: INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS Y BIOLOGICAS
Xg(L)- 22(1)3 11;" 1 REVISTA CIENTIFICA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

Estudio sobre las interacciones de interfase entre vesiculas biolégicas y superficies
inorganicas de biomateriales por medio de microscopia de fuerza atémica.

Solera, F', Vega, J"?, Madrigal, S*,y Loria, A®

‘Laboratorio Nacional de Nanotecnologia. Centro Nacional de Alta Tecnologia. Consejo Nacional de
Rectores. Costa Rica. 2011.
*Laboratorio de Polimeros. Escuela de Quimica. Universidad Nacional. Costa Rica. 2011.
*Instituto de Investigaciones Farmacéuticas. Faculta de Farmacia. Universidad de Costa Rica. 2011

Resumen

Incompatibilidades de interfase en la interaccion entre las microparticulas bioldgicas que normalmente circulan
en la sangre y la superficie de los implantes de biomateriales estan normalmente asociadas con posteriores
reacciones de rechazo por parte del sistema inmune. Ello requiere un modelo explicativo de la conducta
observada en la interface de los liposomas y las plaquetas en contacto con biomateriales y superficies inorganicas.
Por lo tanto, el analisis de la relacion entre el equilibrio idénico de las fuerzas de superficie de atraccion entre
liposoma -superficie /grado de deformacién y el cambio en las propiedades de la superficie de las nanoparticulas
liposomales absorbidas por la modificacion de superficie de los liposomas con biopolimeros como el quitosano.
Se ha hecho progreso en la comprension de la dinamica de las interfaces para la consistencia de diferentes
vesiculas de lipidos como modelo, y se ha encontrado que el recubrimiento de biopolimero de vesiculas de
lipidos con quitosano proporciona mejor estabilidad fisica y un aumento en la interfaz entre los biomateriales
y nanoparticulas inorganicas biomiméticas.
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Interface interactions between biological vesicles and inorganic surfaces of biomaterials
using atomic force microscopy.

Abstract

Interface incompatibilities in the interaction between biological microparticles that normally circulate in the
blood and the surface of biomaterials implants are normally associated with subsequent rejection reactions
by the immune system. This requires an explanatory model for the behavior observed at the interface of
liposomes and platelets in contact with biomaterials and inorganic surfaces. Thus, allowing the analysis of
the relationship between the ionic balance of surface forces of attraction between liposome-surface/degree
of deformation and change in the surface properties of liposomal nanoparticles absorbed by the surface
modification of liposomes with biopolymers such as chitosan. Progress has been made in understanding the
dynamics of interfaces for consistency of different lipids vesicles as a model and found that the biopolymer
coating of lipid vesicles with chitosan provides better physical stability and an increase in the interface between
biomaterials and biomimetic inorganic nanoparticles.

Key words: Interface, biological vesicles, biomaterials, atomic force microscopy, liposome.
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Introduccion

Los fenémenos idnicos de enlace e intercambio sobre
superficies inorganicas determinan la fuerza de las
interacciones entre liposoma y superficie (liposoma
— superficie). Debido a esto, el equilibrio en el
intercambio i6nico de los iones Ca*" en la superficie,
juega un papel importante en las fuerzas de atraccion
liposoma — superficie. La capacidad de una
determinada superficie de enlazar diferentes iones
dependera de la presencia de grupos funcionales
(silice o titanio) o sitios de interaccidn especificos
(mica). Estos factores se encuentran estrechamente
relacionados con los cambios que se puedan presentar
en la densidad de carga del material.

La fuerza de las atracciones liposoma — superficie
determina la naturaleza de las interacciones entre la
superficie y los liposomas adsorbidos sobre esta,
mediante un efecto asociado a las propiedades de la
doble capa lipidica.

Un analisis similar de la interacciones entre sistemas
bioldgicos “nativos” (microparticulas y plaquetas)
y superficies inorganicas serviria como herramienta
para el entendimiento de los fendmenos de
biocampatibilidad en biomateriales.

Las vesiculas lipidicas o liposomas (Figura 1), han
sido ampliamente utilizadas en estudios biofisicos
como modelos de membrana celular desde su
descubrimiento en la década de los afios 60 (Yeagle,
1987; Bangham, 1993). Actualmente se dispone de
métodos confiables para la preparacién de
suspensiones de vesiculas con propiedades bien
definidas y tamafios que van desde pocos nandmetros
hasta decenas de micras. La propiedad que tienen
los liposomas de encapsular y proteger sustancias
tanto hidrofilicas, como hidrofébicas (en el interior
acuoso del liposoma o en el nucleo hidrofobico de
la bicapa lipidica, respectivamente), ha adquirido
especial interés en el campo de la liberacion de
sustancias activas, especialmente para aplicaciones
cosméticas, para el cuidado de la piel y en terapias
anticancer (Abraham, 2005; Lasic, Martin, Gabizon,
Huang & Papahadjopoulos, 1991).
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Fig 1. Liposomas, lipidos y la membrana celular.
La imagen es un recopilado desarrollado por uno de los
autores

