UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas

ESTUDIO DE LA ESTABILIZACION DE NANOPRISMAS
DE ORO CONJUGADOS CON ANGIOPEP-2 Y SU
EVALUACION SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR

Tesis presentada a la Universidad de Chile para optar al grado de
Magister en Bioquimica area de especializacion Toxicologia 'y
Diagnostico Molecular y Memoria para optar al Titulo de
Bioquimico por:

CAMILO ANDRES ORTIZ OJEDA

Directores de Tesis:

Dr. Marcelo J. Kogan
Dr. Rodrigo Sierpe Bustamante
Santiago-Chile
2018



UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

INFORME DE APROBACION
TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Direccion de la Escuela de Graduados de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas que la Tesis de Magister y Memoria

de Titulo presentada por el candidato:
CAMILO ANDRES ORTIZ OJEDA

Han sido aprobados por la Comision de Evaluadora de Tesis como
requisito para optar al grado de Magister en Bioquimica, Area de
Especializacion Bioquimica Toxicoldgica y Diagnostico Molecular, y

Titulo de Bioquimico, en el examen publico rendido el dia

Directores de tesis:

Dr. Marcelo J. Kogan.

Dra. Rodrigo Sierpe Bustamante.

Comision evaluadora de Tesis:

Dr. Mauricio Baez Larach.

Dra. Lorena Garcia Nannig.

Dr. Paul Jara Vergara.




AGRADECIMIENTOS

Principalmente a mi nucleo familiar, mis padres Blanca, Victor y mi hermana
Katia, que sin su ayuda no podria haber estudiado en la Universidad y que
siempre han sido y serdn un soporte elemental tanto en mi vida profesional
como personal. También agradecer encarecidamente a mis amigos que conoci
durante la carrera de Bioquimica, Nicole Huerta, Ariel Araya y Rodrigo Osorio,
que sin ellos el terminar la carrera se habria vuelto imposible. De igual manera,
les doy las gracias mas que merecidas a mis comparieros de laboratorio que me
ayudaron ya sea con ensefiarme algo que desconocia o con un simple consejo

durante el transcurso y desarrollo de la tesis para poder terminarla con éxito.

Agradecimientos al Dr. Marcelo Kogan por haberme permitido ser parte de su
laboratorio de trabajo y al Dr. Rodrigo Sierpe por toda la ayuda y soporte
brindados durante la realizacion de este trabajo de tesis. Ademas,
agradecimientos para los proyectos Fondequip EQM170111 y EQM160157 por
facilitar el uso y empleo de los equipos Nanosight y Microscopio electrénico

de transmision.



FINANCIAMIENTO

Esta tesis fue desarrollada en el Laboratorio de Nanobiotecnologia y
Nanotoxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile. El trabajo fue financiado por el proyecto FONDECYT
1170929 y FONDAP 15130011 (Dr. Marcelo Kogan).



TABLA DE CONTENIDOS

AGRADECIMIENT OS. .. e, 1
FINANCIAMIENTO. ..o e e, i
TABLA DE CONTENIDO. ..ot e ii
INDICE DE ILUSTRACIONES........oiiiiiiiiieeeeeeeiiiiee e, vii
INDICEDE TABLAS. .. .ot e, Xi
LISTA DE ABREVIATURAS. ... e e, Xi
RESUMEN . ... e e e e Xiv
SUMM AR Y .o e e XV
Capitulo 2 IntroducCiOn..........oove i e 1
1.1. Nanoparticulas de oro: caracteristicas y aplicaciones...................cccce... 1
1.2. Nanoprismas de oro para terapiay diagndstico..................coeoeininn.... 5
1.3. Interaccion de nanoparticulas con proteinas plasmaticas.............cccccceeeee.n. 7

1.3.1. Formacion de la corona de proteinas y su efecto sobre las nanoparticulas
1.3.2. Efecto de la corona de proteinas sobre la estabilidad y la toxicidad de las

NANOPArtiCUlaS AB OF0... ... .ot 9

1.4. Utilizacion de polietilenglicol en NPO como agente estabilizante............. 9



1.5. Importancia de las caracteristicas fisicoquimicas en el comportamiento

bioldgico de las NPO....... ..o, 11
1.6. Uso de NPO paraterapia contra la enfermedad de Alzheimer................ 13
1.7. Estrategias para aumentar la llegada de las NPO hacia el cerebro........... 15
1.8 Citotoxicidad de las nanoparticulas de oro...............cooeeieiiiiiiinin.nn. 18
PROPUESTA DE TRABAJO.....oiiiii e 19
HIPOTESIS. ..ottt 20
OBJETIVO GENERAL. ... .ottt 20
OBJETIVOS ESPECIFICOS......uie ettt 20
Capitulo 11: Metodologia..........c.ooviiiriii e, 21

1. Sintetizar, conjugar y caracterizar los nanoprismas de oro funcionalizados
CONPEG Y ANG2. ..o e i 21

1.1. Sintesis de NPrO. ..o e 21

1.2. Conjugacion de nanoprismas de oro con HS-PEG-Ome y HS-PEG-

1.3. Enriquecimiento de nanoprismas de oro funcionalizados con PEGs........22

1.4. Funcionalizacion de nanoprismas de oro-PEGs con ANG2.................. 23
1.5. Caracterizacion fisicoquimica de los nanosistemas obtenidos............... 24
1.5.1. Espectroscopia UV-Visible. ... ..o 24
1.5.2. Dispersion dinamicade laluz (DLS).........cooiiiiiiiiiii i 24



1.5.3. Potencial Zeta.........coooriiii 24
1.5.4. Célculo de la concentracion de nanoprismas de 0ro........................ 25
1.5.5. Microscopia electronica de transmision (TEM) y barrido (SEM).........26

2. Evaluacién de la estabilidad coloidal de nanoprismas de oro en medios de

relevancia biolOgiCa. ...........oovini i 27
2.1 Estabilidad en medio de cultivo DMEM/F12 1%.............cccoiiniinnnnnn. 27
2.2. Estabilidad en Tampén fosfato salino (PBS).............ccoooviiiiiniiiiin, 27

3. Evaluar la citoxicidad del nanosistema NprO-PEGs-ANG2 en la linea celular

SH-S Y DY L 28
3.1. Ensayo deviabilidad celular MTS............ooi i, 28
3.2. Ensayo azul de tripan (TPB).......oiiiiiiii e 28
3.3. Imagenologiay fluorescenciapor Calceina.................c..coooveiinn.i, 29
3.4. Citometriade flujO.... ..o, 30
Capitulo I11: Resultados y diSCUSION. .....ccouviviierenieni e 31

1. Sintetizar, conjugar y caracterizar los nanoprismas de oro funcionalizados
CONPEG Y ANG2. ... e, 31

1.1. Sintesis de NANOPriSMas de OF0.........o.veueiini it 31

1.2 Conjugacion de nanoprismas de oro con HS-PEG-Ome y HS-PEG-



1.4. Funcionalizacion de nanoprismas de oro-PEGs con ANG2................. 47
1.5. Célculo de la concentracidn de nanoprismasde oro........................... 52
1.5.1. Determinacion mediante absorcién atdmica.......................c.ooee 52
1.5.2. Determinacion mediante analisis de seguimiento de nanoparticulas...53

2. Evaluar la estabilidad coloidal de nanoprismas de oro en medios de

relevancia DIolOQICa. ... ..o, 57
2.1. Estabilidad en medio de cultivo DMEM/F12 1%................covivine. 57
2.2. Estabilidad en tampon fosfato salino (PBS)...........ccoovviiiiiiinnil. 61

3. Evaluar la citoxicidad del nanosistema NprO-PEGs-ANG2 en la linea celular

SH-S Y DY L 65
3.1. Ensayo de viabilidad celular MTS..........oooiiii 65
3.2. Ensayo azul de tripan (TPB).......c.ovriiiiii e 67
3.3. Imagenologiay Fluorescencia por Calceina.................cooeviviinnn.n. 69
3.4. Citometriade fIUjO........coooii 71
Capitulo 1V: Conclusiones y Proyecciones. .............ocoeeeevieriniiieeenennnnnn, 75
ANEXOS .o e i e 78
BIBLIOGRAFIA ...ttt 82

Vi



INDICE DE ILUSTRACIONES

Figura 1. Distintas aplicaciones de las nanoparticulas de oro....................... 2
Figura 2. Efecto fototérmico en nanoparticulas de oro...................c.ooiiae, 3
Figura 3. dimensiones de UNn NanoPriSMa. .......c.ovviineiiriie e e 5
Figura 4. Corona de proteinas formada en nanoparticulas ......................... 8

Figura 5. Efecto del recubrimiento de una NPO con PEG en circulacion

7 1010 V][ VPR 10

Figura 6. Efectos en la internalizacién y toxicidad celular dependiente de la

cargasuperficial de IaNPO............oiiiiii e, 13

Figura 7. La influencia del efecto fototérmico de nanovarillas de oro la

deSagregacion de A 1-40. . ..eoueenr et 14

Figura 8. Mecanismo de transporte de angiopep-2 mediado por receptor

LR P L. 16
Figura 9. Imagen in vivo de fluorescencia en cerebro de raton.....................17
Figura 10. Resumen de la propuesta de trabajo................ccovvviiiiiiinnnnn, 19
Figura11. Cambio de coloren lasintesisde NprO..............coeiiiiiiiiinn, 31
Figura 12. Espectro de absorcion UV-visde los NprO.........ccccoeiiinnnn 32
Figura 13. Estabilidad coloidal de los NprO desde su obtencion...................33
Figura 14. Distribucion de tamafios por intensidad de los NprO.................. 33
Figura 15. Gréfico de las cargas superficiales de los NprO....................... 34

Vi



Figura16. Imagen TEM de NPrO.... ..o, 34

Figural7.Imagen SEM de NPrO.... ..., 35
Figura 18. Espectros de absorcion UV-vis de NprO-PEGs....................... 36
Figura 19. Estabilidad coloidal de los NprO-PEGs.............cccooiiiiin..l. 37
Figura 20. Distribucion de tamafios de NprO-PEGs..............c.ccevivininn.n, 38
Figura 21. Gréfico de las cargas superficiales de NprO-PEGS.................... 38
Figura 22. Imagen TEM de NprO-PEGS.......c..ccooiviiiiiiiiiiiee e, 39
Figura 23. Imagen SEM de NprO-PEGS...........cooviiiiiiiiiiii e 39
Figura 24. Sobrenadantes del enriguecimiento de NprO-PEGs................... 41

Figura 25. Espectros U.V-vis normalizado de las distintas fracciones de la

separacion de NprO-PEGSENR ., 42
Figura 26. Estabilidad coloidal de los NprO-PEGSENR ...l 43
Figura 27. Distribucion de tamafios de NprO-PEGSENR. ... ... 44
Figura 28. Gréfico de potenciales zeta de NprO-PEGsENR . ...................... 44
Figura 29. Imagen TEM de NprO-PEGSENR .. 45
Figura 30. Imagen SEM de NprO-PEGSENR ... e, 45
Figura 31. Espectros de absorcion UV-vis de NpO-PEGs-ANG2..................48
Figura 32. Estabilidad coloidal de NprO-PEGS-ANG2..........ccccevviniinnen, 48
Figura 33. Distribucion de tamarfios de NprO-PEGS-ANG2....................... 49

viii



Figura 34. Grafico de potenciales zetade NprO-PEGs................coeviivinn 49

Figura 35. Imagen TEM de NprO-PEGS-ANG2.........ccoevviiiiiiiininnnn, 50
Figura 36. Imagen SEM de NprO-PEGS-ANG2..........cccivviiiiiiiiiiinann, 50
Figura 37. Resumen espectros UV-visible.............coooviiiiiiiiii i, 51
Figura 38. Grafico NTA de NPrO-PEGS........covviiiiiiiiiiiiieeieeee, 54
Figura 39. Grafico NTA de NprO-PEGSENR ... 55
Figura 40. Gréafico de concentracion de NprO-PEGSENR ... ... 55
Figura41l. Espectro UV-vis de NprO en DMEM/F12 1%.............coeviueene. 58
Figura 42. Espectro UV-vis de NprO-PEGSsENR en DMEM/F12 1%............... 58

Figura 43. Espectro UV-vis de NprO-PEGs-ANG2 en DMEM/F12 1%........ 59

Figura 44. Grafico del didmetro hidrodinamico en DMEM/F12 1%............. 60
Figura 45. Grafico de la carga superficialen DMEM/F12 1%.................... 60
Figura 46. Espectro UV-visde NprOenPBS................ooiiiiiii, 62
Figura47. Espectro UV-visdeOenPBS...........coooiiiiiiiiii, 62
Figura 48. Espectro UV-vis de NprO-PEGs-ANG2 en PBS....................... 63
Figura 49. Grafico del didmetro hidrodinamicoenPBS........................... 64
Figura 50. Grafico de la carga superficial en PBS.........................ol 64
Figura 51. Grafico viabilidad celular por ensayo MTS.................ciiiiien, 66
Figura52. Tincion por azul de tripan en SH-SY5Y ... 67



Figura 53. Gréafico viabilidad celular por azul de tripan........................... 68
Figura 54. Iméagenes por Microscopia con fluorescenciaparaC+y C-............. 69

Figura 55. Imagenes por microscopia con fluorescencia verde para NprO,

NprO-PEGSENR y NPrO-PEGS-ANG2........oviiiiii e, 70
Figura 56. Grafico viabilidad celular por intensidad de fluorescencia........... 70
Figura 57. Graficos de las poblaciones en los controles C+y C-................. 72
Figura 58. Graficos de las poblaciones en los tratamientos....................... 73
Figura 59. Grafico de viabilidad celular por citometria de flujo...................74

Figura 1s. Gréfica de la curva de calibracién de NprO-PEGSENR por absorcion

2 100] 111 [oF: VU 78

Figura 2s. Gréafica de la curva de calibracion de NprO-PEGSENR por

N A e e 79
Figura 3s. Grafico viabilidad celular por ensayo MTS a48 hrs................... 80
Figura 4s. Grafico viabilidad celular por ensayo MTS a48 hrs.....................80
Figura 5s. Grafico viabilidad celular por azul de tripana 72 hrs.................. 81
Figura 6s. Gréafico viabilidad celular por azul de tripan a 72 hrs.................. 81



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Valores de la razdn prismas/esferas.........ccooevviveviiiiiiiiiiininnennn
Tabla 2. Resumen datos UV-vis, DLS, potencial zetay TEM.....................
Tabla 1s. Datos curva de calibracion por absorcion atomica........................

Tabla 2s. Datos curva de calibracion por NTA. ...

