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ABSTRACT

The study is based on finding an explanation for the opposite behavior observed at the interface
between hard and soft materials, specifically on biological systems, like liposomes, when they interact
with inorganic surfaces of biomaterials, such as silica, aluminum, mica, ceramics and titanium. The
purpose is to analyze the relationships between surface ionic equilibria, attractive forces between
liposome-surface/degree of deformation and changes in the surface properties of adsorbed liposome
nanoparticles, via surface modification of liposomes with biopolymers, such as chitosan. Progress was
made in the understanding of the dynamics of the interfaces of different consistency, using lipid vesicles
as a model and found that biopolymer coating of lipid vesicles with chitosan, provides a better physical
stability and an increase on interface biomimetics between nanoparticle-inorganic biomaterial. These
results constitute the first step to understanding actual interactions between biological microparticles that
usually circulate in the blood and the surfaces of implants or biomaterials, which are associated with
subsequent rejection reactions originated by immunological processes generated by interface
incompatibilities.
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RESUMEN

El estudio se fundamenta en la blsqueda de una explicacién a los comportamientos opuestos
observados en la interfacie entre materiales duros y blandos, mas especificamente en sistemas bioldgicos,
como los liposomas, cuando interaccionan con superficies inorganicas de biomateriales, tales como silice,
aluminio, mica, ceramica y titanio. El propdsito es examinar las relaciones entre los equilibrios idnicos de
superficie, las fuerzas de atraccion liposomas-superficie/grado de deformacion y las alteraciones en las
propiedades de la superficie de las nanoparticulas liposomales adsorbidos, mediante la modificacién
superficial con biopolimeros, en este caso quitosano. Se avanz6 en el entendimiento de las dindmicas de
las interfaces de distinta consistencia, usando las vesiculas lipidicas como modelo, comprobandose que
mediante el recubrimiento de las vesiculas lipidicas con un biopolimero como el quitosano, se logra una
mejor estabilidad fisica y un incremento en la biomimetizacion de la interface nanoparticula-biomaterial
inorganico. Estos resultados constituyen el primer paso para el entendimiento de las interacciones reales
presentes entre macroparticulas bioldgicas que circulan habitualmente en la sangre con superficies de
implantes o biomateriales, que estdn asociados a los posteriores fendmenos de rechazo de estos
biomateriales producto de procesos inmunologicos generados por incompatibilidades de interfacie.
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1. INTRODUCCION

Las vesiculas liposomales se pueden describir como nanoparticulas sencillas en las que una
membrana formada por moléculas lipidicas, mayoritariamente fosfolipidos, encierran un
compartimiento acuoso interno [1]. Los liposomas se forman espontaneamente, cuando los

fosfolipidos que forman la membrana se dispersan en un medio acuoso, dando lugar a una
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suspension de vesiculas con didmetros que pueden oscilar entre decenas de nanémetros y algunas
micras [2].

Al estudiar las interacciones entre vesiculas y superficies inorganicas (Figura 1), se puede
establecer que los liposomas pueden adsorberse y romperse en la superficie inorganica, formando
una monocapa. A medida que se van adsorbiendo mas liposomas en la superficie, las monocapas
tienden a coalescer para formar una bicapa confluente. Otro posible mecanismo de interaccion
sugiere que las vesiculas pueden permanecer intactas a la hora que son adsorbidas en la superficie,
permaneciendo estables por largos periodos de tiempo. Finalmente, las vesiculas adsorbidas en las
superficies pueden experimentar una transiciébn a bicapas continuas por encima de alguna

concentracion critica.
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Figura 1. Mecanismos representativos de las interacciones
entre vesiculas lipidicas y superficies inorgénicas.

La importancia de las interacciones entre sistemas biolégicos y materiales no bioldgicos
destaca por la acrecentada necesidad de nuestro sistema de salud de utilizar dispositivos prostéticos
e implantes para aumentar la esperanza de vida y para restaurar funcionalidades fisiolégicas. Sin
embargo, las interacciones entre sistemas biolégicos y materiales no biolégicos permanecen
enigmaticas, incluso en el caso de sistemas relativamente simples y controlados como los liposomas
que se utilizan rutinariamente en la investigacion de las propiedades y comportamiento de las
membranas celulares.

