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Resumen

Las interacciones de particulas con membranas celulares desempefian un papel importante en
diversas aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas. Entre los principales ejemplos se encuentran la
administracion de medicamentos y quimioterapia a través de nanoportadores, la fototerapia
dirigida y los biosensores. Por otro lado, un aspecto fundamental en los sistemas de materia blanda,
tanto desde el punto de vista fundamental como del tecnoldgico, es la capacidad de determinar el
potencial de interaccidn de las diferentes especies en el sistema. En este trabajo se reportan los
potenciales de interaccidn y los componentes del coeficiente de difusidn a bajas fuerzas iénicas y
concentraciones muy diluidas de particulas de poliestireno de 1um que difunden por encima del
vidrio desnudo, el vidrio recubierto con polielectrolitos o el vidrio recubierto con una monocapa de
fosfolipidos. Ya que las particulas son esferas de poliestireno (PS) con una densidad de carga
diferente de cero en sus superficies, los sistemas particulas/superficies considerados aqui pueden
ser vistos como un modelo simplificado de dominios proteicos o membranas celulares teniendo
interacciones no especificas con las paredes.

Para determinar los coeficientes de difusidn de particulas, se reconstruyeron las trayectorias de las
particulas en 3D analizando las imagenes de las particulas difractadas (funcién de difusion puntual)
junto con el uso de técnicas convencionales de video-microscopia. Con las trayectorias
tridimensionales se calcularon los perfiles de potenciales de interaccion entre las particulas y la
pared y los componentes del coeficiente de difusion Dy, Dy, y D,, en funcion de la distancia entre
las particulas y la pared z. Los potenciales de interaccidén se obtuvieron mediante la adquisicion de
los histogramas de altura de las particulas en relacidon con una pared horizontal, seguido de una
interpretacion adecuada y ajustada a la correspondiente curva de inversién de Boltzmann.

Encontramos coeficientes de difusién de particulas mds pequefios a distancias cortas y largas de la
pared en comparacion con las predicciones hidrodinamicas tedricas. Estas desviaciones se
interpretaron como un aumento aparente de la viscosidad del medio. Estos resultados se comparan
con varias aproximaciones asintodticas desarrolladas en las teorias relacionadas con el efecto
electroviscoso y el deslizamiento parcial y cuyos efectos producen desviaciones de las conocidas
formulas hidrodindmicas del Brenner. Por otro lado, una importante contribucién de nuestro
estudio en relacidn con la literatura anterior consistié en demostrar que (z) también puede cambiar
debido a las variaciones de la longitud gravitatoria, Ig=ksT/mg, es decir, debido a la transferencia de
masa entre las particulas y las paredes funcionalizadas.

En conclusidn, los bajos niveles de sal exacerbaron los llamados efectos electroviscosos,
restringiendo los coeficientes de difusion por debajo de los valores predichos por la teoria
hidrodindmica estandar, tanto a corta como a larga distancia de la pared. Estos resultados fueron
comparados a una teoria simplificada o a una elaborada para los EVE. Esta comparacidn produjo
valores de conductividad del mismo orden de magnitud que los encontrados en las mediciones
estaticas independientes. Ademas demostramos que la técnica de videomicroscopia utilizada aqui
en combinacidn con el tamano de la particula elegida permite el rastreo de esferas micro-tamafio a
distancias de varios didmetros de particula por encima de la pared, lo que hace que la determinacién
de la longitud gravitatoria (peso de la particula) sea mas precisa.



Abstract

Particle-cell membrane interactions play an important role in multiple biomedical and
biotechnological applications. Major examples include drug delivery and chemotherapy via
nanocarriers, targeted phototherapy, and biosensors. On the other hand, an essential
aspect in soft matter systems, both from a fundamental as a technological point of view, is
being able to determine the interaction potential of the different species in the system. In
this work, the interaction potentials and the components of the diffusion coefficient were
measured at low ionic forces with highly diluted concentrations of polystyrene particles
from 1um that diffused over bare glass, glass coated with polyelectrolytes or glass coated
with a phospholipid monolayer. Since the particles are polystyrene spheres with a non-zero
charge density on their surfaces, the particle/surface systems considered here can be seen
as a simplified model of protein domains or cell membranes having non-specific interactions
with walls.

To determine the particle diffusion coefficients, particle trajectories were reconstructed in
3D by analyzing the images of the diffracted particles (point spread function) together with
the use of conventional video-microscopy techniques. With the three-dimensional
trajectories, interaction potential profiles between the particles and the wall; and the
diffusion coefficient components D,, D,, and D,were calculated as a function of the distance
between particles and the wall z. The interaction potentials were obtained by acquiring
particles height histograms in relation to a horizontal wall, followed by an appropriate
interpretation and adjustment to the corresponding Boltzmann inversion curve.

In comparison with theoretical hydrodynamic predictions, we found smaller particle
diffusion coefficients at short and long distances from the wall. These deviations were
interpreted as an apparent increase in the viscosity of the medium. Results are compared
with several asymptotic approaches developed in the theories related to the electroviscous
effect (EVE) and partial slip, whose effects produce deviations from the known Brenner
hydrodynamic formulas. On the other side, compared with previous literature, an important
contribution of our study consist in demonstrating that <z> can also change due to
variations of the gravitational length, Ig=kBT/mg, that is, due to the mass transfer between
the particles and the functionalized walls.

In conclusion, low salt levels exacerbated the so-called electroviscous effects, restricting the
diffusion coefficients below the values predicted by the standard hydrodynamic theory,
both at short and long distance from the wall. These results were compared to a simplified
theory or to one developed for EVE. This comparison produced conductivity values of the
same order of magnitude as found in the independent static measurements. In addition, we
demonstrated that the videomicroscopy technique used here in combination with the
chosen particle size allows the tracking of micro-sized spheres at distances of several
particle diameters above the wall, which makes the determination of the gravitational
length (particle weight) more accurate.
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Influencia de polimeros biomiméticos del glucocalix en el movimiento
browniano de particulas coloidales

Exposicién del problema

Las interacciones de particulas con las membranas celulares desempefian un papel
importante en diversas aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas. Entre los principales
ejemplos se encuentran la administracién de medicamentos y la quimioterapia a través de
nanoportadores [1-4], la fototerapia dirigida [5, 6] y las aplicaciones de biosensores [7-9].
Durante la absorcién por una célula viva a través de la endocitosis [10-12], las
nanoparticulas a menudo se acercan a las membranas celulares, lo que altera su
movimiento de manera compleja.

En pequefias escalas de longitud y tiempo de movimiento, la dinamica del fluido alrededor
de las particulas suspendidas estd gobernada por las ecuaciones de Stokes, siempre y
cuando los efectos viscosos dominen sobre los efectos inerciales. En estas condiciones, se
logra una descripcion completa del movimiento de las particulas por medio de la funcién
de movilidad hidrodindmica que tiende un puente entre las velocidades de las particulas y
las fuerzas ejercidas sobre sus superficies. El movimiento de las particulas en masa es bien
conocido y se ha estudiado ampliamente desde el trabajo pionero de Stokes [13]. Sin
embargo, en situaciones realistas, el movimiento se produce a menudo en configuraciones
geométricas en las que la movilidad cambia de manera significativa en relacion con su
correspondiente valor del bulto.

El primer intento de abordar el efecto de los limites en el movimiento de una particula
suspendida se remonta a Lorentz [14], quien empled la técnica de solucion de imagenes
para calcular el flujo de Stokes inducido por una singularidad de fuerza puntual que actuaba
cerca de una pared dura plana infinitamente extendida. Esta técnica de solucién es aplicable
cuando la particula se encuentra a una distancia moderada de la pared. Una solucién
completamente analitica ha sido propuesta mas tarde por Brenner [15] utilizando
coordenadas bisféricas para abordar el movimiento lento de una particula de tamafio
verdaderamente nitido que se mueve axisimétricamente hacia una superficie plana. El
movimiento traslacional viscoso paralelo a una pared plana se ha investigado mas a fondo
utilizando expansiones asintéticas coincidentes [16, 17].

El movimiento de particulas a través de un canal entre dos paredes adyacentes ha recibido
la atencién de los investigadores desde hace mucho tiempo. Un enfoque diligente ha sido
propuesto por Faxen [18] quien calculé la movilidad de las particulas para el movimiento
paralelo a las paredes para las situaciones particulares cuando la particula esta en el plano
medio entre dos paredes rigidas [19].

Durante los ultimos anos, el movimiento de las particulas en geometrias confinadas
recuperd un mayor interés tras el advenimiento de elaboradas técnicas experimentales que
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permiten una medicidn precisa y fiable de la movilidad cerca de las interfaces. Entre las
técnicas mas antiguas que se han utilizado se encuentran el laser [20] y las pinzas dpticas
[21], la fluorescencia [22] y la video-microscopia digital [23], la dispersién dinamica de luz
de onda evanescente [24] y la técnica tridimensional de velocidad de reflexidn interna total
[25].

Glucocdlix

El glucocdlix es un recubrimiento glicoproteinas y polisacaridos que rodea las membranas
celulares (figura 1). Es una zona rica en carbohidratos, principalmente en glicoproteinas y
proteoglicanos. El grosor del glucocdlix depende del tejido donde este se encuentre vy,
puede medir entre unos 100 nm hasta algunos micrometros [26]. Es una estructura
altamente especializada cuya composicién, caracteristicas y roles dependen de la
localizacién, estado de madurez y funcion de las células que lo poseen. Como ya se
menciond, esta capa consiste de cadenas de carbohidratos, glicoproteinas y glucolipidos,
los cuales sirven como estructura de soporte [27]. En general, la porcién de carbohidratos
de los glucolipidos que se encuentran en la superficie de las membranas plasmaticas ayuda
a estas moléculas a contribuir al reconocimiento celular, la comunicacién y la adhesién
celular.

Cytosol Nucleus  Plasma membrane

Glycocalyx

200 nm
—

Figura 1. Glucocdlix de linfocito. Recubrimiento asociado a la membrana celular basado en
polisacaridos que envuelve a diferentes tipos de células.

Las células utilizan al glucocdlix como un identificador para distinguir entre sus propias
células, las células enfermas, células invasoras y los tejidos trasplantados. Ademas en la
estructura del glucocalix se encuentran las biomoléculas de adhesién celular que permiten
a las células reconocerse y adherirse unas con otras y asi guiar el movimiento de las células
durante el desarrollo embrionario. Al mismo tiempo, la naturaleza quimica de la membrana
y los diversos componentes del glucocalix impiden la adsorcion no especifica de moléculas
extracelulares.



Composicion del glucocalix

El glucocalix es una red de fibras altamente hidratada que cubre la monocapa externa de la
membrana de células epiteliales, bacterias y otras células. Los proteoglicanos vy
glicoproteinas son componentes estructurales genéricos del glucocalix, sin embargo la
estructura y composicién bioquimica precisa son determinadas por el tipo celular y las
condiciones mecanicas y fisicoquimicas predominantes (Figura 2) [29]. Algunos ejemplos de
la composicién y funcidn del glucocalix por tipo celular son:

e Bacterias: el glucocdlix puede encontrarse como fibras compactas de polisacaridos
(formando una capsula), o difusa e irregularmente (formando una capa limosa), y
entre sus funciones esta la de actuar como capa protectora contra los fagocitos y
promover la adhesion a superficies inertes [30].

e Células epiteliales: En las glandulas mamarias, tracto reproductivo femenino,
pulmones, rinones, vesicula biliar, pancreas o superficie ocular el glucocdlix estd
constituido primordialmente por mucinas, un grupo de glucoproteinas que
contienen hasta 50% de su peso en sacaridos. Dentro de sus funciones se encuentra
el enmascaramiento de antigenos de superficie, la regulacion de la adhesidn celular
y el mantenimiento de la hidratacién de las mucosas, asi como las propiedades de
inadherencia entre la superficie celular y el moco producido en estos tejidos [31,
32].

e C(Células endoteliales: Su glucocdlix consiste en proteoglicanos vy
glucosaminoglicanos, y entre sus funciones principales estd la de proteger la
membrana plasmatica de dafio mecanico y quimico y regula la inflamacion
previniendo la adhesion/rodamiento de leucocitos en el tejido sano [33].

e Gldébulos rojos: el glucocalix provee a la superficie de una carga neta negativa debido
a la presencia de acido sidlico ionizado, que por impedimento estérico y por
interacciones electrostaticas previene la agregacion de las células. Adicionalmente,
los sacdridos del glucocalix forma la base de compatibilidad de trasfusiones de
sangre [34].

e (Células reproductivas: El glucocalix confiere funciones inmunosupresoras a los
espermatozoides, inadhesividad en el tracto reproductivo femenino, resistencia a la
adsorcion de proteinas sobre su superficie, e interviene en el reconocimiento y
ligacidn del espermatozoide al ovulo durante la fecundacién [35, 36].

e Enterocitos. En el sistema digestivo, la primera estructura celular que la materia
ingerida contacta es el glucocalix, y por lo tanto, una de sus funciones es la de actuar
como filtro de dichos materiales. Adicionalmente, la presencia de sacdridos con
carga negativa protegen las proteinas de la membrana celular de la digestién por las
enzimas pancreaticas [37].
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Figura 2. Representacion esquematica de la composicidn de glucocdlix de células epiteliales.

La composicién de la red de proteoglicanos, glicoproteinas y glucosaminoglicanos unida a
la membrana y los glucosaminoglicanos solubles no pueden ser vistos como un sistema
estatico. El glucocalix es muy dinamico, con moléculas unidas a la membrana que se
reemplazan constantemente y sin un limite definido entre los elementos localmente
sintetizados y asociados [38]. Estas caracteristicas altamente dindamicas le brindan al
glucocaélix otras funciones ademas de las ya mencionadas.

Importancia funcional

El glucocalix es capaz de inhibir las interacciones célula-célula por impedimento estérico,
control de la implantacién del embrién al endometrio y desarrollo embrionario, y la
regulacion de las sefiales celulares como ligandos para las selectinas [39]. En arterias
mesentéricas de rata haciendo uso de moléculas de dextran fluorescentes de varios pesos
moleculares se demostro que el glucocalix endotelial es capaz de limitar el acceso de ciertas
moléculas hacia la membrana celular [40]. La eliminacion parcial del glucocalix por accién
enzimatica causa una caida en la permeabilidad mediada por esta estructura en capilares
del miocardio de la rata favorece la formacion de edemas [41].

El glucocdlix de las células epiteliales puede controlar el espacio entre los receptores de la
E-selectina en la superficie de las células epiteliales y los ligandos de selectina en las células
tumorales (Figura 3). El cambio en la estructura del glucocdlix por procesos inflamatorios
pude favorecer la metastasis tumoral mediada por receptores de E-selectina [42].



Adhesion
Ligand

Flow

Adhesion
Receptor

B
Glycocalyx
Inflammation oo Shedding
MMPs % Q

Shear Stress

fisiolégicas normales, el grosor del glucocalix es mayor que la longitud de los receptores y actua
como una barrera para la adhesién celular. B. Alteraciones por shear stress, por condiciones
inflamatorias y por accion de la matriz metaloproteinase pueden causar el shedding y/o
remodelamiento del glucocalix, incrementando el nimero de receptores disponibles para unir a
ligandos de adhesidn en las células tumorales circulantes [43].

Todas estas caracteristicas han hecho del glucocdlix un sistema de suma importancia para
su estudio. El estudio de las propiedades superficiales asi como la ingenieria se superficies,
brindan herramientas para el estudio, descripcion y control de la superficie celular y/o el
disefio de materiales biomiméticos.

Ingenieria de superficies
La ingenieria de superficie es una sub-disciplina de la ciencia de materiales. La ingenieria de
superficie incluye una gran variedad de tratamientos y procesos superficiales, dirigidos a la
modificacién de las propiedades de superficies de los materiales [44]. Entre los diferentes
tratamientos cabe citar:

= Acondicionamiento y funcionalizacién de superficies mediante plasma o iones
(metales, cauchos, plasticos, textiles), etc.

