la transferencia LB depende del arreglo
topogrdfico que se quiera transferir al sustrato sélido. El valor de n que
proporciona mejores resultados depende también de la naturaleza de la
monocapa. Sin embargo, es necesario tener presente que algunos materiales
muy pocas veces pueden depositarse con éxito a presiones de superficie de
menos de 10 mN m, y a presiones superficiales cercanas a la presidon de

colapso del film.32

Existen diferentes disenos para la deposicidn de films sobre el sustrato
sélido cuya eleccion depende del tipo de superficie que se desee obtener
(superficie con los grupos hidrofilicos o hidréfobicos del film expuestos) (Figura
2.18).
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Si para la transferencia LB se emplea un sustrato hidrofilico, el sustrato se
sumerge en la subfase y se lo hace emerger hacia el aire quedando de esta
manera los grupos polares del anfiflo en contacto con el soporte. Si para la
deposicion se utiliza un sustrato hidrofébico, la deposicion comienza desde el
aire hacia la subfase acuosa quedando la regidon hidrofébica del anfifilo en
contacto con el soporte. Para ambos disenos se pueden realizar multiples

deposiciones tal como se muestra en la Figura 2.18.

Deposicidn LB sobre una superficie Deposicion LB sobre una superficie Deposicidn LB sobre una superficie
hidrofilica hidrofilica - Segunda capa hidrofdabica
Monocapa 1 Aire Maonocapa l Aire Monocapa l Ajre
Barrera Barrera : Barrera
Liquido Muesira Liquido 4 Liguide
Tipo Z - sobre una superficie Tipo ¥ - sobre una superficie Tipo X - sobre una superficie
hidrofébica hidrofobica hidrofébica

] 1

Figura 2.18. Varias posibilidades de deposicion LB sobre sustratos hidrofébicos e hidrofilicos.

La deposicidon de multiples capas mds comun es la de multiples capas de
tipo Y, que se produce cuando la monocapa se deposita en el sustrato sdlido,
en ambos sentidos ascendente y descendente. Cuando la monocapa se
deposita ya sea sélo en la direccion hacia arriba o hacia abajo la estructura
mulficapa se llama, tipo Z o de ftipo X. A veces se observan estructuras
intermedias en algunas multicapas LB y a menudo se hace referencia a que

son mulficapas de tfipo XY.
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2.7. Microscopia de dngulo de Brewster (BAM).

La microscopia de angulo de Brewster (BAM: Brewster Angle Microscopy,
en inglés) es una técnica para el estudio de films ultradelgados sobre una
superficie plana. Se basa en las propiedades de reflectividad de la luz en las
interfases. Es capaz de tomar imdgenes de films tan delgados como fims
monomoleculares, por ejemplo, las monocapas de moléculas anfifilicas en la

superficie del agua (peliculas de Langmuir).38

Debe considerarse, que la reflectividad (R) es la fraccidon de radiacion
reflejada (Ir) por una superficie con respecto a la radiacion incidente (lo) segin

lo Ecuacidn 2.13:3. 40

R = ;ﬂ (2.13)

La intensidad reflejada (Ir) es funcion del dngulo de incidencia 6;, de la
polarizacion de la luz y del tipo de interfase. Para una interfase entre dos
medios de diferente indice de refraccidén n; y nz2, existe un dngulo donde el
valor del coeficiente de reflexion se hace cero y una onda incidente
polarizada verticalmente es totalmente refractada. Este dngulo, se denomina

dngulo de Brewster y se define segun la Ecuacion 2.14:

tanfy = =2 (2.14)

ng

Donde 6s es el dngulo de Brewster, n; es el indice de refraccion del medio

1 (aire) y nz2 el indice de refraccion del medio 2 (agua).

Un microscopio de BAM permite la visualizacidon de las monocapas de
Langmuir o peliculas de adsorbato en la interfase aire-agua (Figura 2.19). Este
tipo de microscopia utiliza la condicion libre de reflexion que se produce
cuando la luz polarizada es guiada hacia una interfase aire-agua en un
dngulo incidente especifico. Este dngulo se denomina dngulo Brewster, vy

depende de los indices de refraccidn de los materiales en el sistema.
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El dngulo de Brewster para la interfase aire-agua es de ~ 53.1°, y bajo esta
condicién la imagen de una superficie de agua pura aparece de color negro.
Al introducir el material de estudio en la interfase aire-agua, se modifica el
indice de refraccion local (IR) y esto hace que una pequena cantidad de luz
se refleje y se muestre en la imagen. La imagen obtenida contiene dreas de
diferente brillo, el cual es determinado por las moléculas particulares y la

densidad de empaguetamiento a través de la zona de muestreo.

BAM
Balanza de

Langmuir

- La luz polarizada se introduce a la subfase pura

- En el angulo de Brewster no se produce ninguna
- reflexion

- Cuando el ldser incide en la monocapa, la

imagen es reflejada al detector

- Cambios en la monocapa pueden ser
Agua observados en tiempo real durante la medida

FILM

IR n Aire =
1 (=53 reflexion

no reflexion FILM

IRn, Agua

Figura 2.19. Esquema de un microscopio BAM.

De modo que, el BAM se basa en el principio de la reflectividad cero en
la interfase agua/aire para un haz de luz linealmente polarizado en el dngulo
de incidencia que coincide con el de Brewster. En presencia de una
monocapa en la superficie, el indice de refraccién de los medios serd diferente
y la reflectividad serd distinta de cero. Esto permite que la luz reflejada sea
utilizada para formar una imagen de la estructura bidimensional de la

monocapa, debido a la diferencia en el indice de refraccion entre la
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monocapa Yy la subfase y a su vez entre las distintas fases de los componentes

presentes.

Finalmente, se puede decir que la técnica de BAM es muy Util para el
estudio topogrdfico y de la textura de peliculas de Langmuir formadas en la
interfase agua/aire; ademds, esta técnica estd libre del agregado de
marcadores o sondas que pueden perturbar la topografia del film. Da
informacién directa sobre la densidad de la capa de las interfases y su
anisofropia 6ptica, a diferencia de la microscopia de fluorescencia. También,
puede ser utilizada en superficies planas cuando la capa superficial tiene un

indice de refraccion diferente a la del sustrato.

2.7.1. Arreglo experimental.

Las medidas hechas para BAM se realizaron con un equipo de la firma
Accurion pertenecientes al CIQUIBIC-Universidad Nacional de Coérdoba

(Argentina).

La cuba circular empleada para la visualizacion de las monocapas se
montd sobre la plataforma de un Elipsometro Nanofilm EP3 Imaging (Accurion,
Gottingen, Germany), la cual se usd en el modo BAM, tal como se indica en la
Figura 2.20.

El equipo Uufilizado posee un ldser de A = 532 nm que incide en la
superficie acuosa, el minimo de reflexion se establecié en el dngulo de
Brewster (~53.1°). La luz reflejada se colecta a fravés de un objetivo 20X
pasando por lentes analizadores polarizados y siendo capturada por una
cdmara CCD con una velocidad de 25 Hz. La presidn superficial se mididé a
través del tiempo con una placa sensora de Pt—platinizada utilizando el
método de Wilhelmy. El hecho de acoplar el BAM al sensor de presion, permite
correlacionar la topografia con los pardmetros termodindmicos obtenidos en

las isotermas & vs. A.
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« ELIPSOMETRO-

Objetivo

Figura 2.20. Cuba circular utilizada para las medidas hechas por Microscopia de Angulo de Brewster (BAM).

Laboratorio del CIQUIBIC — Universidad Nacional de Cérdoba (Argentina).
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Capitulo 3

Autoensamblado de tioles sobre

superficies planas

En este capitulo se describirdn la estructura y formacién de monocapas
autoensambladas de algunos alcanotioles de cadena larga, asi como de la
adsorcién del dcido 4-mercaptobenzoico (MBA); sobre superficies planas de
Ag policristalina, sobre Ag depositada a subpotenciales sobre superficies de Au
(Ag-UPD) y sobre AgNPs, junto con su caracterizacion fisicoquimica a través de
diferentes técnicas. Estos estudios resultan de fundamental importancia para
comprender la estructura superficial de las MBA-AgNPs, que como se verd en
el siguiente capitulo presentan es su superficie caras planas cuya orientacion
predominante es la {111}. También se presentan cdlculos de DFT para explorar
los diferentes modelos que interpreten la estructura de las moléculas de MBA

adsorbidas en las superficies de Ag.
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3.1. Introduccién.

Las monocapas autoensambladas (SAMs: self-assembled monolayers, en
inglés) se forman a partir de la adsorcion de sus componentes moleculares
presentes en una solucidn o por deposicidon desde fase gaseosa, sobre la
superficie de un sdlido. Los adsorbatos se organizan de forma espontdnea (y, a
veces epitaxialmente) en las estructuras cristalinas de la superficie del sustrato.
Este tipo de estructuras proporcionan un sistema coémodo, flexible y simple con
el cual se pueden adaptar las propiedades interfasiales de metales, dxidos

metdlicos y semiconductores.!

Las moléculas o ligandos que forman las SAMs tienen una funcionalidad
quimica, o “grupo cabeza”, con una alta afinidad por la superficie y es capaz
de desplazar a materiales orgdnicos adventicios. El fipo de SAMs mds
ampliamente estudiado corresponde a la adsorcién de alcanotioles sobre
oro,%% plata,s8 cobre,$ paladio,? 10 platino!’ y mercurio.'? La alta afinidad de los
tioles por las superficies de metales nobles hace que sea posible generar
superficies orgdnicas bien definidas de espesor y funcionalidad controlada,
que se pueden modificar de acuerdo a las aplicaciones previstas para ese
tipo de SAMs (Figura 3.1).! 13 14 De hecho, la cabeza de azufre une la cadena
hidrocarbonada de longitud variable a la superficie metdlica a través de
enlaces covalentes fuertes. Las fuerzas de van der Waals entre moléculas
vecinas estabilizan la estructura. El grupo terminal de la cadena alquilica le

confiere las propiedades quimicas vy fisicas deseadas para la monocapa.’-35. 15

16

Las SAMs se adaptan perfectamente para estudios de nanociencia y
nanotecnologia debido a que: (1) son fdaciles de preparar, es decir, que no
requieren de ultra alto vacio (UHV) u otro equipo especializado (por ejemplo,
balanza de Langmuir-Blodgett (LB)) en su preparacion, (2) se forman sobre
objetos de todos los famanos y son componentes criticos para estabilizar y
adicionar funcionalidades en diferentes objetos a escala nanométrica como
por ejemplo, peliculas delgadas, nanocables, coloides, vy otras

nanoestructuras, (3) permiten acoplar el ambiente externo a las propiedades
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electronicas (respuestas de corriente-tension, electroquimicas) y Oopticas
(indice de refraccion local, frecuencia de plasmones superficiales) de las
estructuras metdlicas, y (4) desde su ordenamiento a nivel molecular modifican
fendmenos interfasiales macroscopicos, tales como la humectacion, la

adhesion, y la friccion.!

Interfase orgdnica:
- Determina las propledades de la superficie
- Expone la funcionalidad gquimica de los grupos

Grupo
Funcianal
Terminal Interfase organica (1 - 3 nm);
Espaciador - Proporciona un espesor hfe_n definido
(Cadena - Actiia coma una barrera fisica
i - Altera la conductividad electrdnica y
Alguilica) ! :
las propiedades dpticas locales
Ligando o
Grupo Cabeza Interfase metal-azufre:
- Estabiliza atomos en la
Sustrato suparficie
Metdlico - Modifica estados electrénicos

Figura 3.1. Diagrama esquemdtico de una SAM ideal monocristalina de alcanotioles soportada sobre una

superficie que expone planos (111).1

Las SAMs de tioles sobre Au y Ag han atraido una considerable atenciéon
en los Ultimos 25 anos, debido a sus multiples aplicaciones en nanociencia y
nanotecnologia.!5 Por una parte se busca comprender el rol de la naturaleza
quimica de la superficie en la estructura y cubrimiento y por otra, controlar
estas superficies para sus aplicaciones tecnoldgicas tales como los sensores.
Trabajos previos han propuesto que los tioles se adsorben sobre Ag(111) como
especies tiolato, formando una red (V7xV7 )R19.1° distorsionada con 8 =~ 0.44.
Las moléculas se adsorben sobre la superficie en configuracion vertical con un
dngulo de inclinacién a entre 0-19°' 18 Por ofra parte, los datos
experimentales de diferentes técnicas indican que la fuerte adsorcion del tiol,

induce a la reconstruccién de la superficie de Ag(111).17

El modelo propuesto para el metanotiol (MT) sobre una superficie de

Ag(111) reconstruida (R) de acuerdo a los resultados del patrén de difracciéon
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de electrones de baja energia (LEED: low-energy electron diffraction, en inglés)
y de resultados obtenidos con microscopia de efecto tinel STM, consiste en
una capa superficial cuasi hexagonal con una densidad de dtomos de Ag que
es solo 3/7 de las capas del sustrato subyacente y con moléculas orgdnicas
adsorbidas denfro de los sitios huecos de coordinaciéon 3 formando una red

(V7 x¥7)R19.1° con una distancia entre primeros vecinos d = 0.44 nm.20

Figura 3.2. Esquema de la estructura de la red de metanotiol adsorbido sobre una superficie de Ag
reconstruida. Los Gtomos de azufre del metanotiol (color azul) forman una red (v7 x V7)R19.1° sehalada por
las lineas blancas). La celda marcada con lineas negras es una subred de la anterior. Los dtomos de Ag del

volumen (bulk) estdn coloreados en turquesa y los dtomos de Ag de la reconstruccion superficial (Ag 3/7)

estdn en color verde 20

Después, se demostrd que este modelo no implica una mayor estabilidad
termodindmica para el sistema, ya que tiene un valor de energia libre
superficial similar a la estimada para la red de MT (V7 x V7)R19.1° sobre una
superficie no reconstruida (U: unreconsfructed, en inglés). Este resultado no es
inesperado ya que la formacién de 4/7 de vacancias de Ag implica un gran
costo energético.?! Recientemente, una nueva estructura superficial ha sido
propuesta para el MT sobre una superficie de Ag(111) con mayor estabilidad,

ya que implica una mayor densidad (5/7) de &dtomos de Ag, es decir, el
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numero de vacancias (y el costo energético) es menor.22 En este caso el
patrén de adsorcidon consiste en unidades de Ags3(MT)s rodeadas por
hexdgonos de dtomos de Ag. Por ofro lado, para alcanotioles mds largos que
el MT, el mismo modelo con reconstruccion (R) parece ser vdlido, aunque d =
0.47nm debido a la opfimizaciéon de las interacciones de las cadenas
hidrocarbonadas.’? 23 24 Finalmente, se ha reportado que los tioles adsorbidos
infactos sobre Ag(111)25 expuestos a la radiacion UV 2¢ o a desorcion térmica a
altas temperaturas?® producen escisidon de los enlaces C-S y la formacién de

superficies de Agricas en S.

La quimica superficial parece ser mds compleja en el caso tanto de
nanoclusters de Ag (AgNC) como para nanoparticulas recubiertas con
tiolatos.?” De hecho, la estructura de las AgNPs con un tamano de 2 nm,
preparadas por reducciéon de un precursor Ag(SCH2CH2Ph) se ha descrito
como un modelo de estructura tipo core-shell con un nidcleo de 92 dtomos de
Ag Yy una coraza protectora encapsulando los dtomos de Ag y 60 fiolatos
formando una red de anillos de seis miembros que se asemeja con la
geometria encontrada en las SAMs de alcanotioles sobre Ag(111) reconstruida,
es decir, se propone una correlacion entre la organizacidon del tiol sobre la
Ag(111) y la superficie de AQNC.28 Por otfra parte, las cdlculos DFT de pequenos
clusters Agm(SCHs)n demostraron que los complejos —RS-Ag-RS— (RS = tiolato)
podrian ser especies estables sobre la superficie de Ag? como se observd
sobre nanoclusters de Au.3° Una contribucion importante recientemente
publicada, reveld que los nanoclusters de Ags(MBA)z0 estdn protegidos por
seis unidades de Ag2(MBA)s en las que los cationes de Ag se unen a fres
ligandos de tiolato en una configuraciéon planar Ag(MBA)s.3! La presencia de
estas especies fue confiimada también por ariltioles fluorados en los mismos
clusters.32  Por lo tanto, las particulas menores de 2 nm parecen exhibir
estructuras  superficiales complejas que no pueden ser facimente
correlacionadas con los datos experimentales, para arreglos de tioles en
superficies planas de Ag(111). Finalmente, los resultados experimentales para
las AgNPs protegidas con dodecanotiol, han sido consistentes con la estructura
de core-shell que contiene un nucleo metdlico de Ag rodeado por una fase

de AQ2S.3 Estructuras similares de core-shell se han encontrado para AgNPs
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protegidas con fiolato, preparadas por la adsorcion de aliimercaptanos.3* Asi,
en estos casos, los fiolatos parecen insertarse en la superficie de las AgNPs
cubiertas con sulfuro; un modelo que se parece mucho a lo descrito con las
PdANPs protegidas con tiolato.35 Consecuentemente, la comprensiéon de Ia
quimica superficial y la estructura de las AgNPs requieren especial atencién no
solo desde el punto de vista de ciencia bdsica sino también por sus multiples
aplicaciones como elementos claves para dispositivos electronicos3s 37y

sistemas activos basados en efecto SERS.3841

Las SAMs de MBA sobre superficies lisas o nanoparticulas de Ag son
particularmente atractivas debido tal como ofras SAMs de tioles se une
mediante el dtomo de azufre a la Ag y el grupo carboxilico queda expuesto
un grupo carboxilato que dependiendo del pH puede estar neutro o con

carga tal como se ve en el siguiente esquema (Figura 3.3).

Figura 3.3. Esquema donde se representa la adsorcion de MBA sobre (a) superficies lisas y (b)
nanoparticulas de Ag. En gris se representan los dtomos y la nanoparticula de Ag, en verde el grupo terminal

de S, en negro el grupo aromdatico y en rojo el grupo carboxilico.

De hecho, la posibilidad para cambiar la carga del grupo carboxilico
controlando el pH de la solucidén convierte a esta molécula en una ancla

eficiente para especies catidnicas.4>4> La presencia del anillo aromdatico en la
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molécula de MBA favorece los procesos de transporte de electrones y de
transferencia de carga, propiedades que son relevantes en los dispositivos
electrénicos y electroquimicos basados en plataformas moleculares. Ademds,
tanto las nanoparticulas de Au o de Ag recubiertas con MBA son solubles en
agua, lo que permite diferentes aplicaciones en sistemas bioldgicos. En este
contexto, un conocimiento detallado de la quimica superficial y la estructura
de las AgNPs protegidas con MBA es fundamental, considerando la eventual
formacién de un revestimiento de sulfuro de plata sobre el nicleo metdlico
reportado recientemente para ftioles alquilicos autoensamblados sobre
superficies de AgNPs.33. 34 Por este motivo, para comprender la quimica
superficial de las nanoparticulas de Ag que presentan facetas monocristalinas
con distintas orientaciones es que en una primera aproximacion, se debe
estudiar la estructura de las superficies de los planos predominantes en esas

nanoparticulas.

3.2. Depésito de plata metdlica a subpotencial (Ag-UPD).

Debido a su importancia tecnoldgica y cientifica, los procesos de
depdsito de metales sobre superficies sélidas han sido ampliamente
estudiados.# Desde hace ya mucho tiempo, en el dmbito electroquimico se
ha despertado un enorme interés en el estudio del depdsito de metales a
subpotencial (UPD: Under Potential Deposition, en inglés) sobre un sustrato
metdlico de naturaleza quimica diferente. Este interés reside en el
conocimiento de la profunda influencia que puede tener la monocapa UPD,
sobre los electrodos usados para electrocatdlisis, electrosintesis, celdas de
combustible, estudios sobre crecimiento de cristales por métodos
electroquimicos, etc. Se ha comprobado que el proceso UPD presenta una
oportunidad Unica para estudiar una amplia variedad de fendmenos
superficiales, tales como la adsorcion, transferencia de carga, difusion

superficial, formacidon de peliculas metdlicas bidimensionales, etc.4

Esta técnica electroquimica de depdsito a sub-potencial (UPD), es decrr,

la electrodeposicion de un metal sobre un sustrato de otro metal a potenciales

Capitulo 3 83



mds positivos respecto al potencial reversible que predice la ecuacion de
Nernst para el depdsito masivo (depdsito a sobrepotenciales, OPD: Over
Potential Deposition, en inglés), se conoce desde hace mucho tiempo“ y es
uno de los diferentes métodos fisicoquimicos que permiten el depdsito de
peliculas metdlicas ultradelgadas.# Este tipo de métodos electroquimicos
llaman la atencion, ya que permiten realizar depdsitos metdlicos de manera
sencilla y confrolada.®® A través de estas técnicas, es posible electrodepositar
exactamente 1 o 2 capas atdmicas de un determinado metal sobre otro,
aplicando los potenciales apropiados. El proceso UPD ocurre debido a que la
inferaccion addtomo-sustrato es mds fuerte que la interaccion addtomo-
addtomo. El mecanismo del depdsito a sub-potenciales se ha estudiado
utilizando  diferentes técnicas de caracterizacidn de superficies.s-53
Especificamente, el depdsito de Ag-UPD sobre Au(111) es considerado un
sistema modelo para estudiar procesos UPD, ya que es posible depositar
exactamente 1 o 2 capas de Ag sobre Au de acuerdo a la ventana de

potenciales seleccionada.5456

Tal como fue mencionado, las AgNPs exhiben facetas donde las caras
predominantes son las de orientacion {111}. Es por este motivo que para
comprender la adsorcion de alcanotioles y azufre sobre las AgNPs resulta
particularmente Ut el empleo de superficies de Ag depositadas a
subpotenciales sobre Au(111) dado que el crecimiento de la Ag es epitaxial

respecto a la superficie de Au.5 %7

Con el objetivo de estudiar una superficie plana, tal como lo es la Ag—
UPD, vy su interaccién con algunas moléculas (alcanotioles, MBA, citrato); se
construye esta superficie utilizando Au(111) como sustrato, el cual se modifica
en algunos casos con diferentes espesores de Ag mediante UPD (1-2
monocapas) o OPD (10 y 100 monocapas), de acuerdo a lo que se requiera
analizar. Esto permite generar capas de Ag ultradelgadas, limpias, reutilizables
y de espesor controlado utilizando la electrodeposicion como una técnica

sencilla y accesible a cualquier laboratorio de quimica.
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3.3. Parte Experimental.