El concepto de que el reconocimiento y adhesion celular es mediado por interacciones entre
lecitinas de la superficie celular y sus receptores apropiados, fue propuesto primeramente por
Frazier y Glaser en 1979 [3]; a la vez que se respaldd el mecanismo de intermediacion con alta
especificidad de las lecitinas en las interacciones liposoma-superficie celular. De la misma forma,
los glicolipidos pueden actuar como ligandos carbohidratados para las lecitinas. Diferentes estudios
han demostrado que la adicion de agentes aglomerantes glicolipidicos a sistemas unilamelares de

vesiculas pequefias da como resultado la fusion de estas pequefias vesiculas para formar vesiculas
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mayores (dimeros y trimeros). De igual forma, glicolipidos sintéticos conformados por ligandos de
carbohidratos enlazados covalentemente al nicleo de colesterol mediante grupos espaciadores, se
distribuyen facilmente entre las bicapas de las vesiculas pequefias manteniéndolas aglomeradas por
medio de las lecitinas. El grado de aglutinacion vesicular debida a diferentes lecitinas, sera
dependiente de la concentracion del carbohidrato especifico incorporado a la membrana liposomal.
El interés en estudiar las interacciones entre liposomas y diferentes tipos de polisacaridos se ha
desarrollado principalmente después de que Hughes y colaboradores identificaron la presencia de
polisacaridos en la superficie celular en el afio 1975 [4]. Posteriores estudios [5-7] se enfocaron en
identificar los procesos de agregacién inducidos por los polisacéridos sobre liposomas de lecitina de
huevo, utilizando pultlanos, dextranos, hidroxietil-almidones y amilopectinas. Los fendmenos de
agregacion fueron estudiados en funcion de la temperatura, fueza ionica y cambios superficiales en
los liposomas.

Diversos trabajos han demostrado la capacidad del quitosano de enlazarse agresivamente a
una gran variedad de células mamarias y microbianas [8]. El quitosano cumple con la premisa de
ser biocompatible y biodegradable, lo que lo convierte en un buen candidato para la produccién de
vesiculas liposomales estables y bioadhesivas, como se demostrara en trabajos previos [9, 10].

En el presente trabajo se pretende realizar un estudio a nanoescala de las interacciones entre
un sistema modelo como los liposomas, con y sin recubrimiento biopolimérico, y las superficies
solidas de biomateriales inorganicos. Un analisis similar de la interacciones entre sistemas
biologicos ‘“nativos” (microparticulas y plaquetas) y superficies inorgéanicas serviria como

herramienta para el entendimiento de los fendmenos de biocompatibilidad en biomateriales.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiales. Todos los reactivos fueron de grado analitico o superior. La lecitina de soja
(99% pureza) fue suministrada por GUINAMA S.L (Valencia, Espafa). El quitosano (GD 92%,
MW 1,63x10° g/mol) fue suministrado por POLIUNA (Heredia, Costa Rica). El cloruro de sodio y
el acido acético glacial y las superficies inorganicas de mica, silice, aluminio, ceramica y titanio
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2. Preparacion de las nanovesiculas liposomales. Los liposomas fueron preparados a
partir de dispersiones concentradas de lecitina de soja (250 g/L), por el método de hinchamiento
lento bajo cizalla [11] en un medio acuoso de NaCl 10 mol/L y las mismas fueron diluidas

utilizando el mismo disolvente acuoso en un intervalo de concentraciones entre 0,10 — 0,50% m/v.
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2.3. Preparacion de liposomas estabilizados con quitosano. Las soluciones de quitosano
(0,010 - 0,250 % m/v) fueron preparadas en acido acético 0,5% v/v y su pH se ajusto a 5,5 con una
solucion de NaOH 6,0 mol/L. Finalmente los liposomas recubiertos fueron preparados mediante la
adicion lenta bajo vigorosa agitacion de las diferentes suspensiones diluidas de liposomas en las
cada una de las soluciones de quitosano, manteniendo una relacion volumétrica equivalente [10].

2.4. Caracterizacion fisica de los liposomas recubiertos. La caracterizacion de la interface
liposoma-superficie inorganica se realizd mediante la determinacion del angulo de contacto
(goniometria) y visualizacion (AFM) del rompimiento de las nanovesiculas sobre las diferentes
superficies inorganicas (mica, aluminio, titanio, ceramica, silica), aplicando diferentes etapas de
lavado sobre las superficies con nanovesiculas depositadas.

