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RESUMEN: Se estudi6 la interaccion de AgNPs cargadas negativamente, de tamafio y seccion transversal similar, funcionalizadas con

citrato (CIT-AgNPs) o acido 4—-mercaptobenzoico (MBA-AgNPs) con monocapas de Langmuir de 1,2-dimiristoil-sn-glicerol-3-fosfocolina

(DMPC) como modelo de biomembrana. A bajas presiones de superficie, ambos tipos de AgNPs interactian de forma similar, expandiendo

el area molecular del lipido. Después de la compresion, las CIT-AgNPs son excluidas de la interfaz, mientras que las MBA-AgNPs

permanecen adsorbidas. Los resultados de XPS y los célculos de DFT, indican que las MBA-AgNPs tienen una mayor cantidad de aniones

carboxilato que las CIT-AgNPs, y su permanencia en la interfaz podria interpretarse debido a interacciones electrostaticas sumadas a

interacciones hidrofébicas entre el anillo aromatico y las cadenas hidrocarbonadas del DMPC.
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Uno de los sistemas experimentales mas empleados para comprender las
interacciones de biomoléculas y nanomateriales con membranas
bioldgicas naturales, involucra la formacién de monocapas de fosfolipidos
en balanza de Langmuir. En este disefio experimental es posible controlar
la composicién y organizaciéon de los lipidos en la interfaz y controlar la
composicion de la subfase donde se encuentran las sustancias o
particulas cuya interaccién se desea investigar. [1.2]

En el presente trabajo, se estudiaron las interacciones de la
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), presente en una monocapa de
Langmuir, como modelo de biomembrana, con AgNPs recubiertas con
moléculas simples como el citrato (CIT-AgNPs) y el acido 4-
mercaptobenzoico (MBA-AgNPs) en la subfase acuosa.

El DMPC es un fosfolipido zwiteriénico que a temperatura ambiente se
muestra en su fase liquido expandido completo a lo largo de toda la
isoterma de Langmuir y presenta una topografia homogénea en el rango
de la mesoescala segtin la informacién obtenida mediante Microscopia de
Angulo de Brewster (BAM).

Ambos ligandos, CIT y MBA, exponen sus grupos carboxilo y difieren en la
naturaleza alifatica o aromatica de la seccién espaciadora de la molécula.
Las CIT-AgNPs y las MBA-AgNPs se preparan facilmente y se
caracterizaron con una variedad de técnicas, tales como la Espectroscopia
UV-Vis, Espectroscopia de fotoelectrones de Rayos-X (XPS),
Espectroscopia Raman y Microscopia Electrénica de Transmisién de Alta
Resolucion (HRTEM), entre otras técnicas.

Nuestro objetivo es discutir el papel de la carga superficial y la naturaleza
quimica de los modificadores de superficie de las nanoparticulas a nivel
molecular y en su interaccion con las monocapas de DMPC, tomadas

como un sistema biomimético de las membranas bioldgicas.

Caracterizacion de NPs

En la Figura 1 se muestran imagenes tipicas de TEM de CIT-AgNPs y
MBA-AgNPs recién preparadas. Las imagenes de baja magnificacién a) y
b), indican que ambas AgNPs son de forma esférica con tamafios
promedio de 8.7+2.5 nm para CIT-AgNPs y de 8.2+2.1 nm para MBA-

AgNPs, calculados a partir de sus correspondientes histogramas c) y d).
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Las imagenes de HRTEM permiten resolver la estructura atdmica de las
AgNPs y son compatibles con una mayor contribucién de caras [1 1 1] de
una estructura cubica centrada en las caras (fcc). Ademaés, la presencia de

estos planos, evidencia la cristalinidad de las AgNPs.
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Figura 1. Imagenes TEM, hlstogramas de distribucién de tamafio de CIT-AgNPs (a),
(c) y de MBA-AgNPs (b) y (d).

Adsorcion de CIT-AgNPs y MBA-AgNPs en la interfaz de monocapas
de DMPC

Estudiamos las interacciones de ambas NPs, CIT-AgNPs y MBA-AgNPs con
monocapas de DMPC, a diferentes presiones iniciales de superficie, lo que
implica diferente empaquetamiento de las moléculas de los fosfolipidos
en la interfaz.

La interaccion de CIT-AgNPs y MBA-AgNPs con el modelo de
biomembrana, fue caracterizada por medio de los cambios en la presién
de superficie como funcién del tiempo (AT=f{t)) (a area superficial
constante) y por la inspeccién de las isotermas de compresién medidas
después de la interaccion/adsorcién que se produce. Aunque los cambios
observados en la presion superficial (Am) fueron pequefios (Tabla 1), se
encontr6 que la magnitud y el intervalo de presiones de fosfolipidos
laterales donde se producen las interacciones, dependen del
empaquetamiento de la superficie inicial del DMPC y de la naturaleza

quimica del modificador superficial de la nanoparticula.
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Tabla 1. Cambios en la presién superficial (AT producidos por la interacciéon de CIT-
AgNPsy MBA-AgNPs con monocapas de DMPC empaquetado a diferentes presiones

superficiales iniciales.