3.3.1. Preparacién de sustratos de Ag-UPD.

Las superficies planas de Ag-UPD fueron preparadas por
electrodeposicion de Ag a subpotencial sobre sustratos de Au mediante
voltametria ciclica, utilizando una solucién acuosa 5x104 M Ag2SO4 + 1 M H2SO4
a una velocidad de barrido de v = 0.01 V s en un alcance de potenciales de
0.030 V - 0.65 V. Se redlizaron 3 ciclos completos en ese intervalo de
potenciales y se detuvo el potencial a 0.03 V, y manteniendo ese potencial se
enjuagd el electrodo para extraerlo de la celda. De esta manera se obtiene
una superficie que tiene entre 1 y 2 monocapas de Ag. Los sustratos de Au
empleados fueron peliculas de Au evaporado sobre vidrio. Como estas
superficies son policristalinas, se puede obtener la orientacién preferencial
(111) y terrazas de tamano adecuado exponiéndolas a la llama de hidrogeno
durante unos minutos. La superficie de Ag obtenida por este procedimiento es
conmensurada con el sustrato de Au subyacente y por lo cual, se puede
nombrar como Ag(1x1)-Au(111) que denominaremos en el resto del texto
como Ag-UPD. Estudios electroquimicos y mediante STM previos, han permitido
verificar la estructura superficial de la Ag UPD tal como se describid

anteriormente.3 8

Los barridos voltamperométricos para la electrodeposicion de Ag-UPD se
hicieron en una celda electroquimica convencional de tres electrodos,
utilizando una Idmina de Pt como confraelectrodo y un alambre de Ag como
electrodo de pseudo-referencia. El voltagrama obtenido para estas

superficies, se muestra en la Figura 3.4.

Capitulo 3 85



0.10 o

0.05

0.00

\

j (mAcm)

-0.05

-0.10 |

e |
” |
'l

015 Vi it Rttt at il e S Lt x sl e
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 07

E/V (Ag/Ag)

Figura 3.4. Voltagrama de Ag-UPD en el intervalo de potencial 0.03 V<E<065 V.

En el caso de utilizar placas de Ag policristalina ~99.99%, éstas fueron
limpiadas con una mezcla 1:1 de H202 100 vol y solucion de amoniaco al 25%
(reactivos de grado analitico), durante 3 min. Luego, se lavaron
cuidadosamente con agua Milli-Q e inmediatamente se sumergieron en las

soluciones conteniendo tioles o sulfuro.

3.3.2. Preparacion de SAMs.

Las SAMs de MBA se prepararon sobre los sustratos de Ag-UPD o sobre las
placas de Ag metdlica por inmersidén de los sustratos limpios en una solucién de
ImM de MBA+0.1M de NaOH durante 1 h 30 min. El posible efecto del solvente
sobre el cubrimiento de las SAMs de MBA se verificd por la realizacion de un
autoensamblado en una solucién etandlica TmM de MBA, durante el mismo
tiempo de inmersion. También se comprobd mediante los datos de
electrodesorcion y de XPS, que mayores tiempos de inmersion (24 h) no

modifican el cubrimiento del tiol ni la composicidon quimica de la SAM.
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Las SAMs de hexanotiol (Cé) y hexadecanotiol (C16) se prepararon por
incubacion de los sustratos de Ag-UPD recién preparados en una solucién
etandlica TmM de estos tioles por 24 h. La adsorcion del sulfuro se realizd
sumergiendo las placas de Ag en soluciones acuosas de sulfuro de sodio T mM
durante 5 min. Después, los sustratos de Ag cubiertos con tiol o sulfuro se
enjuagaron con agua Milli-Q y se infrodujeron en una camara de ultra alfo
vacio (UHV) para el andilisis por espectroscopia de fotoelectrones de rayos X
(XPS) o bien en una celda de vidrio convencional que contiene una solucién

de NaOH 0.1 M para la caracterizaciéon electroquimica.

3.3.3. Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS).

La espectroscopia de fotoelectrones de rayos X se realizd usando una
fuente de Mg Ka (XR50, SpecsGmbH) y un analizador hemiesférico de energias
electronicas (PHOIBOS 100, SpecsGmbH). Se realizd una calibracion de dos
puntos de la escala de energia, utilizando oro (regidn del Au 4f72, con una
energia de ligadura (BE: Binding Energy, en inglés) de 84.00 eV) y muestras de
cobre (Cu 2ps/2, BE: 932.67 €V).

El andilisis de los espectros XPS de alta resolucion se realizdé mediante el
programa XPSPEAK 4.1. Para la deconvolucion de los espectros de la region
del S2p y de la Ag3d, se restdé una linea de base de fipo Shirley,* y para el
ajuste de senales XPS se usdé una combinaciéon de las funciones Lorentzianas y
Gaussianas. En el caso del espectro en la regidn S2p, el ancho a media altura
del méximo (fwhm: full width at half maximum, en inglés) se fijo a 1.1 eV. Los
dobletes S2p32-S2p12 y Ag3ds—-Ag3ds2 se ajustaron usando el mismo fwhm
para los dos componentes spin-orbital de la misma senal, con un SOS (Spin
Orbit Splitting) de 1.2 eV para S2p y 6.0 eV para Ag3d y relaciones de
ramificacion S2ps2/S2piz2 = 2y Ag3ds2/Ag3dsz = 3/2, respectivamente. Las
energias de ligadura y las dreas de los picos se optimizaron para lograr el mejor

ajuste.
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3.3.4. Experimentos de electrodesorcion de tioles.

La voltamperometria de barrido lineal se realizd con un potenciostato
con adquisicibn de datos digitales (TEQ, Argentina) o en Autolab
(PGSTAT128N). Los sustratos MBA-Ag-UPD (electrodo de trabajo) se montaron
en una celda de vidrio convencional de tres electrodos, utilizando una placa
de Pt como contraelectrodo y un electrodo de calomel saturado (SCE) como
electrodo de referencia, respectivamente. Las soluciones acuosas fueron
preparadas ufilizando H20 proveniente de un sistema de purificacion Milli-Q la

cual fue desoxigenada mediante burbujeo de nitrégeno.

La electrodesorciéon reductiva de los diferentes tioles empleados se realizd
por un barrido de potencial a 0.05 V s desde -0.3 a -1.6 V en una solucion
acuosa 0.1 M de NaOH a temperatura ambiente. En cada caso, la densidad
de carga (qg) involucrada en la desorcidn reductiva se calculd mediante la
infegracion del drea de pico de corriente y tomando en cuenta el drea real
del electrodo estimada con el pico de reduccién sustrato de oro sabiendo que
es de 440 uC cm=2. La densidad de carga se tomdé como un indicador del

cubrimiento de la superficie de la SAM.¢0

3.3.5. Estudios mediante cdlculos tedéricos empleando la teoria funcional de la
densidad (DFT).

Con el objetivo de estudiar la estabilidad de las estructuras de los
adsorbatos sobre las superficies de Ag, se readlizaron cdiculos de DFT
empleando un coédigo VASP 5.2.12 programado con una onda plana
periddica.s! 62 Se adoptd el esquema de funcionales no locales propuestas por
Dion et al.,83 y la optimizacién de los intercambios Becke88 optB88-vdWé4 para
tener en cuenta en las interacciones de van der Waals (vdW). Las funciones de
onda electronicas fueron descriptas como una expansion en una base de
ondas planas con una energia de corte (cut off) de 450 eV. La representacién
de los nucleos atomicos se realizé a fravés del método de PAW (projector

argumented wave), basado en el método Bldchl.¢> Las superficies de plata se
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representaron mediante un bloque de 5 capas atdmicas con ~12 A de vacio
(slabs). El muestreo de la zona de Brillouin fue realizado de acuerdo al
esquema Monkhorst—-Packséé con una grilla de puntos k de 9 x4 x 1y 7 x7 x 1
para la intfegracién numérica en el espacio reciproco de estructuras de

superficie con redes de (V3 x 4) y (V7 x V7)R19.1°, respectivamente.

La relajacion de la superficie estd permitida en las tres capas de Ag
superiores del bloque. Las especies radicales de MBA se optimizaron en un caja
asimétrica de 10 A x 12 A x 14 A. La constante de red calculada es de 4.14 A,

que se compara razonablemente con el valor experimental (4.09 A).¢7

La energia promedio de enlace por radical MBA* adsorbido, que resulta

cuando el MBA pierde el dtomo de hidrégeno del grupo S-H en la superficie

dela Ag (111), Es, estd definida en la Ecuacién 3.1:
1 *
Ep = NMBA- [EMBA /he — Eﬁg(ln) - NMBA*EMBA*] (3.1)

Donde EMBA*/AG, ERag(111), Y Emear CcOrresponden a la energia total del sistema
adsorbato-sustrato, a la energia del bloque (slab) de Ag cuando las especies
MBA* son removidas, y la energia del radical MBA*, respectivamente; mientras
gue Numea+ €s el nUmero de radicales MBA* en la superficie de la celda unidad.
Un nUmero negativo indica que la adsorcion es exotérmica con respecto a la

superficie limpia y al radical MBA*.

Las cargas en los distintos elementos de los sistemas estudiados fueron
calculadas mediante el método de andilisis de Bader, utilizado para determinar
la carga asociada a cada dtomo en una molécula o un sélido. El método de
Bader descompone la densidad de carga electronica del sistema en
contribuciones individuales de cada dtomo que compone el sistema.8 Valores
positivos indican pérdida de electrones y valores negativos indican ganancia
de electrones. Esta densidad puede ser obtenida siguiendo el gradiente en un
punto particular del espacio para hallar un valor méximo de la densidad de

carga centrado en un dtomo. Bader define la carga atdmica g como la
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carga nuclear del atomo (Z«) menos el nUmero de electrones contenidos en el

volumen Q,, segun la Ecuacién 3.2:

q =2~ J p(dr (3.2)

3.4. Caracterizacion de las superficies planas.

3.4.1. Caracterizacion por XPS.

En la Figura 3.5a, b se muestran espectros tipicos de XPS de alta
resolucién de la regién S2p para SAMs de MBA adsorbidas sobre Ag-UPD vy
adsorbidas sobre una placa de Ag policristalina y que fueron formadas por
inmersion durante f = 1Th 30 min en soluciones acuosas TmM MBA + 0.1M de
NaOH.

La region S2p del espectro para los sustratos de Ag-UPD y para la placa
de Ag se pueden ajustar con una componente principal S 2p3/2 a BE = 162 eV,
la cual fue asignada a la formaciéon de un enlace fiolato-Ag (Figura 3.5q,
curva en turquesa). En algunos casos fue encontrada una componente de
menor intfensidad a =163 eV (<10%) la cual puede ser asignada a moléculas
fisisorbidas de MBA (Figura 3.5a, curva en trazo fucsia). Resultados similares
fueron obtenidos para 1-hexanotiol (Figura 3.5¢) y para 1-hexadecanotiol
(Figura 3.8) autoensamblados sobre una superficie de Ag-UPD. Se excluyd la
formacion de sulfuros adsorbidos sobre las SAMs de MBA, Céy C16, en el caso
de que estuviera presente, ya que ellos originan un pico S2p a 161.4 eV como
se muestra en la Figura 3.5d. Estos resultados son consistentes con la formacion
de una SAM de moléculas intactas de tiol adsorbidas a la superficie de Ag por

formacion de fuertes enlaces tiolato-Ag.
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Figura 3.7. Espectro XPS de la regidon Ag3d.

La informacidn obtenida mediante los espectros XPS permite estimar el
cubrimiento del MBA sobre una superficie de Ag-UPD mediante la relacion de
dreas (que denominaremos relacion atdmica (r)) de la senal a 162 eV S2p

(tiolato) y la senal correspondiente a la regién Ag3d (Figura 3.7).

En el caso del hexanotiol (Cé) y el hexadecanotiol (C16) esa relacion es
r =0.30-0.31 mientras que para el MBA r = 0.22. Considerando que esos valores
de r guardan la misma relacién que los cubrimientos, entonces si para los
alcanotioles (Cé6 y C16) el cubrimiento informado en publicaciones previas es 0
=~ 0.44,% 57 resulta que el cubrimiento para la superficie cubierta por el MBA
podria estimarse como 6 = 0.3. Estos resultados indican que el MBA forma una

red mas diluida que los alcanotioles sobre una superficie Ag(111).

3.4.2. Datos de electrodesorcion de tioles.

La desorcidon electroquimica se llevdé a cabo mediante el barrido de
potencial desde un valor inicial donde la capa guimisorbida es estable hasta

los potenciales donde los adsorbatos son removidos desde la superficie de Ag—

92 Capitulo 3



UPD. La Figura 3.8a, b muestra una grdfica tipica de densidad de corriente |j)
vs potencial (E) adquirida en solucion acuosa 0.1M de NaOH después de la
formacién de la SAM de MBA en etanol (Figura 3.8a) y en solucion acuosa
0.TM de NaOH (Figura 3.8b) sobre una Ag-UPD durante 1 h 30 min. La
presencia de un pico bien definido localizado a Ep=-1.1V en los perfiles de j vs
E pueden asignarse sin ambigUedad a la desorcion de las especies de MBA
adsorbidas en la superficie de Ag-UPD, independientemente del solvente

utilizado en las soluciones con las cuales se realizd el autoensamblado.

Por ofro lado, la electrodesorcion de SAMs de Cé y de Cl1é formadas
sobre Ag-UPD se muestra en la Figura 3.8c, d. Los potenciales a los cuales estos
procesos ocurren, tienen lugar a potenciales mds negativos que para las SAMs
de MBA de acuerdo a las mayores fuerzas de van der Waals entre las cadenas
alguilicas y a su poca solubilidad en la solucién acuosa donde ocurren 1os

procesos de electrodesorciéon.¢?
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Figura 3.8. Electrodesorcion de SAMs de MBA desde Ag-UPD en NaOH 0.1 M. Las SAMs se obtuvieron por
inmersidn en una solucién acuosa 1 mM de MBA + 0.1 M NaOH durante 1 h 30 min (a) ,en soluciones
etandlicas 1 mM de MBA durante 1 h 30 min (b), 1 mM de hexanotiol en etanol durante 24 h (c) y 1 mM de

hexadecanotiol en etanol (d), durante 24 h.
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La densidad de carga (g) obtenida a partir de estas curvas de desorcion
permite la estimacion del cubrimiento del tiol en la superficie. En el caso del
MBA se enconitré que g = 55 £ 7 uC cm? independientemente del tiempo de
inmersion durante el proceso de autoensamblado. Por ofra parte, la
estimacién del cubrimiento de la superficie para las SAMs de Céy C16 es mds
dificil, debido a la superposicion parcial con la reaccidn de desprendimiento
de hidrégeno (Figura 3.8 ¢, d). Sin embargo, después de la deconvolucion de
estos picos respecto de la reaccion de desprendimiento de hidrégeno resulta
una carga estimada de g 2100 uC cm?2. Este valor es consistente con la
presencia de una monocapa densa en una red (V7 x V7)R19.1° (cubrimiento

de la superficie 6 = 0.44) y a la reaccién de desorcion (Ecuacion 3.3):

RS—Ag+e” =RS™ +Ag (3.3)

Por lo tanto, el valor de g = 55 £ 7 yC cm?2 no puede ser asignado a una
monocapa de MBA en una red (v7 x ¥7)R19.1° tal como la encontrada para
los alcanotioles sobre Ag(111). Teniendo en cuenta los valores de g reportados
para los alcanotioles y para el MBA, surge entonces que para el MBA el
cubrimiento es 6= 0.25 *+ 0.03, es decir, cercano a un valor de 6= 0.3 estimado
por los datos de XPS (figura 3.4.a). El valor obtenido de las medidas
electroquimicas 6= 0.25, es el esperado para una red (\/§><4) tal como fue
encontrado en experimentos con STM para MBA sobre Au(111).70 Los
experimentos realizados con tiempos largos de inmersion (12 h = 24 h) no
modificaron los resultados electroquimicos; es decir, el cubrimiento de la
superficie MBA sobre Ag-UPD se mantiene constante al menos en el intervalo

de fiempos de autoensamblado de nuestros experimentos.

3.4.3. Resultados de DFT.

Se emplearon cdlculos de DFT para explorar las caracteristicas
energéticas y estructurales de diferentes modelos de adsorcién del MBA sobre

Ag(111) y Ag(100), siendo estos planos los que predominan segun los datos
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HRTEM en las AgNPs (Capitulo 4). Siguiendo frabajos previos de Pensa et.al.,”®
acerca de SAMs de MBA sobre Au(111), se realizd un primer estudio de la
adsorcion de MBA sobre la superficie de Ag(111) no reconsfruida (U)
modelada por una celda unitaria de (V3x4) con dos radicales MBA
orientados a lo largo de las direcciones [112] y [121], con Omea = 0.25. La

estructura de la superficie optimizada se muestra en la Figura 3.9a.
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Figura 3.9. Estructuras optimizadas de MBA* sobre superficies metdlicas de Ag (111) y Ag (100): (a) (V3 x 4),
(b) (R737). (c) (R7217). (d)(V3 x 4) con especies RS-Ag-RS, y (e) c(2 x 2). Las celdas por unidad de superficie se
indican con una linea negra. o', b', c', d' y e' corresponden a las vistas laterales de los modelos de

superficie mostrados en a, b, ¢, d y e, respectivamente.

Los lugares preferenciales de adsorcidon para este modelo involucran
especies radicales MBA* en una configuracion vertical con los dtomos de §

ubicados ya sea en el hueco del puente-fcc (face centered cubic) o sitios
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huecos del puente-hcp (hexagonal close packed). Los ejes moleculares del
MBA* adsorbido estd inclinado a 47.3° (puente-hcp) y a 44.2° (puente-fcc)
con respecto a la direccion normal a la superficie (Figura 3.9a’). Las distancias
entre los radicales vecinos mds cercanos de MBA son 0.51 y 0.60-0.65 nm. Los
intentos readlizados para optimizar esta estructura superficial disminuyendo el
dngulo de inclinacién resultaron en bajas energias de enlace, sugiriendo que
son importantes las interacciones atractivas entre el anillo aromatico y la

superficie de Ag para este arreglo molecular.

La segunda estructura superficial (Figura 3.9b) estudiada, consiste en una
red de MBA* (V7 xv/7)R19.1° sobre una superficie reconstruida(R) de Ag(111)
con 5/7 de dtomos de Ag en la capa mds externa (reconstruida) y un Omsa =
3/7(R737) que ya ha sido propuesta para una superficie de Ag(111) cubierta
por tiol22 y para nanoclusters.”! En este modelo los tres MBA* se adsorben en los
sifios puente entre los dtomos de Ag con una configuracidon vertical y los ejes
moleculares estdn inclinados a 3.6°-6.6° respecto de la normal a la superficie
(Figura 3.9b’). La distancia calculada entre dos dtomos de azufre vecinos es de
0.42-0.47 nm. También se analizé la misma estructura superficial (V7 x v7)R19.1°
pero en este caso con Owmesa = 2/7(R727) (Figura 3.9c), ya que es un valor mas
cercano al cubrimiento experimental con Oumsa = 0.25-0.30. En este modelo
ambos MBA* estdn adsorbidos en configuracidon puente entre los dtomos
superficiales de Ag. Las especies de MBA* estdn ubicadas en una
configuracion vertical con un eje molecular inclinado a 22.8° de la normal,
implicando una coordinaciéon con dos atomos de Ag (2-Ag-MBA*) y de 40°
respecto de la normal a la superficie y con coordinacion 3 (3-Ag-MBA¥)
(Figura 3.9c¢’). Las distancias calculadas entre los radicales vecinos mds
cercanos de MBA son de 0.41 y 0.53 nm. También se probaron varios sitios de
adsorcién del MBA* para ambos modelos de R737 vy R72/7, y los datos que se
presentan son los mdas estables para ambas configuraciones. También se
considerd una red (V3 x 4) pero formada por complejos RS-Ag-RS siguiendo el
modelo para los fiolatos en una superficie de Au(111)3% 72 73 (Figura 3.9d). Se
observd que el addtomo de Ag en la estructura optimizada se situa en el lugar
del hueco hcp en lugar de los sitios puente observados para las especies RS-

AU-RS sobre una superficie de Au(111). Asi, los dtomos de S estan también
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enlazados a los dtomos de Ag en los sitios puente de la superficie de Ag. El
dngulo S-Ag-S en el “staple” (estructura donde un dtomo de Ag enlaza a dos
terminales de S) es de 176°. Por otro lado, los dngulos de inclinacion de las
especies MBA* en el “staple” son de 53.8° y 33.6° respectivamente (Figura
3.9d).

Por Ultimo, los radicales de MBA* se adsorben sobre una superficie de
Ag(100) formando una celda unitaria ¢(2 x 2) con dos especies de MBA* por
celda y un cubrimiento 6uwsa = 2 (Figura 3.9e). Este modelo también es
importante ya que en las AQNPs con famanos mayores de 5 nm, ademds de
las caras de orientacién (111) también hay caras de orientacion (100).74 En
este caso los sitios mdas estables para el MBA* son los huecos y el dngulo de

inclinacion es =0° (Figura 3.9e’).

Un resumen de los pardmetros estructurales y energéticos obtenidos para
las configuraciones optimizadas para los modelos mostrados en |la Figura 3.9 se

presenta en la Tabla 3.1.

Red superficial (V3 x4) (V3 x4) (V7 xV7)R19.1° | (V7 xV7)R19.1° | c(2x2)
Superficie
i Ag(111) U Ag(111) R Ag(111) R Ag(111) R Ag(100) U
metdlica
OmeA 1/4 1/4 2/7 3/7 1/2
Ev/eV -2.73 -2.99 -3.29 -2.59 -2.66
Erec/Ntiol/€V 0.0 +0.34 +0.76 +0.52 0.0
Eb+Erec/Ntio/eV -2.73 -2.65 -2.53 -2.07 -2.66
q(S)/e -0.30 -0.28 -0.29 -0.30 -0.34
q(Ag)/e +0.07 +0.31¢9, +0.03 +0.14 +0.22 +0.17
aaddtomo de Ag

Tabla 3.1. Energia, cubrimiento, y carga de Bader para los cdlculos de DFT de la adsorcidon del MBA

sobre Ag (111) (Reconstruida (R) y No Reconstruida (U)) y Ag (100).
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Estos datos revelan que el valor de Ex de mayor estabilidad (-3.29 eV) se
obtiene para el modelo R727. También se observd que la energia del proceso
de adsorcidon es menos favorable con el aumento del cubrimiento de la

superficie con el MBA* al pasar de R72/7 a R737.