Los recientes avances en el campo de la quimica de
polimeros han permitido el desarrollo de una amplia
variedad de estructuras micelares conformadas por
vesiculas fundamentadas en matrices poliméricas,
que han demostrado poseer mayor estabilidad y
propiedades de encapsulacion (Meir, 2000; Fischer,
Ortiz, Srinivas, Klein, Kim, David et al, 2007).
Nuestro grupo de investigacion se ha dedicado al
desarrollo de vesiculas liposomales formadas a partir
de dispersiones concentradas de lecitina de soja que
han sido recubiertas con biopolimeros (Alvarez,
Seyler, Madrigal Vila & Molina, 2007; Mura,
Manconi, Madrigal, Sinico, Fadda Vila et al 2008)
obtenidos a partir de biomasa de desecho de origen
marino (quitosano y colageno), con el objetivo de
disponer de un sistema liposomal que ademas de
estable, biocompatible y con excelentes propiedades
de carga de principios activos, retina los requisitos
planteados por el programa de Quimica Verde de la
EPA, dado que incorpora dentro de sus materias
primas inicamente sustancias de desecho, generando
un valor agregado a los mismos, a la vez que beneficia
el medio ambiente.

A pesar de que sus aplicaciones se han multiplicado
a través de los afios y que las técnicas de preparacion
se han facilitado gracias a los avances tecnologicos;
las estructuras vesiculares continiian manteniendo
cierto enigma y generando cuestionamientos en
cuanto a sus mecanismos de formacion (estados
metaestables y equilibrio), propiedades (asociadas
a su distribucion de tamafios) y comportamiento
(Claessens, Leemakers, Hoekstra, & Stuart, 2007;
Lassic, 1988). Muchas de estas preguntas estdn
asociadas a procesos competitivos a nivel molecular
entre efectos hidrofobicos y estéricos/electroestaticos



VOL. 22 No 1 REVISTA CIENTIFICA
ANO 2012

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS Y BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

que determinan el estado de equilibrio de la doble
capa lipidica en el caso de los liposomas (y de la
membrana celular), asi como las propiedades
mesoscopicas que definen la formacion (cierre) de
la vesicula (Groves & Dustin, 2003).

El objetivo de este estudio fue entender el
comportamiento de los liposomas en superficies
inorganicas, desarrollando un modelo que permita
comprender mejor las interacciones liposoma —
superficie, mismo que seria aplicado al desarrollo
de plataformas basadas en dobles capas para
aplicaciones en estudios biofisicos de membranas
celulares (Wu, Holowka, Craighead, & Baird, 2004;
Simson, Sackmann, Baszkin, & Norde, 2000),
biosensores (Benkoski, Kasemo, & Hook, 2005;
Olofsson, Rindzevicius, Pfeiffer & Hook, 2003),
sistemas de liberacion de principios activos (Discher,
Eisenberg, 2002; Vermette, Meagher, Gagnon,
Griesser & Doillon, 2000) y sistemas basados en
interfases bio/no-bio, como implantes, biosensores

Figura. 3. Visualizaciéon por AFM de la
fenomenologia involucrada en la formacion sintética
de vesiculas. A) Bicapas de fosfolipidos obtenidos
por la técnica de la inflamacion lenta. B Formacion
de estructuras cerradas (vesiculas) por el método de
hinchazon rapida con agitacion mecanica. C)
Fenomenologia implicada en la formacion de
vesiculas por hinchazdén con técnica de corte.

También se examinaron las siguientes relaciones:
equilibrios i6nicos de superficie; fuerza de atraccion
liposoma-superficie/grado de deformacion;
alteraciones en las propiedades de la bicapa lipidica;
interacciones entre los liposomas adsorbidos. Se
avanzo en el entendimiento de las dinamicas de las
interfases de distinta consistencia (duro-blando),
usando las vesiculas lipidicas como modelo. Y el
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y biofilms antibacteriales.

En términos generales, las interacciones de los
liposomas con las superficies inorganicas dependeran
de la naturaleza de la superficie, las condiciones del
medio (buffer) y de los lipidos que constituyan la
bicapa del liposoma.

Los liposomas pueden a adsorberse y romperse en
la superficie inorganica, formando discos compuestos
por una monocapa (Figura 3). A medida que se van
adsorbiendo mas liposomas en la superficie, las
monocapas tienden a coalescer (juntarse unas con
otras) para formar una bicapa confluente. Otro posible
mecanismo de interaccion sugiere que las vesiculas
pueden permanecer intactas a la hora que son
adsorbidas en la superficie, permaneciendo estables
por largos periodos de tiempo. Finalmente, las
vesiculas adsorbidas en las superficies pueden
experimentar una transicion a bicapas continuas por
encima de alguna concentracion critica.

estudio de los efectos que tiene la interaccién de una
superficie inorganica con microparticulas que circulan
habituaimente en la sangre, tales como los activadores
inespecificos de los procesos de coagulacion que
actiian en los lugares de lesion y en superficies de
implantes o biomateriales.