T, (MN/m) Att(mN/m) T, (MN/m) At (mN/m)
DMPC CIT-AgNPYDMPC DMPC MBA-AgNPSYDMPC
35 1.7 - -
52 3.40 57 3.42
103 1.10 105 2.3
326 0.50 30 0

De acuerdo a los valores obtenidos para AT; en ambos tipos de AgNPs, se
selecciond TLPMPC [0 5 mN/m, para explorar la dependencia de las
interacciones CIT-AgNPs/DMPC y MBA-AgNPs/DMPC cuando la
monocapa de DMPC se comprime después de la interaccién con las
AgNPs. Tras el estudio de estas isotermas de compresion, se observa que
ambos tipos de AgNPs, modifican el area ocupada por el DMPC en
comparacion con el drea obtenida para la monocapa de fosfolipido puro
en contacto con la subfase de buffer.

Las CIT-AgNPs cambian la superficie del area ocupada por el DMPC hasta
una presién aproximadamente de 35-40 mN/m. Una compresién mas
alta produce la superposicion de ambas isotermas hasta el colapso,
indicando la expulsién de estas AgNPs de la interfaz. Por el contrario, con
las MBA-AgNPs el cambio en el drea ocupada por el DMPC se mantiene a
lo largo de toda la compresién de la monocapa.

La topografia de la interfaz desde el lado del aire se visualiz6 por BAM,
mediante una serie de imagenes desde el momento inicial de la inyeccién
de las AgNPs en la subfase hasta los 110 min de adsorcién. En este
experimento, las AgNPs son inyectadas en la subfase en una cuba donde
el DMPC es equilibrado a T,"?¢ J5 mN/m. Las imagenes para el buffer
puro y el DMPC presentan una topografia homogénea, y no se observaron
cambios durante periodos de tiempo comparables a los de las siguientes
imagenes que corresponden a soluciones de buffer que contienen AgNPs.
Alo largo de 110 min algunos puntos brillantes aparecen en la interfaz, lo
que indica que ambos tipos de AgNPs estan interactuando con el

fosfolipido.

Estructura superficial del citrato y del MBA adsorbido en AgNPs.

Nuestros datos anteriores sobre la adsorcion del acido 4-
mercaptobenzoico en superficies de plata, indican que el MBA se adsorbe
sobre la Ag, a través de un enlace tiolato exponiendo sus grupos

carboxilato a la parte externa de la interface (Figura 2) [31.

Figura 2. (a) Vista superior y (b) Vista lateral de la red V3x4 de MBA sobre Ag (111).
(Adaptado de J. Phys.Chem.C 2013, 117, 24967-24974).

En el caso de las CIT-AgNPs y considerando que el citrato contiene tres

grupos carboxilato por molécula, se plantea cudl de ellos esta implicado

en la adsorcion sobre Ag y cudl de ellos estdn expuestos a la solucién y
son capaces de interactuar con los grupos polares de la monocapa de
DMPC.

La estructura superficial optimizada del citrato sobre Ag (1 1 1) se
muestra en la Figura 3. La configuracion del radical citrato que fue
adsorbido sobre una superficie de Ag (1 1 1) a través del terminal y

grupos centrales 2-COO- con un grupo COOH libre expuesto a la solucién.
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Figura 3. Estructura optimizada para el citrato (CIT) sobre Ag (11 1).

Los resultados obtenidos mostraron que a presiones superficiales bajas,
ambos tipos de AgNPs interactiian de forma similar. Tras la compresion
las CIT-AgNPs son excluidas a la interface, mientras que las MBA-AgNPs
permanecen adsorbidas.

Las iméagenes BAM muestran que la interaccién se limita a las
AgNPs/interface DMPC, ya que no hubo penetracion de las NPs a través
de la monocapa de DMPC.

Tanto los resultados de XPS y DFT, muestran una mayor densidad de
aniones carboxilato en MBA-AgNPs que en CIT-AgNPs.

Proponemos entonces que la permanencia de las MBA-AgNPs en todo el
intervalo de presiones superficiales, puede ser interpretada con base a
sus interacciones electrostaticas con el extremo polar del DMPC (colina),
y las interacciones hidrofébicas mediadas por los grupos aromaticos
interacciona con los grupos lipidicos salientes de la cola de los
fosfolipidos, donde se favorece la proximidad del anillo
aromatico/cadenas de hidrocarburos, como también la posibilidad de
que en defectos de la monocapa de DMPC se favorezcan las interacciones

hidrofébicas entre el anillo y las cadenas hidrocarbonadas.
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