Un andlisis de la carga de Bader de la configuracion optimizada se
presenta tfambién en la Tabla 3.1. La transferencia de carga de la superficie de
Ag a las especies de MBA* resulta en adtomos de S cargados negativamente
en las especies de MBA* y dtomos de Ag cargados positivamente. El andlisis de
la carga de Bader también indica que el enlace fiolato Ag-S es mdas idnico
que el enlace S-Au en las SAMs de MBA sobre Au(111).7°

Los resultados también indican la estabilidad del adsorbato MBA* en
términos de balance entre la energia de enlace (E») sumada a la energia para
reconstruir la superficie de Ag (Erc) dada por (Ep + Erec/Nupa.) SEQUN la
Ecuacion 3.4:

A
Erec = E,fg(nl) - (E/ll]g(lll) - nvach&qlk (3.4)

Donde Egf;ai11) Y Eﬁjg(m) corresponden a la energia de la superficie

reconstruida y no reconstruida de Ag(111), respectivamente; Efflk es la energia
total del atomo de Ag en el seno del material (bulk), y n,.. €s €l nUmero de
vacancias de Ag en la superficie de la celda unidad. Los datos en la Tabla 3.1
muestran que el modelo (\/§ X 4) sobre una superficie no reconstruida presenta
la mayor estabilidad ya que no involucra ningun gasto energético de
formacién de vacancias de Ag sobre la superficie de Ag(111). En contraste, la
red (V3 x 4) consistente en especies RS-Ag-RS (Figura 3.9d) es menos estable
(Tabla 3.1) debido a la energia necesaria para extraer el addtomo de Ag
desde la superficie de Ag(111). También es interesante remarcar la alta
estabilidad de la SAM de MBA sobre superficies de Ag(100).

Ademds, se analizé la posibiidad de una transicion de la red diluida
(V3 x 4) del MBA a las superficies mds densas R737 y R727 ya propuestas para

SAMs de alcanotioles sobre Ag(111)2 22 empleando la energia libre de Giblbs
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de adsorcion (y(Aw)) que se define como una funcién del potencial quimico

(Aupypas). donde EL(,MBA)z representa la energia de enlace por MBA* calculado
con respecto a la energia total de la especie (MBA), en fase gaseosa, A es el
drea de la superficie de la celda unidad, y y.q. €5 la energia libre de Gibbs
de la superficie de Ag(111) no reconstruida, como se indica a continuacion

(Ecuacion 3.5):

1
Y(Dpypas) = Z [EMBA*/AQ - NAgE,i’;”k - NMBA*AﬂMBA*] - VcUlean

(3.5)
NMBA* (MBA) Erec NMBA*
~ [Eb 2+ Nomr. + Yiean — TAHMBA*

El diagrama de fases (Figura 3.10) claramente muestra que para Auyga. >
—1.5eV la red diluida (V3 x4) es mds estable termodindmicamente que la
superficie limpia de Ag(111). Ademds, los resultados muestran que la red
(V3x4) es mds estable que las redes R727 y R737 en todo el alcance de
potenciales quimicos (Auypa.) Que se muestran en el diagrama de fases de la

Figura 3.10.

——————————————————— superficie limpia - -

05 0,0

Figura 3.10. Grdficas de y vs Apyg,, para las redes (vV3 x 4), (R7277), y (R7377).
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CONCLUSIONES

En este capitulo se realizd un estudio de la adsorcion de MBA sobre
superficies lisas de Ag UPD con orientacion preferencial (111) con el fin
de comprender la quimica y estructura superficial de las nanoparticulas
de Ag recubiertas con MBA en donde como se verd en el proximo
capitulo hay una predominancia de esta orientacion cristalina en las

facetas que constituyen la estructura externa de esas NPs.

Los resultados XPS demuestran que el MBA se adsorbe intacto como
tiolato sobre la superficie de Ag-UPD, sin la formacién de sulfuro de

plata.

Los resultados electrogquimicos y de XPS muestran que el MBA forma una
estructura superficial dilvida y estable sobre las superficies de
orientacion (111) de Ag, con un cubrimiento superficial de 6 = 0.25 que
es mds pequeno que el valor de 6 = 0.44 encontrado para los

alcanotioles.

Los cdlculos de DFT permiten predecir que la red diluida (\/§x4) sobre
Ag(111) sin reconstruir es mdas estable termodindmicamente que las
redes R727 y R737 en todo el alcance de potenciales quimicos del

diagrama de fases.

Los cdlculos de DFT sugieren mayor cubrimiento del tiol y superficies de
Ag sin reconstruir después de la adsorcidén del tiol sobre las caras tipo
(100) de Ag lo cual tiene implicancias en el cubrimiento de MBA sobre
AgNPs de didmetros mayores que 5 nm donde existe mayor

contribucién de esos planos cristalinos.
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Capitulo 4

Sintesis y caracterizacion fisicoquimica

de nanoparticulas de Ag (AgNPs)

En este capitulo se va a describir y explicar la obtencidn y caracterizaciéon
fisicoquimica de las nanoparticulas sintetizadas para este trabajo de Tesis, tanto
de las recubiertas con Citrato (CIT-AgNPs) como con dcido 4-
mercaptobenzoico (MBA-AgNPs), permitiendo asi conocer el tamano, la
estructura y composicion quimica del recubrimiento superficial, sus propiedades

Opticas y las caracteristicas de su carga superficial.

4.1. Introduccion.
Los primeros métodos de sintesis para obtener suspensiones de

nanoparticulas de metales nobles aun hoy en dia se utilizan y continUan siendo

el modelo por el cual se comparan nuevos métodos de sintesis.
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El método mds popular para producir AUNPs es el denominado método de
Turkevich, que utiliza la reduccién de una sal de oro (HAUCIls) con varios agentes
reductores, entre ellos el citrato de sodio, generando NPs de un tamano
aproximado de 20 nm.5 Para suspensiones de AgNPs, un método comun es el
méetodo de Lee-Meisel, el cual es una variacion del método de Turkevich
utilizando al AgNOs como fuente del metal,é¢ pero a diferencia del método
Turkevich, el método de Lee-Meisel produce una amplia distribucion de tamano
para las particulas. El método mds comun para la sintesis de AgNPs es Ia
reduccion del AQNOs con NaBH4. Aplicando la metodologia infroducida por
Creighton, el procedimiento de sintesis habitualmente produce NPs con una
estrecha distribucion de tfamano = 10 nm.” Este método puede ser adaptado
para producir particulas de otros metales, tales como Pd, Ni, Cu, Pt, etc.&! pese
a que los protocolos especificos dependen del potencial de reduccion de los
iones. Suspensiones de Ni y Cu, por ejemplo, no son muy estables como
particulas metdlicas y son faciimente oxidables, asi que requieren de fuertes

ligandos protectores para evitar su oxidacion.? 10

La sintesis de NPs metdlicas y sus reacciones basadas en la reducciéon en
solucion de una sal mediante un agente reductor, se realizan en presencia de
un agente estabilizante, el cual tiene la funcidén de recubrir la superficie de las
NPs, controlando el tamano y evitando su aglomeracion.'2 13 La estabilidad de
las dispersiones coloidales de NPs, se debe a interacciones electrostdticas o a
factores estéricos.’®> La estabilizacion electrostdtica, implica la repulsion
couldbmbica entre particulas, causada por la doble capa eléctrica que se forma
por los iones adsorbidos en la superficie de las NPs, por ejemplo, el citrato de
sodio. En el caso de la estabilizacion estérica, las moléculas orgdnicas tales
como los polimeros y surfactantes, por ejemplo, polivinil alcohol (PVP),'4 bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB)'S o almiddn,'¢ actian como un escudo protector

sobre |la superficie de las NPs.
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4.2. Sintesis de AgNPs.

De los tres metales (Ag, Au, Cu) que presentan resonancias de plasmon en
el espectro visible, la Ag exhibe la mds alta eficiencia de excitacion del
plasmon.’” Ademds, la excitacion éptica de las resonancias de los plasmones en
AgNPs es el mecanismo mds eficiente por el cual la luzinteractUa con la materia.
Una sola AgNP interactia con la luz mas eficientemente que una NP de la misma
dimension compuesta de cualquier cromoéforo orgdnico o inorgdnico conocido.
La seccidon transversal de la Ag que interactia con la luz es alrededor de diez
veces mayor que la seccidon transversal geométrica, o que indica que las

particulas capturan mucha mads luz que la que fisicamente incide sobre ellas.'®

19

Debido al alto potencial de reduccion que posee la Ag, la oxidacion de
las AgNPs es termodindmicamente desfavorable obteniéndose suspensiones
acuosas o alcohdlicas bastante estables sin la ayuda de ligandos protectores.
La agregacion puede ser inhibida por las amplias dobles capas eléctricas que
se forman alrededor de las NPs metdlicas en suspensiones de baja fuerza idnica.
Para suspensiones de altas fuerzas idnicas o de fase orgdnica, agentes
protectores tales como monocapas autoensambladas de fioles, 20 21
surfactantes, 22 23 polimeros, 2426 y dendrimeros?’- 28 pueden ser utilizados para
protegerlas NPs y evitar su agregacion. Sin embargo, se podrian obtener NPs de
morfologia anisotrépica si la sintesis se lleva a cabo en presencia de agentes
protectores, debido a las diferentes afinidades de los ligandos con las caras
cristalinas expuestas. Esto muchas veces es un efecto deseado y algunos
investigadores han demostrado que se pueden producir varias formas de NPs
mediante la utilizacién de agentes estabilizantes especificos para tal fin.29-32
Alternativamente, las NPs podrian estar protegidas con las moléculas buscadas
para su diseno después de su sintesis, en nuestro caso con el dcido 4-
mercaptobenzoico (MBA), para facilitar su fransferencia a fases no polares o

para incluir nuevos grupos superficiales con funcionalidades especificas.

Todo lo mencionado anteriormente, no es de ninguna manera una lista

completa de los métodos disponibles para la sintesis de AgNPs, sino mds bien
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una discusion de los métodos de sintesis mds comUnmente empleados.
Desafortunadamente, todos los métodos que se han mencionado, tienen
algunos problemas o limitaciones inherentes, y mientras cada método presente
ciertas ventajas y desventajas, la seleccidén de un procedimiento adecuado
dependerd de la naturaleza de la aplicacién que se tiene prevista para las NPs.
En el caso de las aplicaciones bioldgicas, se utilizan NPs en fase acuosa (por lo
general, en condiciones fisioldgicas) y con recubrimientos biocompatibles como
el citrato, algunos aziUcares o polimeros. El método de sintesis dptimo deberia
producir NPs sin productos quimicos que alteren potencialmente las

propiedades Opticas y la quimica superficial.

4.3. Estructura y forma de las NPs metdlicas.

Se conoce bien que la energia superficial (y) es decisiva para entender y
predecir la morfologia de las NPs de los metales nobles.33 La energia superficial
se define como el exceso de energia libre por unidad de drea de una cara
cristalogrdfica particular, la cual determina en gran medida el facetado vy el
crecimiento de cristales de las particulas a escala nanométrica. Los metales
nobles como la Ag, con una red cuUbica centrada en las caras (fcc: face
centered cube, en inglés) fienen diferentes y para los diferentes planos
cristalinos.?* La existencia de estas caras cristalinas, dependerd del valor de y
que presenten y aquellas caras cristalinas que minimizan el valor de y
predominan sobre las demds. Los resultados de anisotropia en morfologias
estables cuando y se minimiza por los planos cristalinos de bajo indice, muestran
un empaguetamiento atdmico compacto. Para Au, Ag, Cu, Ni, Pdy Pt a T=0K,
los cdlculos de energia superficial predicen que algun plano cristalino de alto
indice podria espontdneamente facetarse dentro de las combinaciones
lineares de los planos de bajo indice {111}, {100} y {110}.35 Cada faceta cristalina

posee un valor de y diferente, siendo y {111} <y {100} < {110}.3¢
La forma predicha en equilibrio termodindmico para NPs monocristalinas
con un tamano entre 3 - 100 nm a T = 0K es un octaedro fruncado limitado por

los planos {111} y {100}, con una relacién {111}/{100} = 0,9 (Figura 3.1).% Incluso,
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la mayoria de NPs “esféricas” pueden ser descritas por este tipo de estructura.
Ahora bien, a medida que las NPs son mds pequenas, aumenta la fraccion
superficial de sitios y su forma se convierte en decaedro o icosaedro, este Ultimo
formado exclusivamente por los planos cristalinos de fipo {111} (Figura 3.1).38
Debido a la energia de deformacion acumulada, la estabilidad de las formas
icosaédricas disminuye significativamente a media que aumenta el famano del
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Figura 3.1. Formas que presentan algunas NPs metdlicas.3s
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44. Parte Experimental: Métodos de sintesis para las AgNPs.

4.4.1. Sintesis I: CIT-AgNPs y MBA-AgNPs.

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) en solucion acuosa fueron
preparadas por reduccion del AQNOs con NaBH4 y estabilizadas usando citrato
trisddico. Todos los reactivos usados en la sintesis fueron de grado analitico, y las

soluciones fueron preparadas con agua Milli-Q (18 MQ cm).

La sinfesis consistié en la mezcla de un volumen de 10 mL de una solucidn
acuosa 0.25 mM de AgNOs y de 10 mL de una solucion acuosa 0.25 mM de
citrato de sodio bajo una suave agitacion magnética. Luego, se adicionaron
gota a gota 25 yL de una solucion 100 mM de NaBH4 preparada al momento de
ser utilizada. Ambas soluciones fueron enfriadas en un bano de hielo/agua a
una temperatura de alrededor de 0°C. Se agitd vigorosamente la mezcla
durante 3 min. La coloracion inicial de la solucién es amarilla. La concentracion
final de Ag en la solucién de NPs es de 2.1x102 mg Ag/mL. Esta suspension
coloidal de NPs se dializd durante 2 h, para eliminar el exceso de citrato.
Después, a la solucion dializada de AgNPs cubiertas por citrato (CIT-AgNPs), se
le anadié una solucién acuosa de MBA TmM con 0.1 M de NaOH en una relacion
de 5:1 (CIT-AgNPscitrato:Solucién MBA), para promover la formacién de la
monocapa autoensamblada de este tiol sobre la superficie de las AgNPs.
Finalmente, después de 2 h de reaccidn, la suspension coloidal fue nuevamente
dializada por aproximadamente 12 h en una solucién 0.01 M de NaCOH. La
coloracién de la soluciéon cambidé de amarillo a naranja. La dispersion de MBA-

AgNPs posee un valor final de pH = 8-9.
44.1.1. Caracterizacion de las AgNPs.

De acuerdo a los espectros UV-Vis obtenidos para las AgNPs (Figura 4.2),
se observa la presencia de la Ag metdlica a ~ 400 nm, antes y después de la

didlisis (purificacién); indicando que el procedimiento de intercambio de
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ligandos no modifica las propiedades de las CIT-AgNPs que juegan el papel de
semillas y tampoco ocurre sinterizacion, ya que haria aparecer hombros

longitudes de onda mayores.
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Figura 4.2. Comparacion de los espectros UV-Vis obtenidos a partir de las soluciones de NPs sin dializar y

dializadas, (a) CIT-AgNPs, (b) MBA-AgNPs.
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También, se realizaron medidas de fluorescencia de las MBA-AgNPs
dializadas (Figura 4.3). Los datos demuestran la presencia de MBA después del
procedimiento de reemplazo de ligandos de las CIT-AgNPs para formar las
MBA-AgNPs; si bien estd técnica no permite discernir si el MBA estd quimisorbido
o fisisorbido formando multicapas mds adelante se aclarard esta cuestion con

los resultados de XPS.
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Figura 4.3. Espectros de fluorescencia: (a) solucién 0.005 mM de MBA. (b) suspensidn acuosa de MBA-AgNPs.

Las AgNPs también fueron analizadas por espectroscopia fotoelectronica
de rayos X (XPS). Los resultados de XPS (Figura 4.4a) de las MBA-AgNPs recién
preparadas, muestran que en la regidn del S2p aparece la senal
correspondiente al enlace tiolato (162.67 eV); y en el espectro en la regidon de
la Ag3d, se obtienen los dos picos correspondientes a la Ag (no oxidada) a
368.73eV. Estos resultados confirman que el MBA se encuentra unido a la Ag de

las NPs a través del enlace tiolato.

A fin de corroborar la ausencia de sulfuro en las MBA-AgNPs que pudiese
estar presente por la ruptura del enlace S-resto aromdatico tal como se observd
en NPs de Ag modificadas con aliimercaptanos, se compard el espectro de

XPS de las MBA-AgNPs con aquellos obtenidos al incubar dos Idminas (placas)de
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Ag metdlica, una con solucion de NazS TmM durante 5 min y ofra con una
solucion de MBA 1TmM durante 1h 30 min. Este ensayo permitid confirmar que en
las AgNPs no hay sulfuro presente, ya que no estd presente el pico
correspondiente a 161.47 eV observado en la Idmina (placa) de Ag incubada
con sulfuro de sodio que se adsorbe en su superficie. En el espectro XPS de las
MBA-AgNPs si se observa la senal que corresponde al enlace del tiolato a 162.52
eV, tal como el que se obtiene en los espectros de la ldmina (placa) de Ag

metdlica incubada con MBA (Figura 4.4b).
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Figura 4.4. Espectros XPS: (a) MBA-AgNPs en la regidn Ag3d y S2p. (b) Ldminas (placas) de Ag incubadas con
Na2S y MBA en la regién S2p.

Una imagen fipica de TEM para las MBA-AgNPs recién preparadas, se
muestra en la Figura 4.5a. El histograma indica que el tamano promedio es de 6

+ 3 nm (Figura 4.5b). La imagen de HRTEM permite resolver la estructura atémica
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de una particula Unica de Ag funcionalizada con MBA (Figura 4.5¢c). Estaimagen

es compatible con un eje de zona [110] de una estructura fcc tal como es la de

la Ag metdlica. La presencia de éstos y otros planos evidencia la cristalinidad

de las nanoparticulas.
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Figura 4.5. (a) Imagen TEM de MBA-AgNPs recién preparadas. (b) Andlisis de tamaio de una muestra con
309 MBA-AgNPs. (c) HRTEM de una Unica MBA-AgNP. (d) Espectro XPS de MBA-AgNPs obtenidas por el

método de intercambio de ligando de las CIT-AgNPs.

Oftro espectro XPS de estas MBA-AgNPs se muestran en |la Figura 4.5d. La

senal en la regidon S 2p indica un componente principal a =162.5 eV que

contribuye en un 84.5% del drea total del espectro y uno a =163.6 eV con un

13.5%, cuya asignacion corresponde a especies tiolato y a moléculas de MBA

fisisorbidas, respectivamente. Sin embargo, se encontré que a 162 eV larelacién
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de dreas de los picos S 2p/Ag 3d es r = 0.50, mientras que para una superficie
plana de Ag orientada preferencialmente al plano (111) esr=0.22, tal como se
mostrd en el capitulo anterior. Este no es un valor inesperado ya que el
cubrimiento de tiolatos en NPs metdlicas es mds alto que el encontrado en
superficies planas.4! Para AgQNPs menores de 5 nm de didmetro, un gran nUmero
de atomos de Ag se localizan en las esquinas y bordes de la superficie, lo que a
su vezresulta en un mayor cubrimiento de la monocapa de tiol adsorbido como
el que se encontrd previamente para AuNPs.4 Modelos tedricos de AuNPs han
demostrado que el cubrimiento es aproximadamente el doble del que se
espera para superficies planas de Au (111).42 En nuestro caso, la medida de la
relacion S2p/Ag 3d a 162 eV de esr = 0.50, un valor entre 2r = 0.44 y 2r = 0.6
medido para MBA (8 = 0.25) y alcanotioles (6 = 0.44) sobre una superficie de Ag

(111), respectivamente.

Finalmente, en contraste con lo observado para otras AQNPs cubiertas con
tiolatos,43 44 no se encontrd evidencia de sulfuros (componente S2p a 161.4 eV)
en el espectro XPS para las MBA-AgNPs (Figura 4.5d). En principio, esta
diferencia se podria dar por los diferentes métodos de sintesis utilizados para
preparar las AgNPs cubiertas con tiolatos. Sin embargo, algunos datos de XPS
para AgNPs cubiertas con dodecanotiol (C12) sintetizadas por el método de dos
fases de Brust-Schiffin en nuestro laboratorio, mostraron solamente una
pequena canfidad de sulfuro, lo cual no es consistente con las especies tiolato
presentes en un modelo de tipo core@shell de AQ@AQ2S.3¢ Por otro lado, los
datos de andlisis termogravimétricos para AgNPs cubiertas con tiolatos
preparadas por el método de una fase de Brust-Schiffrin, no mostraron
evidencia de un exceso de S en relacion a estas especies de tiolato intactas.4s
Sin embargo, se ha demostrado que las AgNPs cubiertas con tiolato y las NPs
tipo core@shell de Ag@AQg.S cubiertas con fiolato tienen una estabilidad
similar,3¢ por lo que el producto final en la sintesis de este tipo de NPs puede
depender de los detalles del procedimiento sintético o de la presencia de

impurezas de sulfuro.