2.4.1. Goniometria. Sobre una lamina de mica nivelada, se deposita una gota de los
liposomas, cargados Yy sin cargar, el equipo por medio de la cAmara incorporada con que cuenta
determina el angulo de contacto entre la superficie inorgdnica y la gota de muestra, esta
determinacion la realiza diez veces.

2.4.2. Microscopia de fuerza atomica (AFM). Los liposomas vacios y recubiertos con
quitosano se visualizan por microscopia de fuerza atdmica, en el modo de contacto. Las muestras
disueltas solucion salina se colocan en superficies de mica recién esterilizada que se deja secar por
unos minutos a temperatura ambiente, siguiendo la metodologia empleada por Madrigal-Carballo
et al. [10]. Se realizan pruebas de rompimiento de vesiculas mediante lavados de superficies con

vesiculas depositadas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencién de nanovesiculas liposomales a partir de dispersiones concentradas de
lecitina de soja. Las vesiculas lipidicas tienen un amplio y creciente nimero de aplicaciones en los
campos biol6gico, médico, farmacéutico y quimico [12, 13]. La utilizacién de fosfoplipidos
procedentes de fuentes naturales facilita aplicaciones a escala industrial, por lo que los costes
econdmicos son menores que con la utilizacién de fosfolipidos sintéticos [14]. Como regla general,
la fabricacion de vesiculas lipidicas en agua a gran escala industrial (figura 2), supone el
procesamiento de dispersiones concentradas de lecitina (250 g¢/L), que mediante una ligera
sonicacion, produce una vez diluida a concentraciones cercanas a los 3 g/L, vesiculas
multilamelares de un tamafio medio entre 0,5 a 2,0 um con un elevado numero de bicapas lipidicas.
Para incrementar el volumen de encapsulacion de estas vesiculas, se suele aplicar el método de

congelacion-descongelacion tras la sonicacion, obteniéndose vesiculas gigantes de diferentes
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tamafios y formas. Ademas, una nueva sonicacion o la agitacion fuerte de estas estructuras,

proporciona vesiculas segregadas con un reducido nimero de bicapas.

Dispersidn Dispersion

Lecitina . Liposomas Liposomas
Concentrada Diluida (3 a/L) -
Granulada (250 gL) Agitacion Senicacion Multilamelares honolamelares
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Figura 2. Etapas de la preparacion industrial de nanovesiculas liposomales a
partir de dispersiones concentradas de fosfolipidos.

En la Figura 3 se muestran imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atdmica que
muestran el cambio estructural experimentados por los fosfolipidos después de completado el

proceso de segregacion de las nanovesiculas.
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Figura 3. Micrografias de fuerza atdmica (AFM) que muestran la segregacion de
nanovesiculas liposomales a partir de dispersiones concentradas de lecitina de soja. A)
Dispersion concentrada mostrando un ordenamiento de hoja plana. B) Dispersion
diluida de nanovesiculas segregadas mostrando un ordenamiento de estructuras
cerradas.

Desde el punto de vista tedrico, esta fenomenologia puede explicarse en funcion de la
variacion energética del sistema. De esta forma y considerando las altas concentraciones requeridas
para obtener las dispersiones concentradas de lecitina, debe partirse necesariamente de la fase
macroscopica lamelar (“gel-like”) denominada también con frecuencia “planar sheets”, de los

fosfolipidos empleados, es decir, de un balance energético (8) igual a 10/3, segun se muestra en la
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Figura 4, de acuerdo con los resultados previamente obtenidos por el grupo de investigacion de la
Unidad de Coloides de la Universidad de Valencia [11, 15].

Figura 4. Relacion de dependencia entre la barrera energética y el radio equivalente a
diferentes lineas individuales de balance isoenergético.