Metodologia

Las vesiculas fueron preparadas por medio de
dispersion de lecitina de soya (120, 150, 180, 210
y 240 g L") en solucién acuosa de NaCl 10° M. Se
hidrataron (hincharon) las muestras de lecitina durante
24 horas y luego se sonicaron (60 ciclos de 5 s en
sonicacion y 5 s en pausa). Posteriormente las
muestras fueron congeladas lentamente hasta llegar
a -40°C y poco a poco calentanda hasta 40°C. En
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todos los casos, las muestras fueron preparadas por triplicado. Posteriormente, las muestras descongeladas
fueron sometidos a diferentes nimeros de ciclos de tratamiento con ultrasonidos, 5 s "on" / 5 s "off" (0, 25,
50, 75, 100 ciclos para la evaluacion del area de la curva de histéresis y 0, 25, 40 50, 60, 75, 100 ciclos de
viscosidad aparente y las mediciones de movilidad electroforética). Figura 2.
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Diluida (3 1) w'tilametares Monolamelares
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o (250g)  Agitacion-Sonicacion

Fig. 2. Preparacion de vesiculas bioldgicas sintéticas (liposomas).

Vesiculas biologicas (plaquetas) fueron colectadas a partir de sangre humana bajo el siguiente método: Las
muestras fueron acomplejadas con EDTA y luego centrifugadas por 5 min a 2000 rpm. El sobrenadante
obtenido fue nuevamente centrifugado por 10 min a 6000 rpm. Finalmente, el sélido fue lavado tres veces
con NaCl 0.9%.

La interfase entre las vesiculas bioldgicas y las superficies inorganicas fue visualizada por microscopia de
fuerza atomica (AFM, MFP-3D-SA, Asylum Research) en modo de contacto. Las muestras disueltas en agua
fueron colocadas sobre mica y secada al aire a temperatura ambiente. Las imagenes AFM se realizaron con
una spring contact de k = 0.03 N/m usando un cantiléver de nitruro de silicio (Si, N, ).
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Figura. 4. Mecanismo explicatorio par a las interacciones entre vesiculas biologicas superficies inorgénicas de
biomateriales.
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Resultados

En la figura 5 se observa a nivel micrométrico por medio microscopia de fuerza atomica, el tamafio
de los liposomas sintetizados que va desde 1 a 3 micras aproximadamente.

10

Figura. 5. Visualizacién por AFM de vesiculas biologicas sintetizadas (Liposomas).
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En la figura 6 se observa una comparacion de la interaccion entre plaquetas y vesiculas bioldgicas con diferentes
superficies inorganicas de biomateriales.

En el caso del aluminio y el titanio se observa una ruptura tanto de las plaquetas como de las vesiculas,
mientras que en ceramica se observa una ruptura mas moderada de las plaquetas y una ausencia aparente de
ruptura en las vesiculas. En el caso de las interacciones con silice se puede observar un nivel mucho menor
de ruptura de las plaquetas mientras que se observan niveles altos de ruptura de las vesiculas.

Titanio "
Aluminio -
Ceramica .
silicio s 0.

Figura. 6. Visualizacion por AFM de la interaccion entre plaquetas (izquierda) vesiculas biologicas (derecha)
y superficies inorganicas de biomateriales (titanio, aluminio, ceramica y silice).
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Discusion

Al interactuar con superficies inorganicas, las
vesiculas biologicas (liposomas y plaquetas) exhiben
una amplia gama de comportamientos que van desde
la simple absorcion y deformacion causada por la
interaccion, a la descomposicion y la formacion de
bicapas de superficie.

Imagenes de microscopia de fuerza atomica
permitieron probar la permanencia de estructuras
cerradas de vesiculas bioldgicas en los sistemas de
vesicula-superficie inorganicos. Parte de este
comportamiento es caracteristico de los sistemas
coloidales, por ejemplo, los liposomas son repelidos
por las superficies de carga igual y atraidos por la
carga opuesta. Sin embargo, sus grados de libertad
internos, y la interfase acuosa de la superficie
inorganica, estan involucrados en otros aspectos de
su comportamiento en las superficies. En particular,
la relacion entre factores de la superficie y la fuerza
de atraccion entre las superficies y liposomas es un
reto. A pesar del buen desempefio de los materiales
modernos compatibles con la sangre utilizada en
stents (endoprotesis vascular) y valvulas cardiacas
artificiales, todavia se requiere un mayor desarrollo
en este campo con el fin de mejorar el rendimiento
y la investigacion orientada al estudio de los
mecanismos de la biocompatibilidad.
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