Por ofra parte, las iméagenes de TEM tipicas para las MBA-AgNPs después

de 2 semanas de haber sido preparadas (NPs envejecidas) que se muestran en
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la Figura 4.6a, exhiben cambios en la morfologia respecto de las recién

preparadas.
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Figura 4.6. (a) Imagen TEM de campo claro de MBA-AgNPs envejecidas (2 semanas). (b) Andlisis de
distribucion de tamanos de una muestra constituida por 422 MBA-AgNPs. (c, e) Imdgenes HRTEM de una
MBA-AgNP individual. (d)Patrén de difraccién de electrones de MBA-AgNPs revelando los planos cristalinos

de la Ag en las NPs. (f) Espectro XPS de MBA-AgNPs envejecidas 15 dias.
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El histograma de tamanos de particulas de las MBA-AgNPs envejecidas
obtenido a partir de las imagenes TEM, revela dos distribuciones: una alrededor
de 6 £+ 2 nm y otra a 15 + 3 nm (Figura 4.6b); es decir, el proceso de
envejecimiento produce una sinterizacion en las AgNPs. La informacion HRTEM
permite enconfrar la estructura resuelta a nivel atdbmico de las AgNPs
envejecidas (Figura 4.6c, e). La indexacion del patron es compatible con la
estructura fcc de la Ag (Figura 4.6d) y confirma la ausencia de Ag:S. En la Figura
4.6e se muestran fallas y limites individuales, siendo compatibles conla presencia
de particulas facetadas.# Los espectros XPS en la regidon S2p para las MBA-
AgNPs envejecidas (Figura 4.6f) indican que la cantidad de S total se redujo
levemente con respecto a la medida de las MBA-AgNPs frescas (Figura 4.5d),
con valores der de 0.3y 0.5, respectivamente. Mds importante adn, se observd
que la componente a 162 eV (60%) disminuye y la componente a 163 eV
aumenta (40%) (Figura 4.6e) respecto de esas proporciones en MBA-AgNPs
recién preparadas (162.5 eV (84.5%) y 163.6 eV (13.5%)). Un comportamiento
similar se ha reportado durante el envejecimiento de superficies
nanoestructuradas de Au donde el aumento en la componente a 163 €V se
asignd a la formaciéon de disulfuro resultante de la oxidacion de los tiolatos.4” La
degradacién de la capa protectora de MBA explica el proceso de sinterizaciéon
y., consecuentemente el aumento en el tamano de las MBA-AgNPs de 6 a 15
nm. Vale destacar, que estos datos indican que la sinterizacion tiene lugar
incluso con una pequena degradacion de la capa de tiolato que se oxidaria a

disulfuro.

La Figura 4.7a muestra una tipica AgNP recubierta con MBA, donde se
pueden observar cinco ejes de zona [110] de una fcc rotados 72° el uno
respecto del otfro, y en el recuadro se muestra la correspondiente transformada
de Fourier (FFT). La existencia de 5 planos simétricos en las estructuras fcc ya fue
explicado por Bagley4 como 5 planos gemelos (111) con cinco cristales cUbicos
cenfrados en la cara alrededor de un eje comun [110]. En las Figuras 4.7b, c se
muestran vistas diferentes del modelo del decaedro de Marks con cinco caras

con las orientaciones cristalinas correspondientes a la estructura de la Ag. Este
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modelo interpreta la imagen de HRTEM de la Figura 4.7a y permite ver la

importante contribucion de las caras (111) y (100) sobre el drea superficial.
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Figura 4.7. (a) Imagen HRTEM de una MBA-AgNP. La imagen es consistente con un decaedro de Marks a
una proyeccién [110] (el recuadro es el patrén FFT). (b)Modelo del decaedro de Marks desde una direccién
[100]. (c)Modelo del decaedro de Marks desde una direccion [110]. Todas las caras son etiquetadas de

acuerdo a una estructura fcc.

4.4.2. Sintesis Il: CIT-AgNPs y MBA-AgNPs de mayor concentracion.

Debido a que el pH de la dispersion de las MBA-AgNPs sintetizadas por el

método anterior es alcalino y nuestro interés de este tipo de NPs es su interaccion
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con sistemas biomiméticos, es necesario optimizar una nueva metodologia
sintética a valores de pH cercanos a los fisiologicos (pH = 7) y de una mayor
concentraciéon (3 veces respecto de la descrita anteriormente) para que las
interacciones con este tipo de sistemas sean posibles de ser detectadas
mediante las técnicas disponibles, debido a la presencia de una mayor

cantidad de NPs presentes en la dispersion coloidal.

Estas soluciones mds concentradas de CIT-AgNPs y MBA-AgNPs, se
obtuvieron friplicando las concentraciones de las soluciones de nitrato de plata
(0.75 mM), citrato de sodio (0.75 mM), borohidruro de sodio (300 mM) y dcido 4—
mercaptobenzoico (3 mM), utilizadas para el procedimiento de sintesis descrito
en la seccién anterior. Experimentos con concentraciones mds altas de NPs no
se pudieron realizar debido a su coalescencia. Entonces, el procedimiento de
sintesis se llevd a cabo siguiendo el procedimiento de la seccidn anterior, sélo
gue en esta sintesis Il, el procedimiento de didlisis se realiza en una solucién buffer

de fosfatos a pH 7.2, dializando durante un tiempo de 12 hs.

44.2.1. Caracterizacion de las AgNPs.

Imdagenes tipicas de TEM de alta resoluciéon (HRTEM) de MBA-AgNPs recién
preparadas y de CIT-AgNPs se muestran en la Figura 4.8. Las imdgenes de baja
magnificacion en (a) y (b) muestran que ambas NPs tienen forma esférica con
didmetros promedio de 8.7 £ 2 nm para las CIT-AgNPs y de 8.2 + 2 nm para las
MBA-AgNPs, segun la distribucién de tamanos de sus correspondientes
histogramas, (¢) y (d). Las imdgenes HRTEM permiten resolver la estructura
atomica de las AgNPs (Figura 4.8e, f). Las imagenes son compatibles con los ejes
de zona [100] y los ejes de zona [110] de una estructura fcc de Ag metdlica. Las
imdagenes confirman la naturaleza cristalina de ambas AgNPs funcionalizadas.
La imagen de HRTEM de la Figura 4.8f, muestra claramente una microestructura
facetada de las MBA-AgNPs, donde se exponen al exterior caras gemelas de
orientacién {111} con una simetria de rotacion de quinto grado alrededor del
eje [110].
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Figura 4.8. Imdgenes TEM, histogramas de distribucién de tamano e imdgenes HRTEM de las CIT-AgNPs [(a),
(c)y (e)] y de las MBA-AgNPs [(b), (d) ¥ (f)].
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Ademds, esta clase de imdgenes de HRTEM fueron simuladas como un
decaedro de Marks para Ag y otros sistemas, como se realizd con las MBA-

AgNPs de la sintesis |.49- 50

La estructura del decaedro de Marks tiene 10 caras triangulares del tipo
{111}, 10 caras de trapecios tipo isésceles {111} y 5 caras rectangulares {100}.
Usando este modelo, puede verificarse que la superficie de tipo (111) tiene 104
dtomos. De modo que la Figura 4.7b que corresponde a una MBA-AgNP, estd
compuesta por 521 dtomos. Ademads, el plano (111) y el plano contiguo (111)
tienen 70 dtomos. La adicion de dtomos puestos sobre las caras de fipo {111} es
1392. El plano (100) contiene 48 dtomos. Luego, los dtomos de todas las caras
de tipo {100} son 240. Por esta razén, el porcentaje de dtomos ubicados sobre
las caras de tipo {111} es: 1392/(1392+240). En ofras palabras, la simulaciéon de la
imagen mostrada en la Figura 4.8f, involucra mas del 85% de los dtomos de la
superficie ubicados en las caras de tipo {111}. Teniendo en cuenta el pardmetro
de red de la Ag, el didmetro de esta parficula es 5.1 nm. Para particulas de
mayor tfamano, la relacion de las caras fipo {111} sobre la cantidad total de
caras de ofras familias, disminuye. Sin embargo, para didmetros promedio cerca
de 8.2 nm, como es el caso de las AgNPs sintetizadas, la relacién sigue siendo
mayor que 73% mostrando la predominancia de los planos (111) en estas NPs.
La Figura 4.7b indica un tamano de particula menor que el tamano promedio
de las particulas para facilitar la explicacion. Cudnto mds grande sea la

particula, menos pronunciadas son las caras del decaedro de Marks.5!

Un espectro de alta resolucién de XPS de las MBA-AgNPs en la regiéon S2p
se muestra en la Figura 4.9a. La regidon S2p puede ser ajustada con una
componente principal a una BE= 162.5 eV para el S2pas/2 (linea roja) asignada all
enlace tipo tiolato-Ag y otro pico mucho mds pequeno a 163.8 eV (linea azul)
debida alas moléculas de MBA no quimisorbidas.®0 52 La relacién (r) entre el drea
infegrada del pico S2p a 162 eV y de la Ag3d, es una medida del cubrimiento
del tiolato en la superficie de la AgNP. De esta manera se obtiene un valor de r
= 0.50-0.53, en concordancia con las MBA-AgNPs suspendidas en medio
alcalino.®® La existencia del enlace fiolato-Ag implica que los grupos

carboxilatos del MBA son expuestos a la parte exterior de la interfase de las
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AgNPs, dando la posibilidad de que, dependiendo del pH (MBA sobre Ag
pPKa=5.8-6.0),53-55 el grupo carboxilato cargado negativamente podria jugar un
papel importante, en particular considerando las diferentes fuerzas que podrian
tenerlugar en la interface AgNPs/monocapa del fosfolipido que se discutirdn en
los capitulos siguientes. La regidon Cls puede ser ajustada con cuatro
componentes. a 284.7-284.9 eV pico asignado al C enlazado al H y a ofros
adtomos de C (linea naranja), otra a 286.1-286.4 eV (linea azul)) debida al enlace
C-COOH y C-OH (enlas CIT-AgNPs) y la contribucion del COO-y COOH a 288.4—

288.6 eV (linea fucsia) y a 289.8-290.6 eV (linea verde), respectivamente.5557
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Figura 4.9. Espectros XPS: (a 'y b) MBA-AgNPs (c) CIT-AgNPs.
En (a) se obtienen dos componentes: una correspondiente a las moléculas del enlace tfiolato-Ag (linea rosa)
y la ofra a las altas energias de enlace, correspondientes a los tioles fisisorbidos (linea azul).La regién del

carbono con sus cuatro componentes se encuentra descripta en el fexto.
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Algunos datos interesantes de las relaciones atdmicas surgen del andlisis
cuantitativo de los componentes de los espectros obtenidos en las ANPs y se

presentan en la Tabla 4.1.

COOtotai/ag® Stotal/Ag
MBA-AQNPs 0.75 0.51
CIT-AgNPs 0.26 -
aCOOtota corresponde a la suma de las contribuciones de COO- COOH.

Tabla 4.1. Relaciones atémicas obtenidas de los espectros XPS de las MBA-AgNPs y las CIT-AgNPs.

Estos datos indican que la relacién atdmica de los grupos carboxilicos en

las MBA-AQNPs es tres veces mayor que en las CIT-AgNPs.

En las MBA-AgNPs, la relacion atdmica COOrt/S deberia ser 1 de acuerdo
a la férmula molecular del MBA mientras que el valor experimental es de
0.75/0.51=1.47. Teniendo en cuenta la atenuaciéon de los electrones emitidos por
el S debido al espesor efectivo de la molécula,®® la relacién corregida Stot/Ag €s
de 0.51/0.88=0.58, y por lo tanto COOw1/S=1.34. Todavia hay un exceso de
grupos carboxilicos respecto al S de acuerdo a la férmula molecular. Esto podria
deberse a un desplazamiento incompleto en el proceso de intercambio de
ligandos de los aniones citrato por parte del MBA que conduce a una capa
protectora compleja formada por ambas moléculas, como se ha propuesto

para las AuNPs.5-¢1

Del andlisis de los datos XPS para las MBA-AgNPs surge entonces que la
capa protectora de estas nanoparticulas estd compuesta por ambas
moléculas, MBA y citrato. Es posible estimar la relacion atémica CIT/MBA en su
superficie de la siguiente manera: La relacion atémica COOit/Ag es 0.75y S/AgQ
es 0.51. De la férmula molecular de MBA (un dtomo de azufre por grupo

carboxilico) se deberia esperar que COOwi/Ag sea 0.51. La diferencia
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0.75 — 0.51 = 0.24, corresponderia a grupos carboxilicos del citfrato que no han
sido desplazados por MBA durante el proceso de sintesis. Teniendo en cuenta
que hay tres grupos carboxilicos por molécula de citrato, la relacion CIT/Ag es
0.08 (0.24/3), mientras que MBA/Ag es 0.51. En conclusion, la superficie de las

AgNPs esta cubierta por ambas especies en una relacion molecular MBA/CIT =é6.

Para las CIT-AgNPs, la relacién atémica de 0.26 para COOit/Ag €s tres
veces menor que en las AgNPs fioladas (0.75), lo que es un punto relevante para
interpretar su comportamiento cuando interactian tanto las CIT-AgNPs como
las MBA-AgNPs con monocapas del fosfolipido DMPC, que se analizard en el

capitulo de interaccion de AgNPs con DMPC (Capitulo 6).
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CONCLUSIONES

v' Las imagenes HRTEM permiten resolver la estructura atébmica de ambos
tipos de AgNPs y confirman su naturaleza cristalina. Tanto las CIT-AgNPs
como las MBA-AgNPs tienen una microestructura facetada, donde se

exponen caras de tipo {111} principalmente.

v La capa de MBA guimisorbida sobre Ag es mds densa sobre la superficie
de las AgNPs que en las superficies lisas de Ag debido a efectos de

curvatura.

v' Una pequena degradacion de la capa protectora de MBA tiene lugar
sobre la superficie de las AgNPs, transformando el tiolato al
correspondiente disulfuro. Este proceso conduce a la sinterizacion de las

NPs incluso para una pequena cantidad de degradacién del tiolato.

v' Del andlisis de los datos XPS obtenidos para las MBA-AgNPs, se obtiene
que la capa protectora de estas nanoparticulas estd compuesta por

ambas moléculas, MBA y citrato, en una relaciéon molecular MBA/CIT = 6.

v En las CIT-AgNPs, la relacién atdmica para COOit/Ag es tres veces
menor que en las AgNPs fioladas o que es un punto relevante para
interpretar su comportamiento cuando participen de interacciones
electrostaticas en contacto con las cabezas polares de los fosfolipidos
que constituyen los sistemas modelo de biomembranas empleados en

esta tesis.
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Capitulo 5

Interaccidon de CIT-AgNPs y MBA-AgNPs
con bicapas del fosfolipido DMPC,

soportadas sobre superficies lisas

En este capitulo se estudiard la interaccion de los dos tipos de AgNPs que
se emplearon en este trabajo de Tesis con bicapas de dimiristoilfosfatidilcolina
(DMPC) en superficies lisas, de mica muscovita. La caracterizacion de estos
sistemas se realizard mediante la Microscopia de Fuerzas Atdmicas (AFM:

Atomic Force Microscopy).

5.1. Introduccién.

Las membranas bioldgicas contienen bicapas lipidicas como su unidad
estructural bdsica, a las que las proteinas y los hidratos de carbono pueden
estar asociados o unidos covalentemente. Las bicapas lipidicas son
ensamblados de miles de moléculas de lipidos anfiflicos que se mantienen
juntas por interacciones no covalentes. Dentro de las fuerzas no covalentes
involucradas las fuerzas afractivas de van der Waals, las fuerzas electrostaticas
de doble capa, las fuerzas de hidratacion, las fuerzas estéricas y las fuerzas
hidrofébicas son las mds relevantes.! Tales bicapas forman los limites entre

citoplasma intracelular y el medio ambiente fuera de la célula, asi como entre
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el interior de muchas de las organelas de la célula y su citoplasma. Aunque
esta estructura de bicapa lipidica fue reconocida primero como base de la
arquitectura de la membrana celular en 1925,2 el estudio detallado de la
estructura de los lipidos de las membranas celulares comenzd hace sdlo cuatro
décadas. En 1972, Singer y Nicholson?3 propusieron por primera vez un modelo
de mosaico fluido para explicar la estructura de la membrana. La hipotesis de
este modelo es que los lipidos y las proteinas difunden libremente en el plano
de la membrana celular. Desde entonces, el descubrimiento de grandes
dominios de la membrana (por ejemplo, basal, la membrana lateral y apical
de la region glandular, células endoteliales y células epiteliales) y las
estructuras de microdominios laterales (por ejemplo, balsas de lipidos, caveolas
y depresiones revestidas), reveld la naturaleza compleja de la estructura de la
membrana celular (Figura 5.1).4¢ En cuanto a la composicion, ademads de
todas las proteinas y los hidratos de carbono, los lipidos son los principales

componentes de la fraccién molar de la membrana celular.”

Q000 ~
Lipidos Glicosilfosfatidilinositol | l Piotdinas ’ Colesterol
(GP) '
J i Carbohidrato

Figura 5.1. Modelo del mosaico fluido de la membrana celular. Como un mosaico, la membrana celular es
una estructura compleja compuesta de muchas partes diferentes, tales como proteinas, fosfolipidos y
colesterol. Las cantidades relativas de estos componentes varian de membrana a membrana, y los tipos de

lipidos en las membranas también pueden variar.¢
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Los lipidos de membrana se pueden dividir en tres grupos de acuerdo a
su estructura quimica: los lipidos a base de glicerol, colesterol y esfingolipidos
basados en ceramida. Los lipidos a base de glicerol, se pueden dividir en dos
categorias generales: glicosilglicéridos y fosfolipidos. Los fosfolipidos se dividen
en diferentes grupos con base en sus grupos cabeza hidrofilicos:
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina vy fosfatidilserina, que son los lipidos
predominantes en la membrana celular, mientras que el fosfatidilinositol y el
fosfatidilglicerol (la cardiolipina) estdn presentes en pequenas cantidades. Los
esfingolipidos tienen una base esfingoide como columna vertebral; estos
lipidos imparten una mayor hidrofobicidad a la esencia de la bicapa lipidica. El
colesterol tiene un grupo hidroxilo hidrofilico que interactia con los grupos
cabeza hidrofilicos de los fosfolipidos, mientras que la regidon voluminosa de
esteroides interactua con las cadenas hidréfobas de acilo de los lipidos. Entre
otras propiedades fisicas importantes de las membranas, estas interacciones
regulan la fluidez, el empaqguetamiento de la membrana lipidica y la
formaciéon de microdominios. Finalmente, los esfingolipidos tienen una
caracteristica principal que permiten la formacion de una bicapa lipidica

altamente impermeable debida a la naturaleza de estas moléculas.” 8

Se conoce muy bien que los componentes de la membrana no siempre
estdn dispuestos de forma homogénea en la bicapa de la membrana de las
células bioldgicas, sino mds bien que estdn organizados en microdominios
laterales complejos (Figura 5.1). Esta naturaleza poliférmica de la disposicion
de los lipidos, ademds de una variedad importante de lipidos con diferentes
propiedades fisicas (tal como, drea de seccidén transversal, fluidez, carga
eléctrica, peso molecular), es la razén por la que las membranas lipidicas sean
estructuras extremadamente complejas.8 ¢ Ademds, la asociacion covalente
con proteinas y carbohidratos se suma a la complejidad de la estructura de la
membrana. Esta complejidad estructural de la membrana celular, junto con la
naturaleza altamente dindmica de las interacciones lipido-lipido vy lipido-
proteina en la membrana celular, hacen muy dificil investigar las interacciones
biofisicas con nanoparticulas, fadrmacos y los sistemas de suministro de

fadrmacos (drug delivery, en inglés). Por lo tanto, se han desarrollado sistemas
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simplificados de membrana artificial, que imitan a la membrana lipidica

natural.8

Debido a que la bicapa lipidica constituye una barrera de permeabilidad
para iones y moléculas polares, su estabilidad es decisiva para el
mantenimiento de la compartimentalizacion celular. La cohesidon de la
estructura y el establecimiento de un orden bidimensional de largo alcance, es
consecuencia de las interacciones laterales entre las unidades de fosfolipidos.
La estabilizacion de este sistema se produce principalmente por dos
contribuciones: la hidratacion de los grupos funcionales constituyentes de las
cabezas polares de los fosfolipidos y la consiguiente interaccion de las
moléculas de agua de las capas de hidratacion con las fases acuosas
compartimentalizadas por la membrana vy, por ofra parte, las interacciones de
van der Waals entre las cadenas hidrocarbonadas. !0 Este tipo de organizacion
estd infimamente relacionada con el diseno anfifilico de las moléculas de los
fosfolipidos, que ftienen composicidon variable, pero fundamentalmente
consisten en dos cadenas de dcidos grasos esterificadas con una molécula de
glicerol, las cuales se unen a un grupo polar mediante un enlace fosfodiéster.
Los grupos funcionales de las cabezas polares pueden tener carga positiva
(etanolamina, coling, serina), negativa (fosfoderivados) o ser neutros (glicerol);
de modo que la carga neta resulta en general negativa o bien neutra
(zwitterion), teniendo en cuenta la carga negativa del grupo fosfato. Las
cadenas hidrofébicas pueden tener diferentes grados de insaturacion,

dependiendo de la funcionalidad de la membrana.!!

Los fosfolipidos por poseer capacidad de autoorganizacién, han atraido
la atencidn en la fabricacion de sistemas biomiméticos para el estudio de las
propiedades bdsicas de las membranas, igualmente como soporte de
diferentes tipos de macromoléculas en dispositivos de sensado, biocatdlisis

transporte de fdrmacos (drug delivery), recubrimiento de implantes, etc.!2
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5.2. Fusion de vesiculas.

Dependiendo de condiciones especificas y de la naturaleza de los
lipidos, se pueden formar tres tipos de agregados lipidicos cuando los lipidos

anfipdticos se mezclan con el agua (Figura 5.2).

Las micelas son estructuras autoensambladas, generalmente esféricas,
que contienen en su estructura desde unas pocas docenas a unos POcos miles
de moléculas anfipdticas. Las micelas se encuentran en equilibrio dindmico
con los mondmeros. En agua, las micelas disponen las moléculas anfipdticas
con sus regiones hidrofébicas en el interior, donde estd excluida el agua, y sus
grupos cabeza hidréfilos en la superficie, en contacto con el agua. La
formacion de micelas se ve favorecida cuando el drea de la seccidon
transversal del grupo cabeza, es mayor que la de la cadena de acilo lateral
(Figura 5.2a), como en los acidos grasos libres, lisofosfolipidos (fosfolipidos que
carecen de un dcido graso), y detergentes tales como el dodecilsulfato de
sodio (SDS).