LISTA DE ABREVIATURAS

AP B-amiloide

ANG2 Péptido Angiopep-2

BHE Barrera hematoencefalica

CALC Calceina

CALC-AM Calceina con grupo ester

CP Corona de proteinas

DLS Dispersion dinamica de la luz

EA Enfermedad de Alzheimer

EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
HdE Homodimero de Etidio

HS-PEG-COOH Polietilenglicol tiolado con carboxilo terminal

Xi



HS-PEG-OMe

FACS FLOW

MTS

NHS
NIR
NP
NeO
NPO
NprO
NvO

NprO-PEG-COOH

NprO-PEG-OMe

NprO-PEGs

NprO-PEGsENR

Polietilenglicol tiolado con metoxilo terminal

Medio para la clasificacion celular

fluorescencia activada

3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-5-[3-

carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-

tetrazolio

N-hidroxisuccinimida

Region del Infrarrojo Cercano

Nanoparticulas
Nanoesferas de oro
Nanoparticula de oro
Nanoprismas de oro

Nanovarillas de oro

por

Nanoprisma de oro conjugado con HS-PEG-

COOH

Nanoprisma de oro conjugado con HS-PEG-

OMe

Nanoprisma de oro conjugado con HS-PEG-

OMe y HS-PEG-COOH

Nanoprisma de oro conjugado con HS-PEG-

OMe y HS-PEG-COOH enriquecidos

Xii



NprO-PEGs-ANG2

NAT
PEG
PMS
SDS
RPS
SEM
SFB
TEM
TPB

TriplX

Nanoprisma de oro conjugado con HS-PEG-
OMe y HS-PEG-COOH enriquecidos Yy

funcionalizados con angiopep-2

Analisis de seguimiento de nanoparticulas
Polietilenglicol

Metosulfato de fenazina

Dodecilsulfato sédico

Resonancia de plasmon

Microscopia electronica de barrido

Suero Fetal Bovino

Microscopia electronica de transmision
Azul de tripan

Tripsina 1X

xiii



RESUMEN

Las nanoparticulas de oro han ganado un gran interés cientifico ya que
presentan propiedades y caracteristicas Unicas como una gran area superficial,
resonancia de plasmon superficial, son biocompatibles y faciles de sintetizar,
entre otras. Pueden ser irradiadas de manera externa, absorbiendo energia, y
liberarla de manera localizada en forma de calor, proceso denominado
fototermia, el cual se ha utilizado en estrategias para destruir células
cancerigenas o para desagregar agregados toxicos, como los presentes en
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. Para esta aplicacion, las
nanoparticulas deben ser irradiadas con longitudes de onda en la region del
infrarrojo cercano, denominada “ventana biolégica” (700 a 1100 nm de

longitud de onda) donde los tejidos no absorben la irradiacion.

Los nanoprismas de oro utilizados en esta tesis son estructuras anisotrépicas
que poseen absorcion en la “ventana bioldgica”, por lo que actualmente se
investigan para el diagnostico y tratamiento de enfermedades. Son sintetizados
de manera sencilla y sin la utilizacion de reactivos toxicos. Se sintetizaron y
caracterizaron nanoprismas de oro, los cuales fueron multifuncionalizados con
polietilenglicol, otorgando estabilidad al nanosistema, y con el péptido
angiopep-2, que se ha reportado que permite el traspaso de las nanoparticulas
de oro a través de la barrera hematoencefalica mediante un mecanismo de

transcitocis mediada por el receptor de lipoproteinas de baja densidad LRP1.

La conjugacién se realizé con dos tipos de polietilenglicol; el HS-PEG-Ome,
que disminuye las interacciones inespecificas y el HS-PEG-COOQOH, que posee
un grupo carboxilico para la formacion de un enlace amida con el péptido.

Mediante la caracterizacion del nanosistema en las distintas etapas de

Xiv



conjugacion 'y funcionalizacion se corrobor6 la incorporacion de
polietilenglicol y angiopep-2 a los nanoprismas de oro. Ademas, el nanosistema
fue enriquecido mediante el uso de un protocolo de centrifugaciones. Por otra
parte, se evaluo la estabilidad coloidal en medio de cultivo DMEM/F12 1%y
PBS, siendo los nanoprismas de oro estables en sus distintos grados de
multifuncionalizacion, con excepcion de los nanoprismas desnudos en PBS los

que son completamente inestables.

Finalmente, estos nanosistemas obtenidos no presentaron efectos sobre la
viabilidad celular de la linea SH-SY5Y a las condiciones estudiadas, haciendo
a estos nanoprismas de oro un buen candidato para su utilizacion en terapia para

enfermedades como la enfermedad de Alzheimer.

SUMMARY

Gold nanoparticles have gained great interest in science because they have
unique properties and characteristics such as a large surface area, surface
plasmon resonance, are biocompatible and easy to synthesize, among others.
They can be irradiated externally, absorbing energy, and releasing in the form
of heat it in a localized manner, process called photothermia, which has been
used in strategies to destroy cancer cells or to disintegrate toxic aggregates, such
as those present in neurodegenerative diseases such as Alzheimer's. For this
application, the nanoparticles must be irradiated with wavelengths in the near
infrared region, called "biological window" (700 to 1100 nm wavelength)

where the tissues do not absorb the irradiation.
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The gold nanoprismas used in this thesis are anisotropic structures that have
absorption in the "biological window", so they are currently being investigated
for the diagnosis and treatment of diseases. They are synthesized in a simple
way and without the use of any toxic reagents. Gold nanoprisms were
synthesized and characterized, which were multifunctionalized with
polyethylene glycol, granting stability to the nanosystem, and with the
angiopep-2 peptide, which has been reported to allow the transfer of gold
nanoparticles through the blood-brain barrier by a mechanism of transcitocis

mediated by the low-density lipoprotein receptor LRP1.

The conjugation with two types of polyethylene glycol was carried out; HS-
PEG-Ome, which decreases the nonspecific interactions and HS-PEG-COOH,
which possesses a carboxylic group for the formation of amide bond with the
peptide. By characterizing the nanosystem in the different stages of conjugation
and functionalization, the incorporation of polyethylene glycol and angiopep-2
to gold nanoprisms was corroborated. In addition, the nanosystem using a
centrifugation protocol was enriched. On the other hand, the colloidal stability
in DMEM/F12 1% culture medium and PBS was evaluated, being the gold
nanoprismas stable in their different degrees of multifunctionalization, with

exception of naked nanoprisms in PBS, which are completely unstable.

Finally, these obtained nanosystems showed no effects on the cellular viability
of the SH-SY5Y line under the conditions studied, making these gold
nanoprisms a good candidate for their use in therapy for diseases such as

Alzheimer's disease.
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Capitulo |

Introduccion

1. Nanoparticulas de oro: caracteristicas, propiedades y aplicaciones.

En la actualidad el avance de la nanotecnologia ha llevado al desarrollo y uso
de una gran cantidad de nanomateriales con aplicaciones directas en areas
farmacéuticas y médicas, entre otras [1]. En el disefio de una terapia efectiva,
es necesario que el farmaco llegue a su sitio de accion. Para lograr este
proposito pueden emplearse nanoparticulas que actien como vehiculos para
la entrega de farmacos, ya que estas poseen un tamafio en la misma escala de
las estructuras biologicas, permitiendo una interaccion efectiva con los sitios
de interés. Por ejemplo, puede mencionarse el uso de nanoparticulas formadas
por polimeros, dendrimeros, metales o lipidos (liposomas) [2]. Entre las
nanoparticulas metalicas, las nanoparticulas de oro (NPO) son de gran interés
y han sido ampliamente utilizadas en aplicaciones biomédicas, tales como
imagenologia [3, 4], biosensores [5, 6], entrega de material genético [7, 8] y

moléculas de interés bioldgico [9] (Figura 1).
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Figura 1. Esquema que representa las distintas aplicaciones de las nanoparticulas de oro. Para la
entrega de material genético, farmacos, terapia fototérmica y direccionamiento hacia una célula
anormal o cancerigena. Extraido de la referencia 2.

Estas NPO poseen propiedades fisicas y quimicas unicas [10] e intrinsecas a su
tamafio nanomeétrico, cuentan con una gran area superficial, aumentando su
reactividad y facilitando la interaccion con distintos agentes terapéuticos, tales
como farmacos o péptidos, incrementando su solubilidad, estabilidad,
modificando los parametros farmacocinéticos y posibilitando el
direccionamiento hacia un blanco especifico [2]. Adicionalmente, las NPO son
capaces de atravesar membranas biologicas y penetrar células por distintos
mecanismos, lo que permite ejercer su accion al interior de estas [7, 8],
pudiendo también promover la entrega del material anexado a su superficie [2,
7, 10].

En estudios sobre cancer se ha observado que las NPO se acumulan
preferentemente en los tejidos tumorales en relacidon con los tejidos sanos, lo
cual es debido al denominado efecto de permeacion y retencion aumentada, que

se da en tumores producto de irregularidades en el endotelio vascular [11].



También poseen propiedades dpticas dadas por la interaccion de la radiacion
electromagnética con los electrones confinados en la superficie del
nanomaterial, produciendo una resonancia de plasmon superficial localizada
(RPS). Donde el campo eléctrico de la luz incidente a una NPO induce un
dipolo eléctrico en la particula, desplazando parte de los electrones
deslocalizados, generando una carga neta negativa. Como el resto de los
electrones internos no se han desplazado, constituyen una carga opuesta
positiva. Esta separacion de cargas acta como una fuerza restauradora del
equilibrio, donde los electrones movidos por el campo eléctrico vuelven a su
estado basal emitiendo energia en el proceso, donde parte de esa energia se
transforma en calor local, fendmeno que se conoce como efecto fototérmico
[12] (Figura 2).

Sy

3

;

Figura 2. Efecto fototérmico en nanoparticulas de oro. Al hacer incidir irradiaciones en el rango
visible o cercano al infrarrojo, las nanoparticulas de oro absorben luz (hv: fotén de luz). Esta
absorcidn de energia lleva a una transicion electronica de los electrones de la superficie de un estado
basal (So) a un estado excitado (S:). Parte de la energia es disipada a los alrededores de la
nanoestructura como calor local en todas las direcciones. Extraido de la referencia 14.

La disipacion local de calor puede ser utilizada para la destruccion de células

tumorales o de agregados toxicos de proteinas -amiloide involucrados en la



enfermedad de Alzheimer. Esto Gltimo es muy relevante para el desarrollo de
sistemas con fines terapéuticos en cancer o enfermedades neurodegenerativas.
Asimismo, las NPO al interactuar con la radiacion producen dispersion de esta,
siendo empleadas para la deteccion de células tumorales, logrando aumentar la
resolucion de imagenes y mejorar asi el diagnéstico [13]. Para producir una
oscilacion colectiva de electrones, la irradiacion incidente de las NPO debe ser
de una longitud de onda significativamente mayor a su tamafio [13, 14]. La
frecuencia de resonancia de esta oscilacion colectiva se encuentra en el rango
visible e infrarrojo cercano del espectro electromagnético y puede ser seguido
por espectroscopia UV-Visible [15]. Las NPO tienen la posibilidad de acoplar
la terapia fototérmica y actuar como agentes de imagen/contraste. Esta dualidad
de funcion puede ser empleada para la denominada teragnosis, en la que un
mismo nanomaterial puede emplearse para el diagnoéstico y la terapia de una
enfermedad [16].

Las NPO se han utilizado como sondas de imagen éptica para cancer [17, 18]
y como agentes de contraste de rayos X debido a que exhiben una alta
atenuacion de estos rayos, permitiendo obtener imagenes moleculares mediante
tomografia computarizada [19]. Un ejemplo del uso en deteccion in vitro es
con espectroscopia Raman, la que con el uso de NPO puede emplearse para la
deteccion por un método denominado espectroscopia Raman de superficie
mejorada (SERS, de sus siglas en ingles). La técnica consiste en amplificar la
dispersion de la luz incidente debido a la presencia de NPO o nanoparticulas de
plata ubicadas cerca del analito de interes [20, 21]. Asi, la tecnica SERS ofrece
una mayor sensibilidad, permitiendo la deteccion de moléculas aisladas,
aplicable por ejemplo al diagnostico enfermedades como Alzheimer,

permitiendo asi detectar etapas tempranas del desarrollo de ésta [22].



1.2. Nanoprismas de oro para terapia y diagndstico.

Factores como el tamaro, la carga y la forma de las NPO son relevantes para
potenciales usos en terapia y diagnostico [23]. Para una terapia fototérmica
adecuada, es necesario que las NPO posean una RPS con una banda de
absorcion intensa dentro de la ventana biologica de la NIR [24]. Los
nanoprismas de oro (NprO) son estructuras anisotrépicas (Figura 3) [25],
actualmente en estudio como una novedosa forma de NPO, ya que pueden ser
obtenidas en diferentes tamafios, con protocolos de sintesis sencillos, rapidos, y
con un posicionamiento de la banda de plasmon en la region infrarroja (NIR)
[26]. Estos NprO son féacilmente funcionalizables con una diversidad de
ligandos, lo que conlleva a ampliar las aplicaciones que poseen este tipo de

particulas en los campos de la nanomedicina [27].

Prism Helight

1

Thickness

Figura 3. Dimensiones de un nanoprisma. Extraido de la referencia 27

Los NprO exhiben caracteristicas morfoldgicas y Opticas interesantes, ademas
de facetas cristalograficas bien definidas [28, 29], y asi el interés por su
aplicacion se acrecienta en estos afios. Se han reportado estudios con el uso de

NprO para la deteccion mejorada de analitos [30, 31] y su efecto fototérmico
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para la destruccion de células tumorales in vitro [32, 33]. En cuanto a deteccion
y diagnostico, los NprO pueden ser usados en técnicas de imagenologia como
de analisis in vitro mediante SERS. Sin embargo, las investigaciones sobre
aplicaciones de NprO en Alzheimer son escasas. Es por estos motivos que se
hace necesario realizar estudios que permitan evaluar los posibles efectos
citotdxicos de este tipo de NPO si se pretende utilizar con este fin. Cabe
destacar que los NprO a diferencia de otras NPO anisotropicas pueden ser
sintetizadas usando solo 2 reactivos, sin la presencia de agentes tdxicos tal
como el ampliamente usado bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB). El
tiosulfato de sodio que actua como agente reductor, es ademas un antidoto
ocupado frente a la intoxicacion por cianuro [34] representando una gran

ventaja de cara a sus potenciales aplicaciones biologicas.

Para este proyecto se utilizé un protocolo de sintesis modificado por Pelaz y
cols., que ha demostrado generar un alto rendimiento de formacién de prismas
con respecto a esferas o disco, los cuales son subproductos clasicos de este tipo
de sintesis [35]. Ademas, un importante atributo que tienen estos NprO es que
pueden ser utilizados para teragnosis, ya que se han utilizado ampliamente en
la creacion de imagenes biologicas debido a su capacidad de ajustar la
resonancia de plasmon méaxima aun mas en la region NIR [35, 36]. Bao y cols.
reportaron el uso de NprO como un nuevo agente de contraste para la técnica
hibrida de formacién de imégenes fotoacusticas, proponiendo una promisoria

aplicacion de estos nanomateriales para imagenologia y fototermia [37].