= Difusién superficial de especies atdmicas y moleculares (mediante tratamiento
térmico en atmdsfera controlada, aplicacion de plasmas, radiacion laser o
implantacion idnica)
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= Depdsito de recubrimientos y capas delgadas

El estudio de todos estos procesos ha despertado un enorme interés en los ultimos afios,
tanto a nivel académico como industrial, debido sobre todo al continuo crecimiento de las
aplicaciones industriales. Entre los sectores industriales mas beneficiados estan, el sector
mecanico y del automovil, aerondutico, energético, quimico y bioquimico, electrénico y
optoelectrdnico, etc.

A la modificacién de superficies bioldgicas o el conferir propiedades de superficies
bioldgicas a superficies no bioldgicas se le conoce como ingenieria de biosuperficies.

Ingenieria de Biosuperficies

Los organismos biolégicos son sistemas muy complejos y altamente organizados. Una forma
en que la biologia logra este alto orden de organizacion es el uso redes extracelulares
controladas espacialmente y temporalmente. Los recientes desarrollos en quimica de
superficie, micro y nanofabricacién y biologia celular permiten recrear algunas de estas
redes organizativas de una manera espacialmente controlada. Con estas herramientas, se
pueden crear superficies activas que mimeticen el comportamiento de estas redes
extracelulares. Ademas, estos sistemas de biosuperficies simplificados facilitan la
caracterizacion de las propiedades superficiales del glucocalix.

AN N =

gt oA ™
o momo RO Bk LREEEEE

glass glass/pLL  glass/pLL-glut  glass/HA glass/PC

Figura 4. Representacidon esquematica de las cinco condiciones superficiales caracterizadas en este
trabajo.

Una de las razones principales por las que existe un gran interés en el estudio del glucocdlix
celular es que para una amplia variedad de fenémenos celulares el glucocalix representa
una primera barrera con las cual interactuar y/o superar. Varios métodos se han
desarrollado para la creacién de superficies que mimeticen los patrones y/o propiedades
de la superficie celular. Estos pueden ser divididos en dos categorias. Los que son derivados
de técnicas litograficas y los que dependen de la segregacion fisica, aunque existen algunos
entrecruzamientos entre ambos métodos [45]. Los sistemas basados en fotolitografia
tipicamente utilizan algln tipo de capa organica, desde polimeros hasta monocapas, los
cuales son iluminados para crear la funcionalizacién. La segunda categoria, la segregacion
fisica, que implica la colocacidon de moléculas o células en la superficie [45].

La funcionalizacién de superficies con células o moléculas biomiméticas del glucocalix
permite caracterizar la influencia de los componentes que constituyen al glucocalix sobre

11



las propiedades de la superficie celular, tales como, heterogeneidad quimica vy fisica, la
energia superficial, el trabajo de sticcion.

Se han propuesto varios modelos para el estudio del glucocdlix y la adhesién celular
mediada por receptores. Estos modelos incluyen tipicamente estudios sobre los efectos de
la fuerza de interaccion receptor-ligando, las densidades del receptor y el ligando, movilidad
de receptor/ligando en sus respectivas superficies, etc. y aunque se dispone de modelos
para representar propiedades bioquimicas de glucocdlix, no esta disponible un modelo de
propiedades de superficie del glucocdlix capaz de predecir y/o determinar
cuantitativamente el efecto de las modificaciones en la estructura del mismo y por
consiguiente en sus propiedades de superficiales. Sin embargo, este tipo interacciones no
especificas entre superficies juegan un papel importante en la interpretacién de la adhesion
de biopolimeros que forman el glucocdlix, asi como la difusién de biomoléculas, toxinas y
factores de crecimiento. Por esta razdén, este trabajo es una propuesta para la
caracterizacion de las propiedades de superficies modificadas quimicamente con
biopolimeros de interés bioldgico y presentes en el glucocalix midiendo la difusidon de
particulas de poliestireno moviéndose en la vecindad de estas superficies. Esta esta
metodologia nos permitid caracterizar el efecto de la heterogeneidad topografica y quimica
sobre la difusividad de las particulas. Ademas pudimos cuantificar el potencial de
interaccion entre particula-pared como consecuencia de las diferentes funcionalizaciones y
el efecto que estas tienen en la longitud gravitacional de la particula.

Objetivos

El objetivo principal de este trabajo fue caracterizar el efecto de la funcionalizacién con
biopolimeros sobre el movimiento browniano de particulas coloidales de 1 um en una
solucion de baja fuerza idnica. Lo cual se logré a través de los siguientes objetivos
especificos

1. Fabricacién de un sistema apropiado que facilitara la captura del movimiento
browniano difundiendo lejos y en la vecindad de las superficies.

2. Incorporacién del acido hialuronico y del fosfolipido a las superficies a través de
reacciones quimicas que permitieron la unién covalente de estos biopolimeros,
ademas la funcionalizacion con poli-L-lisina y glutaraldehido mediante interacciones
electrostaticas.

3. Uso de video-microscopia, software para el procesamiento de imagenes y datos
para la reconstruccién y andlisis de las trayectorias de las particulas.

Resultados

En el presente trabajo investigamos el efecto de la funcionalizacién de cubreobjetos con
polimeros biomiméticos de interés bioldgico en el movimiento browniano de particulas de
poliestireno (PS). Cinco condiciones de superficie fueron estudiadas: vidrio sin funcionalizar,
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vidrio cubierto con poli-L-lisina (PLL), vidrio cubierto con PLL pasivado con glutaraldehido
(glut), vidrio cubierto con acido hialurénico (HA) y vidrio cubierto con una monocapa de
fosfolipidos (PC). Se confirmé la funcionalizacién de las superficies mediante la
caracterizacion topografica a través de microscopia de fuerza atémica (AFM). Las imagenes
de AFM confirman un incremento en la altura del vidrio, principalmente en las
funcionalizaciones con acido hialuronico y PLL (PLL pasivada con glutaraldehido es
sumamente similar a PLL sola). Las imagenes de la funcionalizacién con lipido revelo la
formacion de una monocapa discontinua. Tanto las topologias como los perfiles de altura
de todas las funcionalizaciones revelan heterogeneidades o dominios distribuidos
aleatoriamente en la superficie que se formaron durante los procesos de funcionalizacion.

Posteriormente, las superficies funcionalizadas fueron grabadas por video-microscopia
dentro de una celda llena con una solucién agua desionizada y una muy baja concentracién
de particulas de PS. Se observé que para el vidrio sin funcionalizar, y para las
funcionalizaciones PLL-glut y HA, las particulas difunden por encima de la superficies sin
hacer contacto con ella, lo que denota una interaccidn repulsiva entre la particulay la pared.
En el caso de la funcionalizacién con lipido, también se mueve en las vecindades de la
superficie pero puede tocar por un breve periodo la superficie y volver a alejarse. En el caso
de la funcionalizaciéon con PLL la particula se acerca a la pared como consecuencia del
movimiento browniano pero eventualmente es adsorbida de forma irreversible.

Partiendo de los datos experimentales de la difusién de las particulas para las cinco
condiciones superficiales, se evaluaron los efectos de las mismas sobre la longitud gravitaria
de la particula comparando el caso tedrico, longitud gravitatoria efectiva de esfera dura
(z)ys, que implica la ausencia de interacciones entre particula y pared con respecto al valor
(z) encontrado en nuestros sistemas. Encontramos que para los sistemas con PLL-glut, HA
y PC, que el valor medio (z) esta por debajo del valor del vidrio. La diferencia en esos casos
es una combinacidn de las interacciones directas de las paredes de las particulas y una
variacién en la masa de la particula.
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Movimiento Browniano de particulas coloidales inmersas en una
solucion con baja fuerza ionica en la vecindad de superficies blandas

Introduccién

La interaccidn de una esfera sélida que se mueve lentamente en relacién con una pared por
medio de fuerzas hidrodindmicas es uno de los temas principales del libro clasico de Happel
y Brenner [1]. Aunque esa teoria hidrodinamica de particulas/paredes se desarrolld
originalmente para analizar el movimiento relativo de los objetos macroscépicos, en anos
posteriores se confirmd que los llamados factores de correccién de resistencia también
entran en la componente de Stokes de la ecuacién de Stokes-Einstein, que relaciona una
propiedad estocastica (difusividad) con una deterministica (movilidad) por medio de fuerzas
térmicas. [2] Los términos térmicos y de arrastre acoplados en esta ecuacién abrieron asi la
posibilidad de analizar el movimiento browniano de las particulas coloidales pasivas cerca
de una pared. [3,4] La concordancia con las fdrmulas hidrodindmicas de Faxen o Brenner ha
sido confirmada para el caso de las particulas brownianas que abarcan tamanos de 1 a 10um
en didmetro y estabilizadas con sal. [3,5-7] Por otra parte, dado que estas formulas se
obtuvieron exclusivamente para los fluidos newtonianos y considerando una condicién de
frontera sin deslizamiento en las interfaces sdélido/liquido, también se espera que se
encuentren desviaciones de la teoria estandar cuando tales premisas no se cumplan
completamente. Dejando de lado las fusiones de polimeros o los efectos no newtonianos
en general, hay al menos tres efectos que pueden producir una desviacion de la teoria
hidrodinamica estandar en los fluidos newtonianos, a saber: la existencia de una condicién
de limite de deslizamiento parcial en las interfaces, caracterizada comidnmente por los
efectos electroviscosos de longitud de deslizamiento de Navier b, [8-10], que aparecen en
sistemas con baja conductividad y superficies cargadas, [11,12] y problemas de lubricacién
qgue consideran la interaccién de las particulas porosas (superficies de polimeros
injertados). [13] Este ultimo efecto se considera tipicamente en la descripcién de las
particulas cubiertas por cepillos de polimero e interactuando en estrecha proximidad [14]
(O (100) nm) y no se tiene en cuenta en este trabajo, ya que las distancias de equilibrio
tipicas en nuestros sistemas de particulas/paredes estan alrededor de 3um.

Mientras que los primeros estudios de Brenner consideran la condicién de limite de
deslizamiento perfecto, b - «, fueron los trabajos de Vinogradova [8], Lauga y Squires [10]
los que consideraron una longitud de deslizamiento finita en sus calculos. Un punto clave
en estas formulaciones, especificamente en la proporcionada por Lauga y Squires, es que
permiten la estimacion de la longitud de deslizamiento rastreando el movimiento difuso de
una sonda Browniana cerca de una pared con la ventaja de reducir los efectos de la tasa de
cizallamiento en la primera. Una consideraciéon importante en este enfoque es que el
tamaio del trazador Browniano debe ser del orden de la longitud del deslizamiento para
poder sentir los efectos del segundo. Aunque todavia son pocos, hay reportes que ya han

16



estimado la longitud del deslizamiento con sondas Brownianas; por ejemplo, Joly et al. [15]
midieron la longitud del deslizamiento en superficies no mojables con sondas coloidales
nanométricas. La medicion de la longitud de deslizamiento en los sistemas de
particulas/paredes es un tema relevante porque hasta hoy no existen reglas definidas que
permitan explicar la longitud de deslizamiento en términos de las propiedades fisico-
guimicas y la geometria de las interfaces. Por ejemplo, mientras que algunos informes
correlacionan el aumento de la longitud de deslizamiento con la reduccién de la mojabilidad
de la superficie y/o la rugosidad de la superficie, otros trabajos informan exactamente de la
tendencia opuesta [9,10].

Los efectos electroviscosos (EVE) [12] se refieren, en general, al aumento de la resistencia
aparente de una particula o paquete de fluidos a moverse debido a la doble capa eléctrica
gue los rodea. [16 -20] En la literatura podemos distinguir varias afirmaciones del término,
dependiendo de si el objeto es una particula aislada, [16,18,21] una particula que se mueve
en relaciéon con una pared, [11,22-24] o un electrolito que fluye en un canal (flujos
impulsados por la presién) [17,25]. Si una particula cargada rodeada por su doble capa
eléctrica se mueve en un liquido inactivo, ocurre una pequefia distorsion de su nube idnica
eléctrica en la direccion del movimiento que induce un campo eléctrico microscépico que
tiene el efecto de ralentizar el movimiento de la particula [19]. Un efecto similar ocurre
durante el movimiento de una particula cargada cerca de una superficie (cargada o no): el
movimiento relativo induce un transporte de especies cargadas generando un potencial de
flujo (debido a la conservacion de la carga) y en ultima instancia retrasando el movimiento
de la particula en movimiento [23]. Los EVE estan presentes si al menos una de las dos
superficies estd cargada eléctricamente y si la conductividad del medio es baja (condiciones
de baja fuerza idnica) [24]. Experimentalmente, la presencia de EVE ha generado resultados
intrigantes y a veces confusos en configuraciones aparentemente simples [12]. Una de las
primeras observaciones de EVE en suspensiones coloidales confinadas fue la reportada por
Feitosa y Mesquita [26], que mostrd que el coeficiente de difusidn paralela era menor que
el predicho por la teoria hidrodindmica. En su discusién argumentaron que "no podemos
descartar la posibilidad de una friccién adicional debido a las interacciones eléctricas entre
las particulas, el electrolito y la superficie del vidrio". A lo largo de los afios se siguieron
observando difusion restringida debido a la friccidn idnica o EVE en suspensiones coloidales
confinadas en condiciones de baja fuerza iénica [12,27]. Ademads, se ha observado friccién
idnica en particulas cargadas sin limites, lo que ha dado lugar a coeficientes de difusién tan
bajos como el 50% de los valores esperados [28]. Una excepcion a la regla fueron los
experimentos reportados por Faucheux et al, [29] quienes observaron un concordancia con
la teoria hidrodindmica aunque su sistema consistia en la misma configuracién confinada
sin sal agregada. Aunque todas estas observaciones son mas o menos coherentes con los
mecanismos fundamentales de EVE, en general no se ha obtenido un acuerdo cuantitativo
entre los experimentos y la teoria, en parte porque la teoria se basa en expansiones
asintéticas de las variables espaciales relevantes [22,30] y en parte porque los experimentos
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no suelen mostrar el aumento del factor de arrastre en funcion de la distancia de separacién
de la particula/pared. Uno de nuestros objetivos en este trabajo es contribuir al analisis de
los componentes del coeficiente de difusion en funcidn de la distancia de separacidn entre
las particulas y las paredes en los sistemas que promueven los EVE.

Los sistemas de particulas/paredes que elegimos para estudiar consistian en una
suspension muy diluida de particulas de poliestireno de 1um suspendidas en agua pura
(condiciones de baja fuerza idnica) e interactuando con diferentes funcionalizaciones de la
superficie. Las interacciones de pares incluian particulas que se difundian por encima del
vidrio desnudo, vidrio cubierto con un polielectrolito cargado negativamente (hialuronato),
vidrio cubierto con un polielectrolito pasivado (poli-L-lisina + glutaraldehido) y vidrio
cubierto con una monocapa lipidica. El polielectrolito o el lipido mono/bi o multicapa se han
utilizado como modelos de superficie para estudiar las interacciones de las superficies
cargadas o casi neutras que se asemejan a las membranas biofisicas [14, 31, 32].
Recientemente, Everett y Bevan [32] estudiaron la interaccion de las sondas Brownianas en
las bicapas lipidicas soportadas en condiciones fisioldgicas. En ese trabajo los autores
informaron sobre los potenciales de interaccion entre las diferentes configuraciones de
revestimiento lipidico utilizando la TIRM (Microscopia de Reflexion Interna Total), aunque
no se informd sobre los perfiles de difusividad. En este trabajo informamos sobre los
componentes del coeficiente de difusion de las particulas que se difunden por encima de
una monocapa lipidica.

Teoria

Teoria hidrodindmica. Los factores de correccién de arrastre, K(z), generados por una
particula esférica que se mueve en relacién a una pared y que tiene una condicion de limite
antideslizante, aparecen en la relacién de Stokes modificada [1].

F, =y, U= 6nuak, (2)U, (1)

donde F es la fuerza necesaria para mover una particula de radio a a una velocidad
constante U dada la resistencia |, . Aqui W es la viscosidad del disolvente, z la distancia
entre la pared y el centro de la particula (en lo que sigue h = z — a se define como la
distancia de separacion de pared a pared) y; . denota los componentes paralelos o
perpendiculares, respectivamente.