Un segundo tipo de agregados de lipidos en el agua es la bicapa, en el
qgue dos monocapas de lipidos, forman una Idmina bidimensional. La
formacién de la bicapa se produce mds faciimente cuando las dreas de
seccion fransversal de la cadena de acilo lateral del grupo cabeza son
similares, como en los glicerofosfolipidos vy esfingolipidos, formando
espontdneamente bicapas de aproximadamente 5nm de espesor. Las
porciones hidrofébicas en cada monocapa, excluidas de agua, interactuan
entre si. Los grupos cabeza hidrofilicos interactian con el agua en cada
superficie de la bicapa (Figura 5.2b). Debido a que las regiones hidrofobicas
en sus bordes estdn transitoriamente en contacto con el agua, la I[dmina de
dos capas es relativamente inestable y espontdneamente forma un tercer tipo
de agregado: se pliega sobre si mismo para formar una esfera hueca, una
vesicula o liposoma (Figura 5.2c). Mediante la formacion de vesiculas, las
bicapas pierden sus zonas hidrofébicas de borde, logrando una mdxima
estabilidad en su ambiente acuoso. Estas vesiculas bicapa encierran agua,

creando un compartimento acuoso separado. Es probable que los precursores
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de las primeras células vivas se parecian a los liposomas, sus contenidos
acuosos segregados del resto del entorno por una cobertura hidrofébica.!d Las
vesiculas que se forman espontdneamente son multilamelares (MLVs) con una
estructura que semeja a las capas de la cebolla; a partir de las MLVs, ya sea
por extrusion o ultrasonicacion, se pueden formar vesiculas de tamano

definido como la que se muestra en la Figura 5.2c.

Unidades Unidades
individuales individuales
en forma en forma
cénica. cilindrica.

_'7//‘11\\%_.

(a) Micela (b) Bicapa (c) Liposoma

Figura 5.2.Agregados de lipidos anfipdticos que se forman en el agua. (a) Micela, la seccidon transversal de la
cabeza es mds grande que el de la cadena lateral. (b) Bicapa, la seccidn transversal de la cabeza es igual
ala de la cadena lateral. (c) Liposoma, cuando una bicapa bidimensional se pliega sobre si misma, se

forma una bicapa cerrada, una vesicula tridimensional con un hueco que encierra una cavidad acuosa.'3

La unidn de dos vesiculas separadas y la mezcla de su contenido acuoso,
generan su fusion, el cual es un proceso espontdneo, aunque altamente
regulado en los seres vivos. Debido a que estas vesiculas son entes estables y
para que esta union se lleve a cabo, debe producirse un grado de estrés en la
curvatura, que conduzca a una disminucidén de energia en el nuevo sistema.
En las células este proceso estd mediado por péptidos y proteinas que

promueven la agregacion y reordenamiento de la bicapa.'

Cuando una vesicula se pone en contacto con un sustrato, la vesicula
adsorbida cambia de forma y se podria comparar con una gota de liquido
adhiriéndose a una superficie. Seifert y Lipowsky, desarrollaron tedricamente
una forma simple de evaluar la unidon y la estabilidad de las vesiculas

adsorbidas en la superficie. Proponen quela adsorcién, la deformaciéon vy la
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ruptura de las vesiculas se determinan por el balance entre el aumento en la
energia de adhesiéon (energia que se establece por el drea de adhesion) vy el
costo energético en la curvatura de las vesiculas (brindado por la flexibilidad
de la bicapa).'s La Figura 5.3 describe el mecanismo de fusion de vesiculas de
acuverdo a resultados de numerosas observaciones experimentales con
distintas técnicas, enfre las cuales caben destacar la microbalanza de cristal

de cuarzo (QCM)'¢y AFM,17 se pueden resumir en varias etapas.

Figura 5.3. Proceso para la fusién de vesiculas sobre una superficie. 1819
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Inicialmente, las vesiculas o liposomas difunden desde la solucidén préoxima
a la superficie (Figura 5.3A), se adsorben (Figura 5.3B) y se agregan a la
superficie (Figura 5.3C), hasta alcanzar una concentracion critica de vesiculas
adheridas. A medida que se adsorbe, empiezan a aplanarse los bordes (Figura
5.3D). Las dreas exteriores, aplanadas se expanden y propagan (Figura 5.3E),
obteniendo una vesicula parcialmente aplanada (Figuras 5.3D y5.3E). La
vesicula colapsa para formar dos bicapas (Figura 5.3F) apiladas una encima
de la otfra. La bicapa mds alta, se mueve desde la inferior a las dreas no
ocupadas en la superficie. Este movimiento puede ocurrir por dos mecanismos,
bicapas laminadas como en la Figura 5.3G y deslizantes como en la
Figura5.3H, en ambos casos se obtiene una estructura de bicapa Unica (Figura
5.31).17

La fusion de vesiculas es una de las vias mdas Utiles para la creacion de
bicapas lipidicas soportadas (SLBs). Este proceso de formacion es importante
desde el punto de vista biofisico y podria ayudar a entender las caracteristicas
de los fendmenos relacionados, como lo es la fusion de membranas mediada
por proteinas de fusibn o el reconocimiento molecular.22 Ademds, ofrece
perspectivas interesantes a la nanobiotecnologia, por ejemplo, el disefo de
biosuperficies patréon con diferentes funcionalidades. Por otro lado, estas
estructuras ofrecen la posibilidad de aplicar una serie de técnicas analiticas
superficiales que serian dificiles de utilizar en las membranas reales, tales como

espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS) y AFM.18

Algunos de los factores que afectan la adsorcion y fusidn de vesiculas a
soportes solidos son: la composicion y concentracioén lipidica de la vesicula, el
tamano, la densidad de carga superficial, la rugosidad y limpieza de la
superficie, el pH de la solucidén, la fuerza idnica, la presidn osmodtica de las
vesiculas, la temperatura, y la presencia de cationes divalentes
(especialmente Ca? y Mg?*).20-3 Sin embargo, el proceso de fusion de
vesiculas, se puede mejorar mediante el calentamiento,?4 la creacién de un
gradiente osmdtico a través de la membrana de la vesicula?' y por la adicidon
de agentes fusigénicos tales como polietilenglicol.?> En comparacion con la

deposicion LB, los inconvenientes del método de fusion, estdn asociados a la
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imposibilidad de preparar bicapas asimétricas compuestas de dos capas de
diferente naturaleza y la falta de control de la presidn lateral en las capas de
lipidos. Sin embargo, el enfoque de fusion es mds simple y permite la difusion

de lipidos.'8

Las variedades de sustratos capaces de soportar las bicapas de
fosfolipidos son algo limitadas. Con el fin de soportar una membrana de alta
calidad (es decir, poco o nada de defectos y alta movilidad de lipidos) la
superficie debe ser hidréfila, lisa y limpia. Los mejores sustratos utilizados son
silice fundida,?s 27 vidrio de borosilicato,?¢ 26 mica?’ 30 y silicio oxidado.?6 Se han
hecho ensayos para depositar bicapas soportadas en monocristales de TiO2 y
SITiO2 asi como en peliculas delgadas de SiO2 sobre cristales LiNDO3.31-33 Las
peliculas delgadas se pueden utilizar también como soportes sélidos, entre los

cuales estd TiO2,21-23 dxido de indio-estano,?4 34 oro,35 3¢ plata’’ y platino.3

De todos los sustratos mencionados, la mica muscovita es uno de los mds
utilizados; debido a que es una superficie plana a nivel atdmico y su quimica
superficial permite la formacidn de bicapas por fusidn espontdnea de
vesiculas.® Ademds, es un mineral en capas no conductor compuesto de
multiples capas de 1 nm de espesor, que puede ser facilmente escindido con
la ayuda de cinta adhesiva para producir superficies limpias, atdmicamente
planas.'’® La principal ventaja al utilizar soportes sélidos es claramente el
aumento en la robustez y estabiidad de las bicapas lipidicas. Resultan
sumamente importantes también la capacidad de investigar las interacciones
que ocurren en la superficie de la membrana con técnicas analiticas que son

especificas de la superficie (por ejemplo, AFM, QCM, SPR, etc).40

Finalmente, existe una gran variedad de técnicas experimentales Utiles
para estudiar las propiedades de las membranas lipidicas soportadas y no
soportadas, como la resonancia magnética nuclear, la reflectividad de
neutrones, los métodos de reflexion de rayos X y la difraccion, la microscopia
de fluorescencia, la microscopia de dngulo de Brewster, la elipsometria, la
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X, y la espectrometria de masas de

iones secundarios. Entre ellas, el AFM en medio liquido, surgi® como una
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técnica especifica para obtener imdgenes de la organizacién lateral de las
bicapas lipidicas soportadas (SLBs). La principal ventaja que posee esta
técnica con respecto a otras es que la estructura de las muestras bioldgicas,
tal como las membranas celulares o lipidicas, se puede explorar no sélo en

medios liquidos, sino también en tiempo real con resolucién nanomeétrica.¢

5.3. Caracterizacion mecdnica de membranas lipidicas.

Las bicapas lipidicas se encuentran estrechamente relacionadas con el
funcionamiento de la biomembrana, debido no sdlo a su papel estructural
bajo una compleja combinacion de fuerzas4' sino también a su contribucion a
la funcidon de varias proteinas de membrana.42 4 Por lo tanto, existe un
continuo interés en la comprension de la interaccidon entre la organizacion
lateral de lipidos y la funcién general de la membrana. Como también, de las
propiedades mecdnicas de las bicapas lipidicas, que han sido evaluadas a

fravés de diferentes técnicas.444°

Durante la Ultima década, la espectroscopia de fuerza basada en AFM
(FS: Force Spectroscopy, por sus siglas en inglés) se ha convertido en una
herramienta esencial para caracterizar cuantitativamente las propiedades
mecdnicas de las membranas lipidicas, con la ventaja de tener una alta
sensibilidad y versatiidad en regiones espaciales, asi como también la
posibilidad de localizar y sondear dreas confinadas de las membranas en

condiciones de ambiente controlado.¢

La espectroscopia de fuerza basada en AFM ha demostrado ser una
técnica apta para examinar las propiedades mecdnicas de una amplia
variedad de sistemas en la nanoescala. Entre las mds destacadas, vale la
pena mencionar la indentaciéon de materiales duros durante la aproximacion
de la punta a la superficie®® y el estiramiento de estructuras macromoleculares
discretas como polisacdridoss!, proteinas2 y ADNS33; mientras que la punta se
retfrae alejdndose de la superficie. El papel de esta técnica es medir

directamente las fuerzas de interaccidn cuando un pequeno numero de
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moléculas estdn participando. En el caso de las membranas lipidicas, la FS es
importante en términos de precisidon espacial y resolucién de la fuerza.
Normalmente, las medidas de FS se realizan en condiciones de velocidad
constante, es decir, la deflexion del cantiléver se mide mientras que la punta
se aproxima y retrae de la superficie. Cuando se conoce la constante eldstica

del canftiléver, la deformacidon medida se convierte en la fuerza.é

5.4. Parte Experimental.

5.4.1. Reactivos.

El  fosfolipido  1,2-dimiristoil~sn—glicero-3—-fosfocolina  (DMPC)  fue
comprado a Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). El resto de los reactivos y
solventes empleados fueron del mejor grado analitico disponible. Para las

soluciones acuosas se empled siempre agua tipo MilliQ (18.2 MQ cm).

5.4.2. Preparacion de vesiculas de DMPC.

Las vesiculas de DMPC se obtuvieron a partir de una solucidn de
fosfolipido 10 mg/mL en cloroformo. El solvente se evapord bajo una corriente
de nitrégeno para formar una pelicula sobre las paredes de un baldn de vidrio.
Las trazas de solvente restantes se eliminaron dejando el recipiente en un
desecador conectado a una bomba de vacio. La pelicula seca se
reconstituyd con buffer HEPES 10 mM + NaCl 0,9% pH 7.4 y se sometid a
agitacién con vortex. La mezcla de vesiculas multilamelares obtenida, se

sonico brevemente para formar vesiculas unilamelares.

5.4.3. Preparacion de bicapas de DMPC.

Para la formaciéon de las bicapas lipidicas, se emplearon como sustratos,

discos de 9,5 mm de didmetro de mica muscovita de grado V-1 (la mas alta
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calidad disponible) de SPI Supplies®. Los sustratos de mica fueron exfoliados
por eliminacion de las capas superiores con una cinta adhesiva e
inmediatamente sumergidos en la suspension de vesiculas. Los sustratos
modificados no se secaron bajo corriente de N2 para evitar la posible ruptura o
deformacion de las bicapas y conservaron su humedad superficial durante su
manipulacion al aire, utilizando un recipiente cerrado donde se aseguraba la

safuracion de humedad a través de un algoddn embebido en agua.

5.4.4. Caracterizacion mediante AFM.

Las medidas experimentales realizadas con AFM se llevaron a cabo en
modo contacto y modo intermitente (fapping mode) con un microscopio
Multimode controlado por una unidad Nanoscope V (Digital Instruments, Inc.).
Se empled, una celda de liquidos (in situ) a temperatura ambiente (~ 24°C),
conteniendo buffer fosfato 10 mM pH 7.4. Se emplearon puntas de SisNs
(cantilévers triangulares con una constante eldstica (k) de 0.12 N/m, Veeco
Probes) para las medidas de contacto y para las de tapping se usaron puntas
cuya k fue de 20 N/m, Las imagenes se analizaron usando el programa

Nanoscope version 7.3 y Nanoscope Analysis 1.5.

5.5. Fusion de vesiculas de DMPC sobre mica.

Para la fusion de vesiculas de DMPC, la suspension de vesiculas (0.5
mg/mL) mezclada con CaCl 0.1 M y HEPES 0.05 M se puso en contacto
durante 15 min a temperatura ambiente (~24°C) sobre una superficie de mica
recién exfoliada. Transcurrido este tiempo, la mica modificada se colocd a 40-
50°C sobre una plancha de calentamiento dentro de un recipiente cerrado
con un algoddn embebido en agua, durante 15 min mds. Luego se enjuagd
con agua fipo Milli-Q y se coloco en la celda de liquidos del AFM. La imagen in
situ (Figura 5.4) muestra una zona completamente cubierta por una bicapa de
DMPC (Figura 5.4a), cuyo perfil de altura caracteristico de 5 nm se muestra en

la Figura 5.4b. Este valor corresponde a los datos de espesor de bicapa de
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DMPC reportados en la literatura, los cuales oscilan entre 4.2 — 5 nm.3% 54 Existen
dominios de diferentes fases para el DMPC, cuya proporcidon depende de la
temperatura. Por debajo de los 22°C, la bicapa se encuentra puramente en
estado “gel” (mayor altura) mientras que por encima de los 32°C, la fase
predominante es la “liquida” (menor altura).’? Algunas vesiculas y parches
adicionales que forman multicapas, pueden ser removidos por enjuagues

adicionales ya que se encuentran débiimente adsorbidos sobre la cara

superior de la bicapa soportada sobre la mica.
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Figura 5.4. (a) Imdgenes de AFM in situ en modo contacto (5um x 5um)en la celda de liquidos de la
superficie de la mica después de la fusidn de vesiculas de DMPC, tomada a ~24 °C en buffer fosfato 10mM

pH 7.4. (b) Perfiles de altura de la bicapa formada.
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Ademds de la caracterizacion de la altura y cubrimiento por la fusion del
DMPC soportado sobre mica, se midieron curvas de fuerza resultantes de un
andlisis de Force Volume, el cual consiste en un andlisis conjunto de curvas de

fuerza individuales medidas en el centro de los dominios de la bicapa.

Cuando la punta del cantilever esta lejos de la bicapa de DMPC, no hay
ninguna inferaccién mecdnica entre la punta y la bicapa, como se indica en
la Figura 5.5q, 5.5b (A). Al acercarse aun mds la punta a la bicapa, se produce
contacto mecdnico. A medida que la punta se aproxima a la muestra, las
interacciones de corto alcance aumentan entre la punta y la muestra. Estas
fuerzas de interaccidon tienen diferentes origenes, siendo las mds notables las
fuerzas de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) (que corresponden a
la carga de la llamada capa difusa y de las fuerzas de van der Waals), las
fuerzas de hidratacion, y las fuerzas estéricas.ss El origen y la magnitud de estas
fuerzas dependen indudablemente de la composicion quimica de la bicapa,
la quimica de la punta, y las propiedades fisicoquimicas del medio liquido.
Comunmente, la combinacion de estas fuerzas da lugar a unos pocos
piconewtons. Entonces, la bicapa se deforma eldsticamente por la punta
(Figura 5.5a y 5.5b (B)), hasta que rompe la membrana y se pone en contacto

con el sustrato (Figura 5.5a y 5.5b (C)).

En la Figura 5.5a se observa una discontinvidad en la curva de fuerza;
esto se interpreta como la penetraciéon de la punta a través de la bicapa.s¢ La
fuerza vertical en la que ocurre esta discontinuidad es la fuerza méxima que la
bicapa es capaz de soportar antes de romperse y se llama fuerza de ruptura
(Fb: breakthrough force, por sus siglas en inglés). Esta discontinuidad mide
alrededor de 4-5 nm de separaciéon medida en el eje de abcisas, que se
correlaciona con la altura de una bicapa lipidica. Tal evento de ruptura se
produce normalmente en varios nanonewtons de fuerza. Andloga a la fuerza
requerida para indentar materiales duros como cristales individuales,” la fuerza
de deshibridacion del ADN,% % o la fuerza de despliegue de las proteinas
individuales,® la fuerza de ruptura y su magnitud durante la indentacion de
bicapas lipidicas, es claramente la huella dactilar de la estabilidad mecdnica

de estos sistemas en las condiciones experimentales en las que se realizan las

142 Capitulo 5



Fuerza (nN}

(a)

medidas. Se han informado diferentes variables que afectan la estabilidad
mecdnica de las bicapas lipidicas y, como consecuencia, la magnitud de Fb;
entre ellas la temperatura, la quimica de los lipidos, el pH, la fuerza iénica, y la

composiciéon del electrolito.¢1-63
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Figura 5.5.Estabilidad mecdnica de una bicapa lipidica de DMPC con AFM - FS. (a) Grdéfico tipico de la
fuerza vertical con respecto del movimiento de aproximacion de la punta. Se pueden distinguir tres
diferentes regiones en la curva asociada con la evolucion descrita en (b): A —la punta y la muestra adn no
estdn en contacto mecdnico; B - la punta deforma eldsticamente la bicapa lipidica; y C — la punta rompe
la muestra, poniéndose en contacto con el sustrato de mica. (c) Una cuadricula de 16x16 que ilustra el
“"mapeo de force volume”, donde las curvas de fuerza vs. distancia, se realizan en cada componente de la

cuadricula a través de una superficie (en este caso 5um X 5um).

No todas las curvas de fuerza presentan el quiebre tal como se ha visto
previaomente en la literatura. En un total de 256 curvas de fuerza (cuadricula de
16x16) se observan eventos de ruptura en el 21% de las curvas, tal como se
indica en el histograma de la Figura 5.6. La fuerza de ruptura de la bicapa
lipidica para cada fosfolipido depende de la temperatura y de la composicion

de la solucion en contacto con la bicapa.
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Figura 5.6. Histograma de los eventos de ruptura para un andlisis de Force Volume de 16x16 curvas de fuerza.

5.6. Caracterizacion de CIT-AgNPs y MBA-AgNPs sobre mica.

Otras de las medidas hechas de caracterizacién de las AgNPs empleadas
en este Trabajo de Tesis, consistid en la adquisicion de imdgenes topogrdaficas
de AFM en modo contacto al aire tanto de las CIT-AgNPs como las MBA-
AgNPs, sobre el sustrato de mica. Para este procedimiento, se gotearon las
AgNPs sobre la mica activada previomente con CaClz2 0,1M para favorecer su

inmovilizaciéon y luego, se secaron con un flujo suave de Na.

Una de las imagenes obtenida para las CIT-AgNPs, se observa en la
Figura 5.7a, y su correspondiente perfil de altura en la Figura 5.7b. Estos valores
de alturas obtenidos con esta técnica de AFM, se pueden comparar con los
reportados en el Capitulo 3, Seccidon 3.3.2.1; donde se tienen didmetros
promedio de 8.7 £ 2.5 nm utilizando HRTEM. Si bien la técnica de AFM no es
muy precisa con estos valores, debido a efectos de convolucion debido al
radio de curvatura de la punta, se obtienen valores promedio similares de

algunas CIT-AgNPs individuales teniendo en cuenta la medida en altura de las
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mismas y no su dimension lateral, que es la que estd afectada por los efectos

antes mencionados.
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Figura 5.7. (a) Imagen de AFM en modo contacto al aire (1um x 1um) de la superficie de la mica después de
gotear CIT-AgNPs. (b) Perfiles de altura de algunas CIT-AgNPs individuales.

Por otra parte, para las MBA-AgNPs se obtuvieron imdgenes similares tales
como la mostrada en la Figura 5.8a, empleando la misma técnica de AFM
modo contacto al aire y realizando el mismo procedimiento de goteo; pero,
observdndose que este tipo de AgNPs presentan una mayor coalescencia. En

el perfil de alturas obtenido en la Figura 5.8b; se observa que una de las NPs
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seleccionadas para analizar su perfil de altura (Linea azul, letra A) tiene una
altura promedio de 9,8 nm, valor que se encuentra comprendido en los valores
obtenidos por HRTEM (Capitulo 3, Seccion 3.3.2.1); de 8.2 + 2.1 nm para las
MBA-AgNPs. En otros casos se obtienen valores mayores, tal como el valor de
altura obtenido de 17.2 nm para la Linea roja, letra B y 40.7 nm para la Linea
verde, letra C. En estos dos Ultimos casos, las alturas corresponderian a la

presencia de aglomerados (clUsteres) de MBA-AgNPs.
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Figura 5.8. (a) Imagen de AFM en modo contacto al aire (3,5um x 3,5um) de la superficie de la mica después
de gotear MBA-AgNPs. (b) Perfiles de altura de algunas MBA-AgNPs.
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5.7. Interaccion de DMPC con CIT-AgNPs y MBA-AgNPs.