1.3. Interaccién de nanoparticulas con proteinas plasmaticas

1.3.1 Formacion de la corona de proteinas y su efecto sobre las

nanoparticulas de oro

Otro de los factores que tienen influencia sobre los efectos de las NPO, es la
interaccion con biomoléculas, prioritariamente proteinas, de diferentes fluidos
bioldgicos, las cuales recubren a las NPO y forman la corona de proteinas (CP)
(Figura 4), la cual se origina una vez que la particula interactta con el plasma
u otro ambiente bioldgico. Este recubrimiento de la superficie de las
nanoparticulas produce efectos con la interaccion de proteinas y modula la
biodisponibilidad y el reconocimiento del blanco terapéutico [38, 39, 92].
Actualmente existen estrategias para el recubrimiento de las NPO y asi poder

disminuir las interacciones con la CP [40].
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Figura 4. Corona de proteinas formada en nanoparticulas a) las caracteristicas materiales
preexistentes que contribuyen a la formacion de la corona en un entorno biolégico. Las tasas de
adhesion/desprendimiento de proteinas caracteristicas, las interacciones competitivas de union, el
impedimento estérico por detergentes y polimeros adsorbidos y el perfil de proteina del fluido
corporal conducen a cambios dinamicos en la corona. La corona puede cambiar cuando las particulas
se desplazan de un compartimento bioldgico a otro, b) Los cambios potenciales en la estructura y
funcion de una proteina como resultado de la interaccion con la superficie de la nanoparticula pueden
conducir a mecanismos moleculares que den lugar a efectos toxicos. Los simbolos de colores
representan varios tipos de proteinas, que incluyen proteinas cargadas, lipofilicas,
conformacionalmente flexibles, enzimas cataliticas con grupos tioles sensibles y proteinas que se
aglomeran o interacttan para formar fibrillas. Extraido de referencia 92.



1.3.2. Efecto de la corona de proteinas sobre la estabilidad y la toxicidad

de las nanoparticulas de oro

La interaccion de las NPO con las proteinas del plasma puede producir
plegamientos anomalos y agregacion de proteinas pudiendo producir efectos
tanto nocivos como beneficiosos para la salud [41]. Algunas proteinas pueden
verse afectadas provocando su plegamiento y peérdida de su funcion [42].
Ademas, existen interacciones con amino tioles como el glutation, en donde se
ha determinado que el tiempo de recambio de tioles en superficie de la NPO es
mayor a medida que estas son de mayor tamafio, por lo cual esto podria inducir
ciertos fenomenos no deseados, como disminuir la cantidad de GSH presente
en el plasma, afectando procesos biologicos [43]. Por tanto, es necesario
modificar la superficie de las NPO para evitar estas desventajas para

potenciales bioaplicaciones.

1.4. Utilizacidén de polietilenglicol en NPO como agente estabilizante

La estabilidad de las NPO en un determinado medio bioldgico, junto con el
tiempo de circulacion in vivo son factores que considerar para sus aplicaciones
terapéuticas. Dicha estabilidad puede ser incrementada por la utilizacion de
distintos agentes como acido mercaptosuccinico, acido mercaptopropionico,
material genético o polietilenglicol (PEG) [44], entre varios otros. Mientras
menor es el tamafio de la nanoparticula, con una superficie, neutra e hidrofilica,
mayor es la vida media en el plasma [45]. Diversos estudios han evidenciado
que la formacién de la corona de proteinas cubre las nanoparticulas con

distintos polimeros hidrofilicos, formando una capa que ademas de proveer una
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estabilizacion estérica, reduce la opsonizacion (Figura 5) [46, 47]. El PEG
modificado con un grupo tiol (-SH), es uno de los ligandos de superficie mas
utilizados para incrementar la vida media en circulacion de las nanoparticulas
bloqueando la adsorcion de proteinas sericas [48]. El grupo terminal -SH que
posee le permite la quimisorcion a la superficie de las NPO dando origen a un
enlace azufre-oro estable [49-53]. Adicionalmente, las moléculas de PEG
unidas actian como espaciadores de otras moléculas activas, permitiendo un
mejor reconocimiento molecular del blanco [54]. El recubrimiento con PEG
también disminuye la carga superficial de las NPO acercandolas a la

neutralidad y disminuyendo asi las interacciones inespecificas por cargas [55].

- 1)
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‘& y‘. . b ; E “’- 4 )

PEGylated NP PEG reduces opsonin Long-circulating NPs with low toxicity
association with NP

Liver sequesters NPs

Figura 5. Efecto del recubrimiento de las NPO con PEG en circulacion sanguinea. (1) Una NPO sin
recubrimiento sera recubierta por opsoninas como respuesta del sistema inmune para su captura por
los macrdfagos y posterior secuestro al higado. (2) NPO recubierta con PEG en su superficie,
disminuira estas interacciones con opsoninas, prologando el tiempo en circulacion con baja
toxicidad, aumentando asi su disponibilidad para interactuar con su blanco. Extraido de la referencia
46.

A modo de ejemplo, Niidome y cols. inyectaron por via intravenosa NvO
recubiertas con PEG, observando que estas permanecen en circulacion por un
periodo de tiempo mayor que NvO sin modificar, lo que disminuye su

acumulacién en el higado [56]. Por otro parte, se ha observado también que en
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liposomas recubiertos con PEG, el tiempo de circulacion es aproximadamente
seis veces mayor que para liposomas sin este recubrimiento, mientras que la
cantidad que fue captada por el sistema reticuloendotelial fue tres veces menor
[55].

En este trabajo, los NprO fueron conjugados con PEG con el fin de reducir
interacciones no especificas y aumentar la estabilidad de estos nanosistemas
en medios biolégicos como el medio de cultivo DMEM/F12 1% y el tampon
PBS. Ademas, se espera que por la reduccion de la carga superficial exista una

reduccion en la citotoxicidad.

1.5. Importancia de las caracteristicas fisicoquimicas en el

comportamiento biologico de las NPO

Para aplicaciones farmacéuticas de las NPO es importante considerar los
distintos factores que pueden generar interacciones especificas e inespecificas
en el organismo, modificando penetracién, biodisponibilidad y/o toxicidad de
estos nanosistemas, entre otras. La estabilidad de las NPO juega un rol
fundamental, la cual es dependiente del tamafio, forma, carga superficial y su
recubrimiento. Respecto al tamarfio de las NPO, este juega un rol importante en
el proceso de internalizacion celular [57, 58]. Nanoesferas de oro (NeO) de 5
nm son internalizadas por difusion pasiva, pudiendo difundir a través de poros
transitorios sin disrupcion de la membrana celular. A mayores tamafios, de 20
a 50 nm, son internalizadas por endocitosis, mientras que tamafios mayores a
70 nm no son internalizadas eficientemente [58]. Para estructuras anisotropicas,
Xie y cols. demostraron que las formas de estrellas, triangulos y varillas

presentan internalizacion celular en el rango de 50 a 100 nm, siendo la forma
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de triangulo la mas eficiente [59]. Sin embargo, es importante mencionar que
la razon y alcance de internalizacién de la NPO puede variar entre las distintas
lineas celulares [60]. Asimismo, factores fisicoquimicos como hidrofobicidad
llevan a que éstas sean retenidas por elementos celulares del sistema reticulo
endotelial como macréfagos, siendo posteriormente acumuladas en higado y
bazo, disminuyendo asi su llegada al sistema nervioso central. De esta manera,
las NPO de tamafios mayores a los 15 nm son excretadas principalmente por la
via biliar [61].

Estudios diversos han demostrado que la captura celular de las NPO se ve
significativamente afectada por la carga superficial [62-64]. Un estudio de Cho
y cols. demuestra que la internalizacion de NeO por células SK-BR-3 es
dependiente de su densidad de carga superficial, donde las NeO cargadas
positivamente exhiben una mayor internalizacion comparadas con las neutras
o0 cargadas negativamente [65]. Asi, la eficacia en la internalizacion de NeO
cargadas positivamente es mayor que para las cargadas negativamente o
neutras. La carga negativa de las NPO es directamente proporcional al grado
de captacion por el sistema fagocitico mononuclear, siendo recubiertas por
inmunoglobulinas, proteinas del complemento o fibrindgeno [66]. Mientras que
las cargadas positivamente se adhieren a la membrana celular cargada
negativamente, facilitando su captura. Ademas, son capaces de ingresar a las
células mediante la generacion de poros transitorios de la membrana celular,
proceso que podria asociarse con citotoxicidad, ya que también se ha visto que

pueden inducir procesos de hemdlisis y agregacion plaquetaria [63].

La densidad superficial de carga de las NPO proporciona un balance entre la

internalizacion celular y la citotoxicidad para alcanzar una eficiencia de entrega
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Optima (Figura 6). Es por esto mismo que resulta imprescindible determinar la

carga superficial de las NPO que se desean utilizar con fines terapéuticos.
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Figura 6. Efectos en la internalizacién y toxicidad celular dependiente de la carga superficial de la
NPO. Las NPO catidnicas interactdian con la membrana, mientras que las anionicas e hidrofébicas
no pueden alcanzar la membrana de manera facil. Al incrementar la carga superficial de la NPO, se
promueve la internalizacion, pero también la citotoxicidad. Extraido de la referencia 64.

En el caso de que el blanco terapéutico sean los agregados toxicos de AP, que
se encuentran en el cerebro, las NPO deben atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE) y ademas evitar unirse a moléculas bioldgicas que
favorezcan su captura por otros érganos como el higado. Se ha reportado que

la union de proteinas plasmaticas tiene un efecto en la biodistribucion [66].

1.6. Uso de NPO para terapia contra la enfermedad de Alzheimer

El plegamiento incorrecto, la agregacion y la acumulacién de proteinas en el
cerebro son los mecanismos celulares y moleculares comunes de las
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer (EA), la

enfermedad de Huntington y la enfermedad de Parkinson, entre otras [67, 68].
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La EA es la forma mas comun de trastorno neurodegenerativo, representando
el 65% de todas las demencias. [69-71]. Un conjunto de evidencias demuestra
que la acumulacion de proteinas tau y el péptido B-amiloide (AP) es una de las
principales caracteristicas de la EA [72]. Dado el papel central de la fibrilacion
de este péptido en la patologia, la deteccion sensible de agregados de AP, la
inhibicion de su agregacion y la desestabilizacion de las fibrillas de AP son de

importancia diagnostica e implicaciones terapéuticas para el tratamiento de EA.

En un trabajo de Meng y cols. [73], demostraron que mediante el uso del efecto
fototérmico de nanovarillas de oro (NvO) funcionalizadas con inhibidores de la
agregacion de AB, AB15-20 y polioxometalatos, se pueden disociar agregados
de APi-40 (Figura 7).
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Figura 7. La influencia del efecto fototérmico de nanovarillas de oro (NvO) sobre la desagregacion
de AB1-40. (A) Representacion esquematica de NvO utilizadas para disociar la agregacion de APi-
40. (B) La morfologia de las fibrillas AB1-40 en presencia de NvO. (C) La morfologia de las fibrillas
AP140 en presencia de NvO posterior a irradiacion con laser. (D) Imagen AFM amplificada
localmente de la figura 4B. (E) La altura de NvO en conjunto con fibrillas ABi.4. La concentracion
de AP140y NVO fue de 50 uM y 0,3 nM, respectivamente. Extraido de la referencia 73.
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Entonces, mediante la inclusién de moléculas que incrementen la estabilidad de
las NPO, favorezcan su traspaso a través de la BHE y otorguen
direccionamiento hacia un blanco terapeutico como los agregados Ap, se puede
utilizar la liberacion local de calor producida por NPO luego de irradiar con

laseres para terapias en enfermedades como el Alzheimer [74, 75].

1.7. Estrategias para aumentar la llegada de las NPO hacia el cerebro

El mayor desafio que presentan los agentes farmacéuticos utilizados para el
tratamiento de la EA es su bajo porcentaje de ingreso al cerebro debido a la
presencia de la BHE la cual es altamente selectiva [76]. Formada
principalmente por células endoteliales que recubren los microvasos cerebrales
y otros tipos celulares que rodean el endotelio, como los astrocitos y peritrocitos
[77]. La relativa impermeabilidad de la BHE es debido a la presencia de
uniones estrechas entre las células endoteliales capilares, las cuales estan

formadas por moléculas de adhesion celular.

El ingreso de principios activos administrados por via intravenosa podria seguir
los siguientes mecanismos: difusion pasiva, transporte paracelular, transcitosis
mediada por transportadores, transcitosis adsortiva y transcitosis mediada por
receptores [78-83]. Las estrategias para la entrega de farmacos al sistema
nervioso central se basan en la modificacibn quimica de las NPO,
aprovechando sistemas de transporte y a través de la conjugacion con ligandos

que reconozcan receptores expresados en la BHE [84].

Con el fin de mejorar la entrega al cerebro, se propone el uso de un péptido el
cual fue disefiado y demostrado que utiliza la via mediada por receptor. Este

péptido recibe el nombre de angiopep-2 (ANG2) [85], posee una secuencia de
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19 residuos (NH2-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-COOH) y es ligando para el
receptor de lipoproteinas de baja densidad relacionado a proteina-1 (LRP1)
[86], el cual es altamente expresado en células endoteliales cerebrales, células
tumorales de cerebro, neuronas y astrocitos [87-90]. La representacion del

transporte realizado por el péptido ANG2 a través de LRP1 (figura 8).
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Figura 8. Mecanismo de transporte de ANG2 mediado por receptor LRP1. Se observa desde arriba
la interaccion de ANG2 con la superficie celular, luego la interaccion con el receptor, la
internalizacion, la transcitosis y la liberacion el péptido desde la célula endotelial de la BHE. Extraido
de la referencia 87.

Se demostré ademas en un estudio in vivo en ratones que este péptido es capaz
de llegar al cerebro [86]. Mediante la union covalente de ANG2 con el
fluoréforo NIR Cy5.5 (1 kD), el cual por si solo no es capaz de atravesar la
BHE. Se administro el conjugado ANG2-Cy5.5 por inyeccion intravenosa en
la cola de los ratones y se midié la intensidad de fluorescencia en sus cerebros

en un rango de tiempo de 30 minutos hasta 24 horas (figura 9).
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Figura 9. Imagen in vivo de fluorescencia en cerebro de raton. Inyeccidn Unica intravenosa de ANG2
marcado con la sonda IR Cy5.5 y vista en el tiempo hasta 24 horas. Extraido de la referencia 87.

En base a los antecedentes planteados, en este proyecto se utilizd el péptido
angiopep-2 como un agente de funcionalizacion de los NprO y se evaluaron

sus efectos sobre la viabilidad celular.

1.8. Citotoxicidad de las nanoparticulas de oro

Ademas del punto de vista fisicoquimico, para cualquier terapia que se desee
aplicar, se deben tener en cuenta los potenciales efectos toxicos que podrian
presentar las NPO, los cuales estan muy relacionados con sus caracteristicas

tales como carga, tamario, recubrimiento de la superficie, entre otros [57-91].

Los mecanismos mediante los cuales las nanoparticulas podrian ejercer
actividad citotoxica pueden ser quimicos o fisicos [92]. Los mecanismos
quimicos incluyen la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) [93],
disolucion y liberacion de iones toxicos [94], alteracion de la actividad de
transporte de la membrana de electrones/células de membrana [95], dafio

oxidativo por catélisis [96], peroxidacion lipidica [97] o propiedades
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surfactantes [98]. Se considera que ROS es el principal proceso quimico
subyacente en nanotoxicologia, lo que lleva a procesos secundarios que pueden
causar dafio celular e incluso muerte celular [99]. Los mecanismos fisicos son
principalmente el tamafio de particula y las propiedades de superficie [100].
Esto incluye la interrupcién de: membranas [101, 102], actividad de membrana
[103], procesos de transporte [104], conformacidn/plegamiento de proteinas

[105, 106] y agregacién/fibrilacion de proteinas [107].

El efecto de nanoesferas sobre la toxicidad ha sido profundamente investigado
por varios autores [43, 45, 79]. NeO de tamafos menores a 10 nm mostraron
ser toxicas en estudios celulares in vitro. En el caso de NeO de mayor tamafio,
18 y 50 nm no presentaron efectos citotdxicos en las lineas celulares estudiadas
[21, 22].