La aplicacion efectiva del modelo de balance energético permite optimizar los parametros de
formulacién para obtener nanovesiculas liposomales estables, que sean segregadas efectivamente a
partir de dispersiones concetradas de lecitina de soja u otras fuentes de fosfolipidos. En la Figura 5
se comprueba la morfologia esférica y la segregacion efectiva de las nanovesiculas liposomales

obtenidas a partir de los sistemas concentrados de lecitina de soja.
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Figura 5. Visualizacion por AFM de las nanovesiculas liposomales
segregadas a partir de dispersiones concentradas de lecitina de soja.
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Una de las principales fallas del sistema liposomal es su estabilidad con el tiempo, misma que
se encuentra relacionada que la fase en 6 = 10/3 constituye un punto de silla en la energia y es muy
inestable frente a cualquier perturbacion (mecanica y térmica) lo cual crea un problema para el
desarrollo del producto. Actualmente, la solucion desde el punto de vista cientifico mas razonable
es intentar estabilizar estéricamente esta fase macroscopica lamelar mediante polimeros o mejor aun
mediante polimeros naturales biocompatibles, como el caso del quitosano.

3.2. Estabilizacion de nanovesiculas liposomales mediante la adsorcion superficial de
guitosano mediante la técnica de deposicion electrostatica. La aplicacion de los liposomas como

sistemas para liberacion de sustancias activas se encuentra limitada debido a su rapida absorcion por
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parte de las células del sistema reticular endotelial [16]. Los liposomas recubiertos con grupos
hidrofilos (liposomas Stealth® o liposomas estabilizados estéricamente) presentan un incremento en
la separacidn centro-centro, asi como en las fuerzas repulsivas, entre los posibles grupos reactivos
implicados desde el nacleo central [17, 18]. La repulsion estérica puede imaginarse sencillamente
como una tintura e impermeabilizacion de las particulas provenientes del exterior por parte de un
medio inerte y no-interactivo, que repercute en una considerable disminucion de la adhesién y la

adsorcion (Figura 6).

Compuesto estabilizador

/N

Figura 6. Representacion de un sistema liposomal
estabilizado estéricamente por polietilenglicol (Stealth®) y de su
mecanismo de estabilizacion.

A nivel molecular, la repulsion estérica puede definirse como la suma de interacciones en el
nucleo, fuerzas repulsivas de hidratacion adicionales debidas a la presencia de grupos hidrofilos,
fuerzas osmoticas y constantes asociadas a interacciones poliméricas y entropicas. Sin embargo,
recientemente se ha puesto en entredicho la inocuidad del polietilenglicol, que es el biomaterial mas

comunmente utilizado para preparara este tipo de sistemas.

Liposomas de lecitina Polication
de soja (CHT)

O 1@
Figura 7. Representacion de un sistema liposomal estabilizado por

deposicion electrostatica y la metodologia empleada para preparar los sistemas
estabilizados con quitosano.

En sistemas nanométricos para la dosificacién de sustancias activas, la pared del sistema
juega un papel muy importante en el control de su permeabilidad entre el interior y el exterior del

sistema. Debido a esto, el disefio y la sintesis de la pared del sistema contituyen las acciones mas
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importantes con el objetivo de determinar las caracteristicas y funciones del sistema, pues
determinan sus propiedades de liberacion controlada o localizada, estabilidad en dispersion,
durabilidad, biodegradabilidad y biocompatibilidad, entre otras [19].

De acuerdo con la naturaleza negativa de los liposomas de lecitina de soja, atribuida a los
grupos fosfato de la fosfatidilcolina, se propone una adsorcion del biopolimero quitosano cargado
positivamente en las regiones negativas de la superficie del los liposomas, debido a interacciones
electrostaticas (Figura 7). Los liposomas son blandos y flexibles, por lo que se supone que las
fuertes interacciones entre su superficie negativa y los biopolimeros positivos, favorece la
formacion de dominios y la disrupcion de la pared de los liposomas [20, 21].

En trabajos anteriores se han expuesto los fendmenos fisicos y quimicos mas importantes para
la obtencidn de sistemas liposomales estabilizados por biopolimero quitosano que cumplan con los
requerimientos de tamafio, propiedades de encapsulacion y estabilidad adecuados para ser utilizados
como biomateriales [10, 22]. En la Figura 8 se muestran imagenes de microscopia electronica de
transmision que permiten visualizar la morfologia del sistema liposomal sin recubrimiento y

posterior a la adsorcion superficial del quitosano.