La resistencia hidrodinamica de la particula/pared también aparece en la relacién Stokes-
Einstein para una particula coloidal que se difunde cerca de una pared:

__ kT kgT

b+ YL émua

Ki(2) = DK (2), )

donde D, es el coeficiente de autodifusion sin limites. Para el movimiento paralelo, K'H"l(z)
viene dado por la correccidon de Faxen [1]:
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Para el movimiento perpendicular, K[ *(z) viene dado por la férmula de suma infinita de

Brenner. Alternativamente, usaremos la férmula de interpolacidon de Schéaffer a la serie de
Brenner, [33] dada por:

k@ =130 +3(0) @) 0 +m) %0 W
exacto al 0,1% de la férmula de Brenner para 4/, > 1.1.

El problema de una esfera que se mueve en relacién con una pared y que tiene una
condicion de limite de deslizamiento parcial caracterizada por una longitud de
deslizamiento b fue resuelto por Lauga y Squires [10] en el limite z > a, es decir, para las
particulas que se mueven "lejos" de la pared (aunque se espera que la teoria funcione para
distancias tan cortas como z = 3a). En el limite adicional donde b « z, los factores de
correccidn correspondientes pueden expresarse como:

o =1-26h- g

Z

K@) =1-2(9[1-24 (6)

Z Z

Obsérvese que para las longitudes de deslizamiento cero, los factores de correccidon
recuperan la forma de los dos primeros términos en los polinomios de Faxen y Schaffer.

Efectos electroviscosos en particulas que se mueven cerca de una pared. La descripcidén
tedrica de los efectos electroviscosos es dificil porque requiere la solucién de al menos tres
ecuaciones acopladas: [22] las ecuaciones de Stokes con el término de fuerza eléctrica, la
ecuacion de conveccion-difusion-migracion [20] de las especies cargadas para tener en
cuenta la conservacién de los electrolitos (o la conservacién de la carga) y la ecuacion de
Poisson. Por este motivo, la estrategia tradicional para abordar tedricamente este problema
incluia dos caminos: estudiar la friccidn electrolitica de una sola particula esférica cargada
inmersa en una solucion electrolitica sin limites [16], o estudiar la friccion electrolitica de
una esfera que se mueve en relacion con una pared, pero considerando el limite de
lubricacion junto con la aproximacidon de la doble capa eléctrica fina [11,24]. Sélo
recientemente se han desarrollado algunas expresiones semi-analiticas y enfoques
numeéricos para distancias arbitrarias de separacion de particulas/pared, aunque la
aproximacion de doble capa fina todavia se utiliza en tales formulaciones [24]. Veremos que
dicha versién simplificada es tan buena como las teorias mas elaboradas o completas (pero
formalmente limitadas al limite de lubricacién) para ajustar los datos experimentales.
Nuestra primera simplificacién consiste en descartar cualquier efecto de los términos de
curvatura o gradiente de presion de la particula. De esta manera, simplemente
analizaremos el flujo de Couette entre dos superficies, una de ellas con un potencial de
superficie Y = . Como se muestra en la figura 1, fijaremos el origen de las coordenadas a
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esta superficie (51) con velocidad cero, u = 0. Dado que los EVE aparecen si sélo una de las
dos superficies esta cargada eléctricamente [24], para simplificar, estableceremos ¢ =0 en
la superficie mévil S2 que tiene una velocidad u = oh/u, donde o es el esfuerzo cortante
necesario para mover la pared a la velocidad U. La tercera simplificacién consiste en asumir
gue la doble capa eléctrica formada sobre S1 es mucho mas pequefia que la distancia de
separacion entre las paredes (aproximacion de doble capa fina). 11 Esta es una
simplificacion clave porque nos permite desacoplar las ecuaciones de Stokes: mientras que
el flujo de cizallamiento produce un transporte horizontal de especies cargadas como se
muestra en la figura 1 (direccidn z), se supone que la doble capa eléctrica es tan delgada
gue su perfil x no se ve perturbado y se considera que en equilibrio en ausencia de flujo.

y w
7 e

Figura 1: Sistema de coordenadas y condiciones de limite utilizadas para resolver el arrastre
electrovisco entre dos superficies separadas por una solucién electrolitica. La superficie S2 se mueve
en relacion con S1 en la direccidon z, produciendo un gradiente de velocidad en la direccién x. Se
considera que el espesor de la doble capa eléctrica formada sobre la superficie cargada S1 es mucho
menor que la distancia de separacién entre las paredes, h.

El componente z de las ecuaciones de Stokes, Ep + uV2u = 0, después de usar la ecuacion
de Poisson p = —eV?:

2 2
EEa—w+ua—u=O, (7)

Z 9x2 dx?

donde E, es el campo eléctrico aun desconocido en la direccidon z, p la densidad de carga
de equilibrio y € la permitividad eléctrica del medio. Resolviendo esta ecuacién y aplicando
las condiciones limite descritas en la figura 1 se obtiene:

Bz oy _ (9 _ €EC
u@) =@~ (2 ) ®)
Entonces podemos calcular la velocidad media en la direccion x, (u) = —(1/h) fo_h f(x)dx,
obteniendo:
_oh|, _ €EC
() =2|1-5%] (9)
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donde hemos asumido que el promedio del potencial eléctrico a través del espesor de h es
cero, de acuerdo con la aproximacion de la doble capa delgada [17]. La ecuacién 9 puede
ser reordenada en la forma de una relacién constitutiva:

o _ I P4
z<u>/h—“aw—“[1 ha] ‘ (10)

donde el lado izquierdo representa la relacidn entre el esfuerzo de corte y la velocidad y el
lado derecho una viscosidad aparente que depende de la distancia h. Para deducir E,
escribimos la ecuacién de conservacién de la carga como [20, 22]:

I=[, (pn-u+E,)dA =0, (11)

donde I es el flujo neto de carga y A la conductividad del bulto. Nuestra cuarta simplificacion
ha hecho omitiendo los términos difusos de las especies idnicas en la ecuacidon de
conservacién 11. Forzando nuevamente la aproximacion de doble capa fina, el perfil de
velocidad en la ecuacidn 11 se establece en u = —ox/p como si no hubiera ninguna
perturbacién del flujo inducido por el campo eléctrico E, (omitiendo la retroalimentacién
electroosmotica). Utilizando de nuevo la ecuacién de Poisson e integrando en una superficie
[—h, 0]x[0,w], la ecuacidon 11 produce (Este resultado no es invariable y en general se
deberia imponer una condicion para dy)/0x en las paredes cargadas):

—"Mi +E,Ah =0, (12)

De la ecuacion 12 obtenemos la proporcién EZ/U = (6{//1“}1), gue a su vez puede ser

insertada en la ecuacion 10 para finalmente obtener:

21—1
il b I (13
Esta ecuacion es similar a la relacidon electroviscosa primaria que se encuentra en los flujos
impulsados por la presiéon [17, 34] y predice un aumento de la viscosidad aparente cuando
una pared cargada se mueve en relacidon con otra. Como se ha mencionado anteriormente,
en varios estudios tedricos se ha realizado un andlisis mas elaborado de la resistencia
electroviscosa teniendo en cuenta, entre otros, los términos de curvatura y gradiente de
presién, la difusividad de las especies idnicas en la solucién electrolitica, un potencial no
nulo en ambas paredes y la retroalimentacion electroosmética [11, 23-25]. Tabatabaei et al
[23] resolvieron, por ejemplo, la fuerza electroviscosa de una esfera cargada que se mueve
paralelamente a una pared cargada usando ambas, las aproximaciones de la doble capa

delgada vy la lubricacién. Para obtener la correspondiente proporcién .uapp/‘u utilizando la

expresiéon de Tabatabaei, afiadimos el arrastre de Stokes, ecuacién 1, a su término de fuerza
electroviscosa. Su ecuacién entonces dice:
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H-app _ 4 Kn_l(z)ez kBT 2
-, -1+ EW(T) f(Gps s S), (14)

donde hemos considerado que I(”_l(z ~a) = 0.321, es la conductividad de la contraion, e
la carga elemental, f((p, (W,S) una funcion de la particula correspondiente y al potencial T
de la pared, previamente reportados [24],y S = Dl/D2 la relacidon de difusividad de las

contraiones (1) y los coiones (2), respectivamente. Como la ecuacién original se expresé en
términos del coeficiente de difusion de las especies idnicas, utilizamos la definicion de la
conductividad [20]:

2e2Dn,,

e (15)

2
. 2 —
A= KpT Zi A Dini =

para convertir D en valores de conductividad. Aqui n,, es la densidad de particulas de la
especie idnica i — th. Para un electrolito monovalente simétrico (z1 = z2 = 1), A toma el
valor de la segunda igualdad.

En el caso de una esfera que se mueve perpendicularmente a una pared, Bike y Prieve [11]
propusieron una solucién tedrica parae el arrastre electroviscoso. La correspondiente

uam’/u puede escribirse como:

=12
Happ _ 1 3(€9)
Tapp 4 ) 16
. AunZ” (16)
después de utilizar la ecuaciéon 15y D = kzT/4mua; para convertir su radio iénico a; a A
({y A en la ecuacién 16 se consideran los valores aritméticos medios de ambos potenciales
de la superficie y entre las conductividades de los contraiones y coiones, respectivamente,
aunque los autores realmente consideraron la media armdnica para A).

En la seccidon de resultados ajustamos las ecuaciones 13, 14 y 16 a los datos experimentales
Unicamente con la conductividad A. En todos los casos los valores ajustados de la
conductividad pueden compararse con los calculados a partir de mediciones estaticas
independientes utilizando una férmula alternativa para la conductividad:

__ 2/An,
1000N,4’

(17)

y relacionando n,, con la longitud de Debye-Hiickel

- kpT
Kkl = /Zfefnw, (18)

encontradas a partir de las curvas de potencial de interaccion. En la ecuacién 17 A es el valor
simple o promedio de la conductividad molar de la especie idnica, reportada previamente
reportada [35], y N, el numero de Avogadro. Por ultimo, ndtese que la ecuacion 13 puede
expresarse alternativamente, después de utilizar las ecuaciones 15 y 18, como
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%~[1 — 0.1(x~*/h)?]! para los potenciales de superficie adimensional { = Ij—eT=
B

O(1) y las relaciones del radio del ion con respecto a la longitud de Bjerrum (e?/4mekgT)
de orden 0(0.1) en agua.

Materiales y métodos

Se utilizaron particulas fluorescentes de ThermoScientific de 1 um (orange fluorescent
polystyrene particles, FluoSpheres F13082) dispersas en agua pura en una fraccién final de
volumen de 1.7 x 10”7 con la finalidad de asegurar la presencia de Gnicamente una particula
en el campo visible. El valor de conductividad del agua reportado por el sistema de
purificacién Barnstead fue de 7,4 uS/m. Segun las especificaciones del proveedor, las
particulas tienen una densidad de grupos carboxilicos en su superficie, lo que les confiere
una carga negativa a pH 7. Para verificar la homogeneidad de carga de las particulas
realizamos un ensayo de titulacion de la suspensiéon con agua destilada utilizando
NaOH/HCI. Las curvas del pH frente al volumen de HCl revelaron dos mesetas (Figura 2):
una a pH=2.3 y otra a pH=10.7. Por lo tanto, confirmamos la existencia de un grupo cargado
negativamente que se protona a valores de pH muy bajos (2.3). Sin embargo, hay un
segundo grupo funcional con un pka muy alto (10.7), lo que sugiere la existencia de un grupo
con carga positiva a pH=7 vy, por lo tanto, implica que las esferas no tienen grupos
igualmente cargados en la superficie, aunque a pH=7,0 puedan adquirir una carga neta
negativa.

pH (NaOH)

HCI (uL)

Figura 2. Curva de titulacidn de pH de solucién de particulas usadas en los ensayos.

La suspensién de particulas se colocd en portaobjetos de microscopio previamente
funcionalizados con diferentes moléculas. Todas las funcionalizaciones fueron hechas en
cubreobjetos de vidrio lavados en una solucion 2:1 de acido sulfurico/ perdxido de
hidrogeno por 15 min, enjuagados con agua desionizada, secados a 35 °C y limpiados en
plasma por 1 min. El dcido hialuronico (Sigma Aldrich, MW: 7.5 x10° — 1x10°) fue unido a la
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vidrio covalentemente a grupos aminosilanos [(3-aminopropyl) triethoxysilane, Sigma
Aldrich] siguiendo una reacciéon quimica EDC/NHS (Figura 3). Después de exponer las
superficies al plasma cleaner, las superficies fueron incubadas en vacio por una hora y
después incubadas toda la noche en horno a 60 °C. Después de depositd sobre la superficie
una solucion de EDC (7.6 mg/mL), NHS (2.3 mg/mL) y HA (0.1 mg/mL) y de nuevo incubada
toda la noche. Finalmente se retira el exceso de solucién con buffer de fosfatos. El
fosfolipido (aPC) se unié covalentemente a través de una reaccién entre grupos silanos y un
grupo acrilato presente en una de las cadenas policarbonadas del lipido. El fosfolipido
modificado, DPPC [1-palmitoyl-2-[ 16-(acryloyloxy)palmitoyl]-sn-glycero-3-
phosohorylcholine] de Avanti Polar Lipids se disolvié en agua a una concentracion final de
5.7 x 10'°> moléculas/mL. La superficie fue tratada con grupos silanos [(3-Mercaptopropyl)
trimethoxy silne, Sigma Aldrich] por una hora en vacio y posteriormente incubada toda la
noche a 60 °C (Figura 4). Finalmente se depositaron sobre la superficie 500 pL de una
solucién de aPCy se incubo por 1 hr.

PA12

Figura 3. Esquema de reaccion para el recubrimiento de la superficie con HA.

La reconstruccién de las trayectorias 3D completas de las particulas en se hizo analizando
los patrones de difraccion de las particulas (discos Airy o funcién de dispersidn puntual)
junto con el uso de técnicas estandar de video-microscopia [37]. Cuando una particula se
desenfoca debido a un desplazamiento z (perpendicular al plano focal), el correspondiente
patron Airy del objeto esférico muestra un aumento de los radios de los anillos concéntricos
[6, 3]. Asi pues, la distancia de la particula al plano focal puede correlacionarse (funcién
polindmica) con el radio maximo del anillo concéntrico del patréon de difraccién. Esta
asociacién uno a uno (el plano focal se coloca tipicamente en ~ 50um por encima de la
pared inferior de manera que las particulas siempre se mueven por debajo de este plano)
se establece (Figura 5) en un procedimiento de calibracién previo [6]. La adquisicion de la
imagen se llevé a cabo en un microscopio Olympus con una platine motorizada en z (100nm
de resolucion) usando el paquete FluoView. Los patrones de difraccién observados en el
campo oscuro fueron generados por la emision de fluorescencia de las propias particulas.
Una vez que se conoce la distancia z,.; entre las particulas y el plano focal para cada cuadro
(velocidades de registro de 24Hz), la distancia z,,; de la particula/pared se calcula
utilizando la relacion z gps = Zeey — (Zret + Z focar), donde zgey; es el ancho total de la
celda de observacion y z 4 la distancia a la que se situa el plano focal en relacion con el
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origen z, = 0. Esta posicion de z, se establece en el "techo" de la celda de observacién (el
cubreobjetos), que se identifica marcando el vidrio con particulas fluorescentes verdes de
0,203um de diametro. El "suelo" también se marca con estas particulas fluorescentes para
obtener el ancho total de la celda, z.,;;.

R R N )
| | - ~-Si i I o S
x/il\x HO'"EEOH Ho I~ o1 ~o-$oom

Surface

Figura 4. Esquema de la funcionalizacidn con grupos silanos para la fijacion
covalente de la fosfatidilcolina.