Las estructuras anisotrépicas como las nanovarillas de oro o las nanoestrellas
de oro mostraron efectos sobre la viabilidad celular en ensayos MTT [33, 108],
pero disminuyendo esta toxicidad al conjugar moléculas como polietilenglicol
a las nanoparticulas, evidenciando que la toxicidad encontrada es debido al

agente estabilizante bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) [109].

En el caso de los NprO, se ha evaluado la toxicidad en lineas de células de
cancer gastrico GES-1 [32], cancer mamario MCF-7 [33] y la linea celular
VERO (células epiteliales de rifidn de mono) [35]. Estos NprO no mostraron

efectos sobre la viabilidad celular a las condiciones estudiadas en estos trabajos.

Es por esta escasa informacion sobre la citotoxicidad de nanoprismas de oroy
nula para el caso de enfermedades neurodegenerativas que se hace necesario
e interesante el aumentar esta informacion pensando en una posible aplicacion

terapéutica.
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Propuesta de trabajo

La propuesta de este proyecto es la formacion de un sistema nanométrico
basado en NprO, sintetizados con agentes de baja toxicidad para aplicaciones
biolégicas y con una banda de plasmén en la region de la NIR. Estos NprO
estan multifuncionalizados con PEGs y el péptido ANG2, de forma estable y
no posee efectos sobre la viabilidad celular (Figura 10), para un potencial uso

en diagndstico y terapia de enfermedades como Alzheimer.
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Figura 10. Resumen de la propuesta de trabajo. NprO (1) seran funcionalizados con distintos PEGs
(A'y B) (2). Los grupos COOH de los HS-PEG-COOH seran modificados mediante la reaccién 1-
etil-3(3-dimetilaminopropil) carbodiimida/N-hidroxisuccinimida (EDC/NHS) (c) para obtener un
enlace amida con el péptido ANG2 (D) (3). Para los nanosistemas (1), (2) y (3) se procedera a: a)
caracterizacion fisicoquimica, b) evaluacion de la estabilidad, y c) ensayos viabilidad celular.
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Hipotesis

“Nanoprismas de oro multifuncionalizados con Polietilenglicol y Angiopep-2
forman un sistema coloidal estable que no presenta efectos sobre la viabilidad
celular en la linea SH-SY5Y”.

Objetivos

1. Objetivo general

Evaluar la estabilidad coloidal y citotoxicidad de los nanoprismas de oro
multifuncionalizados con PEG y ANG2.

2. Objetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar nanoprismas de oro funcionalizados con PEG y
ANG2.

2. Estudiar la estabilidad coloidal de nanoprismas de oro en medios de
relevancia biologica (DMEM/F12 1% y PBS).

3. Evaluar la citoxicidad de los nanosistemas obtenidos mediante ensayos
MTS, azul de tripan, fluorescencia calceina y citometria de flujo, en la
linea celular SH-SY5Y.
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Capitulo 11

Metodologia

1. Sintetizar, conjugar y caracterizar los nanoprismas de oro

desnudos y funcionalizados con PEG y ANG2.

Todo el material de vidrio utilizado en los experimentos detallados a
continuacion se lavo previamente con agua regia por 20 minutos, y todas las

diluciones realizadas fueron con agua grado de pureza MILLI-Q.
1.1. Sintesis de NprO

Para la obtencion de NprO, se utilizé una metodologia modificada de la descrita
por Pelaz y cols. [35]. Una solucion acuosa de oro (HAuCl,*H,0, 339,79 g/mol)
fue reducida con una solucién de tiosulfato de sodio (Na,S,03*5H,0, 248,18
g/mol), ambos reactivos provistos por Sigma-Aldrich (>99,5%). La reaccién se
llevé a cabo con 4,17 mL de la solucion de oro 2mM en un vial de vidrio,
agregando rapidamente 5,0 mL de la solucion de tiosulfato de sodio 0,625mM.
El sistema reaccion6 durante 9 minutos y posteriormente, se adicionaron 844
WL de tiosulfato a la misma concentracion. La reaccion se llevo a cabo a
temperatura ambiente y posterior a la segunda adicién de tiosulfato de sodio se
dejo reposar durante 60 minutos. Luego de ello, se realizaron caracterizaciones
mediante espectroscopia UV-visible (UV-vis), dispersién dinamica de la luz
(DLS) y potencial zeta.
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1.2. Conjugacion de nanoprismas de oro con HS-PEG-Ome y HS-PEG-
COOH

Para conjugar los NprO con polietilenglicol, se utilizaron dos tipos de PEG
(peso molecular de 5.000 g/mol aproximadamente, cada uno) provistos por
Sigma-Aldrich, los cuales fueron disueltos en 200 pL de agua. Los PEG estan
modificados con un extremo terminal metoxilo (Ome) o carboxilo (COOH), y
en el otro extremo ambos poseen un grupo terminal tiol (SH). La masa total de
PEG utilizada fue de 1 mg de PEGs por cada 10 mL de solucion de prismas,
segun lo descrito por Pelaz y cols. [35], en una relacion molar 1:3 de HS-PEG-
Ome/HS-PEG-COOH. La solucion de NprO obtenida en 1.1 se ajustd a un
pH=10y 0,25 mg de HS-PEG-Ome fueron agregados, la mezcla se agité a 250
rpm por 15 minutos. Posteriormente, se afiadieron 0,75 mg de HS-PEG-COOH
y se dej6 agitar por 3 horas. Finalmente se realizo una tercera adicion de 0,5
mg de HS-PEG-COOH por 12 horas. Transcurrido el tiempo, la solucion se
distribuyo en volimenes de 1 mL, y se centrifug6 a 16.060 rcf (g) para retirar
el exceso PEG que no se uni6 a la superficie de los NprO. El precipitado
obtenido de NprO-PEGs se resuspendid nuevamente en agua para ser

caracterizado.

1.3. Enriquecimiento de nanoprismas de oro funcionalizados con PEGs

El enriquecimiento de NprO-PEGs de los subproductos esféricos obtenidos
desde la sintesis se realizd6 mediante una serie de centrifugaciones a distintas
velocidades. La muestra fue repartida en tubos de centrifuga con 1 mL de
solucion y se centrifugd en primera instancia a 6080 g por 20 minutos,

obteniendo el primer sobrenadante SN8000 (SN es sobrenadante y el nimero
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es la velocidad de centrifugacion en rpm) y resuspendiendo el precipitado en 1
ml de agua milli-Q, obteniendo el precipitado ppl. ElI pplresuspendido se
centrifugd a 3420 g obteniéndose el pp2(sobrenadante SN6000, precipitado
pp2), luego el pp2 resuspendido se centrifugo a 1520 g (sobrenadante SN4000,
pp3) y finalmente a 380 g (sobrenadante SN2000, pp4 o NprO-PEGsENR), Cada
centrifugacion realizada por 20 minutos y resuspendiendo el precipitado
obtenido en 1 mL de agua a excepcién de la fraccion final pp4 que se

resuspendio en 500 pL de agua.

1.4. Funcionalizacion de nanoprismas de oro-PEGs con ANG2

La funcionalizacion con ANG?2 se realizé centrifugando los NprO-PEGSENR,
descritos en 1.3, a 16060 g para obtener un precipitado que contiene los prismas
concentrados, el cual se repartio en 3 tubos de centrifuga. A estos precipitados
se les  agregd una  mezcla de N-(-3-dimetilaminopropil)
carbodiimidahidroclorada y N-hidroxissuccinimida (EDC/NHS), disuelto en
tampon MES pH=5 (0,133 mg y 0,02 mg respectivamente en 1,2 mL de agua,
400 pL por tubo) para activar los grupos carboxilos de HS-PEG-COOH. EDC
y NHS fueron provistos por Sigma Aldrich. La mezcla se sonico por 15 minutos
y se centrifugd a 16.060 g para retirar las moléculas de EDC y NHS no unidas.
A este precipitado, ya activado, se le agregaron 0,4 mg de ANG2 disueltos en
500 pL de agua, la mezcla se traspaso a un vial de vidrio, manteniéndolo bajo
agitacion por 12 horas a 250 rpm. Transcurrido el tiempo, la solucion se
centrifugo a 16.060 g para retirar el sobrenadante con exceso de moléculas de
ANG?2 no unidas a los NprO-PEGsENR, Los precipitados de NprO-PEGs-ANG2
fueron resuspendidos en 1 mL de agua.
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1.5. Caracterizacion fisicoquimica de los nanosistemas obtenidos

1.5.1. Espectroscopia UV-Visible (UV-vis)

Se determind la banda del plasmon superficial de NprO, NprO-PEGs y NprO-
PEGs-ANG2 mediante un espectrofotdmetro LAMBDA 25 UV/VIS (Perkin
Elmer), realizando un barrido entre 400 a 1100 nm. Las muestras se prepararon
desde su obtencion con una dilucion de 2:3 (500 uL totales) en cubeta plastica
de 1 mL.

1.5.2. Dispersion dinamica de la luz (DLS)

El diametro hidrodinamico de los distintos nanosistemas se evalu6 mediante
DLS a 25°C utilizando un equipo Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments). Las muestras fueron preparadas diluyendo 50 pL de la muestra
desde su obtencion con 450uL de agua. Para el tratamiento de datos, se
consideraron solamente los datos obtenidos para las poblaciones con mayor

porcentaje de area.

1.5.3. Potencial Zeta

La carga superficial de los distintos nanosistemas fue determinada a 25°C
utilizando un equipo Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) a
través del modelo de Smoluchowski. Las muestras utilizadas fueron las mismas

del punto 1.5.2 con un ajuste de pH=8. Para el tratamiento de los datos, se
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consideraron solamente los datos obtenidos para las poblaciones con mayor

porcentaje de area.

1.5.4. Calculo de la concentracién de nanoprismas de oro

Para determinar la concentracion de los NprO se utilizo la técnica de absorcion
atdbmica y una ecuacion utilizada para NvO que toma en cuenta las distintas
dimensiones de estructuras anisotropicas. Se colocaron 300 pL de la muestra
en un vial (x3) y se tapo con parafilm perforado, se dejé secar a 60°C durante
12 horas. Posteriormente se agregaron 5 mL de una solucion acida de HCI (1N)
+ HNO; (IN), y se dejé sellado durante 24 horas a 60°C para disolver
completamente el Au contenido en los NprO, proceso comunmente

denominado digestion acida.

Obtenido el valor de la concentracion de oro presente (8,06 mg/L), se convirtio
a unidades de molaridad con la masa molar de oro (196,97 mg/mmol) [Cau] =
0,04092 mmol/L. Con este dato se aplicé la siguiente formula modificada de la
descrita en literatura [111]:

Cnpro= (4 X Caw)/(pau X T X (/314 X L2 X h))
Donde: pay s la densidad del oro (59 atomos/nm?), Ca, es la concentracion de
oro determinada por absorcién atémica, W y L son el ancho y largo,

respectivamente, de los NprO determinados por TEM.

Considerando que el volumen de agua en los 300 pL de NprO-PEGsENR fue
completamente evaporado, los 5 mL de la solucion acida se consideraron como

el volumen total de la solucion para el célculo de la concentracion final.
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Obtenido el dato de la concentracion de NprO, se realizd una curva de
calibracion para la muestra NprO-PEGENR y se obtuvo un valor de coeficiente

de extincién para NprO.

Un segundo método fue utilizado para determinar la concentracion de NprO y
fue el método escogido para los ensayos celulares de esta tesis. Para esto, se
utilizé un equipo Nanosight NS300 (Malvern Instruments) que emplea el
analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA). El solvente agua fue
analizado en primer lugar para reportar si es que éste poseia particulas en
suspension, como medida de background. Las muestras fueron preparadas en
una dilucién 1:1000 desde su obtencion. Se obtuvo la concentracion expresada
como nanoparticulas/mL para la muestra de NprO-PEGs previo y posterior al
enriquecimiento y mediante el uso del nimero de Avogadro 6,022045 X 10,
se obtuvo la concentracion en nanomoles por mL (nM). Obtenido el dato de
concentracion, se realizd una curva de calibracion para la muestra NprO-

PEGENR y se obtuvo un valor de coeficiente de extincion para NprO.

1.5.5. Microscopia electronica de transmision (TEM) y barrido (SEM)

Con el fin de determinar el tamario de los nanosistemas obtenidos, las muestras
fueron observadas mediante TEM y SEM. Las imagenes fueron obtenidas en la
Unidad de Microscopia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
de la Universidad de Chile, en un microscopio JEOL JEM 1200 EX. Las
muestras NprO, NprO-PEGs, NprO-PEGSENR y NprO-ANG2 para ser
estudiadas usando TEM, fueron preparadas dejando secar por 24 horas una gota
(10 pL) de solucion 1:3 desde su obtencidn sobre grillas de cobre. Para el caso

de SEM se dejo secar por 4 horas 100 pL de solucion obtenida sin diluir sobre
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un alfiler de montaje para SEM, posterior a eso se depositaron 100 pL de la

misma solucién para aumentar la concentracion de la muestra.

2. Evaluacion de la estabilidad coloidal de nanoprismas de oro en medios

de relevancia bioldgica

2.1. Estabilidad en medio de cultivo DMEM/F12 1%

Los ensayos de estabilidad en PBS fueron realizados diluyendo 200 pL de las
muestras NprO, NprO-PEGsENR y NprO-ANG2 en 800 pL de DMEM/F12
(Suero Fetal Bovino al 1%y Penicilina al 1%) durante 0, 3, 8 y 24 horas a 37°C.
Previamente a la caracterizacion por UV-vis, DLS y potencial zeta, las muestras
se centrifugaron a 16060 g, resuspendidas en 500 pL de agua y sonicadas por

5 minutos para sus mediciones.

2.2. Estabilidad en Tampdn fosfato salino (PBS)

Los ensayos de estabilidad en PBS fueron realizados diluyendo 200 pL de las
muestras NprO, NprO-PEGSsENR y NprO-ANG2 en 800 pL de PBS 1X durante
0, 3,8y 24 horas a 37°C. Las muestras fueron caracterizadas usando UV-vis,
DLS y potencial zeta a los distintos tiempos de estudio y previamente sonicadas

por 5 minutos.
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3. Evaluar la citoxicidad del nanosistema NprO-PEGs-ANG2 en la linea
celular SH-SY5Y

3.1. Ensayo de viabilidad celular MTS

Mediante la reduccién de la sal 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-5-[3-
carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio (MTS), en presencia de
PMS, a formazan, se evalud la viabilidad de la linea celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y en presencia de NprO, NprO-PEGsENR, NprO-PEGs-ANG2
a distintas concentraciones (0,15, 0,5, 1 y1,5 nM). Se agregaron 10.000 células
por pocillo en una placa de 96 pocillos y se utilizdé como medio de cultivo
DMEM/F12 con 1% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de penicilina. El ensayo
se realizé durante 24, 48 y 72 horas desde la incubacion con las muestras
dejando las células en una incubadora a 37°C con 5% de CO,. Transcurrido el
tiempo de ensayo, se descarto el medio y se incubaron las células con 80 pL de
DMEM/F12 incoloro y 20 uL de solucion MTS/PMS en cada pocillo durante 3
horas a 37°C. La medicion colorimétrica se realizé a 490 y 655 nm en equipo

BioTek’sSynergy™ Mx Microplate Reader.