La encapsulacion de nanoparticulas en vesiculas de fosfolipidos ofrece
una ruta bioldgicamente inspirada en el diseho de agentes terapéuticos vy
como un medio para reducir la toxicidad de las nanoparticulas. Los
conjugados de lipidos/NPs hibridas, tienen diversas aplicaciones biomédicas,
incluyendo imagenes de células cancerosas, drug delivery, terapia focalizada,
inmunoensayos, separacion células/proteinas, biosensores, etc. En la
actualidad, se sabe poco acerca de la influencia de las nanoparticulas sobre
las propiedades fisicoquimicas de las vesiculas lipidicas tales como la
estabilidad, elasticidad, fluidez de la membrana y el comportamiento de fase

de la bicapa.é

Por ofra parte, las NPs pueden disenarse para ser altamente eficaces
para penetrar en la membrana plasmdtica y asi alterar los procesos naturales
dentro de la célula. De esta manera, sirven como excelentes portadores de
cargas terapéuticas a través de la membrana, probablemente debido a los
mecanismos de internalizacién como ruptura fisica, el transporte mediado a
través de la membrana, formacién de poros, etc. Recientes estudios sobre los
efectos de diferentes NPs metdlicas sobre la estabilidad de la membrana y/o
la deformacidén, han revelado que la incorporacién de NPs metdlicas dentro
de la membrana ha alterado el comportamiento de los lipidos provocando
una disminuciéon de la temperatura de transicion de fase y el aumento de la
fluidez de la bicapa. Dado que el comportamiento de la fase polimérfica de
los lipidos influye en diferentes procesos relacionados con la membrana, es
muy importante estudiar el efecto de la interaccién de NPs con diferentes

membranas lipidicas.¢s

El proceso de adsorcién de NPs en moléculas de lipidos es generalmente
favorecido debido su alta relacion de aspecto. La presencia de NPs cargadas
en la matriz lipidica es termodindmicamente desfavorable puesto que el
interior hidrofébico de la bicapa lipidica altera el balance de fuerzas. Como
resultado se forman poros transitorios o agujeros dentro de la bicapa lipidica,

gue a su vez disminuyen la anisotropia.¢é
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En vesiculas lipidicas, la encapsulacion de NPs puede lograrse atrapando
las particulas dentro del ndcleo acuoso o en la bicapa hidrofébica. Para ser
incluidas en la bicapa lipidica, las NPs deben poseer dos caracteristicas
importantes. Deben ser mds pequenas en tamano para caber dentro de una
bicapa lipidica y deben tener una superficie hidréfoba (por recubrimiento con
agentes apropiados). Cuando las NPs estdn atrapadas dentro de las bicapas,
pueden conducir a cambios en el empaquetamiento de lipidos y pueden
perturbar las interacciones lipido-lipido entre los grupos cabeza y/o las colas
de acilo. La alteraciéon de estas interacciones entre lipidos, puede resultar en
cambios en el comportamiento de fase de la bicapa lipidica, que se relaciona
con el grado de ordenamiento de los lipidos y la viscosidad de la bicapa.
Cuando algunas proteinas o NPs cargadas se adsorben en la superficie celular,
la membrana se somete a deformacion y los lipidos constituyentes de las
bicapas, se reorganizaron debido a la interaccion electrostatica entre los
lipidos y NPs/proteinas. Puesto que Ila membrana estd cargada
negativamente, las NPs cargadas positivamente son atraidas mds hacia la
superficie de la membrana celular y muestran niveles mds altos de
internalizacion, en comparacidn con particulas sin carga y con carga
negativa. Por lo tanto, dependiendo de su tamano y su quimica superficial, las
NPs incrustadas pueden influir en la estabilidad y la funcién de las vesiculas

hibridas, en la formacién de dominios, en la separacion de fases, etc.¢¢

Dependiendo del tamano, la carga electrostatica y la hidrofobicidad, la
nanoparticula puede ser en parte o totalmente atrapada en la bicapa. Tres
posibilidades diferentes de interaccién de NPs se muestran en la Figura 5.9. La
primera posibilidad, indica una estructura en la que una nanoparticula se
incrusta parcialmente en la bicapa o descansa sobre la superficie de la
vesicula. La segunda posibilidad muestra que la nanoparticula se extiende por
la regidn hidréfoba creando un contacto equivalente con las dos poblaciones
de cadenas hidrocarbonadas. El tercer modo representa el atrapamiento de
la nanoparticula perfectamente en el cenfro de la bicapa debido a las

interacciones hidrofobas.é”
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Figura 5.9. Posibles interacciones de NPs con la bicapa lipidica.s”

En la seccion anterior, se demostrdo mediante medidas de AFM la
formacién de una bicapa fluida de DMPC sobre los sustratos de mica. Ahora,
se va a fratar de entender la interaccién que tiene esta bicapa lipidica ya
formada, con las AgNPs ya sean recubiertas con citrato o con MBA. Para esto,
se procedid a redlizar la fusidn de las vesiculas de DMPC tal y como se
describidé previamente en la Seccién 5.5. Luego de obtener la imagen in situ
para comprobar que las vesiculas de DMPC fusionaron correctamente sobre la
mica, se gotearon las AgNPs con un tiempo de incubacién de 1 h 30 min.
Finaimente, se enjuagd con agua tipo MilliQ y se colocd en la celda de
liquidos del AFM.

La Figura 5.10a es una imagen de AFM in sifu, tomada en la celda de

liquidos, de las CIT-AgNPs con las vesiculas de DMPC fusionadas previamente.

De acuerdo al perfil de alturas (Figura 5.10b), se observa que después de
poner en contacto a las CIT-AgNPs con las vesiculas de DMPC fusionadas
previamente; las alturas en los lugares que se senalan en la figura ya no
corresponden a la de una bicapa lipidica (~ 5 nm) si no que aumentaron entre
7.4-12.6 nm, respecto de la altura inicial de la bicapa lipidica fundida sobre la
mica, indicando que las CIT-AgNPs se encuentran sobre la bicapa de DMPC
sin penetrar la misma. La Figura 5.10a muestra claramente que las CIT-AgNPs
estdn interaccionando con la bicapa preferentemente en los bordes de los
dominios DMPC/mica, esto también se refleja en las secciones fransversales de
la Figura 5.10b (A, By C).
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Figura 5.10. (a) Imagen de AFM in situ en modo contacto (10um x 10um) en la celda de liquidos de la
superficie de la mica, después de poner en contacto a las vesiculas de DMPC fusionadas, con las CIT-

AgNPs. (b) Perfiles de altura de las CIT-AgNPs con la bicapa formada.

Para las MBA-AgNPs, se observa algo muy similar con su perfil de alturas
(Figura 5.11b). Los valores aumentan entre 5- 10 nm, que corresponden a la
interaccion de las MBA-AgNPs con la bicapa, ubicdndose unas pocas en los

bordes como se observa en la Figura 5.11a.
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Figura 5.11. (a) Imagen de AFM in situ en modo contacto (10um x 10um) en la celda de liquidos de la
superficie de la mica, después de poner en contacto a las vesiculas de DMPC fusionadas, con las MBA-
AgNPs. (b) Perfiles de altura de las MBA-AgNPs con la bicapa formada.

La interpretacién de los resultados obtenidos en cuanto a la adsorciéon
preferencial de las NPs en los bordes de las bicapas respecto de lo que ocurre
en zonas planas donde prdcticamente no se adsorben, tiene relacion directa
con lo que ocurre en los el proceso de internalizacidén de NPs en células el cual
se ha interpretado como un proceso de dos etapas: en primer lugar ocurre la
adsorcion en la parte externa de la membrana y luego ocurre la

internalizacion. En la primera etapa, la adsorcién, intervienen las fuerzas
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electrostaticas y las hidrofébicas. Esta adsorcion se puede enfocar como un

proceso reversible.

En el caso de nanoparticulas con didmetros comprendidos entre 10y 100
nm, se propone que inicialmente se adsorben sobre |la superficie de la bicapa
lipidica ya sea por interacciones especificas del fipo ligando-receptor o
mediante interacciones no especificas y luego son envueltas por la membrana
e internalizadas por endocitosis.8 La eficiencia de este proceso donde la
membrana rodea a las nanoparticulas depende de su tamano, forma y
orientacion respecto a la region donde ocurre la interacciéon NP-membrana.¢-
72

Por ofra parte, en el caso de NPs con didmetros inferiores a 10 nm se
propone que pueden insertarse o transponer la bicapa aunque con ciertas

limitaciones.”376

Estudios recientes empleando dindmica molecular’”” mostraron que AuNPs
con didmetros menores que 10 nm y con un recubrimiento anfifilico donde se
exponen cargas negativas hacia el exterior producen una modificacién en las
zonas de mayor curvatura de las bicapas donde se favorecen las
interacciones hidrofébicas. Inicialmente las cargas negativas del recubrimiento
de las NPs interaccionan electrostdticamente con los grupos positivos de la
cabeza polar del fosfolipido. Estas interacciones electrostdticas provocan
reorientaciones donde se producen profrusiones de las terminales lipidicas que
permiten interacciones con la parte hidrofébica del recubrimiento anfifilico de
las NPs.

En el esquema de la Figura 5.12 se muestra la interaccidon de NPs
recubiertas con dcidol1-mercaptoundecanosulfénico (MUS) que a pH
fisiologico se encuentra negativamente cargado, con bicapas de 1,2 dioleoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), un fosfolipido zwiteridonico. Las estructuras

guimicas de estas sustancias se encuentran en la parte superior del esquema.””
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Figura 5.12. A: estructura de la NP recubierta con dcido11-mercaptoundecanosulfénico (MUS) con

carga negativa a pH fisioldgico. B: estructura del DOPC. Las colas hifrofébicas estdn en blanco y la cabeza

polar tiene en color azul al grupo amonio y en color naranja al fosfato. C: estadios del proceso de

interaccién en funcion del tiempo entre las NPs funcionalizadas con MUS y la bicapa de DOPC. D: detalle

mostrando las interacciones electrostaticas entre los grupos sulfonato de las NPs con MUS vy los grupos

amonio del DOPC vy las interacciones hidrofébicas entre las protrusiones de las colas del DOPC en blanco y

la seccién hidrofébica del MUS en celeste. Adaptado de Reid C. Van Lehn and Alfredo Alexander-Katz.””
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En vista de los antecedentes discutidos anteriormente podemos analizar
nuestros resultados en funcidn de las contribuciones presentes en las
nanoparticulas recubiertas con citratos y con MBA.

Debido a que las MBA-AgNPs, poseen una mayor densidad de aniones
carboxilato tal como fue discutido en el Capitulo 4, se podria inferir que su
permanencia en la bicapa lipidica se basa en las altas interacciones
electrostaticas con la fraccidon positiva de amonio del final polar del DMPC y a
las interacciones hidrofébicas mediadas por los grupos aromdaticos, con las
protuberancias de la cola hidrocarbonada del lipido o a los defectos de la
monocapa lipidica donde la proximidad del anillo aromdatico/cadena
hidrocarbonada se favorece y juega un papel importante para el anclaje de
las AgNPs. En el caso de las CIT-AgNPs, la interaccién seria fundamentalmente
por interacciones electrostaticas con los grupos amonio.

Las imdagenes obtenidas tanto para las CIT-AgNPs como para las MBA-
AgNPs, muestran que hay pocas AgNPs adsorbidas en las bicapas y que esto
ocurre casi exclusivamente en los bordes no observdndose presencia
practicamente de AgNPs en las regiones planas. Debido a que las zonas de los
bordes por su curvatura aumentan la probabilidad de que las fluctuaciones de
las cadenas hidrofébicas de los lipidos generen las protrusiones que
favorecerian las interacciones con el nicleo aromdtico del MBA. En las zonas
planas de la bicapa esas fluctuaciones son menos probables. En el caso de las
CIT-AgNPs, donde sélo hay interacciones electrostdticas y la parte hidrofébica
de la molécula es poco representativa en su estructura total, puede que los
grupos citrato estén mds expuestos a la solucidn en las regiones planas que en
los bordes y se favorezca su solubilidad y disminuya su interaccion con el
DMPC.78

Finalmente, si bien la microscopia de fuerzas atdmicas (AFM) es valiosa
para estudiar la interacciéon de las CIT-AgNPs y las MBA-AgNPs con bicapas de
DMPC soportadas sobre una superficie lisa como la mica; esta técnica sélo
brinda informacion local. Entonces para poder entender las interacciones a
una escala mds cercana a la que tendria lugar en sistemas celulares, se
empleard como sistema biomimético a las monocapas de Langmuir, donde es
posible controlar tanto la composicidon de la fase lipidica como de la subfase

como también la presion lateral de los fosfolipidos.
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CONCLUSIONES

v' Se optimizaron las condiciones experimentales para promover la fusion
de vesiculas de DMPC sobre mica para obtener bicapas soportadas
que tuvieran una distribucion superficial que expusiera tanto regiones
planas y bordes que fueran representativos para que se manifiesten los
procesos de adsorcion de las nanoparticulas en zonas con diferentes

curvaturas y defectos.

v' Se caracterizd la morfologia de las bicapas que exhibieron un espesor

tipico de 5 nm tal como se espera para la estructura del DMPC.

v Se analizdé la respuesta mecdnica y la estabilidad de las bicapas de
DMPC sobre mica mediante el andlisis de curvas de fuerza. Estas curvas
mostraron la tipica “huella digital” que corresponde a la fuerza de

ruptura de la bicapa en un valor de 6.5 nN.

v' Las imagenes obtenidas para ambos tipos de AgNPs, indican que se
ubican principalmente en los bordes y no en la regién plana de la

bicapa.

v' La cantidad de AgNPs tanto citratadas como con MBA adsorbidas en
los borde, fue pequena teniendo en cuenta el tiempo de interaccion y
la morfologia de las bicapas fundidas que permitieron una relacion

perimetro/drea suficiente para favorecer las interacciones.

v' Si bien la técnica de AFM se utiliza como una herramienta para obtener
imagenes de los eventos superficiales en condiciones fisioldgicas en
tiempo real y para estudiar y visualizar la transferencia de material a
partir de vesiculas adsorbidas sobre mica, no permite cuantificar las
inferacciones presentes en este tipo de sistemas biomiméticos en
distintas condiciones de presion lateral del fosfolipido constituyente de
la bicapa por lo cual se discutird en el capitulo siguiente la posibilidad
de emplear como sistema de biomembrana a las monocapas de DMPC

en balanza de Langmuir.
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Capitulo 6

Interaccidon de AgNPs hidrofilicas con

DMPC, como una biomembrana modelo

En este capitulo se va a estudiar la interaccion de los dos tipos de AgNPs
hidrofilicas que se emplearon en este trabajo de Tesis, con monocapas de
Langmuir de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) presentes en la interfase
agua/aire de una balanza de Langmuir. Se analizard el rol de la densidad de
carga superficial y de la naturaleza quimica de las moléculas protectoras de la
superficie sobre la base de estudios de Espectroscopia de Fotoelectrones de

Rayos—X (XPS) y en cdiculos de la Teoria Funcional de la Densidad (DFT).
6.1. Introduccién.

Como se menciond en la introduccidn general, las ANPs son uno de los
nanomateriales mds utilizados en productos comerciales.’# En el enfoque de
sintesis bottfom-up, los agentes protectores de distinta naturaleza quimica,
permiten el control de la morfologia de la NP, su tamafo y evitan su
coalescencia. El agente protector tiene grupos funcionales que por un lado
son capaces de interactuar fuertemente con la plata (Ag), y por el ofro,
proporciona la funcionalidad quimica que permite dispersar las NPs en un

solvente dado y/o interactuar especificamente con un target (blanco), segin
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la aplicacion que se le quiera dar a estas AgNPs.>7 El citrato es uno de los
agentes de proteccion de nanoparticulas de A mds comUnmente empleado
en productos comerciales y la sintesis de Turkevich es un método ampliamente
usado que se caracteriza por su simplicidad y reproducibilidad.t ¢ Ademds de
sus aplicaciones comerciales, las AQNPs también son empleadas ampliamente,
debido a sus propiedades plasmonicas en cuanto a la dispersion Raman. 0 1
Debido a la creciente demanda de aplicaciones de las AgNPs, resulta de
particular importancia la comprensién de sus interacciones con materiales de
naturaleza bioldgica.'?4 Las interacciones presentes entre los modificadores
superficiales de las NPs con biomoléculas, la ruptura y la penetracion en la
membrana celular, dependen en gran medida de su tamano, forma, carga
superficial y funcionalidad quimica superficial.’>18 Para NPs con dimensiones
pequenas entre 4-10 nm, se propone que pueden penetrar directamente la
bicapa de las membranas celulares,é 1921 mientras que para NPs mds grandes,
su accion se produce a través de alteraciones de la estructura de la
membrana generdndose poros, que afectan fuertemente su permeabilidad,*
potencial de membrana?2 2 y sus funciones principales generando
citotoxicidad.2426 También las NPs de mayor tamano pueden ser incorporadas

a las células mediante procesos de endocitosis selectivos (Figura 6.1).2'
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& ¢ O
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Figura é.1.Disposiciones en tamafo natural y controladores de acceso dentro de una célula de un mamifero.
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Para AuUNPs se ha encontrado que mediante el control de su densidad de
carga superficial, es posible llegar a un equilibrio enfre la toxicidad y la
captacion celular.? Las interacciones electrostaticas de las NPs con bicapas
lipidicas median su interaccidon con las membranas bioldgicas y su disrupcion
en especial cuando son catidnicas.?2! El proceso de captacion debe involucrar
la adsorcion de la NP sobre la superficie celular, y a continuacién, su
intfernalizacion.?s 2? Tanto el signo y la densidad de carga de las NPs, molecular,
afectan su adhesion y penetracion dentro de las bicapas lipidicas,

convirtiéndose en un tema de gran importancia para ser investigado.

Debido a la complejidad de las membranas bioldégicas naturales, las
monocapas y bicapas lipidicas soportadas sobre un sustrato sélido son los
sistemas modelos mds comunes utilizados para estudiar sus interacciones con
biomoléculas.3-33 Otro modelo apropiado para estudiar las interacciones en
nano-biointerfases, son las monocapas de Langmuir, que evitan la
transferencia del modelo de biomembrana a un soporte sélido y permiten
ademds el contfrol de la composicién y organizacion, tanto de la interfase
como de la subfase; por lo tanto, varios factores que estdn involucrados en las
interacciones NP-membrana, pueden ser investigados.34% En particular, DMPC
es un fosfolipido zwiterionico que a temperatura ambiente posee una fase
liquido—expandida (LE) a lo largo de toda la isoterma de Langmuir y una
topografia homogénea en el rango de la mesoescala cuando es examinada
por Microscopia de Angulo de Brewster (BAM: Brewster Angle Microscopy en

inglés).

En este trabajo de Tesis, se estudidé la interaccidn de monocapas de
DMPC con AgNPs similares en tamano pero protegidas con diferentes
moléculas, tales como citrato (CIT-AgNPs) y dcido 4-mercaptobenzoico (MBA-
AgNPs), ambas cargadas negativamente a pH fisioldgico. Las MBA-AgNPs se
obtuvieron a partir de las CIT-AgNPs por un procedimiento de intercambio de
ligandos tradicional. Algunos experimentos de XPS de alta resolucion revelan
que el citfrato no se remueve completamente de la superficie de la NP, lo cual
tiene una importante influencia en lo que se refiere a la interaccién con una

monocapa de fosfolipido, tal como se explicard en el presente capitulo.
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Las CIT-AgNPs son unas de las nanoparticulas mas ampliamente utilizadas
en productos comerciales y en aplicaciones cientificas; mientras que las MBA-
AgNPs son comuUnmente empleadas como sondas Raman en sensores
basados en la Espectroscopia Raoman Amplificada de Superficies (SERS).38-45
Ambos tipos de AgNPs (CIT-AgNPs y MBA-AgNPs), exponen grupos carboxilo y
tienen similares potenciales zeta, pero difieren en la naturaleza alifdtica o
aromdtica del agente protector. Los resultados que se mostrardn en este
capitulo, indican comportamientos diferentes en cuanto a su interaccién con
el modelo de biomembrana: las CIT-AgNPs interaccionan débilmente en
DMPC, mientras que las MBA-AgNPs interaccionan irreversiblemente y se
mantienen en la interfase al realizar la compresién de la monocapa. Esto
también indica que hay un efecto cooperativo de los ligandos en la
interaccion enfre MBA-AgNPs y DMPC. Por ofra parte, las moléculas de MBA
en solucion (sin un nucleo de plata) son incapaces de modificar los
pardmetros de empaquetamiento (drea) del fosfolipido o la presion de
superficie tal como lo hacen las NPs. A partir de estos resultados es que
proponemos una explicacion de la interaccidon de estas AgNPs con
monocapas de DMPC basada en la densidad de carga superficial y en la

naturaleza quimica de la molécula protectora.

6.2. Parte Experimental.

6.2.1. Monocapas en la interfase aire/buffer.

El  fosfolipido  1,2—dimiristoil-sn—glicero-3—-fosfocolina  (DMPC)  fue
comprado a Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). Para los estudios de
monocapas, se utilizd un buffer fosfato 10 mM a pH 7.2 como subfase. Las

soluciones buffer se prepararon con agua tipo Milli-Q.

Las monocapas se obtuvieron mediante el uso de una balanza de

Langmuir ubicada en el laboratorio del CIQUIBIC-Universidad Nacional de
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Cérdoba (Capitulo 2. Figura 2.17) acoplada a una unidad de conftrol
(Monofilmmeter Mayer Feintechnik, Alemania). La superficie y el volumen de la
cuba de teflon utilizada, presente en una balanza circular, son de 43 cm?y 34
mL, respectivamente. La presidn superficial () se midié con una placa sensora

de Pt—platinizada, usando el método de Wilhelmy.

La ausencia de impurezas en la subfase se comprobd antes de iniciar
cada experimento reduciendo la superficie disponible de la cuba a menos del
30% de su valor original (de 43 cm? a 13 cm?) luego de 10 min de haber
colocado la solucién buffer. Este procedimiento se realizd para evidenciar la
adsorcién de posibles impurezas que podrian estar presentes en cantidades
traza en la subfase acuosa. En los experimentos realizados sélo se usaron
subfases que no mostraron cambios de presidon de superficie por encima de
0.5 mN m1. Antes de cada experimento, la cuba fue limpiada mediante
enjuague con etanol al 98% y varias veces con agua tipo Mili-Q. La cuba
también se limpia diariamente con una soluciéon sulfonitrica (70% H2SO4/30%
HNOs) y enjuagada con agua tipo Milli-Q y buffer fosfato para remover los
contaminantes orgdnicos que podrian afectar los experimentos. Se tuvo
especial cuidado en los experimentos con MBA-AgNPs y las soluciones de
MBA, debido a su posible adsorcion en la cuba de teflon. Todos los

experimentos se realizaron a 23 £ 1°C.