Los desplazamientos en el plano xy (focal) se calcularon utilizando técnicas estandar de
video-microscopia basadas en algoritmos de procesamiento de imagenes de busqueda de
centros [37]. Con las trayectorias tridimensionales se calcularon los perfiles de interaccién
potencial entre las particulas y la pared y los componentes del coeficiente de difusion D,,
D, y D,, en funcion de la distancia entre las particulas y la pared z. Los potenciales de
interaccion se calcularon usando la inversion de Boltzmann,
(p(2) — P)/kgT = In[p(Zmax)/P(2)], donde p(z) y ¢(z) denotan la distribucién de
probabilidad y el potencial de interaccién, respectivamente, mientras que p(Zyqx) €S
tomada en la posicion z de la maxima probabilidad. Los coeficientes de difusién se
calcularon utilizando la relacién MSD = ((r,(At) — 1,(0))?) = 2D,.(2)At,conr = (x,y, z).
El subindice "z" del Desplazamiento Cuadratico Medio denota la dependencia de cada
componente de desplazamiento con respecto a la altura z: a cualquier distancia z;, el
componente de difusidon correspondiente se calcula tomando la pendiente MSD/2t
utilizando z; como posicion de partida. Para fines estadisticos, los valores de z; se clasifican
en compartimentos discretos que tienen un tamafio tipico de a/2, mientras que t se tomd

comot = 5 - 0.25s.
24Hz
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HYALURONAN

Figura 5. Diagrama del sistema de grabacidn. El plano focal se coloca tipicamente en ~ 50um por
encima de la pared inferior de manera que las particulas siempre se mueven por debajo de este
plano

Resultados y discusion

Los potenciales de interaccién normalizados, (¢(z) — ¢0)/ kgT, enfuncidn de la distancia particula/
ared en z se muestran en la figura 6 para todos los sistemas estudiados en este informe. La principal
motivacion para complementar las graficas de difusividad, que se muestran a continuacidn, con sus
correspondientes potenciales de interaccidn, fue comparar los valores de conductividad dados por
ambas medidas, dindmica y estatica, utilizando las ecuaciones 13 o 17. Las curvas se presentan sin
la contribucion gravitatoria [39] y se desplazan 1kBT entre si como ayuda visual. En casi todos los
casos las curvas experimentales estdn bien ajustadas por la férmula genérica de las interacciones

electrostaticas (¢(z) — ¢0)/kBT = (Zl/kBT) exp(—kz), donde k™! es la longitud del Debye-

Hiickel y Z; el parametro asociado a los potenciales efectivos de la superficie. [40] Los valores
correspondientes también se muestran en la Tabla 1.
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Figura 6: Potenciales de interaccion en funcidn de la altura z sin la contribucidn gravitatoria. Grupo
de lipidos A (circulos), grupo de lipidos B (cuadrados), poli-I-lisina/glutaraldehido (pLLglut,
triangulos), vidrio desnudo (diamantes), hialuronato (HA, tridngulo invertido). Las curvas se
desplazan 1 kzT como ayuda visual. Las lineas negras se ajustan a la funcién (¢(Z) — ¢0)/kBT =

(Z1/kgT) exp(—kz).

Como era de esperar, el mayor valor de k! corresponde al sistema de particulas/vidrio, asociado
con el menor valor de fuerza idnica, n., seguido de los recubrimientos de polielectrolitos. La
disminucién de k™! en estos casos puede atribuirse al aumento de las especies idnicas liberadas por
las funcionalizaciones de la superficie (Na* para el caso del revestimiento de hialuronato, por
ejemplo). Es importante decir que, dadas las fracciones de bajo volumen empleadas en nuestros
experimentos (~107), las curvas de potencial de particulas/paredes estdn libres de
comportamientos colectivos o correlaciones particula/particula. Obtener la interaccién de
potenciales nos permitié notar una caracteristica relevante en el sistema de lipidos/pared. En este
los histogramas de altura no mostraron un maximo Unico en las posiciones z como se observo en
los otros sistemas, revelando la existencia de sub-ensambles o grupos de particulas cuyo
comportamiento difiere de cada uno de ellos a pesar de proceder del mismo lote de preparacion
(los potenciales de interaccidn se obtuvieron en todos los casos promediando las trayectorias de
diferentes particulas, alrededor de 40, a diferentes lugares). Asi pues, reconocimos dos
comportamientos distintos en este sistema, denotados por las correspondientes curvas de potencial
incluidas en la figura 6: una primera (grupo A) en la que el potencial electrostatico esta
completamente ausente, y otra (grupo B) en la que los efectos de repulsién electrostatica se ven
claramente. A continuacidon veremos que estos distintos comportamientos tienen relacidn con las
correspondientes curvas de difusividad. Otros estudios han encontrado también comportamientos

27



distintos de las particulas a pesar de que provienen del mismo lote de preparacién. [14, 41, 42] El
origen de estas variaciones se ha atribuido a la presencia de heterogeneidades geométricas,
multivalencia o polidispersidad a escala molecular o coloidal [41] y no necesariamente se
correlacionan con los valores de potenciales { de las particulas. [14] Por ejemplo, Swavola et. al.
[14] informaron de toda una familia de curvas de potencial de interaccién en coloides
recubiertos con polielectrolitos e interactuando con superficies recubiertas con moco
bovino. En otro informe, Wang et. al. [42] distinguieron tres grupos de particulas al estudiar
la interaccion de los coloides recubiertos de proteinas con cepillos de polimeros: un grupo
de libre difusidon que tenia una fuerte interaccién de repulsién con la pared, un segundo
grupo caracterizado por mostrar repulsion mas una débil atraccion con la pared, y un tercer
grupo que estaban irreversiblemente depositados en la superficie. Esta distincién
encontrada en nuestro sistema de particulas/lipidos se conservé informando asi los valores
de difusividad de forma independiente.

Tabla 1: Parametros electrostaticos y electrocinéticos de los sistemas de particulas/paredes.
Z,/kgT y k™! fueron encontrados ajustando los perfiles de interaccién potencial, representados en
la figura 6, con el modelo de repulsion electrostética; D, significa coeficiente de difusion de "larga
distancia", mientras que D, es el coeficiente de autodifusion e igual a 0,425um?/s. Las
conductividades A se ajustaron a partir de la viscosidad aparente con la ecuacion 13, mientras que
el "A estdtico" se calculé con las ecuaciones 17 y 18 considerando Unicamente la conductividad
molar de H* o Na* como opciones de contraidn, asi como el calculo del promedio incluyendo el valor
del coién OH" (valores entre paréntesis).

static A
Zi/kgT «'[um] ka Dy/D, Dow/D, A[uS/m] [H] [Na*]
glass 7.56 1.69 0.3 0.75 0.75 0.3 1.1(1.7) 0.16(0.8)
HA 124 094 054 091 0.8 2 3.6(5.73) 0.5(2.6)
pLL/glut  10.06 0.85 0.6 0.8 0.67 - - -
lipid A - - - 0.98 0.98 - - -
lipid B 0.4 0.83  0.601 0.9 0.85 1.65 47(7.35) 0.6(3.3)

Perfiles de difusividad. La figura 7 muestra los componentes de los coeficientes de difusidn,
Dy, D, y Dy, en funcién de la distancia z y normalizada con el valor de Stokes-Einstein al
tamafio de particula correspondiente (D,= 0,425um?/s). Los gréficos también incluyen los
factores de correccion de Faxen y Schéaffer, ecuaciones 3 y 4, para las componentes
paralelas y perpendiculares (lineas negras, siendo D, > D ). Podemos ver que los valores
experimentales de difusividad, con la excepcion de los datos de la particula/lipidos grupo A,
no sélo caen por debajo de las predicciones tedricas a distancias cercanas a la pared, sino
gue también parecen alcanzar una meseta a grandes distancias por debajo de lo que
deberia ser el coeficiente de autodifusién D,. Estos resultados contrastan con estudios
anteriores realizados por nuestro grupo [6] utilizando la misma técnica de microscopia de
video y particulas de 1um diluidas en una solucién de NaCl 10mM: en ese caso los valores
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experimentales D, (z) siguieron las curvas tedricas hidrodindmicas estandar. Los perfiles de
difusividad que se muestran en la figura 7 constituyen el principal resultado de nuestro
estudio y en el resto del trabajo discutiremos su comportamiento de la siguiente manera:
primero discutiremos los valores de difusividad encontrados en la particula/grupo de lipidos
A, luego analizaremos los bajos valores de difusividad encontrados en los sistemas de
particulas/vidrio, particulas/polielectrolitos y particulas/grupos de lipidos B a largas y cortas
distancias de la pared. Por ultimo, centramos nuestra atencién en la forma atipica de los
valores de D,(z) que se encuentran en el sistema de particulas/hialuronato a distancias
cortas particula/pared (un aumento inesperado de sus valores, como se muestra en la figura
7b, 1 simbolos).
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Figura 7: Coeficientes de difusién normalizados Dx (°), Dy (e) y Dz ()
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Longitud de deslizamiento parcial en el sistema de lipidos/particulas. Los valores de
difusividad del sistema de particulas/lipidos del grupo A fueron los que mostraron una
mayor coincidencia con la teoria hidrodindmica. Sin embargo, podemos observar que los
valores cercanos a la pared muestran un valor ligeramente superior al predicho por la
teoria, lo que sugiere la presencia de una longitud de deslizamiento no nula en las
interfaces. El mejor ajuste a los factores de correccion de Lauga y Squires, ecuaciones 5y 6,
produce una longitud de deslizamiento b = 418nm (lineas discontinuas en la figura 7d).
Aunque no pudimos encontrar otro informe con el que comparar este valor de longitud,
hay algunos estudios en el campo de la tribologia que han informado de coeficientes de
friccion muy bajos entre superficies cubiertas con el mismo grupo funcional fosforilcolina)
como el contenido en el lipido DPPC [43, 44] (una conexion entre la longitud de
deslizamiento y el coeficiente de friccién puede encontrarse en la referencia 45). Los
coeficientes de friccion reportados por Kobayashi y Takahara [43], por ejemplo, fueron tan
bajos (~ 0,02) como los encontrados entre superficies hielo/hielo o teflon/teflon, vy
prevalecen incluso cuando las superficies se deslizaron sélo en presencia de aire humedo
(los grupos de fosforilcolina son tan hidrdéfilos que absorben suficiente agua del aire para
permitir el proceso de lubricacion). En nuestro caso el sistema de particulas/pared consiste
en una monocapa lipidica y particulas de poliestireno que tienen cierta densidad de carga
en su superficie, por lo tanto, para apoyar el argumento de la condicién de deslizamiento
parcial, tenemos que asumir que algunos lipidos no unidos se adsorben en las particulas
coloidales durante sus excursiones por encima de la pared inferior, permitiendo la
condicion de deslizamiento entre ambas superficies. La adsorcion de lipidos en las particulas
de poliestireno ya ha sido demostrada en varios informes [32, 46-48] y es el escenario mas
probable que puede explicar los dos comportamientos diferentes observados en el sistema
de particulas/lipidos, como se discute mas adelante. En cualquier caso, la presencia de una
longitud de deslizamiento parcial en el sistema de particulas/lipidos del grupo A sugiere que
esta condicion limite es posible en superficies muy himedas incluso a bajas tasas de
cizallamiento. La independencia entre la longitud de deslizamiento y la tasa de cizallamiento
ya se ha observado en el caso de las superficies cubiertas con surfactante mediante el uso
de la microscopia de fuerza nanorreoldgica y atémica [49].

Efectos electroviscosos a grandes distancias de particula/pared. Salvo el sistema de
lipidos/particulas del grupo A que se ha examinado anteriormente, el resto de los valores
de difusividad que se muestran en la figura 7 se encuentran por debajo de las predicciones
hidrodinamicas. La hipoétesis principal de este trabajo es que este obstaculo a la difusién se
debe a los efectos de la electroviscoso. Ahora, ya que los tratamientos tedricos de EVE
ofrecen expresiones que consideran ya sea una esfera cargada inmersa en una solucién
electrolitica sin limites, por un lado, o un esfera cargada que se mueve en relacién a una
pared pero en el limite de distancias de separacién muy pequefas; decidimos analizar
primero los valores de difusividad a grandes distancias de la pared, D, D), y luego
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normalizar el resto de los valores de difusividad con estos coeficientes de difusiéon a larga
distancia para aislar de alguna manera los efectos de la proximidad de la pared.

Los coeficientes de difusién a larga distancia (tomando el valor medio de los coeficientes de
difusion paralelos, D, y D,,) normalizados con el valor de Stokes-Einstein, D”,LOO/DO, estan
tabulados en la Tabla 1y trazados en funcién de a/x ! en la figura 8 para los sistemas de
particula/vidrio, particula/polielectrolitos y particula/lipidos del grupo B. Hemos
comparado estos valores experimentales de difusividad con la teoria de Ohshima [16] para
la friccién de electrolitos en esferas moéviles aisladas (lineas sdlidas). Encontramos que
nuestros valores experimentales eran mdas bajos (friccion electrolitica mas alta de lo
esperado) que las predicciones de Ohshima usando su solucién asintética para pequefios
potenciales de superficie. Su expresidon para el amplios limite de xa (para cualquier valor de
() dio, sin embargo, valores similares a los encontrados en nuestros experimentos usando
valores tipicos de los potenciales T de la particula medidos con un zetametro (ZetaPlus,
Brookhaven Ins. Corp.). Este acuerdo cuantitativo debe considerarse una coincidencia mas
gue una prediccidn valida, ya que nuestros valores de xa no son grandes (ver Tabla 1y
Figura 8). En cualquier caso, no somos los primeros en informar un desajuste con las
expresiones clasicas de Ohshima. Tawari et. al. [28] informaron, por ejemplo, que los
coeficientes de difusion encontrados en sus suspensiones de arcilla laponita cargadas eran
menores hasta en un 50% con respecto a las predicciones de Ohshima. Los autores
atribuyeron esta discrepancia a las distorsiones de doble capa mas altas experimentadas
por sus particulas en contraste con el tratamiento de distorsiones asintdticamente
pequenas utilizado en el trabajo de Ohshima. En nuestro caso, no esta claro por qué los
valores de difusividad estan por debajo de los tedricos. Nuestra primer propuesta es que la
pared puede causar una mayor distorsion de la nube idnica no contemplada por el
tratamiento linealizado de Ohshima: aunque la pared todavia puede estar lo
suficientemente lejos de las particulas como para producir tensiones de corte entre ellas,
su mera presencia puede causar una distorsidon anisotrdpica de la nube idnica que se
superpone a las distorsiones inferidas por el propio movimiento de las particulas.
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Figura 8: Coeficientes de difusidn a larga distancia normalizados con el valor de Stokes-Einstein,
D”_L,OO/DO, representados como una funcidn del radio de la particula mas la longitud inversa de
Debye-Hiickel, xa. Sistemas de particulas/vidrio (circulos), particulas/hialuronato (tridngulos),
particulas/PLL-glut (cuadrados) y particulas/lipidos del grupo B (diamantes). Simbolos vacios:
componente paralelo, simbolos rellenos: componente perpendicular. Lineas continuas:
predicciones de Ohshima [16] para el limite xa — oo utilizando potenciales T tipicos de las
particulas.

Efecto electroviscoso debido al movimiento relativo entre las particulas y la pared. De acuerdo
con las ecuaciones 13, 14 y 16, los EVE producidos por el movimiento relativo entre dos

c
paredes cargadas pueden expresarse genéricamente como g, /1 = [1 + (S, é’p)h‘z] ,

siguiendo la aproximacién de doble capa delgada. Esta expresion dice que la friccidon del
electrolito aumenta a medida que la distancia particula/pared se reduce y se desvanece
cuandoh — oo (ya sabemos que lejos de la pared, las particulas todavia experimentan un
arrastre electroviscoso). Para tener una idea mas detallada del efecto que el movimiento
relativo entre las particulas y la pared tiene sobre el arrastre electroviscoso, trazamos
nuevamente los valores de difusividad en funcién de z pero ahora normalizando con los
coeficientes de difusién de larga distancia. Las relaciones DH,J_(Z)/D”,J_,OO, contra la distancia
z se muestran en la figura 9 para los sistemas de particulas/vidrio, particulas/hialuronato,
particulas/pLL-glut y particulas/lipidos de grupo B. Incluso con esta normalizacion todavia
observamos una clara desviacidon de las curvas hidrodinamicas estandar a distancias de
separacion pequeias. Sin embargo, ahora vemos que la capa de polielectrolito pasivado
(pLL-glut) que interactua con las particulas sigue de cerca los factores de correccién
hidrodinamicos. Esto tiene sentido, ya que la deteccidn de carga de los grupos poli-L-lisina
positivos con glutaraldehido reduce la carga efectiva de la pared y, por lo tanto, reduce las
EVE.
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Figura 9: Coeficientes de difusion normalizados con los valores de difusividad de larga distancia:
componentes paralelos (circulos) y perpendiculares (cuadrados). Las lineas continuas son las
expansiones polinomiales de Faxen o Schéaffer, ecuaciones 3 y 4, respectivamente.