Figura 8. Visualizaciébn por microscopia
electrénica de transmisién (TEM) de nanovesiculas
liposomales recubiertas con biopolimero quitosano. A)
Nanovesiculas sin recubrimiento, B) Nanovesiculas
recubiertas con quitosano 0,10% m/v. La barra de
escala representa 500 nm.

3.3. Interaccion de las nanovesiculas con superficies inorganicas de biomateriales.
3.3.1. Caracterizacion mediante analisis por goniometria. Las nanovesiculas lipidicas o
liposomas han sido ampliamente utilizadas en estudios biofisicos como modelos de membrana

celular desde su descubrimiento en la década de los sesenta [23, 24]. Los recientes avances en el
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campo de la quimica de polimeros ha permitido el desarrollo de una amplia variedad de estructuras
micelares conformadas por vesiculas fundamentadas en matrices poliméricas, que han demostrado
poseer mayor estabilidad y propiedades de encapsulacion [25-29]. La importancia de las
interacciones entre sistemas biol6gicos y materiales no bioldgicos destaca por la acrecentada
necesidad de nuestro sistema de salud de utilizar dispositivos prostéticos e implantes para aumentar
la esperanza de vida y para restaurar funcionalidades fisiologicas tras una lesion. Sin embargo, las
interacciones entre sistemas bioldgicos y materiales no bioldgicos permanecen enigmaticas, incluso
en el caso de sistemas relativamente simples y controlados como los liposomas: bicapas lipidicas
que rodean un compartimento acuoso y que se utilizan rutinariamente en la investigaciéon de las
propiedades y comportamiento de las membranas celulares, asi como en aplicaciones para el
suministro de farmacos.

En la Figura 9 se presentan las imagenes adquiridas por goniometria, que representan el
comportamiento de una gota de suspensién de liposomas con y sin recubrimiento polimérico, al
ponerse en contacto con superficies inorganicas de biomateriales como mica, titanio, cerdmica,

aluminio y silice.

@ = ————

) b
PP P

Figura 9. Fotografias de los analisis por goniometria de dispersiones de
liposomas, sin recubrimiento (izquierda) y con recubrimiento (derecha)
polimérico, colocadas sobre superficies inorganicas de biomateriales.
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Las imagenes de goniometria muestran mayores fuerzas de repulsion por parte de ambos
sistemas liposomales cuando interactian con superficies solidas de biomateriales metélicos,
mientras que los fendmenos de adhesion son apreciables al interaccionar con superficies inorganicas
neutras como la mica y la ceramica. Los valores respectivos de angulo de contacto determinados a

partir de estos analisis por goniometria se resumen en la Tabla I.

Tabla 1. Angulos de contacto liposoma-biomaterial inorganico determinados a partir de
los analisis de goniometria.

Superficie inorganica Angulo de contacto (°)
Sin Recubrimiento Con Recubrimiento
Mica 34,27 42,34
Titanio 75,62 84,62
Ceramica 22,38 29,51
Aluminio 83,13 87,16
Silice 44,65 73,85

De acuerdo a estos resultados obtenidos, es evidente que los sistemas recubiertos con
biopolimero experimentan un incremento en la tension superficial, evidenciado por el incremento
en su angulo de contacto con la respectiva superficie inorganica. Si consideramos que al aumentar
el angulo de contacto, para un sistema especifico, se reducen también las fuerzas de adhesion con la
superficie inorganica, las fuerzas de estabilizacion que mantienen la estructura cerrada de las
nanovesiculas liposomales serdn mas eficaces en los sistemas con mayor angulo de contacto, con lo
cual los fendmenos de ruptura o formacién de bicapas planas en una superficie inorganica se veran
disminuidos en biomateriales con naturaleza iénica de tipo metalico.