3.2. Ensayo azul de tripan (TPB)

Se evaluo la viabilidad de la linea celular SH-SY5Y en presencia de NprO,
NprO-PEGSENR, NprO-PEGs-ANG?2 a distintas concentraciones (0,15, 0,5, 1y
1,5 nM). Se agregaron 10.000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos y
se utiliz6 como medio de cultivo DMEM/F12 con 1% de suero fetal bovino
(SFB) y 1% de penicilina. El ensayo se realiz6 durante 24, 48 y 72 horas desde

la incubacion con las muestras dejando las células en una incubadora a 37°C
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con 5% de CO,. Transcurrido el tiempo de ensayo, se descartd el medio y se
agregaron 20 puL de tripsina 1X (Trip1x) por 2 minutos a 37° C en incubadora.
Cumplido el tiempo se agreg6 50 uL de DMEM/F12 1% SFB a los pocillos. Se
tomaron alicuotas de 20 puL de cada muestra a las cuales se les afiadi6 20 pL de
TPB, depositando los 40 pL resultantes sobre una camara de Neubauer BOECO
Germany y se procedié al conteo de las células por microscopia. El porcentaje
de viabilidad celular se determin6 dividiendo el nimero contado de células
viables (transparentes) por el nimero total de células (transparentes mas azules)

y multiplicandolo por 100.

4.3. Imagenologia y Fluorescencia por Calceina

Mediante el uso del fluoroforo calceina (CALC) se evallo la viabilidad celular
de la linea SH-SY5Y mediante imagenes por microscopia e intensidad de
fluorescencia. Se incubaron 10.000 células en placas de 96 pocillos para
fluorescencia, y se utilizé como medio de cultivo DMEM/F12 con 1% de suero
fetal bovino (SFB) y 1% de penicilina. La incubacién con las muestras NprO,
NprO-PEGSENR, NprO-PEGs-ANG?2 a distintas concentraciones (0,15, 0,5, 1y
1,5 nM) fue de 24 horas con las células, mantenidas en incubadora a 37°C con
5% de CO,. Transcurrido el tiempo de ensayo, se descartdo el medio y se
incubaron las células con 80 uL. de DMEM/F12 incoloro y 20 uL del fluor6foro
calceina, con un tiempo de incubacion de 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se procedié a realizar la imagenologia en equipo OLYMPUS
CKX41 con un laser verde. Por otro lado, para obtener un valor numérico se
midié la intensidad de fluorescencia, se procedio a medir la placa a emisién de

515y excitacion 488 nm en equipo BioTek’sSynergy™ Mx Microplate Reader.
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3.4. Citometria de flujo

Por citometria de flujo se evalud la viabilidad de la linea celular SH-SY5Y en
presencia de NprO, NprO-PEGSENR NprO-PEGs-ANG2 a distintas
concentraciones (0,15, 0,5, 1y 1,5 nM). Se agregaron 50.000 células por pocillo
en una placa de 24 pocillos y se utilizd como medio de cultivo DMEM/F12 con
1% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de penicilina. El ensayo se realizo durante
24 horas desde la incubacion con las muestras dejando las células en una
incubadora a 37° C con 5% de CO,. Transcurrido el tiempo de ensayo, se
descartd el medio y se incubaron las células con 80 uL de DMEM/F12 incoloro
y 20 uL de solucion del kit LIVE/DEAD que contiene 2 fluoréforos, CALC y
homodimero de Etidio (HdE) por 15 minutos a temperatura ambiente. Posterior
a la incubacidn, se retird el medio y se agregaron 100 uL de triplx por pocillo,
durante 2 minutos a 37° C. Transcurrido este tiempo, se procedio a centrifugar
a 450 gy el precipitado resultado (células) se resuspendio en 200 L del tampon
de citometria de flujo FACS FLOW. Las mediciones fueron realizadas en
equipo FACS Canto A de dos laseres y 6 colores marca BD, en Facility CEMC

de la facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

En el caso de todos los ensayos (3.1, 3.2, 3.3 y 3.4), se utilizaron controles de

vida y de muerte, ademas de controles basales.
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Capitulo 11

Resultados y Discusion

1.Sintetizar, conjugar y caracterizar los nanoprismas de oro desnudos y
funcionalizados con PEG y ANG2.

1.1. Sintesis de nanoprismas de oro

Se obtuvieron NprO mediante la reduccion de HAuCl, con tiosulfato de sodio,
segun punto 1.1 de la metodologia. La sintesis llevada a cabo es reproducible a
las concentraciones y condiciones sefialadas y puede ser seguida a simple vista
por un cambio en la coloracion de la solucion, de amarillo (caracteristico de
solucién de Au*®) a morado intenso (caracteristico de los NprO) transcurrido el

tiempo de reaccion (figura 11).
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=

Figura 11. Cambio de color en la sintesis de NprO. La solucion cambia desde un color amarillo
(Au*3) a tiempo 0, a un color morado intenso (nanoprismas) transcurridos los 9 minutos de reaccion.
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Los estudios de espectroscopia UV-vis, mostraron un plasmon con un maximo
de absorbancia a 810 nm correspondiente a prismas y un segundo maximo a
528 nm correspondiente a particulas esféricas producidas en la sintesis (figura
12). La estabilidad coloidal de los NprO obtenidos fue estudiada durante 5
semanas a 20°C por espectroscopia UV-vis-NIR. Mediante el estudio de los
cambios en los maximos de absorbancia se pueden predecir modificaciones en
la morfologia y/o tamafio de las nanoparticulas, asi como acerca de la
estabilidad coloidal por procesos de agregacion. Los espectros (figura 13) no
mostraron desplazamientos de las bandas de absorbancia, lo cual implica que

el sistema permanece estable por al menos 30 dias.
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Figura 12. Espectro de absorcién UV-vis de los NprO. Presentan un méximo de absorbancia a 810
nm (prismas) y un maximo de menor intensidad a 528 nm (particulas esféricas). Muestras diluidas
en relacion 2/3 en agua MILLI-Q.
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Figura 13. Estabilidad coloidal de los NprO desde su obtencion. Espectros UV-vis-NIR obtenidos
durante 5 semanas. Muestras diluidas en relacion 2/3 en agua MILLI-Q y almacenadas a temperatura
20° C.

Mediante las técnicas de DLS y potencial zeta se obtuvieron los datos de
tamafio hidrodinamico y de carga superficial, respectivamente. Estos datos
fueron empleados como parametro caracteristico de las distintas etapas de
conjugacion y funcionalizacion del nanosistema (sintesis, conjugacion,
enriguecimiento, etc.). Los NprO obtenidos directamente de la sintesis poseen
un didmetro hidrodinamico de 52 + 2 nm (figura 14), consecuente con el
tamafio esperado para esta sintesis y los maximos de absorbancia obtenidos,
usando UV-vis. La carga de -40 + 5 mV (figura 15), se debe a la negatividad
otorgada por los iones de sulfato producidos por la oxidacién de tiosulfato en

la sintesis y que permanecen adsorbidas en la superficie de las nanoparticulas.
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Figura 14. Distribucion de tamafios por intensidad de los NprO. Se obtuvo un diametro
hidrodinamico promedio de 50 nm y de 8 nm para particulas esféricas (Polidispersidad de
poblaciones: 0,5348). Tamafio promedio de 5 medidas realizadas. Muestras diluidas en relacion 1/10
en agua MILLI-Q.
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Figura 15. Gréfico de los potenciales zeta de los NprO. Se obtuvo un valor de carga superficial de -

40 mV en promedio. Tamafio promedio de 5 medidas realizadas. Muestras diluidas en relacion 1/10
en agua MILLI-Q y pH=8.

Finalmente, por microscopia TEM (figura 16) y SEM (figura 17) se obtuvieron
imagenes de los NprO. Se realiz6 un histograma para determinar la distribucién
de tamarios de las particulas, siendo en promedio de 79 + 1 nm de didmetro,
para los prismas y de 15 + 5 nm para particulas esféricas. Cabe destacar que,
ademas, se observo la aglomeracion de ambas estructuras en las imagenes TEM
y SEM obtenidas.
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Figura 16. Imagen TEM de NprO. Ajustada a una escala de 500 nm, observandose las poblaciones
de NprO (35%) con un tamafio promedio de 79 nm y de particulas esféricas (65%) con 15 nm.10 pL
de muestra diluida 1:3 en agua MILLI-Q.

Figura 17. Imagen SEM de NprO. Ajustada a una escala de 500 nm, observandose las poblaciones
de NprO (35%) con un tamafio promedio de 79 nmy de particulas esféricas (65%) con 15 nm.100 pL
de muestra sin diluir desde su obtencion.

Mediante el protocolo de sintesis propuesto en esta tesis, se logro obtener NprO

que poseen un plasmon entre 800 y 900 nm determinado por espectroscopia
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UV-vis, que es la zona del infrarrojo cercano donde los tejidos absorben poco
y la energia de un laser puede penetrar directo a las nanoparticulas para
excitarlas y producir hipertermia local, haciendo seguro el uso de estos NprO
para potenciales terapias. Por DLS y potencial zeta se mostrd un diametro
hidrodinamico de 52 nm para prismas y 14 nm para esferas, con una carga
superficial promedio de -40 mV, negativa debido a las moléculas de tiosulfato
y sulfato de sodio. El tamafio obtenido por TEM y por SEM fue de 79 nm en
promedio y se registrd que, del total de la poblacién, un 35% corresponde a
prismas y un 65% a esferas, siendo en relacion con 4tomos de oro totales

utilizados en la sintesis de 92% y 8% respectivamente.

1.2. Conjugacion de nanoprismas de oro con HS-PEG-OMe y HS-PEG-
COOH

La conjugacion de los NprO con ambos tipos de PEG, HS-PEG-Ome y HS-
PEG-COOH, se evalué por espectroscopia UV-vis-NIR (figura 18)
obteniéndose espectros con un maximo a 830 nm y 538 nm. Se evalud su
estabilidad coloidal por cinco semanas (figura 19), sin observar cambios en la
posicion del plasmén de prismas. Respecto a los NprO desnudos (Figura 12),
se observd un desplazamiento del plasmon hacia el rojo del espectro de
absorbancia (810 a 830 nm). Lo cual se correlaciona con un proceso de
quimisorcion de las moléculas de PEG que conduce a un cambio del indice de
refraccion y a un desplazamiento de la banda plasmoénica hacia mayores

longitudes de onda, proceso denominado desplazamiento batocromico [110].
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Figura 18. Espectros de absorcion UV-vis de NprO-PEGs. Presentan un desplazamiento hacia el
rojo del espectro posterior a la conjugacién con PEG con un maximo de prismas a 830 nm y un
maximo de particulas esféricas a 538 nm. Muestras diluidas en relacion 2/3 en agua MILLI-Q.
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Figura 19. Estabilidad coloidal de los NprO-PEGs. Espectros UV-vis obtenidos durante 5 semanas.
Muestras diluidas en relacion 2/3 en agua MILLI-Q y almacenadas a temperatura 20° C.

Por su parte, el diametro hidrodinamico fue evaluado por DLS (figura 20) y la

carga superficial por potencial zeta (figura 21), obteniendo valores de 65 + 3

nmy -22 + 2 mV respectivamente. EI aumento del diametro hidrodindmico

observado se correlaciona con el aumento de volumen del sistema debido a la
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quimisorcion de las moléculas de PEGs sobre los NprO y el cambio en los
valores de potencial zeta respecto a los NprO sin PEGs puede atribuirse al
reemplazo de las moléculas de tiosulfato y sulfato de sodio que presentan 2
cargas negativas por moléculas de PEG neutras como HS-PEG-Ome o con solo
una carga negativa, HS-PEG-COOH, disminuyendo asi la carga superficial de

cada particula.

Size Distribution by Intensity
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Figura 20. Distribucion de tamafios de NprO-PEGs. Se obtuvo un didmetro hidrodinamico promedio
de 65 nm para prismas y 7 nm para particulas esféricas (Polidispersidad: 0,4). Muestras diluidas en
relacién 1/10 en agua MILLI-Q.
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Figura 21. Gréfico de potenciales zeta de NprO-PEGs. Se obtuvo un valor de carga superficial de -
22 mV en promedio. Tamafio promedio de 5 medidas realizadas. Muestras diluidas en relacion 1/10
en agua MILLI-Q y pH=8.

Las imagenes por microscopia TEM (figura 22) y SEM (figura 23) para los
NprO-PEGs, mostraron un tamafio promedio 78 + 1nm para prismas y de 14 +

5 nm para particulas esféricas, ademas de mostrar que las poblaciones presentes
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estan mas separadas y no tan aglomeradas como en el caso de los NprO sin

recubrimiento con PEGs (figura 17).
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Figura 22. Imagen TEM de NprO-PEGs. Ajustada a una escala de 1 um, observandose las
poblaciones de NprO (35%) con un tamafio promedio de 78 nm y de particulas esféricas (65%) con
14 nm.10 pL de muestra diluida 1:3 en agua MILLI-Q.

Figura 23. Imagen SEM de NprO-PEGs. Ajustada a una escala de 500 nm, observandose las
poblaciones de NprO (35%) con un tamafio promedio de 78 nm y de particulas esféricas (65%) con
14 nm.100 pL de muestra sin diluir desde su obtencion.
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Un aspecto destacable es que el aumento del didmetro hidrodindmico va
acompariado de una disminucion en el indice de polidispersidad de la muestra,
el cual es un indice de la homogeneidad de tamafio de las nanoparticulas
presentes en la solucion. En relacion con la carga superficial medida por
potencial zeta, se observo una disminucion de los NprO-PEGs (-22 mV), con
respecto a las NprO (-40 mV), lo cual es debido al remplazo de las moléculas
de tiosulfato de sodio, las cuales poseen 2 cargas negativas puntuales, por el
HS-PEG-OMe que no posee cargas formales y por HS-PEG-COOH que posee
solo 1 carga formal. Indicando de esta forma la unién de las moléculas de PEGs
a los NprO. Este cambio en la carga superficial del nanosistema resulta
favorable pensando en posibles terapias, puesto que, al tener menor negatividad
en su superficie, estas nanoparticulas se vuelven menos propensas al

reconocimiento por el sistema fagocitico mononuclear [53].

Por lo tanto, mediante el aumento en el diametro hidrodinamico y la
disminucién de la negatividad en la carga superficial, es que se logro conjugar

moléculas de PEGs a los NprO exitosamente.

1.3. Enriquecimiento de nanoprismas de oro con PEGs

La sintesis de NprO por el protocolo propuesto en este trabajo produce prismas
de tamafios diversos y un gran namero de nanoparticulas de forma esférica
(centros de nucleacion). Con la finalidad de disminuir la polidispersion de
tamafios y remover las estructuras esféricas, fue necesario enriquecer la
solucion coloidal. La banda de plasmon en los espectros UV-vis-NIR que

corresponden a la longitud de onda de 530 nm se correlaciona directamente con
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el grosor de los prismas y a la presencia de esferas que absorben también a esta

longitud de onda.

Para lograr una separacion segun tamafios de las distintas poblaciones de
prismas y esferas, se realizd un protocolo centrifugaciones a distintas
velocidades (metodologia 1.3.) de las muestras NprO-PEGs. Los sobrenadantes
obtenidos de las distintas centrifugaciones realizadas mostraron un color que
va aumentando de incoloro hasta un color morado para el Gltimo sobrenadante,
dando cuenta de la remocion de particulas de menor tamafo respecto a la
poblacion general de prismas en las distintas etapas hasta obtener el precipitado

final pp4 que contiene a los NprO-PEGSENR (figura 24).