El siguiente paso en nuestro analisis fue calcular la viscosidad requerida por la relacién de
Stokes-Einstein, ecuacién 2, para producir los valores de difusividad experimental
observados. En otras palabras, interpretamos las desviaciones de la teoria hidrodinamica
como un aumento aparente de la viscosidad asumiendo que todavia se aplican los factores
de correccion de Faxen o Schaffer. Los valores de las relaciones de viscosidad
experimentales, ,uam,/,u , frente a la distancia z se muestran en la figura 10. Los ajustes
tedricos para el movimiento paralelo, ecuacién 13 (lineas continuas) o ecuacién 14 (lineas
discontinuas), asi como para el movimiento perpendicular, ecuacién 16 (lineas continuas),
también se muestran en la figura. El Unico parametro ajustable utilizado en los ajustes fue
el valor de la conductividad del medio, A. Es evidente que el mayor aumento de la viscosidad
aparente fue el del sistema particulas/vidrio. Esto apoya la hipétesis de que los EVE son los
fendmenos relevantes en nuestras observaciones y que otros efectos que pueden jugar un
papel en la disminucion de D, como la presencia de macromoléculas cerca de las superficies
o efectos hidrodindmicos debido a la conformacidn extendida de las cadenas de polimero a
bajas fuerzas idnicas tienen menor importancia. La evidencia mas fuerte que tenemos para
apoyar el EVE es que los valores de las conductividades encontradas de los ajustes usando
la ecuacién 13 (componente paralela) estan muy cerca de los valores calculados de las
mediciones estdaticas usando las ecuaciones 17 y 18 y los valores de doble capa,
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k1, proporcionados por los potenciales de interaccién (como se muestra en la Tabla 1, los
valores de A son del mismo orden de magnitud que los calculados a partir de mediciones
estdticas que consideran H* o Na* como contrarrestadores). Ademds, también obtuvimos
una estrecha concordancia entre estos valores de A y los obtenidos con la teoria de Bike y
Prieve, [11] la ecuacidn 16, para el movimiento perpendicular (los valores correspondientes

de 1 son 0.25, 1.63 y 0.3 uS/m para la particula/vidrio, la particula/hialuronato y la
particula/lipido-B respectivamente). Segln la teoria de Tabatabaei [23], la ecuacion 14, dio
valores mas bajos de A en todos los casos en comparacién con los otros modelos (los valores
correspondientes son 0,014, 0,05 y 0,1 para los sistemas de particulas/vidrio,
particulas/hialuronato y particulas/lipidos-B, respectivamente, utilizando un valor tipico de
{=-40mV para la pared de vidrio y una relacién de difusividad de contraién a coidon de S =
1,7). No nos queda claro por qué la teoria de Tabatabaei no arrojo valores de A similares a
los predichos por la teoria de Bike y Prieve ya que, hasta donde sabemos, ambos autores
emplearon un formalismo similar (se equipararon las expansiones asintéticas asumiendo
una doble capa eléctrica delgada asi como la aproximacion de la lubricacidn). Es pertinente
mencionar que en la teoria de Tabatabaei el llamado nimero de Hartmann se consideraba
de orden uno, Ha = 2n.,akgT/uU =~ 0 (1), es decir, los campos inducidos por el
movimiento son comparables a la escala térmica [22].

Cabe hacer una mencién final sobre la forma de las curvas de p,,,/u . Los efectos
electroviscosos fueron formulados originalmente para entender el arrastre afiadido en
esferas aisladas y el observado en soluciones electroliticas que fluyen entre dos paredes
cargadas [17,22]. El analisis tedrico de Levine et. al. [25] demostrd, por ejemplo, que cuando
dos paredes estan muy cercanas entre si de manera que sus dobles capas eléctricas
comienzan a superponerse (efectos electroviscosos secundarios), el aumento de ,uapp/u .
en funcién de la distancia de separacidn entre las paredes tiene un maximo pero luego cae
acerocomo h — 0. Ennuestro caso, el movimiento de una pared (la particula) en relacién
con otra, las paredes funcionalizadas, es de alguna manera similar al estudiado en los flujos
impulsados por la presidn, aunque no parece producirse ninguna disminucién de ,uapp/u a
medida que la particula se aproxima a la pared.
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Figura 10: Valores de la viscosidad aparente normalizados con la viscosidad del medio (1mPa -s). La
columna de laizquierda corresponde al componente paralelo mientras que la columna de la derecha
al componente perpendicular. Las lineas continuas en los datos de componentes paralelos
corresponden a ajustes tedricos usando la ecuacion 13, las lineas discontinuas corresponden a
ajustes usando la teoria de Tabatabaeis, 23 ecuacién 14. Las lineas sdlidas en los datos de
componentes perpendiculares corresponden a ajustes tedricos usando la teoria de Bike y Prieve, 11
ecuacion 16. En el grafico pll-glut |a linea es solo una linea recta pgp, /1 = 1.

Efectos de las fuerzas conservadoras en los coeficientes de difusion. Una parte de los datos
experimentales que aun no hemos aclarado es el aumento algo misterioso de D,(z)
(componente perpendicular) cerca de la superficie en el sistema de particulas/hialuronato
(véase la figura 7b). Algunos autores [50] han propuesto la idea de que el potencial de
interaccion observado entre la particula y la pared puede influir en los valores de difusividad
de la primera. Por lo tanto, es tentativo para nosotros sugerir que el alto valor del encuentro
de D,(z) cerca de la pared se debe a la interaccién electrostatica altamente repulsiva
observada en este sistema: después de todo, fue en este caso donde obtuvimos el valor
mas alto del prefactor Z, /kgzT en el modelo de potencial de interaccion (véase la Tabla 1).
Para examinar mas de cerca este problema nos damos cuenta de la necesidad de tener una
expresion explicita de D en funcion de tales fuerzas conservadoras. En primer lugar,
tenemos que estar seguros de que la ecuacién de Smoluchowski para la evolucién de la
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distribucion de probabilidad p (z,t) se aplica al caso de la particula/hialuronato. Como se
ha mencionado en otros trabajos [3], el uso de la ecuaciéon de Smoluchowski se justifica si
se cumplen las siguientes condiciones: 1) el intervalo de tiempo mas corto en los
experimentos debe ser mayor que el tiempo de relajacion caracteristico m/y(t > m/y), m
siendo la masa virtual de las particulas; y 2) el campo de fuerza no deberia cambiar

apreciablemente en distancias comparables o menores que ,/kaT/y. Para los valores
tipicos de la masa de la particula m ~1071kg, la energia térmica ksT ~ 4 X 107?!] yel
coeficiente de arrastre ¥ ~ 67 (ta ~ 1078kg/s (o superior); el tiempo de relajacién
produce ~ Insy \/kaT/ Y ~ 0.02nm. Por lo tanto, confiamos plenamente en que la
ecuacion de Smoluchowski rige la dindmica del sistema actual, ya que la ventana de tiempo
mas corta utilizada en los experimentos fue de 41ms y las fuerzas eléctricas de repulsion
varian en una escala de longitud del orden de k=1~ 1um. Ahora bien, es bien sabido en la
comunidad de la materia blanda que la solucién aproximada de la ecuaciéon de

Smoluchowski

op(zt) _ 9 dp(zt) D(2)f(2)
at oz [DZ az kgT p(z, t)]’ (19)

da, hasta el primer orden en el paso de tiempo At [51]:

2kpTAt

— 2\ — —
MSD = (Az(At)?) = 2D, (2)At = =2~

(20)

La expresion 20 es la ecuacion fundamental que utilizan los experimentalistas para calcular
los coeficientes de difusidn a partir de los desplazamientos cuadraticos medios; obsérvese,
sin embargo, que esta ecuacion no contiene ninguna informacién sobre la dependencia de
D de las fuerzas conservadoras f(z). Por otra parte, también es bien sabido que el primer
momento tiene una dependencia de las fuerzas conservadoras en O(At) en la forma
(Az(At)?) = dD/0z + Df (2)/ky T [51]. Motivados por esta Ultima expresién procedemos
a calcular el siguiente término de orden O(At?) en el desplazamiento cuadratico medio
para ver si obtenemos alguna dependencia de D(z) de las fuerzas f (z). Hasta ahora no
hemos podido encontrar un documento donde este calculo ya haya sido publicado. El
calculo es sencillo pero largo: hay que expandir p(z,t) de Taylor en t hasta el segundo
orden, y luego sustituir la ecuacion de Smoluchowski en 8/dt(dp/dt) considerando que
D(z) y f (2) son estacionarios, multiplicando por z? he integrado sobre z. Las integrales
que contienen los términos 9™ /0z™ p(z,t)|;=c0™(2) se evaldan utilizando la identidad

[g(2)6"dz = —faga—(ZZ)S(”‘l)(z)dz y observando que para cualquier potencia m,

[z™8(z) = 0. Aqui §(2) es la funcién del delta de Dirac. Hasta el orden O (At?) obtuvimos
por lo tanto que el MSD es:

2 29p  aD (3
(027 = 20 (It + (L) - 2o 2 -2 (L4 2L )] -
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Obsérvese que si el paso de tiempo es pequeno, las fuerzas externas cero y el coeficiente
de difusidon una constante (ausencia de la pared), la ecuacién 21 recupera la relacién
estandar entre MSD vy el coeficiente de difusidn (ecuacion 20). Considerando la ecuacién de
Stokes-Einstein como una prueba para los términos dD /dz de la ecuacién 21, notamos que
estos términos eran mas pequeiios que los otros. Por lo tanto, usamos la nueva relacién
aproximada

_ (az?@o) _1f(pr\* _ p? of
D,(2) = 2At 2 [(kBT) kgT 62] At (22)

para recalcular los componentes de difusidon perpendicular del MSD, pero ahora utilizando
los valores de f (z) = —d¢/0dz obtenidos de los perfiles de potencial de interaccién
(figura 6, triangulos invertidos). Los nuevos valores de D,(z), representados en la figura 11
(simbolos cuadrados), son casi idénticos a los anteriores (circulos) excepto por los valores a
distancias cortas, donde ahora se mantiene el perfil bajo como z — 0. En palabras
ordenadas, lo que encontramos después de considerar una relacién apropiada entre el
MSD, Dy f (z) es que los valores anteriores de D usando la relacion MSD = 2Dt fueron
mal calculados, y es el MSD pero no la difusividad lo que manifiesta la influencia de las
fuerzas conservadoras de la particula/pared. También calculamos los valores de difusividad
con la ecuacién 20 utilizando otros valores de At = n(1/24Hz) (paran=6,5,4y 3). Los
valores de D calculados eran muy similares entre siy sélo se observo una ligera disminucion
del valor mas cercano a la pared al disminuir el paso del tiempo (véase la figura 11, para n
=2 no pudimos obtener buenos datos estadisticos).
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Figura 11: Coeficiente de difusion perpendicular D,(z) obtenido para el sistema de
particulas/hialuronato mediante la ecuacién 20 (circulos) o la ecuacion 22 (cuadrados). El paso de
tiempo es At = 6(1/24Hz), el simbolo de la estrella representa un valor obtenido cerca de la
pared usando At = 3(1/24Hz).
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Resumen de los EVE en los sistemas de particulas/pared. Una vez analizados en detalle los
mecanismos que controlan los coeficientes de difusién a corta y larga distancia de la pared,
estamos preparados para proporcionar una explicacion general de las interacciones entre
las particulas y la pared estudiadas en este trabajo y su impacto en los perfiles de
difusividad. En la figura 12 hemos clasificado los sistemas segun las caracteristicas de la
carga eléctrica en ambas superficies. En primer lugar, los sistemas de particulas/vidrio y
particulas/hialuronato pertenecen al grupo en el que ambas superficies estan cargadas
eléctricamente (figura 12a). Se espera que los EVE se maximicen en esta situacidn, siendo
el sistema de particulas/vidrio el de mayor desviacion seguido por el sistema de
particulas/hialuronato, aqui el valor de conductividad aumentd (disminucién de los EVE)
debido a la presencia de especies idnicas adicionales. Como se muestra en las figuras 8 y 9,
en ambos casos los valores de difusividad fueron menores que los esperados a cortay larga
distancia de la pared. El sistema de particulas/pLL-glut pertenece al grupo (figura 12b) en el
gue las particulas tienen un potencial eléctrico mayor que el de la pared. En este caso se
espera que los EVE sean grandes en la esfera aislada, lejos de la pared, pero pequefos en
relacién con su movimiento por encima de la pared. Los bajos valores de los coeficientes de
difusién a grandes distancias, D, /D, (véase la figura 8) corroboran el hecho de que
mientras que los EVE relativos a la pared son pequefios (figuras 9 y 10), la esfera cargada
por si sola experimenta una friccion de electrolitos debido a su propia doble capa eléctrica.

En el sistema de particulas/lipidos distinguimos dos tendencias de interaccion distintivas en
los correspondientes perfiles de potenciales: una primera en la que no se observé repulsion
electrostatica y que posteriormente mostré un perfil de difusividad con una longitud de
deslizamiento aparente, y una segunda que exhibid una interaccién de repulsién
acompafiada de un ligero aumento de ,,, cerca de la pared pero que al mismo tiempo
presentaba valores de difusividad largos D, cercanos al valor de Stokes-Einstein (véase la
figura 8). El escenario mas probable que puede explicar esta variabilidad en la
funcionalizacion de los lipidos se basa en la hipotesis de que una cierta cantidad de lipidos
se adsorbe a las superficies coloidales (poliestireno). De hecho, se ha demostrado que las
particulas coloidales son altamente lipofilicas [46-48] y capaces de adsorber una cierta
cantidad de lipidos formando una variedad de estructuras de "caparazon"; en nuestro caso
esto parece estar ocurriendo a pesar de que las funcionalizaciones fueron disefiadas para
unir los fosfolipidos covalentemente a la pared de vidrio. Por lo tanto, se postula que la
interaccion de una particula portadora de fosfolipidos con la pared también cubierta con
DPPC genera el potencial de interaccion (grupo A) que no exhibe repulsion electrostatica y
un perfil de difusividad que tiene una condicién de limite de deslizamiento parcial (figura
12c). Evidentemente no se espera que ocurra ningun EVE en esta situacion, aunque la fuerza
idnica es todavia relativamente baja. Por otra parte, la interaccidn entre las particulas que
tienen fosfolipidos en su superficie con zonas en el vidrio que tienen una cobertura
deficiente (no homogénea) de lipidos exhibird algun potencial de repulsién (grupo B) y EVE
en relacion con la pared, pero una pequefia friccién de electrolitos a grandes distancias (la
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pared tiene un potencial eléctrico mayor que la particula). Se necesitardn mas estudios a
este sentido, considerando en detalle la calidad de la funcionalizacion y la eficiencia de la
cobertura de los fosfolipidos en las superficies de vidrio.