3.3.2. Caracterizacion morfologica mediante microscopia de fuerza atomica (AFM).
Como se explicaba en el punto anterior, cuando los liposomas interactian con superficies
inorgéanicas exhiben una amplia gama de comportamientos que van desde la simple adsorcién y
deformacion causada por dicha interaccion, hasta su descomposiciéon y la formacién de bicapas
superficiales. En las Figuras 10 a 15 se muestran imagenes de microscopia de fuerza atomica
adquiridas en diferentes superficies inorganicas de biomateriales, referentes al comportamiento
experimentado por nanovesiculas liposomales con recubrimiento polimérico al interaccionar con la

superficie solida del biomaterial.
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Figura 10. Micrografia de fuerza atomica de liposomas recubiertos con
quitosano soportadas sobre una superficie de mica.
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Figura 11. Micrografia de fuerza atomica de liposomas recubiertos
con quitosano soportadas sobre una superficie de titanio.
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Figura 12. Micrografia de fuerza atémica de liposomas recubiertos
con quitosano soportadas sobre una superficie de ceramica.
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Figura 13. Micrografia de fuerza atomica de liposomas recubiertos
con quitosano soportadas sobre una superficie de aluminio.
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400.0 nm

Figura 14. Micrografia de fuerza atémica de liposomas recubiertos
con quitosano soportadas sobre una superficie de silice.

La visualizacion de las interacciones entre nanovesiculas liposomales estabilizadas por
quitosano con superficies inorganicas de biomateriales mediante imagenes de AFM concuerda con
los resultados de tension superficial obtenidos por la técnica de goniometria, en ellas es evidente
como los sistemas liposomales sufren fendmenos de ruptura y adsorcién al interaccionar con
superficies inorganicas neutras como la mica o la ceramica (Figuras 10 y 12), donde es sumamente
distinguir estructuras cerradas de nanovesiculas liposomales, inclusive, en el caso de la superficie
de cerdmica que mostrara los menores valores de dngulo de contacto, es posible apreciar secciones
que presentan ordenamientos completamente extendidos de bicapa plana. Por otra parte, los
sistemas compuestos por superficies inorganicas de naturaleza metalica, con elevado grado de
densidad electronica, se observan micrografias con estructuras cerradas visibles y distribuidas
homogéneamente a lo largo de toda la superficie analizada, lo cual es mas evidente para las
superficies que presentaran valores mayores para su angulo de contacto, como es el caso del titanio

y el aluminio (Figuras 11 y 13).

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos contribuyen a reforzar el efecto estabilizador de los biopolimeros, en
este caso el quitosano, sobre sistemas liposomales estabilizados por deposicion electrostatica. Los
sistemas liposomales estabilizados con quitosano presentaron mayor estabilizada estructural al
interaccionar con superficies inorganicas de metales, como el titano o el alumino, comunmente
utilizados para la fabricacion de prétesis metalicas como implantes biomeédicos.

Cuando interactian con superficies inorganicas, los liposomas exhiben una amplia gama de
comportamientos que van desde la simple adsorcion y deformacion causada por dicha interaccion,

hasta su descomposicion y la formacién de bicapas superficiales.
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La visualizacion de la interfacie de los sistemas mediante microscopia de fuerza atémica,
permitid comprobar la permanencia de estructuras cerradas de nanovesiculas liposomales
recubiertas con biopolimero en los sistemas liposoma-superficie metalica, mientras que en los
sistemas liposoma-superficie inorgdnica neutra, predominaron los fendmenos de ruptura vy
adsorcion, promoviendo incluso la transicion de estructuras cerradas a bicapas planas.

Parte de este comportamiento es caracteristico de los sistemas coloidales, por ejemplo, los
liposomas cargados son repelidos por superficies de igual carga y atraidos por las de carga opuesta.
Sin embargo, sus grados de libertad internos, y los de la interfaz superficie inorganica-medio
acuoso, estan implicados en otros aspectos de su comportamiento en superficies. Particularmente, la
relacion entre las caracteristicas superficiales y la fuerza de atraccion entre superficies-liposoma
plantea un desafio. Hasta el momento no se han encontrado correlaciones con propiedades
mesurables del material tales como energia superficial, indice de refraccién o densidad de carga.
Igualmente, las interacciones entre liposomas adsorbidos a superficies que inducen la transicion a
bicapas todavia no estan suficientemente explicadas.

A pesar del exitoso desempefio de los modernos biomateriales hemato-compatibles utilizados
en stents y valvulas cardiacas artificiales, aun se necesita mas desarrollo en este campo con el
objetivo de mejorar su desempefio e investigaciones orientadas al estudio de los mecanismos de
biocompatibilidad. Para comprender el intrincado de interacciones que se producen entre los
sistemas biologicos reales y materiales exdgenos, es necesario comenzar por el entendimiento de la

complejidad de los sistemas modelo utilizados para ello.
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