Cuando se estudian monocapas insolubles sobre superficies liquidas, al
igual que films adsorbidos, o que puede medirse experimentalmente es la
diferencia en la tensién superficial de la interfase limpia con respecto a la
superficie cubierta con un film. Esto permite intfroducir el concepto de presién
superficial (r) como la fuerza ejercida por el fiim, permitiendo la simple
interpretaciéon de la tension superficial en términos de fuerzas intermoleculares.
Es por ello que la presidon superficial, n, es considerada entonces como la
reduccioén de la tension superficial del liquido puro (inferface limpia) producida

por la presencia del film, segun la Ecuacioén 6.1:

T=Yo—VY (6.1)
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Donde y, es la tensidon superficial del liquido puro vy y la tension superficial

en presencia del film.4¢

6.2.2. Adsorcion de las AgNPs en la interfase aire/buffer e interaccion con

monocapas de fosfolipido.

La adsorcion de las CIT-AgNPs o de las MBA-AgNPs desde la subfase a la
interfase limpia aire/buffer, o a las monocapas de DMPC, fue realizada por
inyecciones de soluciones de AgNPs dentro de la subfase del buffer bajo una
continua agitacion. Normalmente, se usaron 1.5 mL de solucién de AgNPs, que
contiene 2.02 x 1072mg 0 6.06 X 10~%2mg de Ag para las suspensiones diluidas y
concentradas, respectivamente; dando una concentracion final de AgNPs de

2.03 x 101 *NPsmL™! o de 6.08 x 10'1NPs mL™1, respectivamente.

Para el estudio de las interacciones entre las AQNPs y DMPC, primero se
formdé la monocapa del fosfolipido por deposicion de una solucidn
cloroférmica de DMPC puro en la interfase aire/buffer hasta alcanzar el valor
deseado de =n. La presion superficial (n) inicial estudiada de DMPC (ro®™F€) fue
de 3, 5, 10 y 30 mN m. Una vez que franscurrieron 10 min después de la
formacion de la pelicula de DMPC a una cierta my, la solucién de AgNPs fue

inyectada en el seno de la subfase mediante el uso de una microjeringa.

Después de la inyeccion de las AgNPs dentro de la subfase, en ausencia
o en presencia del DMPC, los cambios en la presidon superficial (z) a drea
constante fueron adquiridos en funcion del tiempo hasta que se alcanzé la
presion de equilibrio en la adsorcion (req). Una vez después de alcanzar neq, la
pelicula formada se comprimié para obtener una isoterma de Langmuir. La
velocidad de la compresion fue de 0.4 cm? s1. Las isotermas de compresion de
Langmuir obtenidas luego de la interaccion AgNPs/DMPC se grafican como
presion superficial (x) vs. drea molecular promedio (MMA: mean molecular
areaq, en inglés). Las isotermas de Langmuir relacionan la presion de superficie
con el dreqa, permitiendo entonces conocer el drea promedio ocupada por

una dada entidad (ej. anfifilo) a una cierta n. Para compuestos ampliamente
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estudiados, como es el caso de DMPC, es posible inferir a partir de su isoterma
de Langmuir el drea promedio que ocupa una molécula a un dado valor de .
En el caso de compuestos tensioactivos cuyas isotermas de Langmuir no han
sido informadas/estudiadas, es necesario contar con una solucién de
concentraciéon perfectamente conocida para calcular el drea promedio que
ocupan estas entidades a lo largo de la isoterma. Conociendo el drea de la
cuba en la cual se siembra esa solucién, y conociendo el volumen sembrado
en la interfase se puede inferir el nUmero total de moléculas presentes en la
interfase y a partir de alli, normalizar el drea que ocupa en promedio una
molécula (MMA). La MMA es el drea total de la monocapa dividida por el

numero de entidades en la interfase.

En el caso de las NPs hidrofilicas utilizadas en esta tesis, no es factible
conocer el niUmero de particulas adsorbidas desde la subfase a la interfase y
por ello, no es posible estimar el drea promedio que ocupa cada particula a
una cierta n. También, debido a ello, en las isotermas de Langmuir de
AgNPs/DMPC la MMA fue calculada sobre la base del drea que debiera
ocupar DMPC pura. Cualquier divergencia del drea ocupada por
AgNPs/DMPC  respecto a DMPC pura puede ser atfribuida a la

presencia/efecto de las NPs.

A modo de control, se midieron isotermas de compresion de Langmuir de
DMPC puro, partiendo de diferentes presiones iniciales de superficie hasta
llegar al colapso. Estas isotermas se comparan con aquellas que se obtienen
clésicamente partiendo desde la fase gaseosa de DMPC (r =0 mN m™1). No
se enconfraron diferencias entre las isotermas de DMPC partiendo de
diferentes presiones iniciales. Las isotermas de compresidn se midieron para las
siguientes presiones iniciales de DMPC 5, 10, 30 mN m'. Para ello se sembrd
DMPC en la interfase a una dada = y después de 10 min, la pelicula se

comprimio.
Ofro control realizado fue el estudio de la adsorcidon de citrato o MBA a
interfases limpias o de DMPC. Para ello, se inyectaron soluciones tanto de

citrato como de MBA a concentraciones similares o muy superiores que las que
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ofrecen las AgNPs en la subfase; la presencia de estas moléculas en ningun
caso produjo cambios de la © en funcidon del tiempo (drea fija) o en funcidén

del drea (compresion).

Ademds, a fin de corroborar que la variacion del volumen de la subfase,
luego de agregar 1.5 mL de solucidon de NPs, no afecta la &, se adicionaron
hasta 2 mL de buffer puro a la subfase de buffer no observandose cambios en
TC.

Se hicieron ensayos con diferentes lotes de ambos tipos de AgNPs y no se
observaron diferencias. En todos los casos, los experimentos de adsorcion y de
compresidon que se realizaron por triplicado no variaron entre ellos en mds de
un 0.3 - 0.5 mN m (isotermas de adsorcién) o 5% en el drea (isotermas de

compresion).

Con el fin de comprobar si ambos tipos de NPs, CIT-AgNPs y MBA-AgNPs
sufren alguna degradacion después de su adsorcidon en la interfase
agua/buffer o después de su adsorcion a la monocapa de DMPC, se midieron
espectros de UV-Vis de la subfase. Para esto, se tomd una alicuota de la
subfase después de la adsorcién (tipicamente 2 h después de la adicidn de las
AgNPs) vy los espectros UV-Vis obtenidos se compararon con el de las AgNPs
recién preparadas. No hubo cambios en la respuesta dptica confirmando que
no hay coalescencia ni degradacién durante los experimentos con las CIT-
AgNPs y MBA-AgNPs. Este control se realizd luego de cada experimento, tanto
en ausencia como en presencia de DMPC. Las Figuras é.2a, b muestran un

ejemplo representativo.
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Figura 6.2. Espectros UV-Vis (a) CIT-AgNPs (b) MBA-AgNPs. Las lineas verdes corresponden a las AgNPs recién
preparadas. Las lineas rosas son los espectros tomados de una alicuota extraida de la subfase de la balanza

de Langmuir después de 2 horas de interaccidon de las AQNPs con la monocapa de DMPC empaquetado a

5mNm™t.

6.2.3. Visualizacion de la microscopia de dngulo de Brewster

Para la visualizaciéon por BAM las monocapas de adsorcion de las AgNPs
a la interfase aire/buffer o de DMPC se prepararon usando una cuba
fabricada en el laboratorio con un drea de 28 cm? y un volumen de subfase
de 28 mL. La cantidad de solucion de AgNPs inyectada dentro de la subfase
fue de 0.5 mL. En el caso de usar volimenes mds grandes, éstos ocasionan
reflectividades que evitan una apropiada visualizacion de la superficie. Los
experimentos de interaccién entre las AgNPs y el DMPC se realizaron como se
menciond en la seccidon anterior. La visualizacion por BAM se realizd sin
agitacion para evitar el movimiento de las peliculas. La cuba circular se monté
sobre la plataforma de un Elipsémetro Nanofim EP3 Imaging (Accurion,

Gottingen, Germany), la cual se usé en el modo BAM (Capitulo 2, Figura 2.20).

El equipo utilizado posee un ldser de A = 532 nm que incide en la
superficie acuosa, el minimo de reflexidn se establecié en el dngulo de

Brewster (~53.1°). Durante la adsorcion de las AgNPs a la interfase limpia o a la
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monocapa de DMPC, la luz reflejada fue colectada a través de un objetivo
20X pasando por lentes analizadores polarizados y siendo capturada por una
cdmara CCD con una velocidad de 25 Hz. La presion superficial se midid a
través del tiempo con una placa sensora de Pt—platinizada utilizando el
método de Wilhelmy. Experimentos control se realizaron con citrato y MBA a

iguales o a mayores concentraciones que las que proveen las AgNPs.

6.2.4. Cdlculos DFT

Los cdlculos de DFT se realizaron con un cédigo programado de forma de
onda de plana periédica VASP 5.2.12.47. 48 Se siguid el esquema de funcionales
no locales propuesto por Dion et al.4¥ vdW-DF, y la optimizacion de los
infercambios de Becke88 funcional optB88-vdW para tener en cuenta las
interacciones de van der Waals (vdW). Las funciones de onda electrénicas se
ampliaron en forma de onda plana programado con una energia de corte de
450 eV. La onda plana proyector aumentada (PAW) debida al método Bléchl
se usO para representar los nucleos atdmicos®! con un potencial PBE. Las
superficies de plata fueron representadas por un bloque de cinco capas
atémicas con ~15 A de vacio. Las redes éptimas de Monkhorst-Packs? con k
puntos de 5 x 5 x 1 fueron usadas para la integracidn numérica en el espacio
reciproco de la estructura de la superficie (2V3x4). La reldjacién de la
superficie estd permitida en las tres capas de Ag del bloque, asi como en las
coordenadas atdmicas del adsorbato. Las especies radicales del citrato
(Citrato H2) fue optimizada en una caja asimétrica de 10 A x 12 A x 14 A. La
constante de red calculada es de 4.14 A, gue se compara razonablemente

bien con el valor experimental (4.09 A).53

La energia de enlace promedio por radical citrato adsorbido, Eo, se
define en la Ecuacion 6.2:
1

— bloque+citrato bloque citrato
Eb - [E 1 — E”*d - NcitratoE ] (6~2)

Ncitrato
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Donde ETedtcitrato - pred , pcitrato son |gs energias totales del sistema
relajado superficie—citrato, el sustrato desnudo relajado, y el radical citrato,
mientras N.iqat0 €5 €l NUMero de radicales citrato en la superficie de la celda
unitaria. Se debe notar que un numero negativo indica que la adsorcion es

exotérmica respecto a la superficie limpia separada y al radical citrato.

6.3. Caracterizacion de las monocapas de DMPC.

6.3.1. Adsorcion de las CIT-AgNPs y las MBA-AgNPs a la interfase de

monocapas de DMPC.

Se estudiaron las interacciones de dos tipos de AgNPs cargadas
negativamente que tienen el mismo tamano de nucleo y seccion transversal
muy similar, funcionalizadas con citrato o MBA. Ademds, ambas AgNPs tienen
casi el mismo valor de potencial zeta (-36 mV para las MBA-AgNPs y -33 mV
para las CIT-AgNPs) en la solucion del buffer donde las medidas se llevaron a
cabo. El potencial zeta refleja el potencial electrostdtico en la doble capa
eléctrica que rodea a una NP en solucion y estd relacionado con la carga
superficial de la NP.54 Sin embargo, la naturaleza quimica del citrato adsorbido
para las CIT-AgNPs (alifatica) y del acido 4-mercaptobenzoico (fraccion
aromdtica) para las MBA-AgNPs, debe tenerse en cuenta, asi como el
cubrimiento y la configuraciéon de estas moléculas sobre la superficie de la
AgNP.

Se estudiaron las interacciones de ambos tipos de AgNPs, las CIT-AgNPs y
las MBA-AgNPs, con monocapas de DMPC a diferentes presiones superficiales
iniciales (me®"¢), que involucran diferentes empaqgquetamientos de moléculas
del fosfolipido en la interfase. Una vez formado el film de DMPC a una cierta ny
luego de que la presion lateral de DMPC se establece, analizamos el efecto de
inyectar una cierta concentracién de AgNPs dentro de la subfase, fratando de
imitar lo que ocurriria en sistemas reales donde las membranas celulares de

organismos vivos son expuestos a NPs que pueden alterar su estructura y sus
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propiedades de equilibrio. La unién de particulas a las interfaces fluidas es un
proceso complejo que se ve afectado por una amplia gama de pardmetros
fisicoquimicos tales como el tamano de la NP, la naturaleza quimica de las
moléculas que las recubren, la rugosidad de la superficie, y la humectabilidad
(mojabilidad).5s % La energia total involucrada en la unién de particulas a la
interfase fluida depende de la diferencia entre las energias de la particula en
la interfase y en la solucion coloidal. Generalmente las particulas de tamanos
micrométricos se unen irreversiblemente a las interfases fluidas, mientras que
para NPs de 10 nm o menos, la reversibilidad de adsorcidon puede ser regulada
por la modificacion del dngulo de contacto.’ Law y colegas, senalaron que la
union a la interfase de particulas mayores a 10 nm puede ser considerada
completamente irreversible. Sin embargo, para NPs con radios menores a 10
nm, se establece un verdadero equilibrio termodindmico entre el seno de la

solucion ("bulk”) y la interfase. 57

La interaccion de las CIT-AgNPs y las MBA-AgNPs con las biomembranas
modelo se caracterizé por medio de los cambios de presion superficial
(A = f(t)) en funcidn del tiempo (a un drea superficial constante) y por el
registro de las isotermas de compresion medidas después de que ocurre la
intferaccion/adsorcion. Si bien los cambios observados en la presion superficial
(Am) fueron pequenos, se encontré que la magnitud y el intervalo de presiones
laterales del fosfolipido donde las interacciones ocurren dependen del
empaquetamiento superficial inicial del DMPC y de la naturaleza quimica de

la molécula protectora de la AgNP.

Para realizar estos experimentos, la monocapa del lipido DMPC se formd
esparciendo un cierto volumen de una solucién de DMPC (en cloroformo) en
la interfase aire/buffer a un drea superficial fija. Una vez que se alcanza la
presion superficial deseada del DMPC (r§™P€) y se mantiene constante por 10

min, se inyecta un volumen de 1.5 mL de la solucién de AgNPs dentro de la

subfase, y la presidn superficial se midié hasta su estabilizacion (n]?MPCJ’AgNPS).

Después de esto, el drea de la balanza se redujo obteniéndose la isoterma de

compresion. El cambio en la presion superficial (Ar) se calculd como se indica
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en la ecuacion (6.3); el valor obtenido para Ar se muestra en la Tabla 6.1, y las

isotermas de adsorcion se muestran en las Figuras 6.4y 6.5.

AT = ﬂfI?MPC-'-AgNPS) _ (ﬂgMPC) (63)

mo(mN m~1) DMPC

Am(mNm™1)
CIT-AgNPs/DMPC

my(mN m~1) DMPC

Ar(mN m™1)
MBA-AgNPs/DMPC

3.5 1.79 — —
5.2 3.40 5.7 3.42
10.3 1.10 10.5 2.38
33.6 0.50 30 0

Tabla 6.1. Cambios en la presion superficial (Ar) producidos por la interaccion de las CIT-AgNPs y las
MBA-AgNPs con monocapas de DMPC empaquetadas a diferentes presiones superficiales iniciales (mr,). La
subfase fue una solucion buffer de fosfato a pH 7.2, T: 23 £ 1 °C. Para las MBA-AgNPs, los experimentos fueron

hechos a (,) = 5mN m™1.

(&)

. r

Presién Superficial (mN/m)

o

1 1 1 1 1 1

1000 1500 2000

Tiempo (s)

0 500

Figura 6.4. Isotermas de adsorcion de las CIT-AgNPs en ausencia (linea azul) y en presencia de una
monocapa de DMPC, empaquetada inicialmente a afF¢ = 3 mN m™! (linea verde), 5 mN m-! (linea café) y

33 mMN m- (linea naranja). Las flechas indican el momento cuando las AgNPs son inyectadas.
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Figura 6.5. Isotermas de adsorcién para las MBA-AgNPs en ausencia (linea turquesa) y en presencia de una
monocapa de DMPC, empaqguetada inicialmente a nfP¢ = 5 mN m™! (linea violeta), 10 mN m! (linea azul) y

30 mN m- (linea fucsia). Las flechas indican el momento cuando las AgNPs son inyectadas.

Al observar la relacién entre Ar y mdMP¢ en las Figuras 6.4 y 6.5, se observa
que las CIT-AgNPs y las MBA-AgNPs interactian mds favorablemente con
DMPC cuando la monocapa estd empaquetada a 5 mN m-! siendo Ar del
mismo orden para ambos tipos de AgNPs. Para presiones iniciales altas de
DMPC (rdMPC), las AgNPs en la subfase causan cambios despreciables en =, lo
que indica que es necesario un cierfo grado de empaquetamiento o de
organizacion de la capa de DMPC a fin de que las AgNPs puedan insertarse o
adsorberse en la interfase, como se propuso anteriormente.’® El intervalo de
presion superficial entre 30 y 35 mN m? en una monocapa ofrece una
organizacion con una compresibiidad comparable a la enconfrada
principalmente  en  biomembranas natfurales.®”  Sin embargo, el
comportamiento de las membranas naturales es dindmico, y las presiones
laterales bajas deben ser tenidas en cuenta en la evaluacion de las

intferacciones en la interfase. ¢0
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De acuerdo al andlisis del comportamiento de las curvas de las Figuras
6.4y 6.5, se selecciond nPMPC = 5mN m~! para explorar la dependencia de la
interaccion entre las CIT-AgNPs/DMPC vy las MBA-AgNPs/DMPC donde la capa
de DMPC se comprime después de la interaccion con las AgNPs (Figuras 6.6a y
6.6b). Después de inspeccionar las isotermas de compresion, se puede ver que
las CIT-AgNPs y las MBA-AgNPs modifican el drea ocupada por DMPC cuando
se compara con el drea obtenida para la monocapa del fosfolipido puro en

contacto con la subfase de buffer.

Las CIT-AgNPs cambian el drea superficial ocupada por DMPC hasta una
presion alrededor de los 35-40 mN m- (Figura 6.6a). Luego de esta region
ambas isotermas se superponen hasta el colapso, lo que indica la expulsion de
las CIT-AgNPs desde la interfase. En la bibliografia se ha informado la expulsion
de NPs de silica cargadas negativamente (didmetro de 30 nm; potencial zeta
de -42 mV) y para AuNPs cubiertas con citrato (didmetro de 17 nm; potencial

zeta de -56 mV) de monocapas de un fosfolipido zwiteridnico.3s

Por otra parte, para las MBA-AgNPs el cambio en el drea relativa al
ocupado por el DMPC se mantiene a lo largo de toda la compresidn de la
pelicula (Figura 6.8b). El mddulo de compresidon superficial ¢;1 fue calculado
de acuerdo a la Ecuaciéon 6.4.4 Este pardmetro es una caracteristica
importante de la monocapa que relaciona su rigidez y la capacidad para

almacenar energia eldstica.34

et =—-4(5). (6.4)

En la Ecuacion 6.4, A representa el drea total de la monocapa vy se
obtiene de las isotermas de Langmuir. A bajas presiones superficiales, las CIT-
AgNPs inducen una disminucién de C; ! lo que implica una menor rigidez de la
pelicula comparada con el DMPC puro, esta tendencia se observa hasta un
drea de dlrededor 80-82 A2 Para dreas menores a éstas (mayor
empaquetamiento), no se producen cambios en C;! del sistema CIT-
AgNPs/DMPC con respecto a DMPC, indicando que las CIT-AgNPs no

modificaron significativamente la elasticidad superficial de la pelicula, como
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se muestra en la Figura 6.6c. Sin embargo, para el sistema MBA-AgNPs/DMPC
un aumento en C;! indica una disminucidon en la elasticidad de la pelicula
debida a la interaccion de la monocapa de DMPC con las MBA-AgNPs (Figura

6.6d).

-|-|-D:M|5C|-|-_-|~|'|MPCJ-|-
——— CIT-AgNPs —— MBA-AgNPs

B o)
o o
1 T

— N w
o o o
T I 1 l L] l L
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)
o O

1 1 1 l L | L | 1 L1 | L 1 1 1 1 1 1 1

40 60 80 100 120 40 60 80 100 120
Area por molécula (A?)

Figura 6.4. Isotermas de compresion (a, b) y el médulo de compresidn superficial €1 (c, d) obtenido para las
CIT-AgNPs (a, c) y las MBA-AgNPs (b, d) adsorbidas en una monocapa de DMPC empaquetada

inicialmente a 5 mN m™1.

Un hecho interesante surge cuando se disuelven en la subfase en
contacto con DMPC, moléculas citrato o de dcido 4-mercaptobenzoico (que

no forman parte del cubrimiento de las AgNPs). En estos casos, no se
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observaron cambios con respecto a la isoterma de DMPC obtenida con una
subfase buffer; en ambos casos las isotermas se superpusieron (Figura 6.7). La
concentraciéon de citrato y de dcido 4-mercaptobenzoico en la subfase estd
en exceso a la que corresponde en la capa protectora de cualquiera de las
AgNPs diluidas (1.35 x 1072 mg Ag/mL) o concentradas (4.05 x 1072 mg Ag/mlL).
Las dreas en las isotermas de compresion se calcularon en base al drea que

podria ocupar el DMPC puro.
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Figura 6.7. Isotermas de compresidn obtenidas después de reducir el drea de la balanza al adsorber ()
citrato (0,75 mM) y (b) dcido 4-mercaptobenzoico (1 mM) en una solucién buffer a pH 7.4 para una

monocapa de DMPC empaquetada inicialmente a 5 mN m™1.

Esto refleja la dificultad de transferencia de los iones citrato o MBA desde
la fase acuosa a la fase del lipido, contrariamente a lo que se observd para
ambas NPs de CIT-AgNPs y MBA-AgNPs (Figuras é.6a y 6.6b). El componente
electrostatico de la energia libre de Gibbs dado por la expresidon de Borné!
(Ecuacidn 6.5) puede justificar la alta energia que requieren los iones de radio
menor (con carga g), comparada con la energia que se requiere cuando los
iones son parte de las NPs como agentes protectores para ser transferidos
desde la fase acuosa a la capa hidrofébica del lipido con constantes

dieléctricas ew y em, respectivamente.
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AGporn = — 4 (i - i) (6.5)

Asi, los cambios observados en la presion superficial en la Figura é.6a y
6.6b podrian atribuirse solamente al conjunto de CIT-AgNPs o MBA-AgNPs. Por
otra parte, se informd previomente que para las superficies de Au
funcionalizadas con MBA o MUA (&cido mercaptoundecanoico), aquella
superficie modificada con la capa aromdtica enlaza mayores cantidades de
la proteina BSA (sero albumina bovina) que la superficie modificada con MUA
gue contiene una cadena alquilica.$2 Una posible explicacidon es la alta
densidad electronica dada por el anillo aromdtico que favorece las fuerzas de

van der Waals con las cadenas hidrocarbonadas de DMPC.