Figura 24. Sobrenadantes del enriquecimiento de NprO-PEGs. De izquierda a derecha se observa el
sobrenadante SN8000 de la primera centrifugacion (incoloro) hasta el Gltimo sobrenadante SN2000
(morado) y finalmente el precipitado pp4 resuspendido en agua.

Se obtuvieron los espectros UV-vis de los diferentes precipitados provenientes
de las distintas centrifugaciones de NprO-PEGs y se normalizaron a un valor

de 1 para el maximo de absorbancia de prismas para comparar el
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desplazamiento en las bandas de prismas y la disminucién en la banda de

esferas (figura 25).
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Figura 25. Espectros U.V-vis normalizado de las distintas fracciones de la separacion de NprO-
PEGSsENR, El pp4 (rosado) es la fraccion correspondiente a NprO-PEGsENR con un maximo de
absorbancia a 870 nm. En negro se sefiala la muestra previa al enriquecimiento con maximo de
absorbancia a 830 nm. Muestras diluidas en relacion 2/3 en agua MILLI-Q y valores normalizados a
un maximo de absorbancia de 1.

Se observa que cada fraccion posee un maximo de absorcion caracteristico a
una longitud de onda, que va desde los NprO-PEGs a 830 nm hasta NprO-
PEGsENR a 870 nm. A su vez, se observa una disminucion del maximo
correspondiente a esferas (530 nm) en la fraccion final de los prismas obtenidos
(pp4). Los datos de la razon entre el méximo de absorbancia de ambos
plasmones, que da cuenta de la disminucion de esferas en la muestra, se
obtuvieron desde la obtencion de los NprO hasta el enriquecimiento de NprO-

PEGs y se resumen en la tabla 1.
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NprO 1,08
NprO-PEGs 1,10
ppl 1,09
pp2 1,12
pp3 1,24
pp4 1,61

Tabla 1. Valores de la razon prismas/esferas. La razdn entre los maximos de absorbancia de prismas
y esferas para las muestras NprO, NprO-PEGs, ppl, pp2, pp3 Yy pp4.

La estabilidad coloidal de la muestra enriquecida NprO-PEGSENR fue realizada
durante cinco semanas desde su obtencion y se evalu6 por espectroscopia UV-

vis como muestra la figura 26.
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Figura 26. Estabilidad coloidal de los NprO-PEGsENR, Espectros UV-vis obtenidos durante cinco
semanas. Muestras diluidas en relacion 2/3 en agua MILLI-Q y almacenadas a temperatura 20° C.

El didmetro hidrodindmico obtenido para los NprO-PEGsENR fue de 80 + 6 nm
(figura 27) y su carga superficial fue de -20 + 2 mV (figura 28). El aumento de
tamafio es debido a que, en cada centrifugacion realizada, la fuerza de

centrifugacion (velocidad) fue disminuyendo y a medida que esta es menor, las
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particulas que son capaces de sedimentar por esta velocidad son exclusivamente
las de tamafios mayores. Respecto a la carga, las particulas de mayor tamafio
suelen tener una carga mayor ya sea positiva 0 negativa. En este caso no hubo
una variacion significativa, demostrando que el sistema se mantiene estable con

la carga otorgada por PEGs (-22 a -20 mV).
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Figura 27. Distribucién de tamafios de NprO-PEGsENR. Se obtuvo un didmetro hidrodindmico
promedio de 80 nm para prismas y 7 nm para particulas esféricas (Polidispersidad: 0,4). Tamafio
promedio de 5 medidas realizadas. Muestras diluidas en relacién 1/10 en agua MILLI-Q.
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Figura 28. Gréfico de potenciales zeta de NprO-PEGsENR, Se obtuvo un valor de carga superficial
de -20 mV en promedio. Tamafio promedio de 5 medidas realizadas. Muestras diluidas en relacién
1/10 en agua MILLI-Q y pH=8.

Las imagenes obtenidas por microscopia TEM (figura 29) y SEM (figura 30)
para los NprO-PEGsENR, mostraron un tamafio promedio 87 + 2 nm para

nanoprismas. Este mayor tamafio promedio observado corrobora lo observado
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por UV-vis, DLS y potencial zeta, debido al proceso de centrifugaciones en el

enriguecimiento.
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Figura 29. Imagen TEM de NprO-PEGsENR, Ajustada a una escala de 500nm, observandose las
poblaciones de NprO (52%) con un tamafio promedio de 87 nm y de particulas esféricas (48%) con
14 nm. 10 pL de muestra diluida 1:3 en agua MILLI-Q.

500 nm Tamaiio (nm)

Figura 30. Imagen SEM de NprO-PEGSENR, Ajustada a una escala de 1um, observandose las
poblaciones de NprO (52%) con un tamafio promedio de 87 nm y de particulas esféricas (48%) con
12 nm. 100 pL de muestra sin diluir desde su obtencion.
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Asi, el nanosistema NprO-PEGsENR obtenido presenté un desplazamiento en el
espectro UV-vis de 870 nm, respecto de los NprO-PEGs (830 nm). Esto es

acorde al tamario de las nanoparticulas que van quedando en cada fraccion.

La caracterizacion por DLS y potencial zeta arrojo valores de didmetro
hidrodinamico 80 nm y una carga superficial de -18 mV. Este aumento en el
tamafio se condice con el protocolo utilizado, y la disminucion en la
polidispersidad (0,45 a 0,42) lo que da cuenta de la eliminacién de las esferas
en la solucién. El tamafio obtenido por TEM fue de 87 nm para prismas,
representando un 52% de la poblacidn total. Para particulas esféricas se obtuvo

un tamafo de 14 nm promedio, siendo el 48% restante de la poblacion.

Por otra parte, con la finalidad de conocer el rendimiento del enriquecimiento
por centrifugacion realizado, es se calculd el porcentaje de oro presente en cada
tipo de NPO (prismas y esferas) en muestras sin enriquecer (NprO-PEGS) y

muestras enriquecidas (NprO-PEGsENR),

La densidad de oro metalico (pauo) €s de 59 &tomos/nm? [92], y mediante el uso
de los tamafios determinados por TEM vy las formulas de los volumenes para

cada tipo de particula se obtuvo el nimero de dtomos de Au® en cada uno:

Vipro = V3/4 X L2X h ; Vneo = 4/3 X 1 X 12
Donde, “L” es el largo de los prismas, “h” es la altura o grosor de estos y “r”” es
el radio de las esferas. Los volumenes obtenidos de la muestra NprO-PEGs
fueron de 32.168 nm3y 1.437 nm3 para prismas y esferas, respectivamente. Asi
mediante la densidad, se obtuvo que el nUmero de atomos para prismas fue de
1.897.912 y para esferas de 84.783. Luego, considerando que las esferas en esta
muestra representaban un 65% de la poblacion, es que el oro total en NeO fue
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de un 8% respecto al Au® total. Para el caso de los prismas, siendo estos un 35%
de la poblacion, los atomos de Au® fueron un 92% de la cantidad de Au® total

en la muestra.

Mediante el mismo razonamiento se obtuvo que los NprO luego del
enriquecimiento, representaron un 96% respecto del Au total en la muestra

NprO-PEGSENR, y las nanoesferas de oro el 4% restante.

1.4. Funcionalizacion de nanoprismas de oro-PEGs con ANG2

Al sistema NprO-PEGSENR se le agreg6 el péptido ANG2 mediante la reaccion
de activacion de grupos carboxilicos con la mezcla EDC/NHS, obteniendo el
nanosistema NprO-PEGs-ANG2. Se evalué mediante espectroscopia UV-vis su
obtencion (figura 31) y su estabilidad coloidal por cinco semanas (figura 32).
Se pudo observar que posterior a la funcionalizacion con ANG2, el sistema tuvo
un leve desplazamiento en el espectro UV-vis hacia la izquierda desde los 870
nm a los 867 nm respecto de los NprO-PEGsENR, Este fendmeno se conoce
como efecto hipsocromico y puede ocurrir por un cambio en el medio que rodea
a la molécula, cambiando el pH, el disolvente o los ligandos de coordinacion
[110]. Otro factor es la disminucién en la polidispersidad de las poblaciones
que cambié desde 0.4241 para NprO-PEGSENR a 0,4034 para NprO-PEGs-
ANG2, debido a las centrifugaciones en el protocolo de funcionalizacion,

eliminando poblaciones agregadas de mayor tamafio.
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Figura 31. Espectros de absorcion UV-vis de NpO-PEGs-ANG2. Presentan un maximo de prismas
a 865 nm y un maximo de particulas esféricas a 529 nm. Muestras diluidas en relacién 2/3 en agua
MILLI-Q.
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Figura 32. Estabilidad coloidal de NprO-PEGs-ANG2. Espectros UV-vis obtenidos durante cinco
semanas. Muestras diluidas en relacion 2/3 en agua MILLI-Q y almacenadas a temperatura 20° C.

Ademas, se obtuvo por DLS (figura 33) un diametro hidrodindmico de 84 + 4
nm y por potencial zeta (figura 34) se obtuvo una carga superficial de -14 + 1
mV. El aumento en el diametro hidrodinamico es acorde a lo esperado por la

union de nuevas moléculas al sistema, aunque la cantidad de ANG2 no es
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suficiente para aumentar este tamafio de manera significativa. Con respecto a la
disminucion de la negatividad del nanosistema, es consecuente con la unién del
péptido ANG2 a la superficie, ya que este posee dos cargas positivas totales al

pH de estudio, disminuy0 la carga superficial acercandose a la neutralidad.

Size Distribution by Intensity
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Figura 33. Distribucion de tamafios de NprO-PEGs-ANG2. Se obtuvo un didmetro hidrodindmico
promedio de 84 nm para prismas y 8 nm para particulas esféricas (Polidispersidad: 0,4). Tamafio
promedio de 5 medidas realizadas. Muestras diluidas en relacién 1/10 en agua MILLI-Q.
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Figura 34. Gréfico de potenciales zeta de NprO-PEGs. Se obtuvo un valor de carga superficial de -

20 mV en promedio. Tamafio promedio de 5 medidas realizadas. Muestras diluidas en relacion 1/10
en agua MILLI-Q y pH=8.

Las imagenes obtenidas por TEM (figura 35) y SEM (figura 36) para los NprO-

PEGs-ANG2 mostraron un tamafio promedio de 84 + 2 nm para prismasy 13 +
1 nm para esferas.
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Figura 35. Imagen TEM de NprO-PEGs-ANG2. Ajustada a una escala de 1 um observandose las
poblaciones de NprO (50%) con un tamafio promedio de 84 nmy de particulas esféricas (50%) con
13 nm.10 pL de muestra diluida 1:3 en agua MILLI-Q.

Figura 36. Imagen SEM de NprO-PEGs-ANG2. Ajustada a una escala de 1 um observandose las
poblaciones de NprO (50%) con un tamafio promedio de 84 nmy de particulas esféricas (50%) con
13 nm.100 pL de muestra sin diluir desde su obtencion.

La carga superficial mostrada con un valor de -14 mV, desde los -20 mV sin la
adicion del péptido, es atribuida a la modificacion de los grupos carboxilo del
PEG con el péptido angiopep-2 a traveés de la reaccion EDC/NHS formando asi
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enlaces amida, ya que este peptido posee una carga neta de +2 al pH estudiado.
Estos datos en conjunto lograron confirmar la union del péptido ANG2 a los
NprO-PEGSENR, obteniéndose el nanosistema final NprO-PEGs-ANG2.

Las diferencias de los datos obtenidos en la caracterizacion por UV-vis, DLS,
potencial zeta y TEM durante las distintas etapas de la conjugaciéon y
funcionalizacion de los NprO, con PEGs y ANG2 se muestran de manera
resumida en la figura 37 donde se observan los espectros de absorbancia UV-
vis y en la tabla 2 que muestra los datos ordenados de maximos de absorbancia
de sus plasmones, diametro hidrodindmico, carga superficial y tamarios
obtenidos por TEM.
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Figura 37. Resumen espectros UV-vis. Absorbancia normalizada al valor de 1 para el maximo de
absorbancia. Comparacion de la posicion del plasmén de NprO, NprO-PEGsENR y NprO-PEGs-
ANG2.
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Muestra plasmon Plasmoén Didmetro Carga Tamafio

prismas esferas hidrodinamico  superficial TEM

(nm) (nm) (nm) 1\ (nm)

NprO 810 528 52 +2 -40+4 79+1

NprO-PEGs 830 538 65+ 3 -22+2 78+1

NprO- 870 531 80+6 20+ 2 87+2

PEGsENR

NprO- 867 529 84+4 -14+1 84+2
PEGs-
ANG2

Tabla 2. Resumen datos UV-vis, DLS, potencial zetay TEM. Comparacion de las caracterizaciones
de NprO, NprO-PEGs, NprO-PEGsENR y NprO-PEGs-ANG2.

1.5. Célculo de la concentracion de nanoprismas de oro

1.5.1. Determinacion mediante absorcion atdmica

Para poder determinar la concentracion de las muestras utilizadas en los
ensayos celulares, se realizaron dos métodos experimentales. El primero fue
mediante la determinacion de la concentracion de oro contenida en muestras
NprO-PEGSENR por absorcion atdmica (metodologia 1.5.4.), la cual fue de 8,06
mg/L. Posteriormente mediante el uso de una ecuacion descrita y utilizada en
literatura para determinar la concentracion de nanoparticulas de oro [92], se
calcul6 la concentracion de NprO en la muestra (0,162 nM) y se realizo una
curva de calibracion con concentraciones decrecientes desde los 0,162 nM. Con
los datos obtenidos de las absorbancias de las muestras por espectroscopia UV-
vis es que se realizo un grafico de absorbancia v/s concentracion con los datos

de la tabla 1s (anexo), obteniendo un comportamiento lineal y una ecuacion de
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la recta (figura 1s de anexo), cuya pendiente representa el coeficiente de
extinciéon segun la ley de Beer-Lambert (A = € X ¢ X 1), donde “A” es la
absorbancia, “€” es el coeficiente de extincion y “1” es la longitud de la celda

que es igual a 1 en estos casos.

Finalmente, mediante espectrometria se obtuvo el coeficiente de extincion de €
= 16,419. Con este valor segun la ley de Beer-Lambert se puedo obtener la

concentracion (nM) de una muestra de NprO.

El inconveniente que presenta este método es que este consta de varios pasos
previos hasta la obtencidn del dato final. Es asi, como la digestion acida de las
muestras o la evaporacion de su solvente, pueden llevar a errores por una
pérdida de oro en estos procesos (oro que no haya sido removido de las paredes
del vial por el acido, o que se haya evaporado un porcentaje de la muestra junto
con el solvente). Ademas, un factor muy importante a considerar es que la
férmula utilizada para determinar la concentracion de los NprO solo considera
soluciones monodispersas o con baja polidispersidad. Ademas, el porcentaje de
nanoparticulas esféricas presentes (20% de Au total) no fue excluido del calculo

y fue considerado como parte de los nanoprismas.

1.5.2. Determinacion mediante analisis de seguimiento de nanoparticulas

Este método consiste en la medicion directa de la concentracion de NprO con
el equipo NanosightNS3000, el cual permite, mediante el analisis de
seguimiento de nanoparticulas (NTA), visualizar particulas con tamarios entre

los 20 a 2000 nm de forma directa y en tiempo real, entregando informacion
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sobre numero, tamafo e intensidad de difraccion de la luz de las particulas

analizadas en la muestra.