)@ -) + 3
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Figura 12: Esquema que muestra los diferentes sistemas de particulas/paredes seglun su
combinacion de carga eléctrica. El esquema (a) representa los sistemas en los que ambas superficies
estan cargadas eléctricamente, como los sistemas de particulas/vidrio y de particulas/hialuronato;
se espera que los efectos electroviscosos desempefien un papel importante en estos sistemas; Na*
denota la presencia de sal de sodio en el sistema de particulas/hialuronato, lo que aumenta la
concentracién de especies idnicas en el medio y, por lo tanto, disminuye las EVE a través del valor
de conductividad. El cuadro b) representa los sistemas en los que la particula tiene un mayor
potencial { que la pared, como el sistema de vidrio/pLL-glut. En este caso se espera que los EVE en
la particula aislada (lejos de la pared) sean fuertes, pero pobres en relacién con la pared. La figura
(c) representa los sistemas en los que los EVE estdan completamente ausentes debido a la pobre
densidad de carga en ambas superficies, incluso cuando el medio tiene una fuerza iénica muy baja,
este caso esta representado por el sistema de grupo lipidico A; la figura (d) representa los casos en
los que la pared tiene un mayor potencial { que la particula, como el sistema de grupo lipidico B. En
estos casos se espera que el EVE de la particula aislada sea bajo, pero por lo demas fuerte cerca de
la pared cargada.

Conclusion

En este trabajo presentamos mediciones experimentales de los componentes del
coeficiente de difusion de particulas de 1um que interactuan con superficies pasivadas o
cargadas en condiciones de fuerza idnica extremadamente baja. Estos bajos niveles de sal
exacerban los llamados efectos electroviscosos, obstaculizando los coeficientes de difusion
por debajo de los valores predichos por la teoria hidrodinamica estandar, tanto a corta
como a larga distancia de la pared. La evidencia mas fuerte que encontramos para apoyar
el predominio de los EVE es que los ajustes de los valores de viscosidad aparente extraidos
de los datos de difusividad y usando la teoria simplificada o elaborada de EVE produjeron
valores de conductividad del mismo orden de magnitud que los encontrados en las
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mediciones estaticas independientes. El valor mas grande de (14, se encontro en el sistema
de particulas/vidrio (valores de conductividad mas bajos, A ~ 0.2uS/m) seguido de las
interacciones particulas/hialuronato. Aunque encontramos univocamente que [ig,,, contra
la distancia particula/pared sigue la expresién general de EVE para las dobles capas
eléctricas delgadas, pg,,/u = [1 + f ({p, {w)h™?]¢, en el futuro se podrd realizar una
mejor comparacion con teorias mas generales [24] o con espesores de doble capa
arbitrarios, aunque para ello sera necesario utilizar expresiones semi-analiticas o realizar
simulaciones numéricas.

En el sistema lipido/particula encontramos que los datos estadisticos se dividieron en dos
subconjuntos de particulas con distintos potenciales de interaccién y perfiles de difusividad:
uno primero en el que no se observd ninguna interaccidn electrostatica entre la particula y
la superficie y que exhibe una condicion de limite de deslizamiento parcial como sugieren
los ajustes tedricos apropiados al perfil de difusividad. El otro, por el contrario, exhibia
repulsion electrostatica junto con una difusién restringida cerca de la pared. Explicamos
esta dicotomia sugiriendo la absorcidén de lipidos por las particulas de latex. Se deberan
realizar mds experimentos variando los protocolos utilizados para unir fosfolipidos en
superficies sélidas.

Por ultimo, demostramos que es necesaria una relacién adecuada entre el Desplazamiento
Cuadratico Medio, los coeficientes de difusion y las fuerzas conservadoras para calcular
valores apropiados de Dy evitar valores sobreestimados cuando el paso de tiempo utilizado
para calcular el MSD no es necesariamente pequefio. Los términos de fuerza en la ecuacién
22 sdlo consideran las fuerzas conservadoras entre las particulas y la pared; se supone que
las fuerzas de elevacién electrocinética como las reportadas por Bike y Prieve [11] son
insignificantes en el movimiento browniano y, de hecho, parece ser innecesario explicar los
altos valores de MSD cerca de la pared.
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Interaccion de particulas coloidales con superficies complejas
biologicamente relevantes

Introduccién

Un aspecto fundamental en los sistemas de materia blanda, tanto desde el punto de vista
fundamental y como del tecnolégico, es la capacidad de determinar el potencial de
interaccion de las diferentes especies en el sistema [1-5]. Las interacciones superficiales de
las particulas, tanto directas como hidrodinamicas, han sido abordadas experimentalmente,
tedricamente y por simulaciones numéricas para superficies para interacciones duras y
suaves [7-8]. Derivados de la parte experimental, diferentes técnicas como la video-
microscopia o la microscopia de reflexion interna total [9] han sido usadas para determinar
la distribucién de alturas de las particulas arriba de la superficie a partir del cual se
determina el potencial de interaccidn efectivo a través de la distribucion de Boltzmann. La
caracterizacion de la interaccidn de las especies coloidales con las superficies es también de
mucho interés y este puede ser crucial en muchas aplicaciones. En la industria farmacéutica,
por ejemplo, la afinidad de un coloide a un sustrato debe ser conocido y en muchos casos
este es determinado por condiciones ambientales tales como el pH o la concentracion de
sales, surfactantes u otros aditivos en el medio [10-11]. El modelo de interaccion coloide-
superficie también ha sido utilizado para entender las interacciones biolégicamente
relevantes tales como las que son observadas entre proteinas y carbohidratos o entre otras
moléculas como polimeros [12,13], polisacaridos [14, 15], polielectrolitos, proteinas o
bicapas lipidicas soportadas [16, 17]. Una tendencia comun observada en todas estas
configuraciones de particulas/superficies es que el conjunto de parametros que caracteriza
las interacciones (por ejemplo, los parametros contenidos en el modelo DLVO), puede variar
de particula a particula o ser dependiente de la posicién debido a la presencia de
heterogeniedades, multivalencia o polidispercidad a escala molecular o coloidal [14]. Por
estarazon, los estudios realizados en sistemas tan complejos han sido cautelosos al reportar
estados variantes dentro del set de particulas completas, como estados levitados
(suspendidos), asociados o depositados, incluso si las particulas provenian del mismo lote.

En el presente trabajo reporta un estudio de interaccién de particulas de poliestireno (PS)
de 1 um con superficies funcionalizadas con macromoléculas biolégicamente relevantes. Ya
que las particulas son esferas de PS con una densidad de carga diferente de cero en sus
superficies, los sistemas particulas/superficies considerados aqui pueden ser vistos como
un modelo simplificado de dominios proteicos teniendo interacciones no especificas con las
paredes. El primer caso estudiado fue la interaccidn de las particulas con una pared
negativamente cargada hecha al unir covalente el acido hialuronico con la superficie del
vidrio. Es bien conocido, que el acido hialuronico es uno de los polisacaridos mas
abundantes del glucocalix [18] ademas estd involucrado en varios procesos celulares como
la migracion, proliferacion y sanacidn de heridas [19, 20]; también tiene propiedades anti-
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incrustantes y puede funcionar como una capa protectora del epitelio celular contra la
accién digestiva de las enzimas [21]. Posteriormente, estudiamos la interaccidon de las
particulas con una pared neutral formadas por la unién de una monocapa de un fosfolipido
zwiterionico en la superficie del vidrio. En reportes previos se ha mostrado [16, 17] que
cuando bicapas lipidicas soportadas interaccionan con esferas de poliestireno o silice, la
capa lipidica tiende a romperse y fusionarse con la superficie del vidrio o se unen con la
particulas de poliestireno. Nuestra estrategia respecto a esto, consiste en unir
covalentemente los lipidos al vidrio mediante el uso de fosfatidilcolina con un grupo acrilato
unido a una de sus cadenas de carbono. El tercer caso estudiado fue la interaccion de las
particulas con un polielectrolito pasivado hecho cubriendo el vidrio con poli-L-Lisina (PLL)
seguido de un entrecruzamiento con glutaraldehido. Otros reportes han usado
recubrimientos con polielectrolitos para estudiar superficies biomiméticas. Por ejemplo,
Swavola et al. [15] reportd que la interaccion de particulas coloidales recubiertas de moco
con bicapas de polielectrolito son capaces de imitar las superficies bioldgicas reales y su
difusion a través de biopolimero. El par PLL-glutaraldehido para unir péptidos a soportes
solidos en estudios de unidn antigeno-anticuerpo [10]. Finalmente, como casos control,
elegimos estudiar la interaccidon de particulas con PLL sin pasivar en el que se espera que
las particulas sean absorbidas en la pared inferior, y la interaccion de las particulas con el
vidrio sin funcionalizar. Todos los experimentos reportados fueron realizados en
condiciones de baja fuerza idnica. Es bien sabido, la cantidad de sal en el medio no solo
varia las interacciones electrostaticas entre las paredes a través de la longitud de Debye,
sino que también cambia el grosor y la suavidad de los cepillos del polimero que cubren los
soportes solidos (22, 23). Recientemente ha sido reportado, por ejemplo, que el grosory la
suavidad de cepillos del acido hialuronico decrecen conforme la cantidad de iones
cationicos en el medio aumenta (23). Para fijar la conformacién de los polimeros obtenida
en las diferentes funcionalizaciones consideradas aqui, mantenemos el perfil de baja fuerza
idnica en las soluciones y dejamos el estudio de los efectos de la sal afiadida para futuras
investigaciones (mientras que la condicidn de alta fuerza idnica es fisiolégicamente mas
relevante, las bajas concentraciones de sal son, por otra parte, relevantes en la industria
alimentaria o en los problemas relacionados con la solubilidad de las proteinas) (24).

Los potenciales de interaccion se obtuvieron mediante la adquisicidn de los histogramas de
altura de las particulas en relacién con una pared horizontal, seguido de una interpretacién
adecuada y ajustada a la correspondiente curva de inversion de Boltzmann, <Pk:;o =
In[(P(zy)/P(2))], donde P(z), ¢(z) denotan la distribucién de probabilidad y potencial de
interaccion particula-pared, respectivamente, mientras z, es un altura referencial, tomada
al nivel maximo de probabilidad modo estadistico (5). Las trayectorias tridimensionales de

las particulas se rastrean utilizando la funcidn de dispersién de puntos de las particulas en

un rango de alturas verticales de varias micras.
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Materiales y métodos

Se utilizaron particulas fluorescentes de ThermoScientific de 1 um (orange fluorescent
polystyrene particles, FluoSpheres F13082) dispersas en agua pura en una fraccion final de
volumen de 1.7 x 10-7 con la finalidad de asegurar la presencia de solo una particula en el
campo visible. Se verificd el tamano de la particula a partir de una imagen de un cristal
bidimensional de las particulas. La funcién de distribucién radial tuvo un primer pico a una
distancia de 1.023 um medida de centro a centro.

Las diferentes quimicas de superficie consideradas en este informe se representan en la Fig.
1. Todas las funcionalizaciones fueron hechas en cubreobjetos de vidrio lavados en una
solucién 2:1 de acido sulfurico/ peréxido de hidrogeno por 15 min, enjuagados con agua
desionizada, secados a 35 °C y limpiados en plasma por 1 min. Por otro lado, el acido
hialuronico (Sigma Aldrich, MW: 7.5 x10°> — 1x10°) fue unido a la vidrio covalentemente a
grupos aminosilanos [(3-aminopropyl) triethoxysilane, Sigma Aldrich] siguiendo una
reaccion quimica EDC/NHS. Después de exponer las superficies al plasma cleaner, las
superficies fueron incubadas en vacio por una hora y después incubadas toda la noche en
horno a 60 °C. Después de depositd sobre la superficie una solucién de EDC (7.6 mg/mL),
NHS (2.3 mg/mL) y HA (0.1 mg/mL) y de nuevo incubada toda la noche. Finalmente se retira
el exceso de soluciéon con buffer de fosfatos. El fosfolipido (aPC) se unid covalentemente a
través de una reaccién entre grupos silanos y un grupo acrilato presente en una de las
cadenas policarbonadas del lipido. El fosfolipido modificado, DPPC [1-palmitoyl-2-[16-
(acryloyloxy)palmitoyl]-sn-glycero-3-phosohorylcholine] de Avanti Polar Lipids se disolvié
en agua a una concentracion final de 5.7 x 10> moléculas/mL. La superficie fue tratada con
grupos silanos [(3-Mercaptopropyl) trimethoxy silne, Sigma Aldrich] por una hora en vacio
y posteriormente incubada toda la noche a 60 °C. Finalmente se depositaron sobre la
superficie 500 pL de una solucién de aPCy se incubo por 1 hr.

:J B R B RS
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Figura. 1 Representacion esquematica de los diferentes sistemas de particulas/paredes estudiados en este
trabajo: a) Particulas de poliestireno (PS) 1 um que interactian con el vidrio desnudo, b) particulas que
interactuan con el vidrio cubierto con poli-L-lisina (PLL), c) particulas que se difunden por encima del PLL
pasivado con glutaraldehido (PLLglut), d) particulas que interactiian con un revestimiento de acido hialuronico
(HA) y e) particulas que interactian con una cobertura de fosfolipidos switteridnicos. Como el PS es mas
pesado que el agua, las particulas se difunden cerca del fondo de la cdmara de observacion.
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La funcionalizacién con poly-L-lisine (PLL, Sigma Aldrich) fue hecha a través de interacciones
electrostaticas con los grupos SO- del vidrio. Se depositaron sobre la superficie 200 pL de
PLL (50 nug/mL) y se incubo durante 30 minutos, después se retird el exceso de la solucidn
con buffer de fosfatos. Para reticular la PLL con glutaraldehido, después de retirar el exceso
de solucion de PLL se depositan sobre la superficie 200 pL de una solucion de Glut (2.5
mg/mL) y se incubo por 30 min seguido de enjuagues con buffer de fosfato para retirar el
exceso. La suspensidon de particulas se carga en una celda de vidrio, siendo la parte inferior
un portaobjetos de microscopio funcionalizado como se describe aqui, la parte superior es
un portaobjetos de cubierta. Ambos estan separados por espaciadores de alrededor de 250
um de ancho. El conjunto estd pegado con resina epoxica. Las superficies fueron
caracterizadas por microscopia de fuerza atdmica para determinar. Se obtuvieron imagenes
usando el modo de derivacién con una punta OTESPA-R3 con una constante de resorte 45
N/m Y un promedio de frecuencia de resonancia de fo= 72.63 kHz. Las muestras se
escanearon a una velocidad de 16 um/s, en un area de 20x 20 um?y a un setpoint de 1.4 V.

Las posiciones tridimensionales de las particulas fueron determinadas usando la funcién de
dispersion puntual (PSF) de particulas fluorescentes. Esta técnica toma ventaja del patrén
de difraccion (PD) generada por una particula fluorescente localizada por debajo del plano
focal (PF) del objetivo de un microscopio éptico. El PD consiste de una serie de anillos
concéntricos. El tamaino de los anillos es una funcién monotdnicamente creciente de la
separacion de la particula y el PF, esta propiedad es usada para cuantificar dicha separacién
gue después se convierte en la tercera coordenada cartesiana de la particula mediante una
calibracion (26). Las coordenadas x e y de la particula se calcularon mediante los algoritmos
estandar (26) localizando el pixel de mayor intensidad. La celda con la muestra se sitdo en
una base motorizada del microscopio y se observd desde una vista superior usando el modo
de fluorescencia. El microscopio ademas esta equipado con una cdmara y un piezoeléctrico
de nanoenfoque con resolucion nanométrica vertical. El sitio de grabacién se eligié de tal
manera que solo hubiera una particula en el campo de visién cayendo hacia la pared
inferior. Previo al ensamble de la celda, el techo y la superficie funcionalizadas fueron
marcadas con particulas verde-fluorescentes de diametro d=0.203 um para determinar el
ancho de la celda en el sitio de observacién, asi como para establecer las marcas de
referencia para computar la distancia absoluta entre la particula y la pared. La curva de
calibracion entre la posicién vertical de las particulas y el radio de anillo concéntrico mas
grande fue hecha segun se describe en el articulo de Carbajal-Tinoco et al (26), donde se
muestra que esta técnica permite rastrear las posiciones verticales de la particula en un
rango de unas pocas decenas de micras con una resolucién de 20nm (la resoluciéon en la
direccion z observada en nuestros experimentos tiene practicamente el mismo valor).
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Resultados y discusion

Perfiles de |a funcionalizacién de superficies

La topologia de la superficie y los perfiles de altura obtenidos con la microscopia de fuerza
atomica para las diferentes funcionalizaciones de la superficie se muestran en la Fig. 2. Las
imagenes en 2D confirman que las superficies de vidrio fueron efectivamente
funcionalizadas con las macromoléculas y revelan un aumento de las alturas en
comparacion con la correspondiente al vidrio sin funcionalizar; esto es particularmente
evidente en los recubrimientos de PLL-glut y hialuronato (el recubrimiento PLL tiene un
perfil similar al de la superficie pasivada con glutaraldehido). La imagen 2D correspondiente
al recubrimiento lipidico revela la existencia de manchas redondeadas de menor altura que
el fondo y que, en promedio, explican un ligero aumento de la rugosidad de la superficie
contra el vidrio desnudo (1,48 nm contra 1,35 nm en el vidrio, la rugosidad rms es en ambos
casos de 2,3 nm). Por lo tanto, estas mediciones indican la formacion de una monocapa
lipidica discontinua sobre el sustrato subyacente. En general, todas las topologias de
superficie y los perfiles de altura manifiestan la formacion de inhomogeneidades o dominios
macromoleculares distribuidos aleatoriamente a lo largo de la superficie de vidrio formada
durante los procedimientos de funcionalizacién. Por lo tanto, esperamos que la ocurrencia
del comportamiento multimodal en los potenciales de interaccién que se reportan a
continuacién, provenga preferentemente de las inhomogeneidades detectadas por las
particulas al visitar diferentes lugares de la superficie.