Ademds del andlisis anterior respecto de las interacciones de los anillos
aromdticos cabe discutir el rol de los grupos carboxilato terminales ya que
ambas AgNPs fienen el mismo comportamiento de intferaccion hasta 35 — 40
MmN m y a presiones mds altas, las MBA-AgNPs no son excluidas desde la

interfase mientras que las de citrato si lo son.

Dado que ambas AgNPs, CIT-AgNPs y MBA-AgNPs tienen grupos
carboxilato terminales con carga negativa al pH de los experimentos, se
puede inferir que a aPMPC ~5mNm=1, un valor donde ambas AgNPs, CIT-
AgNPs y MBA-AgNPs producen el mismo efecto sobre la presidn superficial, la
inferaccidn preponderante se debe principalmente a las fuerzas
electrostaticas atractivas con la carga positiva del dtomo de N del grupo polar
del DMPC (Figura 6.8), como se ha propuesto para las interacciones entre las
AUNPs y AgNPs funcionalizadas con citrato,%2 ¢ y NPs hidrofilicas de silica que

interactuan con DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina).3s ¢4
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Figura 6.8. Estructura molecular del DMPC. El grupo polar terminal consiste en un parte positiva de amonio

cuaternario (azul), un grupo negativo de fosfato (rojo) y la parte hidrofébica de la molécula (amairillo).

A mbMPC =5mNm™t, ambas AgNPs, CIT-AgNPs y MBA-AgNPs son
adsorbidas o parcialimente insertadas en la capa de DMPC, expandiendo el
drea superficial. Cuando se realiza la compresion, la fuerza lateral favorece un
mayor empaqguetamiento de las moléculas de DMPC, optimizando sus fuerzas
de van der Waals que son mds importantes que las interacciones
electrostaticas que se establecen con las CIT-AgNPs, recuperdndose el
comportamiento del DMPC puro, mientras que esto no ocurre con las MBA-
AgNPs (Figura 6.6qa).

La topografia de la interfase desde el lado del aire se visualizd por BAM.
Una serie de imdagenes desde el tiempo inicial de la inyeccion de las NPs
dentro de la subfase hasta los 110 min se muestra en la Figura 6.9. En este
experimento, las AgNPs son inyectadas denfro de la subfase en una balanza
de Langmuir donde se equilibra el DMPC a ndMP¢ = 5mN m~1. Las imdgenes
del buffer puro y del DMPC (mostradas en las primeras dos imdgenes de
ambas secuencias) exhiben una topografia homogénea, y no se observaron
cambios durante periodos de tiempo comparables a los de las siguientes
imagenes que corresponden a soluciones buffer que confienen AgNPs. A lo
largo de las 110 min, unos pocos puntos brillantes aparecen en la interfase, que
son atribuidos a las AgNPs, CIT-AgNPs y MBA-AgNPs, interactuando con el
fosfolipido, como se muestra en las Figuras 6.9 y 6.10. Este resultado va de
acuerdo con las isotermas de adsorcidon y las isotermas de compresion

descriptas previamente.
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Buffer DMPC 5 mN/m 7 min
30 um

Figura 6.9. Secuencia temporal de imégenes BAM de una monocapa de DMPC a 5mN m™t en contacto con

una solucién buffer a pH 7.2 conteniendo CIT-AgNPs.

Figura 6.10. Secuencia temporal de imdgenes BAM de una monocapa de DMPC a 5mN m™! en contacto

con una solucién buffer a pH 7.2 conteniendo MBA-AgNPs.
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Teniendo en cuenta toda la evidencia experimental, la tendencia
general indica que estas AgNPs interactUan con la cabeza polar del lipido sin
insertarse completamente o penetfrar a fravés de la monocapa lipidica. Sin
embargo, ellas permanecen adsorbidas en la interfase, perturbando o
modificando el empaquetamiento del fosfolipido (como se indica en las
isotermas), lo que puede tener fuertes implicaciones en sus efectos
toxicolégicos considerando que su degradacion produce iones platqss 65 ¢
cuya difusion podria facilitarse teniendo en cuenta la expansiéon y el desarreglo
de la capa lipidica producida por la adsorcién/insercion de las AgNPs. Los
iones Ag*t podrian participar en la formacién de especies reactivas de
oxigeno (EROS) que promueve reacciones oxidativas en la membrana celular

y en el interior de la célula en organismos vivos.s”

Ahora, la pregunta acerca de la naturaleza de las fuerzas fisicoquimicas
que permiten la permanencia de las MBA-AgNPs a lo largo de todas las
presiones marca un hecho que senala que hay otro componente que permite
una interaccion mdas fuerte. Esto podria deberse a las interacciones
electrostaticas mayores de las MBA-AgNPs comparadas con las CIT-AgNPs y/o
las fuerzas hidrofébicas entre las MBA-AgNPs vy las colas hidrocarbonadas del

DMPC, tal como ya fue analizado previamente en esta seccion.

6.3.2. Estructura superficial del citrato y del MBA adsorbidos en AgNPs.

Los resultados obtenidos mediante XPS (Capitulo 4, Seccion 4.4.2.1, Tabla
4.1) muestran que la relacién atédmica de los grupos carboxilicos en las MBA-
AgNPs es tres veces mayor que en las CIT-AgNPs. Nuestros datos previos de la
adsorciéon del dcido 4-mercaptobenzoico en superficies lisas de Ag (capitulo
3) indican que el MBA se adsorbe sobre la Ag a través del enlace tiolato
exponiendo los grupos carboxilato hacia la parte externa de la interfase
(Figura 6.11).
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Figura 6.11. (a) Vista superior (b) Vista lateral de la red (V3 x 4) de MBA sobre Ag (111).

En el caso de las CIT-AgNPs, considerando que el citrato tiene fres grupos
carboxilato por molécula, surge la pregunta de cudl de ellos estan
involucrados en la adsorcién sobre la Ag y cudl de ellos estdn expuestos a la
solucidon y son capaces de interactuar con los grupos polares de las

monocapas de DMPC.

Los cdlculos de DFT se emplearon para explorar las caracteristicas
energeéticas y estructurales de la adsorcidon del citrato sobre superficies lisas de
Ag (111) ya que este plano es preponderante para las AgNPs, como se
demostrd en las imdgenes de HRTEM. Una estimaciéon aproximada utilizando el
modelo de Marks para simular las imagenes HRTEM, da que mds del 85% de los
atomos metdlicos se extienden en las caras de tipo {111} y los restantes en las
caras de tipo {100}, tal como se indica en la Figura 6.12. Alli se puede observar
una particula de acuerdo al modelo de Marks de una estructura fcc arbitraria.
Utilizando este modelo, se pudo constatar que la superficie (111) fiene 104
dtomos. Por lo tanto, en la figura de la derecha pueden verse los 521 dtomos.
Ademds, el plano (111) y el plano (111) contiguo, tienen 70 dtomos. La adicidn
de los dtomos sobre las caras {111} es 1392. En tanto, el plano (100) contiene 48
atomos. Asi que, todos los dtomos de las caras {100} son 240. Por esta razén, el

porcentaje de adtomos puestos en las caras {111} es: 1392/(1392+240). En otras
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palabras, mas del 85% de los atomos estan sobre las caras {111} en esta

estructura.

Figura 6.12. Modelo del decaedro de Marks de una fcc [100] y de una fcc [110]. Todas las caras son

etiquetadas de acuerdo a una estructura fcc.
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Figura 6.13. Estructura optimizada para el citrato (CIT) sobre Ag (111). Gris: Ag. Café: C. Rojo: O. Blanco: H.
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La estructura del citrato sobre la Ag (111) se muestra en la Figura 6.13, |os
pardmetros estructurales y energéticos obtenidos para esta configuracion se
enumeran en la Tabla 6.2. El radical citrato se adsorbid sobre la superficie de
Ag (111) a fravés de uno de los grupos carboxilato terminales y del carboxilato
central Nn-COO- estando el otro grupo COOH terminal libre expuesto a la

solucion.

Red Superficial 2(V3x 4)
0 0.063
En/eV -1.44
y/meA-2 -12.12
d(Ag-O)/A 2.28

Tabla 6.2. Cubrimiento (), energia de enlace promedio (Es), energia libre de Gibbs de adsorcién (y) y
distancia Ag-O del citrato (CIT) sobre Ag (111).

La relaciéon atdmica obtenida experimentalmente mediante XPS (r)
COOrot/Ag para las CIT-AgNPs fue de 0.26 (Capitulo 4, Tabla 4.1), lo que
implica que esta relacion para las moléculas de citrato es = 0.09 (tres grupos
carboxilato por molécula). La configuraciéon predicha por los cdlculos de DFT
indica que dos carboxilatos estdn involucrados en la adsorcion sobre la
superficie de Ag vy el otro resto carboxilico se expone a la parte exterior de la
interfase (Figura 6.13b, vista lateral). La relacion atdmica XPS experimental
COOrot/Ag para las MBA-AgNPs fue de 0.75 (Capitulo 4, Tabla 4.1), ocho veces
mayor que la correspondiente al grupo carboxilato expuesto a la interfase de
las CIT-AgNPs (0.09). De este modo, se podria inferir que al principio del
experimento de compresion, después de que las AgNPs interactuan con el
DMPC empaquetado a 5 mN m-, los grupos carboxilato en ambos fipos de
AgNPs, CIT-AgNPs y MBA-AgNPs, interactian de la misma manera con el
amonio del grupo de la cabeza polar del DMPC adoptando una

configuracion donde la monocapa es 10-15% mds expandida que en
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ausencia de AgNPs en la subfase. Cuando se comprime la monocapa, las CIT-
AgNPs son excluidas debido a las menores interacciones electrostaticas,
avaladas por las relaciones atdmicas mdas arriba mencionadas, en
comparacion con las MBA-AgNPs que permanecen en la interfase hasta el
colapso de la monocapa. Experimentos realizados con liposomas de
diferentes fipos de lipidos, mostraron que el cambio de fase local en el
fosfolipido parece depender de la densidad y ubicacion de las cargas
superficiales de las NPs; donde NPs con altas densidades de carga superficial
inducen a la reorganizacion estructural de los lipidos y modifican su estado de
fase a nivel local.?¢ ¢ La naturaleza quimica del citrato o del dcido 4-
mercaptobenzoico no es responsable por los cambios en la presion superficial
observada en las Figuras é.6a y b, que sélo podria ser atribuido al conjunto de
las CIT-AgNPs o de las MBA-AgNPs. El hecho de que las NPs con similar
potencial zeta y diferentes estructuras en cuanto al modificador superficial tal
como las AgNPs empleadas en esta tesis que fienen diferentes
comportamientos en su interaccidn con membranas fue también observado
para las AuNPs en su interacciéon con células.¢? Nuestra evidencia experimental
y los cdlculos tedricos sugieren que lo que juega un papel importante, y define
probablemente el tipo y la magnitud de las interacciones establecidas, es la
densidad de carga superficial sobre la superficie de Ia NP y no el potencial

zeta macroscopico.

Adicionalmente, las inferacciones hidrofobicas del anillo aromdatico del
MBA con la cadena hidrocarbonada del DMPC podrian jugar un papel
importante, favoreciendo el anclaje de las AgNPs. Simulaciones de dindmica
molecular atomistica hechas por Van Lehn, et.al., mostraron una ruta donde
un Unico ligando hidrofébico, ancla la NP a la bicapa, permitiendo un
contacto préximo con la superficie de la membrana hasta que ocurra la salida
del lipido y facilite la insercidn como se indica en las Figuras 6.14 y 6.15.70 Una
NP fijada en la interfase aumenta la apariciéon de profrusiones de la cola del
lipido, reduciendo la barrera para la insercion de NPs adicionales como en un

proceso cinético de nucleacién y crecimiento.”!
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Figura 6.14. Resumen de componentes de simulacion. (a) Estructuras quimicas y representaciones de
simulacién, del lipido DOPC y tres ligandos monocapa. (b) Instantdneas de ambas NPs tanto de 1:1 MUS:OT
(izg.) como de 1:1 MUS:HDT (der.), en sus configuraciones iniciales por encima de la cinta de lipidos y 400ns

de simulacién posteriores de la insercion.”o

Solucion Insertada Anclada

Figura 6.15. Capturas Instantdneas de simulacién de tres posibles resultados para NPs.
Se clasifica a la NP como en “solucién”, debida a la relajacion de la protuberancia sin el contacto continuo
de la NP. La NP fue clasificada como “insertada” con el rédpido aumento de los contactos hidrofébicos,
indicando el inicio de la fusidon bicapa-NP. La NP podria estar “anclada” cuando la protrusiéon se relaja de

nuevo en la bicapa, pero un ligando hidrofébico de la NP se inserta dentro del nicleo hidréfobo.70

Se debe también tener en cuenta que las interacciones hidrofébicas
dependen del (r) como 1/ré, mientras que las fuerzas electrostaticas varian con
1/r. Por lo tanto, en las MBA-AgNPs, la sinergia de ambas fuerzas de largo
alcance (hidrofébicas) y de corto alcance (electrostdticas) contribuye a
estabilizar su permanencia en la interfase y son responsables de la diferencia
con las CIT-AgNPs en las interacciones con el DMPC, tal como se ve reflejado

en las isotermas de compresion.
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CONCLUSIONES

Capitulo 6

Dos tipos de AgNPs cargadas negativamente que poseen el mismo
tamano de nulcleo y una seccidn transversal muy similar,
funcionalizadas con  citrato  (CIT-AgNPs) o  dcido  4-
mercaptobenzoico (MBA-AgNPs), siguen dos regimenes distintos en
sus interacciones con monocapas de Langmuir de DMPC. A bajas
presiones superficiales, ambos tipos de AgNPs interactian de forma
similar, expandiendo el adrea molecular del fosfolipido. Después de la
compresion, las CIT-AgNPs son excluidas desde la interfase, mientras

que las MBA-AgNPs se mantienen adsorbidas.

Las imagenes de BAM no mostraron cambios ni en la penetracion, ni
en la reflectividad de DMPC, lo cual indica que la inferaccion se

limita a la interfase AQNPs/DMPC.

Los resultados de XPS y cdlculos de DFT revelan una mayor densidad

de aniones carboxilato en las MBA-AgNPs que en las CIT-AgNPs.

La falta de expansion para DMPC en presencia de soluciones, ya
sea de citrato o MBA, confirma que es necesario el conjunto de
estas moléculas con AgNPs para deformar la monocapa del

fosfolipido.

La permanencia de las MBA-AgNPs en todo el rango de presiones
superficiales, podria interpretarse sobre la base de sus altas
interacciones electrostaticas con la fraccion positiva del amonio del
final polar de DMPC, y a las interacciones hidrofébicas mediadas
por los grupos aromdticos con las protuberancias de la cola
hidrofébica del fosfolipido o a los defectos de la monocapa del
lipido, donde favorece la proximidad del anillo aromdatico con la
cadena hidrocarbonada. Estos resultados destacan la importancia
de entender, a nivel molecular, las interacciones entre
nanomateriales y membranas para evaluar sus potenciales efectos

toxicoldgicos a largo plazo.
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Capitulo 7

Conclusiones Generales

En el presente trabajo de Tesis se estudid la interaccién de
nanoparticulas de plata (AgNPs) recubiertas con citrato trisédico (CIT-AgNPs) y
con d&cido 4-mercaptobenzoico (MBA-AgNPs) con sistemas modelo de
biomembrana constituidos por monocapas de Langmuir o bicapas soportadas
del lipido dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC).

En primer lugar se estudid la adsorcion del dcido 4-mercaptobenzoico
(MBA) sobre superficies de Ag (111) UPD debido a que esta orientacion
cristalina es predominante en las facetas constituyentes de las MBA-AgQNPs.
Para esto, se realizaron experimentos con SAMs de ftioles aromdticos y
alcanotioles sobre superficies lisas de Ag-UPD vy sobre sustratos de Ag
policristalina. Los resultados experimentales mostraron que el MBA se adsorbe
como tiolato sobre la superficie, sin formacidon de sulfuro de plata. Cdiculos de
DFT de la adsorcidén de MBA, indican que esta molécula forma una estructura
superficial diluida y estable sobre las caras de la Ag (111) con una fraccién de
cubrimiento superficial de 0.25, que es menor que el encontrado para los
alcanotioles de cadena metilica sobre la misma superficie. Adicionalmente

estos cdilculos sugieren un mayor cubrimiento del tiol en superficies sin
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reconstruir después de su adsorcion sobre las caras de Ag (100), siendo esta
superficie una de las caras monocristalinas expuestas en las AgNPs empleadas

si bien su conftribucidon es minoritaria frente a las caras del tipo (111).

Las CIT-AgNPs y las MBA-AgNPs, fueron caracterizadas no sélo para
conocer su famano y presencia de recubrimiento por citrato o MBA, sino que
se indagod respecto a la densidad de cubrimiento, de cargas superficiales,
disposiciéon de las moléculas de citrato o MBA a fin de interpretar el tipo de
interacciones y comportamiento que puedan presentar cuando participen en

inferacciones con sistemas modelo de biomembranas.

Las imagenes HRTEM permitieron conocer que ambas AgNPs presentan
naturaleza cristalina con una microestructura facetada, donde se exponen
predominantemente caras de tipo (111). Ademads, el andlisis de los datos XPS
para las MBA-AgNPs indicé que su capa protectora se compone no sélo por
moléculas de MBA sino de citrato, mostrando que el tiol no reemplaza
completamente al citrato en la superficie sino que coexiste con él. La relacion
molecular MBA/CIT = 6. La mayor densidad de aniones carboxilato de las
MBA-AgNPs respecto de las CIT-AgNPs es un punto importante para
comprender sus interacciones electrostaticas con las cabezas polares de los

fosfolipidos.

En cuanto al envejecimiento de las MBA-AgNPs, se observd una pequena
degradaciéon de la capa protectora de MBA, que conduce a la
transformacién del tiolato al correspondiente disulfuro. Este proceso conduce a

la sinterizacion de las AgNPs incluso para una minima degradaciéon del tiolato.

Se optimizaron las condiciones para la fusidon de vesiculas de DMPC sobre
mica para obtener bicapas soportadas que permifieran el estudio de las
interacciones de las AgNPs en medio liquido. La caracterizacion morfolégica
de estas bicapas revela que poseen un espesor tipico de 5 nm tal como lo
esperado para el fosfolipido utilizado. El andlisis de curvas de fuerza mostrd la
tipica “huella digital” que corresponde a la fuerza de ruptura de la bicapa en

un valor de 6.5 nN caracteristico de la respuesta mecdnica y la estabilidad de
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las bicapas. Las imagenes topogrdaficas de AFM de los dos tipos de AgNPs
interactuando sobre bicapas de DMPC soportadas sobre mica, indicaron que
existe poca densidad de AgNPs respecto del drea cubierta por el fosfolipido.
Las regiones donde se observd la presencia de las AgNPs correspondieron a
bordes entre la bicapa y la mica, y en discontinuidades en las regiones planas
de DMPC revelando el rol de los defectos que facilitan la adsorcidn/inserciéon
de las NPs.

El ofro sistema modelo de biomembrana empleado en esta tesis estuvo
constituido por monocapas de Langmuir de DMPC. A bajas presiones laterales
(5 mN/m) ambos tipos de AgNPs se adsorben mds eficientemente en la
interfase de las monocapas de DMPC soportadas en balanza de Langmuir
expandiendo el drea superficial del fosfolipido en la misma magnitud. Esta
inferaccidon se deberia a las fuerzas electrostaticas entre las cargas negativas
de los grupos carboxilicos de las MBA-AgNPs y CIT-AgNPs a pH fisioldgico con

los grupos amonio del DMPC.

La compresidon de las monocapas de DMPC en presencia de las CIT-
AgNPs provoca su exclusion de la interfase, mientras que en el caso de las
MBA-AgNPs esto no ocurre lo cual es revelado por las isotermas. En las MBA-
AgNPs, la sinergia de las fuerzas de largo alcance (hidrofébicas debidas al
grupo aromdtico) y de corto alcance (electrostdticas), contribuyen a
estabilizar su permanencia en la interfase y son las responsables de la

diferencia en las isotermas de compresidon de ambas NPs.

La topografia de las monocapas de DMPC obtenida a través de las
imagenes por microscopia de angulo de Brewster (BAM) a distintas presiones
laterales de DMPC, no mostraron penetracion de AgNPs ni cambios en la
reflectividad del fosfolipido, lo que senala que la interaccién se limita a la
interfase  AgNPs/DMPC. Por ofro lado, experimentos realizados utilizando
soluciones de MBA o de cifrato, en lugar de la solucién de AgNPs para
entender su comportamiento con el DMPC, confirmaron que el ensamble de

estas moléculas sobre las AgNPs es necesario para deformar la monocapa del
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fosfolipido, ya que por si solas, no generan expansion de la monocapa del

fosfolipido.

Finalmente, se propone que la permanencia de las MBA-AgNPs en todo
el rango de las presiones superficiales en monocapas de DMPC, podria
interpretarse en base a sus altas interacciones electrostdticas con la fraccion
positiva de amonio del final polar del DMPC vy a las interacciones hidrofébicas
mediadas por los grupos aromdaticos con las protuberancias de la cola del
lipido de los fosfolipidos o a los defectos de la monocapa del lipido, donde la

proximidad anillo aromdtico/cadena hidrocarbonada se favorece.

Los resultados presentados en este trabajo de Tesis Doctoral destacan la
importancia de entender, a nivel molecular, las interacciones entre
nanomateriales y membranas para evaluar sus potenciales efectos
toxicoldgicos a largo plazo y de esa forma, intentar emplear este tfipo de
sistemas biomiméticos en el campo de la nanomedicina, en diagndstico de

enfermedades y otras aplicaciones de la nanotecnologia.
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Apéndice

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo de Tesis han
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