Se obtuvieron graficos de concentracion, intensidad y diametro para las
muestras NprO-PEGs (figura 38) y NprO-PEGSENR (figura 39) a fin de

corroborar diferencias entre muestras enriquecidas y sin modificar.

Los distintos picos observados dan cuenta de particulas de un mismo tamafo
que pueden tener concentraciones e intensidades distintas entre si por su
morfologia. Con estos datos se obtuvo un grafico mas uniforme para NprO-
PEGSsENR respecto a NprO-PEGs, evidenciando menor polidispersidad para la

muestra enriquecida, de igual forma que lo observado por DLS y por TEM.
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Figura 38. Grafico NTA de NprO-PEGs. Grafico de 3 dimensiones que posee ejes de intensidad
(u.a.), diametro (nm) y concentracion. Muestras diluidas en relacion 1/1000 en agua MILLI-Q.
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Figura 39. Grafico NTA de NprO-PEGSENR. Gréafico de 3 dimensiones que posee ejes de intensidad
(u.a.), diametro (hnm) y concentracion. Muestras diluidas en relacién 1/1000 en agua MILLI-Q.

Mediante este método se logré obtener que el tamafio promedio de la muestra
NprO-PEGsENR fue de 66 + 2 nm, la cual poseia una concentracion de 6,25 X

108particulas por mililitro de solucién (figura 40).
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Figura 40. Gréfico de concentracion de NprO-PEGSENR. EI nimero de particulas/mL y los tamafios
(nm) de las poblaciones en 5 mediciones.
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Con el valor de concentracion (particulas/mL), utilizando el namero de
Avogadro (1 mol = 6,022 X 10%) y considerando la dilucién 1:1000 de la
muestra medida, se logré calcular la concentracion original de los NprO-
PEGSENR que fue 1,04nM. Asi, se realiz6 una curva de calibracién con
diluciones seriadas de la muestra NprO-PEGsENR (tabla 2s de anexo), con las
concentraciones conocidas se logro obtener una ecuacion de la recta (figura 2s
de anexo) cuya pendiente representa el coeficiente de extincion segin la ley de
Beer-Lambert. Obtenido el valor del coeficiente de extincion € = 6,6786, se
calcularon los valores de la concentracion de NprO en cualquier muestra segin

su absorbancia por UV-vis.

Para este trabajo se se utilizo el valor obtenido de coeficiente de extincion por
NTA ya que el método por absorcién atomica tiene una serie de posibles
inconvenientes en su realizacion. La determinacion por NTA es directa al solo
necesitar de una dilucion de la muestra a analizar y se obtiene un dato inmediato
de concentracion de particulas por mililitro. Ademas, este equipo no consideré
las particulas esféricas de tamarios cercanos a 20 nm, realizando un conteo Unico
de NprO presentes en la solucion coloidal. Asi es como se logré la
determinacion de las concentraciones utilizadas para los ensayos celulares en

esta tesis.
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2. Evaluar la estabilidad coloidal de nanoprismas de oro en medios de
relevancia bioldgica

2.1. Estabilidad en medio de cultivo DMEM/F12

Previamente a los ensayos celulares realizados, es necesario conocer la
estabilidad coloidal de los nanosistemas disueltos en medio de cultivo celular
DMEM/F12 1% SFB, ya que la presencia de la corona de proteinas podria
afectar en los resultados de toxicidad celular si es que por ejemplo el sistema

se desestabiliza y se agregaba en un precipitado insoluble.

Con la finalidad de conocer los cambios que ocurren con los nanosistemas al
estar disueltos en medio de cultivo celular DMEM/F12 1%y si la presencia de
la corona de proteinas generaba algun efecto, es que se evalud la estabilidad
coloidal a 37°C, utilizando UV-vis, DLS y potencial zeta en diferentes periodos
de incubacion (0, 3, 8 y 24 horas) en un ensayo con n=3. Las muestras NprO,
NprO-PEGSENR y NprO-PEGs-ANG?2 se utilizaron a una concentracion de 0,15
nM vy diluida en el medio en una proporcién 1:5, para una concentracion final
de 0,03 nM. Una vez concluido los tiempos de ensayo, las muestras fueron
centrifugadas y resuspendidas en agua MILLI-Q para las mediciones

posteriores.

Mediante los espectros obtenidos por espectroscopia UV-vis (figuras 41-43),
se observo que los nanosistemas son estables al no variar la posicion de su
plasmén a los diferentes tiempos de estudio. Para NprO desnudos, se observé
una disminucion en la intensidad del maximo de absorbancia de prismas a
tiempo 0, observandose también la formacion de un precipitado que no puedo
ser resuspendido en agua. Por su parte, la mantencion de la posicion del
plasmon observada desde las 3 hasta 24 horas se explica por la presencia de la
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corona de proteinas que se forma en la superficie de los NprO [38, 39],

otorgandoles estabilidad estérica frente a el proceso de centrifugacion a los

tiempos de estudio 3, 8 y 24 horas.
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Figura 41. Espectro UV-vis de NprO en medio celular DMEM/F12 1%. Evaluacion de la estabilidad
coloidal a 0, 3, 8 y 24 hrs. Muestras a 0,03 nM y almacenadas a 37° C. n=3.
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Figura 42. Espectro UV-vis de NprO-PEGSENR en medio celular DMEM/F12 1%. Evaluacion de la
estabilidad coloidal a 0, 3, 8 y 24 hrs. Muestras a 0,03 nM y almacenadas a 37° C. n=3.
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Figura 43. Espectro UV-vis de NprO-PEGs-ANG2 en medio celular DMEM/F12 1%. Evaluacion
de la estabilidad coloidal a 0, 3, 8 y 24. Muestras a 0,03 nM y almacenadas a 37° C. n=3.

La estabilidad coloidal de los distintos nanosistemas se evaluo también por DLS
(figura 44) y potencial zeta (figura 45). Todas las muestras mostraron tamaros
caracteristicos para etapa de funcionalizacion, lo que da cuenta de la interaccion
de los nanosistemas con las moléculas presentes en el medio [38, 42], los cuales
requieren estudios adicionales y el uso de otras técnicas para determinar y
conocer la identidad de las proteinas presentes, donde no se puede descartar la
posibilidad de agregados proteicos presentes en la medicion. Sin embargo, es el
hecho de no variar sus valores de didmetro hidrodinamico y carga superficial a
las condiciones de estudio en los 3 ensayos realizados para cada muestra, que
se demuestra la estabilidad de los nanosistemas, ya que estos parametros
cambian en los tiempos de estudio ante procesos de inestabilidad y agregacion,
corroborando asi la informacion obtenida mediante espectroscopia UV-vis.
Exceptuando de esta estabilidad a los NprO sin recubrimiento al tiempo inicial
0, que evidenciaron un mayor tamafio (230 nm) y una carga superficial de -31
mV, distinta a la obtenida desde las 3 horas (-16 mV), la cual se mantuvo

constante hasta 24 horas al igual que su tamafio (90 nm).
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Figura 44. Gréfico del diametro hidrodindmico en medio celular DMEM/F12 1%. Estabilidad
coloidal por DLS a 0, 3, 8 y 24 hrs. Muestras a 0,03 nM y almacenadas a 37° C. n=3.
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Figura 45. Gréfico de la carga superficial en medio celular DMEM/F12 1%. Estabilidad coloidal por
potencial zeta a 0, 3, 8 y 24 hrs. Muestras a 0,03 nM y almacenadas a 37° C. n= 3.

Por lo cual, la modificacion de la superficie de estas nanoparticulas con las
moléculas PEG y ANG2 provee al sistema de estabilidad coloidal para los

ensayos bioldgicos y pensando en potenciales bioaplicaciones y/o terapias, se
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evitarian las interacciones inespecificas, aumentando el tiempo en circulacion y

la efectividad del tratamiento.

2.2. Estabilidad en tampon fosfato salino (PBS)

Otro de los medios utilizados ampliamente en los ensayos celulares es el
tampon fosfato salino. Se evalud la estabilidad coloidal empleando diferentes
técnicas como UV-vis-NIR, DLS y potencial zeta en 4 tiempos distintos (0, 3,
8 y 24 horas) en un ensayo con n=3, almacenadas a 37° C durante el estudio.
Las muestras NprO, NprO-PEGsENR y NprO-PEGs-ANG?2 se utilizaron a una
concentracion final de 0,03 nM. Una vez concluido los tiempos de ensayo, las
muestras fueron centrifugadas y resuspendidas en agua MILLI-Q para las

mediciones posteriores.

Mediante espectroscopia UV-vis se observé que los NprO desnudos presentan
un ensanchamiento de la banda del plasmon de prismas, en conjunto con una
disminucidn en el maximo de absorbancia, un desplazamiento en el espectro a
1.030 nm con respecto a los NprO en agua (810 nm), y una pérdida del plasmén
a 24 horas (figura 46). Ademas, se observo una decoloracion de la solucion al
y la formacion de un precipitado insoluble. Esto da cuenta de una agregacion
para los NprO y se condice con lo reportado en la literatura respecto a la accion
desestabilizante de la fuerza idnica presente en PBS sobre las NPO en general,
donde la estabilidad se mide por dos caracteristicas: (1) autoagregacion entre
las particulas del medio y (2) la desaparicién de particulas cuando se adhieren

a las superficies del sustrato circundante, como vidrio, metal o polimeros [112].

Para los NprO-PEGSENR (figura 47) y NprO-PEGs-ANG2 (figura 48) se

observd que las muestras permanecen estables, sin cambios en amplitud ni
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posicion de sus plasmones, sin embargo, la intensidad del méaximo de
absorbancia disminuyo en los tiempos de 3, 8 y 24 horas, indicando pérdida
parcial de la muestra, que se evidencio en el tubo de centrifuga, ya que parte de

la muestra quedé adherida en su pared.
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Figura 46. Espectro UV-vis de NprO en PBS. Evaluacion de la estabilidad coloidal a 0, 3, 8 y 24
hrs. Muestras a 0,03 nM y almacenadas a 37° C. n=3.
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Figura 47. Espectro UV-vis de NprO-PEGSENR en PBS. Evaluacion de la estabilidad coloidal a 0, 3,
8y 24 hrs. Muestras a 0,03 y almacenadas a 37° C. n=3.
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Figura 48. Espectro UV-vis de NprO-PEGs-ANG2 en PBS. Evaluacion de la estabilidad coloidal a
0, 3, 8y 24 hrs. Muestras a 0,03 nM y almacenadas a 37° C. n=3.

Ademas, la estabilidad coloidal se estudié usando DLS (figura 49) y potencial
zeta (figura 50). Se obtuvo que las muestras NprO-PEGsENR y NprO-PEGs-
ANG?2 al ser sometidas a un aumento en la fuerza ionica con PBS, no variaron
su didmetro hidrodindmico y carga superficial en los tiempos de estudio,
evidenciando en los 3 ensayos realizados, la estabilidad de estos nanosistemas
ya observada por UV-vis. Sin embargo, para el caso de los NprO sin
recubrimiento se evidencié un tamafio y una carga superficial que fue en
aumento en los tiempos de estudio, corroborando la agregacion total de los
NprO en PBS vy la presencia de agregados insolubles, de igual forma que por
UV-vis.
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Figura 49. Gréfico del diametro hidrodinamico en PBS. Estabilidad coloidal por DLS a 0, 3, 8 y 24
hrs. Muestras a 0,03 nM y almacenamiento a 37° C. n=3.
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Figura 50. Gréfico de la carga superficial en PBS. Estabilidad coloidal por DLS a 0, 3, 8 y 24 hrs.
Muestras a 0,03 nM y almacenamiento a 37° C. n=3.

Los datos obtenidos por DLS y potencial zeta dieron cuenta de que los
nanosistemas en solucion son estables para el caso de NprO-PEGsENR y NprO-

PEGs-ANG?2 al no variar su diametro hidrodinamico ni su carga superficial en
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los tiempos de estudio. Para los NprO, se observé que tanto su diametro como
carga varid a lo largo de los distintos tiempos medidos, indicando la agregacion

parcial del sistema desde un principio hasta la agregacion total a las 24 horas.

Estos datos en conjunto comprueban que el recubrimiento de los NprO con
moléculas de PEGs y ANG2 otorgan estabilidad al nanosistema, sin riesgo de
agregacion para los ensayos celulares. Los NprO a pesar de no tener
recubrimiento pueden ser estabilizados por la CP presente en el medio
DMEM/F12 1%, pero no en PBS ya que estos fueron desestabilizados y al no

existir proteinas en el medio no se formo la corona de proteina.

3. Evaluar la citoxicidad del nanosistema NprO-PEGs-ANG2 en la linea
celular SH-SY5Y

3.1. Ensayo de viabilidad celular MTS

Utilizando la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, la cual se
utiliza como un modelo celular tipo neuronal, se determin0 si los nanosistemas
NprO, NprO-PEGSENR y NprO-PEGs-ANG2 tienen algun efecto sobre la
viabilidad celular. Este ensayo consiste en corroborar la viabilidad celular a
traves de la actividad mitocondrial, la cual reduce la sal MTS y produce un
compuesto coloreado (formazan) [113]. Se obtuvo el porcentaje de viabilidad
para las muestras en concentraciones crecientes desde 0,15 a 1,5 nM, siendo
estas concentraciones adecuadas y estudiadas cominmente para aplicacion en
efectos fototérmicos in vitro e in vivo de estos nanomateriales [32, 33], con 24

horas de exposicion (figura 51). Ademas, se realizd este ensayo a las mismas
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concentraciones, pero con tiempo de exposicion de 48 y 72 horas (figura 3s y

4s anexo, respectivamente).
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Figura 51. Gréfico viabilidad celular por ensayo MTS. C+ (medio), C- (SDS), Cvh (agua) y los
tratamientos corresponden a NprO, NprO-PEGSENR y NprO-PEGs-ANG2, a concentraciones de 0,15,
0,5, 1y 1,5nM por 24 horas en células SH-SY5Y. Los experimentos fueron realizados en triplicado
conunn=3.*P<0,05, Holm-Sidak.

El ensayo MTS evalGa la actividad mitocondrial, la que se relaciona
directamente con la viabilidad celular, pero si los compuestos analizados
afectan esta funcion, ya sea aumentandola o disminuyéndola, pueden afectar la

interpretacion de los resultados.

El anélisis de la viabilidad celular por este ensayo muestra que los nanosistemas
NprO, NprO-PEGSENR 'y NprO-PEGs-ANG2 no presentan efectos en
citotoxicos en la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y en las condiciones
ensayadas. Lo anterior debido a que no existen diferencias significativas entre
el control positivo y las muestras estudiadas, existiendo diferencia significativa

solo con el control de muerte celular (SDS).
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3.2. Ensayo azul de tripan (TPB)

Mediante el ensayo azul de tripan (TPB) se realiz6 un conteo de células vivas
y células muertas [114]. El agente de tincion TPB se utiliza en ensayos de
viabilidad celular por su capacidad de diferenciar células vivas de muertas. Las
células vivas o tejidos con su membrana celular intacta no se colorean debido
a la selectividad que esta posee, impidiendo su entrada. Por el contrario, la
membrana celular en las células muertas suele estar comprometida y con poros
que permiten la entrada del TPB y muestran de un distintivo color azul bajo el
microscopio (figura 52).