Las trayectorias de las particulas y las alturas medias

La Fig. 3 muestra secciones representativas de trayectorias en la coordenada z de particulas
individuales que se mueven por encima de la pared para las cinco condiciones de superficie
estudiadas: vidrio sin funcionalizar, vidrio cubierto con PLL, vidrio cubierto con PLL-glut,
vidrio cubierto con acido hialurénico (HA) y vidrio cubierto con una monocapa de
fosfolipidos (PC). Como se puede ver aqui, para el vidrio sin funcionalizar, y para las
funcionalizaciones con PLL-glut y HA, las particulas se desplazan por encima de la superficie
sin hacer contacto con ella, lo que corresponde a una interaccion de repulsion de
particulas/pared.
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Fig. 2 Imagenes en 2D y muestras de perfil de altura de las superficies funcionalizadas obtenidas con AFM. Los
perfiles de altura se desplazaron verticalmente como ayuda visual, de abajo hacia arriba: superficie de vidrio,
superficie recubierta de fosfolipidos (desplazada +5 nm), superficies recubiertas de PLL-glutaraldehido (+12
nm) y hialuronato (+25 nm).
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Figura 3. Seccidn de cinco trayectorias z en funcion del tiempo de las particulas individuales que se difunden
por encima de la pared inferior. Las lineas discontinuas horizontales representan la altura media experimental

(z) del sistema de referencia de particulas/vidrio (7,84 um); las lineas sélidas horizontales denotan las alturas

medias para cada configuracién de particulas/pared. Los valores de {Z) también estan enlistados en la Tabla
1. En el sistema de particulas/PLL la altura media es practicamente cero debido a la adsorcion de las particulas.

Por otra parte, en el caso de la superficie cubierta de fosfolipidos la particula también se
mueve por encima de la superficie pero puede tocar temporalmente la superficie y escapar
mas tarde. En el caso de la funcionalizacién con PLL (interaccidn atractiva) la particula se
aproxima a la superficie realizando un movimiento Browniano y puede tocar la superficie
brevemente pero eventualmente se adsorbe de manera irreversible (la altura promedio de
este caso de no-equilibrio es practicamente cero). La linea sélida en cada una de estas
figuras representa la correspondiente posicion vertical media medida de los estados de
levitacidén (suspension), (z) = XzP(z), mientras que las lineas discontinuas denotan la
altura media experimental de la particula cercana al sistema referencial de particulas/vidrio,
(z) = 7,84 um. Notemos aqui que, en ausencia de interacciones entre las particulas y las
paredes que no sean las del volumen excluido, la altura media deberia serigual a la longitud
gravitatoria efectiva de la Esfera Dura (z)ys = lg + a, con a siendo el radio de la particula

kgT . o . ,
ylg = ng la longitud gravitacional, en el caso de nuestros sistemas (z)ys = 4.6 um. Asi

pues, una desviacion de (z) de este valor (z) s indica la presencia de interacciones directas
entre las particulas y las paredes ademas de la del volumen excluido. En la definicién de la
longitud gravitacional, kzT es la energia térmica, g la aceleraciéon gravitatoria vy
m=4mna3Ap/3 la masa efectiva de las particulas después de considerar la diferencia de
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densidad 4p entre las particulas y el medio circundante. La Fig. 3 muestra que para los
sistemas con PLL-glut, HA y PC, el valor medio (z) esta por debajo del valor del vidrio. Como
veremos mas adelante, la diferencia en esos casos es una combinacion de las interacciones
directas de las paredes de las particulas y una variacién en la masa de la particula.

Distribuciones de probabilidad de altura

La posicion de la particula sobre la superficie depende de la interaccién directa pared-
particula, del peso de la particula y de la energia térmica que produce fluctuaciones
alrededor de la posicién de equilibrio que conducen a una distribucién de alturas que
obedece a la distribucion de Boltzmann. Asi pues, la interaccion de una sola particula con
las diferentes paredes funcionalizadas estudiadas aqui se obtiene midiendo la funcién de
distribucion de probabilidad de las posiciones verticales P(z). En la Fig. 4 mostramos P(z)
para los diferentes sistemas. Las curvas para los casos de vidrio, PLL-glut y HA representan
el promedio ponderado de las funciones de distribucion medidas en serie (una tras otra) en
diferentes particulas individuales que se mueven en diferentes lugares del sistema, asi
como de diferentes preparaciones de muestras, lo que representa un tiempo total de
registro de ~5 h (450.000 marcos a 25 Hz) para cada configuracion de particulas/pared. Las
distribuciones de probabilidad que se muestran aqui son en realidad el resultado de aplicar
varios criterios de exclusion en los histogramas preliminares obtenidos con las trayectorias
de la particula entera. Para los N elementos (instantaneas) que visitan el binomio de altura
i y gue pertenecen a la particula k, la distribucién media ponderada para cada binomio i
puede ser calculada como:

Yk Ni
(P(Z)> = Zk Wi Py = Zigk;ik’ (1)
donde
Nig YiNik
P, = === 2
k™ N @i YiXkNik )

Aqui P;;, es la probabilidad de la particula k de estar a una altura dada i y wy es el peso
estadistico que cada particula tiene en la suma sobre el conjunto de particulas. Este
promedio ponderado calculado con diferentes trayectorias de particulas se hace porque,
en la practica, la trayectoria de una sola particula se pierde simplemente porque sale del
campo de visiéon debido a la autodifusién; por lo tanto, uno se ve obligado a cambiar
constantemente de posicidn en el plano xy para seguir registrando el movimiento de una
sola particula y garantizar un muestreo estadistico suficiente. El seguimiento de las
diferentes particulas también ayuda a reconocer la polidispersidad intrinseca del conjunto
de una sola particula/pared (la polidispersidad a escala molecular debe ser suavizada por
este procedimiento de promediacion). Después de comparar las distribuciones de altura
individuales con el promedio de todo el conjunto, descartamos los eventos de particulas
individuales que mostraban distribuciones estrechas con picos mucho mas grandes que el
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pico maximo promedio (modo estadistico). Estos picos muy largos son indicativos de la
absorcién de particulas y fueron eliminados del conjunto final.

Con las trayectorias de las particulas efectivas (particulas libres que se mueven por encima
de la pared) obtuvimos las distribuciones de probabilidad finales que se muestran en la Fig.
4. Los porcentajes que se muestran en las figuras indican el nimero de particulas efectivas
(particulas libres o suspendidas) que quedan después de aplicar los criterios de exclusién;
las barras de error representan, en cambio, el 95% de los intervalos de confianza. El
porcentaje relativamente bajo obtenido en el sistema de particulas/vidrio puede atribuirse
a los grandes sitios de adsorcién que suelen presentar las superficies de vidrio en
condiciones de baja resistencia idnica (29). De hecho, lejos de ser un sistema de referencia
o de facil control de la interaccion particula/pared, la superficie de vidrio suele exponer, con
el paso del tiempo, impurezas organicas como el Fe;0s3 o el Al,O3 que actiian como sitios de
adsorcién positiva para las particulas de poliestireno cargadas negativamente, reduciendo
el tiempo de excursion de las particulas por encima de la pared de vidrio (30). El
revestimiento de polielectrolito pasivado, PLL-glut, también presentaba bajos porcentajes
de particulas efectivas, lo que indica una importante adsorcidn de particulas en las paredes
funcionalizadas. Un resultado algo similar fue obtenido por Swavola et al. (15) mientras se
estudia la interaccion de un polisacarido complejo cargado negativamente, el moco, con las
bicapas de polielectrolitos. Su estudio reveld la formacion de ataduras macromoleculares
entre el moco y la bicapa de polielectrolito, aunque esta ultima se estructurd poniendo el
componente negativo (poliestireno sulfonado) encima de un polielectrolito cargado
positivamente (polialamina) y esperando asi una repulsidon neta entre el moco y esta bicapa
de polielectrolito. Los resultados de Swavola et al. y los resultados mostrados aqui para el
recubrimiento PLL-glut coinciden en que la pasivacion de los recubrimientos de
polielectrolitos no conduce necesariamente a la formacién de una superficie
homogéneamente neutray, por lo tanto, a la extincion de cualquier interaccién coulémbica
entre las particulas y la pared. Por Ultimo, como caso contrastado, la funcionalizacién con
hialuronato dio lugar a superficies con altas propiedades antiincrustantes, lo que permitid
gue casi todas las particulas mantuvieran sus trayectorias difusivas a lo largo de toda la
campafia experimental.

En el caso del recubrimiento lipidico observamos una distribucién multimodal (aparicion de
dos picos) en el histograma preliminar de altura. Al analizar la forma de la distribucién de
cada particula individual (un total de 60 particulas diferentes) observamos que en algunas
de ellas el pico de distribucidn estaba situado casi en la posicidon z=0, mientras que otras se
extendian a mayores distancias. Sorprendentemente, las particulas que se movian cerca de
la pared seguian exhibiendo el movimiento Browniano y no se detectaron signos de
detencion del movimiento en las trayectorias correspondientes (ver el ultimo grafico en la
Fig. 3). Por lo tanto, decidimos dividir todo el conjunto de particulas en dos conjuntos de
distribucidén, uno para las particulas que exhiben picos de distribucion a distancias del orden
del radio de las particulas, ~0.5 um (Grupo A, Fig. 4c), y otro que reune el resto de las
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trayectorias efectivas de las particulas (Grupo B, Fig. 4d). El porcentaje total de las
distribuciones efectivas de las particulas fue del 80% en este caso, el 32% para el Grupo Ay
el 48% para el Grupo B. Como se discute con mas detalle en la siguiente seccidn, la variacion
de las funciones de distribucion de las diferentes particulas que interactian con el
recubrimiento lipidico puede atribuirse a la naturaleza discontinua de la capa lipidica, como
se muestra en la correspondiente imagen de AFM, asi como a la adsorcidon de moléculas
lipidicas no unidas de las funcionalizaciones en las superficies de las particulas.
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Potenciales de interaccién

Los correspondientes potenciales de interaccidn de las cinco distribuciones de probabilidad
gue se muestran en la Fig. 4 se representan en la Fig. 5. Aqui hemos representado el
potencial adimensional (¢(z) — ¢0)/kgT en funcidn de la altura relativa z — z,,;,,, siendo
Zmin €l nivel en el que se observo el valor potencial minimo experimental para cada caso.

Todos los datos experimentales, excepto los del sistema de particulas/lipidos-Grupo A, se
ajustaron bien utilizando el modelo genérico para la contribucién combinada de los
potenciales gravitatorio y electrostatico:

= Z,exp(—«lz—a]) + é; (3)

@(2)-9o
kT

donde k! es la longitud de Debye-Hiickel, Z; es el prefactor asociado a los potenciales
eléctricos efectivos de las particulas y de las paredes, y Iy la longitud gravitacional. Los
valores correspondientes de 73, x'y /; estan listados en la Tabla 1, asi como las alturas
medias experimentales (z)exp, graficadas en la Fig. 3. Comparamos estas alturas medias
experimentales con el promedio tedrico dado por Frej y Prieve [1] para un sistema de
particulas/paredes que interactian a través de dobles capas eléctricas y estan inmersos en
un potencial gravitatorio. Si tenemos en cuenta las interacciones con la Esfera Dura, esta
relacién puede escribirse como:

(Z)prej-prieve = K [W(%) + 1“(21)] +aq, (4)

donde y(-) es la funcién digammay a radio de las particulas. Los valores tedricos calculados
después de utilizar los valores ajustados para Z;, ¥ 'y Ig estan enlistados en la Tabla 1. La
concordancia entre los valores experimentales y tedricos de (z) es sorprendentemente
buena a pesar de que Frej y Prieve derivaron la ecuacién (4) considerando el limite donde
la distancia promedio de separacién de pared a pared, h = z — a, es mucho menor que el
radio de la particula. Esta concordancia de datos también confirma que la combinacién de
los potenciales electrostaticos y gravitacionales son suficientes para explicar y predecir los
estados de equilibrio de la particula suspendida. Ademas de las alturas medias, nétese que
se pueden comparar alternativamente los modos estadisticos experimentales y tedricos,
definidos aqui simplemente como la altura en la que las curvas de potencial de interaccién
tienen pendientes nulas (la altura mas probable). Los valores de los modos, que en los
sistemas actuales son siempre mas pequenos que los promedios, también concuerdan
bastante con la teoria DLVO (ver los valores minimos de las curvas que se muestran en la
Fig. 5).
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dimensionless potential

z-z . [pm]
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Figura 5. Potenciales adimensionales, (¢(z) — ¢0)/kgT, en funcién de la altura relativa, z — z,,,;,, para cada
configuracion de particulas/paredes; circulos: particula/vidrio, tridngulos invertidos: particula/hialuronato,
diamantes: particula/lipido-Grupo A, cuadrados: particula/lipido-Grupo B, tridangulos: particula/sistema de
glut de PLL. La linea sdlida es el ajuste tedrico a los datos de las particulas/vidrio, las lineas grises sdlidas se
ajustan al resto de los sistemas de particulas/paredes, las lineas discontinuas representan el 10% de la
polidispersidad alrededor de los datos de las particulas/vidrio.

Otra cuestidon relevante que surge del modelo ajustado es que la longitud gravitatoria
encontrada para los sistemas vidrio/HA y vidrio/lipido-Grupo A fue significativamente
menor que el valor de Ig~4 um encontrado en el resto de los casos, e incluso menor que la
altura media para las interacciones con la Esfera Dura, (z)HS=4.6 um. Esto conduce a un
aumento de las pendientes de las correspondientes curvas gravitatorias (véanse los
triangulos invertidos y los simbolos de los diamantes en la Fig. 5), lo que hace que queden
fuera de los limites de polidispersidad del 10%, representados en la figura con lineas
discontinuas (el proveedor de la particula en realidad reporta una polidispersidad de sélo
el 2%). Como la disminucidn relativa de (z) que se observa en la Fig. 3 para el sistema
vidrio/HA no puede atribuirse a un potencial de atraccién entre las particulas y la pared (la
interaccion es mas bien repulsiva), los datos experimentales sugieren que las particulas
ganan peso durante sus excursiones por encima de las paredes funcionalizadas, lo que
indica una adsorcién de las moléculas de las funcionalizaciones a las superficies de las
particulas. En el protocolo de funcionalizacion de la HA/vidrio, asi como en el
correspondiente al recubrimiento con fosfolipido, se calculé la cantidad de moléculas
depositadas en la superficie para cubrir en exceso la superficie total de los portaobjetos de
vidrio, con lo que en principio se obtiene una superficie funcionalizada infinita As por
superficie de la particula Ap. Esta gran proporcidon As/Ap abre la posibilidad de que una
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cierta cantidad de HA no ligada se haya adsorbido a las particulas de PS. Como podemos
calcular la masa neta promedio por particula de HA adsorbida usando el valor ajustado de
lg=ksT/mg para las particulas que se difunden por encima de la funcionalizaciéon HA y las
particulas que se difunden por encima del vidrio sin funcionalizar, estimamos que ~60,000
moléculas de HA son adsorbidas, en promedio, en la superficie de cada particula.
Confirmamos la adsorcion de HA en las particulas de PS realizando mediciones
complementarias del potencial T de las particulas diluidas en agua y de las particulas
incubadas con HA en solucion (la concentracidon de HA libre utilizada aqui fue igual a la
utilizada en el protocolo de funcionalizacién).

Tabla 1

Alturas medias experimentales, (Z),,,=5zP(z), y ajustes paramétricos a modelos potenciales. (z)r,¢;_pricve
es la altura media calculada usando la ecuacion de Frej y Prieve (4) para los potenciales electrostaticos y
gravitacionales. El parametro del potencial efectivo de la superficie Z3, la longitud de Debye-Hiickel k! y la
longitud gravitatoria lg=ksT/mg se ajustaron utilizando la ecuacion (¢(z)-¢o)/kBT=Z1exp (-k[z-a])+(z/I g).

<Z>exp » pm <Z)Frej—Prieve: pm Z4 K, um g, pm
Particula/vidrio 7.84 7.82 7.58 1.49 4.13
Particula/Lipido B 6.65 6.5 7.74 0.86 4.0
Particula/PLL-glut 5.3 5.53 5.36 0.61 3.79
Particula/HA 4.39 4.17 7.17 0.76 2.08
Particula/lipido A 2.75 2.61

La Fig. 6a muestra el potencial { de las particulas de PS diluidas en agua a diferentes valores
de pH (circulos), el tridngulo invertido representa, por otro lado, el valor de las particulas
PS previamente incubadas en una solucion de hialuronato. Mientras que las particulas
desnudas tienen un potencial zeta de ~-42 mV en pH~5.2, las particulas preincubadas con
HA alcanzaron un valor de -54 + 5,2 mV al mismo pH. Para no dejar dudas de que las
moléculas de hialuronato pueden adsorberse en las particulas hidrofilas de PS sin ninguna
modificaciéon quimica, también preincubamos particulas no fluorescentes (del mismo
tamafio que las mencionadas anteriormente en el montaje experimental) con acido
hialurénico marcado con fluoresceina (F1177-Aldrich). La correspondiente imagen
microscépica de la suspension preincubada y seca se muestra en la Fig. 6b. Aqui podemos
ver claramente que el perfil de brillo que rodea a las particulas confirma la adsorciéon de HA
en las superficies de las particulas (la adsorcidn pasiva de HA en diferentes partes de la
superficie ya ha sido previamente reportada) (19, 20, 31, 32). Hasta donde sabemos, ningun
otro informe ha correlacionado la adsorcidn de macromoléculas en soportes brownianos
con una disminucion efectiva de la longitud gravitatoria (un aumento de peso) medida con
técnicas dpticas (nétese que €g es particularmente sensible a un cambio en el radio de la
particula, Aa, desde Ig~a3; nétese también que el Aa que acompafia al incremento de masa
no cambiara la PSF siempre que el incremento de este radio de la particula sea menor que
la longitud de onda de la emisidon de la particula fluorescente, lo cual es tipicamente el caso).
Este resultado es particularmente relevante para la técnica éptica utilizada aqui, ya que la
reconstruccién del movimiento tridimensional de las particulas utilizando la funcién de
dispersion puntual nos permite seguir las esferas varios diametros de particulas por encima
de la pared; esto asegura que la pendiente de las curvas de los potenciales a largas
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distancias sea un resultado legitimo de un aumento de la masa de la particulay no un efecto
combinado entre el peso de la particula y un proceso de unién mediado, por ejemplo, por
la formacidn de largos anclajes macromoleculares. En relacidn a esto, por ejemplo, Bevan
y sus colaboradores observaron un aumento de la pendiente del potencial mientras
estudiaban la interaccién de particulas de 2,3 um con diferentes paredes funcionalizadas
(14, 15). Sin embargo, el aumento de la pendiente no se interpreté como un aumento del
peso de la particula sino como el resultado de la formacidn de anclajes macromoleculares
entre la particula y la pared. La expresién mas simple para un anclaje macromolecular es la
de un resorte Hookean o potencial cuadratico (14); nuestros datos de particulas/HA
pueden, de hecho, ser ajustados asumiendo tal potencial cuadratico sin masa afiadida a las
particulas (el mismo Ig que en el resto de los casos). Sin embargo, modelar los datos de
potencial de interaccién de esta manera sin asumir un aumento de la masa, da como
resultado un valor de longitud de persistencia no fisico de la molécula del acido hialuronico
en el agua (~2.8mm contra el valor tedrico de 0.38 um); (33) por lo tanto, la pendiente
observada en la Fig. 5 para los datos de particulas/HA a grandes distancias es un resultado
legitimo de un aumento del peso de las particulas.
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a) Potencial {de la particula b) Microscopia de fluorescencia de
particulas de PS pre-incubadas con
acido hialuronico marcado con
fluoresceina
Figura 6. a) Potencial { de particulas de PS con o sin incubacion previa con macromoléculas en solucion a las
mismas concentraciones que las empleadas en las funcionalizaciones de pared. Los circulos representan los
valores de las particulas de PS disueltas en agua a diferentes valores de pH; triangulo invertido: valor de las
particulas previamente incubadas con hialuronato; triangulo: valor de las particulas incubadas con PLL-glut;
diamante: valor de las particulas incubadas con fosfolipidos; estrella: valor de las particulas incubadas con PLL.
Las barras de error representan la desviacién estandar. b) Imagen obtenida con el microscopio de
fluorescencia de 1 pm particulas de poliestireno preincubadas con acido hialurénico marcado con
fluoresceina.

La tendencia observada en el sistema de particulas/lipidos grupo A fue de alguna manera
similar a la descrita en las superficies recubiertas de hialurénico: el valor (z),,,, fue menor
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que el valor de referencia de la particula/vidrio, asi como la correspondiente longitud
gravitatoria (véase la Fig. 3 y la Tabla 1). En este caso, sin embargo, el potencial
electrostatico (repulsivo) estaba casi ausente en las interacciones entre las particulas y las
paredes, por lo que el valor de (z)exp era casi idéntico a la longitud gravitatoria
correspondiente (2,75 frente a 2,61 um, véase la Tabla 1). Haciendo el mismo célculo que
en el sistema de particulas/HA, es decir, calculando la masa afiadida a partir del valor
ajustado de la longitud gravitatoria después de restar la masa de las particulas desnudas,
encontramos que ~44x108 moléculas de DPPC se unieron, en promedio, a la superficie de
cada particula (considerando un peso molecular de ~800 g/mol). Este valor equivale a
133x10%7 moléculas/m? en términos del nimero de moléculas adsorbidas por superficie de
las particulas. Sabiendo que cada molécula DPPC ocupa un &rea transversal de ~76 A? al
formar una monocapa lipidica, este valor también puede convertirse en un numero
equivalente de bicapas lipidicas que rodean la particula, lo que en este caso arroja 5,0
bicapas equivalentes. Aqui confirmamos también la posible adsorcién de lipidos en la
superficie de las particulas midiendo el potencial  de las particulas suspendidas incubadas
con lipidos en solucidn. El valor correspondiente (-2,1 + 10,6 mV) se representa en la Fig. 6a
con un simbolo de diamante y corrobora, una vez mas, que las particulas pueden adsorber
lipidos y como consecuencia cambiar su potencial eléctrico superficial (la superficie de la
particula se vuelve casi eléctricamente neutra). La interaccion de las particulas de tamario
micras con los fosfolipidos, o mas precisamente, con las vesiculas lipidicas, es un campo de
investigacion que ha recibido atencién desde hace algun tiempo (34). Desde entonces se
sabe que los lipidos se unen espontaneamente a particulas con movimiento Browniano de
diferente composicion y mediados por diferentes potenciales de interaccién (35-38).
Dependiendo de tales interacciones, el recubrimiento lipidico puede adquirir diferentes
estructuras, pasando de una sola monocapa a la formacién de multicapas y estructuras
irregulares formadas alrededor de las particulas. Los primeros trabajos de Carmona-Riveiro
y Herrington mencionan, por ejemplo, que una particula de PS puede adsorber hasta
~106x10' moléculas/m? de DPPC. (34) Otros grupos de investigacién también han
observado, utilizando diferentes técnicas experimentales como la H1 NMR, ensayos
guimicos o analisis termogravimétrico, que la DPPC puede ser adsorbida en particulas de PS
formando hasta cinco bicapas lipidicas en condiciones neutras [38]. Estas cifras coinciden
bastante bien con los valores correspondientes obtenidos en este trabajo y nos animan a
apoyar la hipétesis de que el descenso de la altura media es una consecuencia de una
transferencia de masa intrinseca entre las paredes funcionalizadas y las particulas. Por otra
parte, esto también indica que el protocolo de funcionalizaciéon utilizado para fijar
covalentemente los fosfolipidos al vidrio no impidié que se produjera cierta transferencia
de masa entre las particulas y la pared (la cantidad de masa obtenida por adsorcién
molecular es del orden de 60 fg/particula; o, en términos del porcentaje de lipidos
desprendidos de las superficies funcionalizadas, esto representa ~0,2% de la masa del
lipido original depositado en la pared del vidrio). La estabilidad de las monocapas lipidicas
es propensa a varios factores, entre ellos la eficiencia de cobertura de los lipidos en las
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paredes de vidrio; esto, a su vez, puede controlarse variando la concentracion inicial de
lipidos en la solucién, los disolventes empleados durante la funcionalizacion y la quimica
utilizada para ligar los acidos grasos en las superficies (39-41).

La division del sistema de particulas/lipidos en funcién de las diferencias en las
distribuciones de probabilidad, como se ha propuesto anteriormente, también coincide con
las distinciones en las masas de las particulas: el forma del potencial del Grupo A, cuyo
minimo esta mas cerca de la pared, relne particulas con masas mayores que el valor medio
encontrado en el Grupo B, cuyo potencial de interaccidn revela una repulsién no
despreciable con la pared. Una posible explicacién afin a estos datos experimentales es que
la capa lipidica discontinua, que se ve en la imagen de AFM, promueve la transferencia de
masa y, por lo tanto, la deteccidn de cargas en algunas poblaciones de particulas, mientras
gue otras interactlan con areas de vidrio no funcionalizadas o areas con cargas lipidicas
mas bajas. Por ultimo, el sistema PLL-glut también muestra un leve aumento de la masa de
las particulas, pero no mas alla del referencial 10% en la polidispersidad (las particulas
suspendidas en una suspensiéon PLL seguida de la adicidn de glutaraldehido también cambia
el potencial {de la particula, ver Fig. 6a). Esto indica que la probabilidad de que una particula
se adsorba en el recubrimiento de PLL-glut es mayor que las posibilidades que tiene de
desprenderse de él llevando macromoléculas adsorbidas en su superficie (las particulas se
adsorben en la base sélida en lugar de ocurrir lo contrario: la adsorcién de macromoléculas
en la superficie de las particulas libres). Este intercambio entre la adsorcidn de las particulas
y la adsorcion de macromoléculas en las particulas debe considerarse en el disefio de
sistemas de entrega de particulas.

Conclusiones

En este trabajo estudiamos la interaccidn de las particulas coloidales con las superficies
complejas biolégicamente relevantes en condiciones de baja fuerza idnica. Las trayectorias
tridimensionales de las particulas se reconstruyeron utilizando la funcién de dispersién
puntual de 1 um particulas fluorescentes, lo que nos permitié explorar las alturas en un
rango de varios didmetros de particulas por encima de la pared. El analisis posterior de las
trayectorias de las particulas se considerd no trivial en el sentido de que las funciones de
distribucidn de los eventos de una sola particula pueden ser estadisticamente diferentes de
las que se obtienen con el conjunto de particulas en su totalidad. Al analizar los eventos
particula por particula y compararlos con el conjunto total promedio ponderado, pudimos
distinguir diferentes comportamientos entre los estados de levitacion y discriminar las
particulas que de otra manera se adsorben en las superficies. Las maximas propiedades
anti-adsorbentes se encontraron en las superficies funcionalizadas con acido hialurdénico
seguidas de las superficies recubiertas de lipidos; en cambio, se observaron propiedades
antiincrustantes deficientes en el recubrimiento PLL pasivado y en el vidrio desnudo. Una
caracteristica particularmente interesante observada en el sistema de particulas/lipidos fue
gue las particulas no mostraron detencidon del movimiento aunque algunas de ellas
practicamente tocaron la pared durante sus excursiones por encima del suelo (como se
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muestra en el ultimo grafico de la Fig. 3). Varios informes han demostrado que grupos
guimicos como los contenidos en los fosfolipidos zwitteridnicos pueden reducir
significativamente el arrastre o el factor de friccién entre dos superficies recubiertas
mientras se mueven en estrecha proximidad (42,43). En nuestro caso, el movimiento de las
microparticulas impulsadas por fuerzas térmicas también sugiere una reduccidén del arrastre
hidrodinamico de la particula mientras se mueve por encima de la pared. Otra observacién
relevante en los resultados mostrados anteriormente fue que la pasivaciéon del PLL con
glutaraldehido no impidid la adhesién o deposicidon de particulas a las bases sdlidas. El
glutaraldehido se afiadio al revestimiento de poli-L-lisina porque forma una base de Schiff
con los grupos de aminas de esta ultima, reduciendo la cantidad de cargas positivas y
reduciendo asi las atracciones electrostaticas con las particulas de poliestireno con carga
negativa. La escasa estabilidad coloidal encontrada en este sistema (20%, la mas baja
encontrada entre todos los datos experimentales) indica que los grupos aminicos todavia
estan disponibles y pueden unirse a los grupos carboxilicos de las particulas. Unos
resultados algo similares fueron observados por Swavola et al (15) al estudiar la interaccién
de las particulas cargadas negativamente con las bicapas de polielectrolito e indican una
fuerte influencia de la microestructura y la distribucion local de la carga en la estabilidad de
las suspensiones coloidales cerca de los revestimientos de polielectrolito.

Las alturas medias de las particulas medidas en los sistemas de particulas/paredes se
correlacionaron bastante bien con la teoria que sélo tiene en cuenta los términos de
interaccion gravitatoria y eléctrica de doble capa. Una importante contribucién de nuestro
estudio en relacion con la literatura anterior consistio en demostrar que (z) también puede
cambiar debido a las variaciones de la longitud gravitatoria, [g=ksT/mg, es decir, debido a
la transferencia de masa entre las particulas y las paredes funcionalizadas. A diferencia de
otros reportes que utilizan particulas relativamente masivas para muestrear pequeias
distancias de separacién particulas /paredes (O (100) nm), aqui pudimos distinguir los
estados gravitatorios puros de las interacciones directas de particulas/paredes, incluida la
formacion de anclajes. De esta manera pudimos calcular el exceso de peso de las particulas
debido al intercambio de masa con las paredes. En particular, el calculo de la cantidad de
fosfolipidos adsorbidos en las particulas de PS mediante técnicas 6pticas concuerda
bastante bien con otros estudios en los que la cantidad de lipidos adsorbidos se cuantifico
mediante diferentes procedimientos como la H1 NMR, ensayos quimicos o
termogravimétricos. Por otra parte, la medicién de la masa efectiva de las particulas a
grandes distancias mediante la técnica actual también puede aclarar informes anteriores
en los que se observaron distancias de separacién andmalas (mds pequefias de lo esperado)
entre las particulas y la pared a pesar de que ambas tenian el mismo signo en las cargas
eléctricas (44).

En un contexto general, la técnica de videomicroscopia utilizada aqui en combinaciéon con
el tamafo de la particula elegida permite el rastreo de esferas micro-tamafio a distancias
de varios diametros de particula por encima de la pared, lo que hace que la determinacién
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de la longitud gravitatoria (peso de la particula) sea mas precisa. Por lo tanto, esta técnica
puede utilizarse en combinacidn con otras técnicas (como la TIRM) que dan preferencia a
la medicién de los potenciales de interaccién a distancias cortas de la pared.
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