Figura 52. Tincién por azul de tripan en SH-SY5Y. A) Células vivas (transparentes) en contacto con
el colorante TPB. B) Celulas vivas (transparentes) y muertas (azules) en contacto con el colorante
TPB.

Mediante el conteo celular en la cAmara de neubauer al microscopio, se obtuvo
el porcentaje de viabilidad de NprO, NprO-PEGSENR y NprO-PEGs-ANG?2 en

concentraciones de 0,15 a 1,5 nM con exposicion por 24 horas (figura 53).
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Figura 53. Gréfico viabilidad celular por azul de tripan. C+ (medio), C- (SDS), los tratamientos
corresponden a NprO, NprO-PEGsENR y NprO-PEGs-ANG2, a concentraciones de 0,15,0,5,1y 1,5
nM por 24 horas en células SH-SY5Y. Los experimentos fueron realizados en triplicado con un n =
3. * P < 0,05, Holm-Sidak.

Ademas, se realizo este ensayo a las mismas concentraciones, con un tiempo
de exposicion de 48 y 72 horas con los tratamientos (figura 5s y 6s del anexo,

respectivamente).

El ensayo por azul de tripAn mostré que la viabilidad celular nunca descendio
del 99% para todas las muestras ensayadas. Ademas, no hubo diferencias
significativas entre los grupos experimentales comparado con el control
positivo, solo con el control negativo. Por lo que mediante este ensayo no se
observaron efectos sobre la viabilidad celular de la linea SH-SY5Y a las

condiciones estudiadas.

Una potencial desventaja de este ensayo es que el TPB en si es un agente que
puede ser toxico si se deja por un tiempo prolongado con las células, por lo que

los valores obtenidos fueron de manera inmediata a la mezcla con TPB y de
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manera secuencial, es decir se tifié un pocillo a la vez previo a su observacion

al microscopio.

3.3. Imagenologia y Fluorescencia por Calceina

Mediante el uso del fluoréforo verde calceina(CALC) se evallo la viabilidad
celular de la linea celular SH-SY5Y.Esta molécula viene modificada con un
grupo éster acetoximetilado que le permite el traspaso a través de la membrana
plasmatica, recibiendo el nombre de calceina-AM (CALC-AM), el cual no es
fluorescente. Una vez que CALC-AM es absorbida por las células vivas, la
actividad de enzimas esterasas escinde el grupo éster de CALC-AM a CALC,
la cual es fuertemente fluorescente y dejando secuestrado el fluoréforo en el
citoplasma [115]. Se obtuvieron imégenes por microscopia de los controles
(figura 54) y las muestras NprO, NprO-PEGSENR y NprO-PEGs-ANG?2 (figura
55) a una concentracion de 1,5 nM fueron incubadas 24 horas con las células.

Ademaés, se obtuvo el porcentaje de viabilidad celular por intensidad de

fluorescencia (figura 56).

Figura 54. Imagenes por Microscopia con fluorescencia verde para C+y C-. A) C+ Control positivo
(medio),se observa la poblacion de celulas vivas tefiidas de verde por incorporar el fluoroforo CALC.
B) C- Control negativo (SDS 0,1%), baja poblacion tefiida. Exposicion de 24 hrs en células SH-
SY5Y. Ajuste a 100 pm.
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Figura 55. Imagenes por Microscopia con fluorescencia verde para NprO, NprO-PEGsENR y NprO-
PEGs-ANG2. A) Células con NprO 1,5 nM, B) Células con NprO-PEGsENR 1,5 nM y C) Células con
NprO-PEGs-ANG2 1,5 nM. Exposicion de 24 hrs en células SH-SY5Y. Ajuste de 100 pum.
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Figura 56. Gréfico viabilidad celular por intensidad de fluorescencia. C+ control positivo (medio),
C- control negativo (SDS 0,1%). Las muestras NprO, NprO-PEGSENR y NprO-PEGs-ANG2 se
incubaron por 24 hrs en células SH-SY5Y a una concentracion de 1,5 nM. Los experimentos fueron
realizados en triplicado con un n = 3. * P < 0,05, Holm-Sidak.
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El inconveniente que este ensayo presenta es que al ser un marcador solo de

células vivas, no da cuenta real de las células muertas presentes.

Mediante la utilizacién del fluoroforo calceina se logro la tincion de las células
vivas para asi determinar el porcentaje de viabilidad celular por la intensidad de
fluorescencia al interior de las células. Los datos obtenidos mostraron que los
nanosistemas no presentaron efectos sobre la viabilidad celular de la linea SH-

SY5Y a las condiciones estudiadas.

3.4. Citometria de flujo

Como ultimo ensayo celular en esta tesis se determind la viabilidad celular por
citometria de flujo, cuya técnica se basa en la utilizacion de luz laser para el
recuento y clasificacion de celulas segun sus caracteristicas morfolégicas [116]
y en conjunto con el uso del kit LIVE/DEAD se pudo diferenciar células vivas
de muertas por fluorescencia. Este kit para ensayos de viabilidad consta de 2
fluoréforos que son calceina-AM (515.m/488.x) para el marcaje de células vivas
y homodimero de Etidio (602.m/570.), que es un fluorescente débil hasta que
se une al ADN de células muertas cuya membrana no esta intacta. De este
modo, se obtuvieron graficos de citometria para los controles positivo y
negativo utilizados (figura 57) y para los tratamientos con NprO, NprO-
PEGSENR, NprO-PEGs-ANG?2 a una concentracion de 1,5 nM durante 24 horas
(figura 58).
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Figura 57. Gréficos de las poblaciones en los controles C+ y C-. A) control positivo (medio) donde
se muestra la poblacion considerada con 10.000 eventos (P1), la poblacién de células vivas (P3) con
filtro FITC-Ay la poblacién de células muertas (P4) con filtro PE-A. B) control negativo (SDS 0,01
%) con las poblaciones P1 considerada con 36 eventos, P3 y P4. Filtro FITC-A para marcador verde
(CALC) y PE-A para marcador rojo (HdE).

El ensayo fue validado al comprobar que los controles positivo y negativo
pudieron diferenciar las poblaciones vivas de muertas gracias a los marcadores
CALC y HdE. Por su parte el control positivo considerd6 10.000 eventos
(células) para el calculo de porcentaje de viabilidad y el control negativo solo
considerd 36 eventos, que se atribuye a la muerte celular ocurrida a las 24 horas
con SDS 0,01%. Las poblaciones que aparecen en color negro en P1 de ambos
controles son restos celulares que no fueron considerados como eventos y que
son inherentes a cada medicion realizada, por perdida de un pequefio porcentaje

de la poblacidn total en la preparacion de la muestra.
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Figura 58. Graficos de las poblaciones en los tratamientos. A) tratamiento NprO donde se muestra
la poblacion P1 considerada con 10.000 eventos, la poblacion de células vivas P3 con filtro FITC-A
y la poblacién de células muertas P4 con filtro PE-A. B) tratamiento NprO-PEGSENR con las
poblaciones P1considerada con 10.000 eventos, P3 y P4.C) tratamiento NprO-PEGs-ANG2 con las

poblaciones P1considerada con 10.000 eventos, P3 y P4. Filtro FITC-A para marcador verde (CALC)
y PE-A para marcador rojo (HdE).

Ademas, se calculd el porcentaje de viabilidad celular para de cada uno a las

condiciones ensayadas considerando los eventos obtenidos para cada muestra
analizada (figura 59).
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Figura 59. Gréfico viabilidad celular por citometria de flujo. C+ control positivo (medio), C- control
negativo (SDS 0,1%). Las muestras NprO, NprO-PEGsENR y NprO-PEGs-ANG2 tuvieron un tiempo
de 24 hrs en células SH-SY5Y a una concentracion de 0,5 nM. Los experimentos fueron realizados
en triplicado con un n = 3. * P < 0,05, Holm-Sidak.

La potencial desventaja que este ensayo podria presentar es en la preparacion
de las células para ser analizadas en el citbmetro, ya que estas podrian ser mal
manipuladas (centrifugacion y resuspension de células), siendo dafiadas y

eventualmente destruidas previo a su analisis.

Mediante la utilizacion del kit LIVE/DEAD se logré la tincion de células vivas
y muertas y determinar el porcentaje de viabilidad celular por citometria de
flujo. Los datos obtenidos mostraron que los nanosistemas no presentaron
efectos sobre la viabilidad celular de la linea SH-SY5Y a las condiciones
estudiadas. Corroborado ya que no hubo diferencias significativas entre los
grupos experimentales comparado con el control positivo, solo con el control

negativo.
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Finalmente, los resultados obtenidos mediante estos 4 ensayos celulares
realizados demostraron que los nanosistemas NprO, NprO-PEGSENR y NprO-
PEGs-ANG?2 en concentraciones crecientes (0,15, 0,5, 1,0 y 1,5 nM) durante
una incubacién de 24 horas con las células SH-SY5Y no presentaron efectos

sobre la viabilidad celular.

Estos nuevos resultados obtenidos se condicen con estudios anteriores
realizados para NprO estudiados en lineas de cancer gastrico [32] y células
epiteliales de rifion de mono [35]. Ademas de otras estructuras anisotropicas

como las nanovarillas oro en células de neuroblastoma humano [74].

Capitulo IV

Conclusiones y proyecciones

Los fines de esta investigacion fueron evaluar la estabilidad coloidal de NprO
con y sin modificaciones a su superficie, a través de la funcionalizacion con
PEGs tiolados y angiopep-2, usando técnicas de caracterizacion fisicoquimica.
A su vez, estudiar el comportamiento de estos nuevos nanosistemas en medios
de cultivo celular, y los efectos que estos podrian tener sobre la viabilidad
celular de la linea SH-SY5Y.

NprO fueron obtenidos de manera reproducible y con alto control de la
concentracion y tamafio de particula. EI maximo de absorbancia se ubicé en la
zona del infrarrojo cercano, entre 800 y 900nm. Ademas, que los NprO

evaluados durante 30 dias, permanecen estables a temperatura ambiente. Los
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cambios fisicoquimicos en el nanosistema en las distintas etapas de
conjugacion y funcionalizacién dan cuenta del éxito en las metodologias
utilizadas en la incorporacion de las moléculas de interés PEG y ANG2. Estas
modificaciones superficiales fueron corroboradas mediante cambios en el
didmetro hidrodinamico y carga superficial de los nanosistemas. Ademas, se
caracterizaron usando espectroscopia UV-vis para a su vez, chequear la
permanencia de las bandas de absorcion. Todos los sistemas obtenidos en cada
etapa de funcionalizacién se visualizaron usando microscopia electronica de
transmision y barrido, mostrando los tamafios obtenidos y su morfologia

caracteristica.

Se logré enriquecer el sistema aplicando un protocolo de centrifugaciones,
reduciendo el nimero de esferas producidas como subproducto de la reaccion
y logrando asi el enriquecimiento de nanoprismas de un 92% a 96%.
Adicionalmente, se demostrd la estabilidad coloidal de los NprO en sus
distintos grados de multifuncionalizacion, en DMEM/F12 1%. Para el caso de
los estudios realizados en PBS, se observd que los NprO sin recubrimiento son
completamente inestables, sin embargo, cuando son funcionalizados con PEG
y con PEG-ANGZ2, los nanoprismas son estables en el tiempo de estudio hasta
24 horas, pero con un porcentaje de la poblacion adherida al tubo de centrifuga

durante el ensayo desde las 3 horas.

Finalmente, estos nanosistemas no presentaron efectos sobre la viabilidad
celular de la linea SH-SY5Y en concentraciones desde 0,15 a 1,5 nM con una
exposicion de 24 horas, mediante las 4 técnicas de viabilidad utilizadas en este
proyecto. Estos resultados contribuyen a la primera aproximacion de la

toxicidad de los NprO pensando en terapias para enfermedades neuronales

76



como el Alzheimer, haciendo a estas nanoparticulas un potencial candidato

para su utilizacion.

Para aumentar la informacion y contribuir ain mas sobre estos nanoprismas de
oro en este mismo contexto, es que el trabajo posterior y las proyecciones que

tiene este trabajo de tesis son los siguientes:

e Multifuncionalizar el nanosistema con péptidos que le otorguen
direccionamiento a los agregados AP considerando una terapia para

Alzheimer. (En desarrollo)

e Evaluar la capacidad de penetracion celular en lineas de barrera
hematoencefalica como las celulas endoteliales bEnd.3 y conocer su

toxicidad.
e Evaluar latoxicidad in vivo de los NprO para justificar su uso en terapia.

e Conocer la biodistribucién de los NprO al ser administrados en un

modelo animal y ver el porcentaje de llegada a su blanco.

e Estudiar sus usos en diagndstico y terapia fototérmica para desagregar

agregados toxicos del péptido B-amiloide.
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Anexos
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Tabla 1s. Datos curva de calibracion por absorcion atomica. Serie de datos utilizados para la curva
de calibracion de NprO-PEGsENR y ecuacion de la recta.
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Figura 1s. Gréfica de la curva de calibracion de NprO-PEGSENR por absorcién atémica. Curva
realizada con los datos de la tabla 4, con un R? de 0,9984, pendiente (€) de 16,419e intercepto de
0,0117.
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Tabla 2s. Datos curva de calibracion por NTA. Serie de datos utilizados para la curva de calibracion
de NprO-PEGsENR y ecuacion de la recta.
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Figura 2s. Gréafica de la curva de calibracion de NprO-PEGsENR por NTA. Curva realizada con los
datos de la tabla 4, con un R? de 0,9984, pendiente (€) de 6,6786 e intercepto de 0,1533.
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Figura 3s. Gréfico viabilidad celular por ensayo MTS. C+ (medio), C- (SDS), Cvh (agua) y los
tratamientos corresponden a NprO, NprO-PEGSENR y NprO-PEGs-ANG2, a concentraciones de 0,15,
0,5, 1y 1,5nM por 48 horas en células SH-SY5Y. Los experimentos fueron realizados en triplicado
conunn=3.*P<0,05 Holm-Sidak.
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Figura 4s. Gréfico viabilidad celular por ensayo MTS. C+ (medio), C- (SDS), Cvh (agua) y los
tratamientos corresponden a NprO, NprO-PEGSENR y NprO-PEGs-ANG2, a concentraciones de 0,15,
0,5, 1y 1,5 nM por 72 horas en células SH-SY5Y. Los experimentos fueron realizados en triplicado
conunn=3.*P<0,05, Holm-Sidak.
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Figura 5s. Grafico viabilidad celular por azul de tripan. C+ (medio), C- (SDS), los tratamientos
corresponden a NprO, NprO-PEGsENR y NprO-PEGs-ANG2, a concentraciones de 0,15,0,5,1y 1,5
nM por 48 horas en células SH-SY5Y. Los experimentos fueron realizados en triplicado con un n =
3. * P < 0,05, Holm-Sidak
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Figura 6s. Grafico viabilidad celular por azul de tripdn. C+ (medio), C- (SDS), los tratamientos
corresponden a NprO, NprO-PEGsENR y NprO-PEGs-ANG2, a concentraciones de 0,15,0,5,1y 1,5
nM por 72 horas en células SH-SY5Y. Los experimentos fueron realizados en triplicado con un n =
3. * P < 0,05, Holm-Sidak.
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