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RESUMEN

Uno de los avances de la nanotecnologia es la aplicacion de nanoparticulas
metalicas (NPs) en el campo de la biomedicina. Estas NPs en presencia de campos
magneéticos oscilantes (CMO) pueden absorber energia en forma eficaz y disiparla
localmente efectuando wuna especie de cirugia molecular, produciendo la
desagregacion de agregados proteicos toxicos o la muerte de células tumorales. La
clave para el uso de NPs metdlicas es que las mismas puedan dirigirse
especificamente al sitio de accion. Mediante el uso de péptidos es posible dirigir
selectivamente NPs a agregados toxicos de la proteina B-amiloide (AB), presentes en
cerebro de pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer (EA) o a células

tumorales en el caso de cancer.

Con este fin, se sintetizaron NPs de oro (AuNPs) y NPs de 6xido de hierro (NPs
de y-Fe,03), las cuales se conjugaron a los péptidos BN y RAF que son capaces de
reconocer células tumorales y a los péptidos INH, i1 e i2 con capacidad de unirse a los
agregados téxicos de AB. Asimismo, para evaluar el grado de toxicidad que presentan
estos conjugados, se realizaron ensayos de citotoxicidad en diferentes lineas celulares,
mientras que para determinar si los péptidos INH, i1 e i2 conjugados a las NPs
mantienen su actividad biolégica, se estudié la interaccion in vitro de los conjugados
con agregados de AB. De esta manera, se obtuvieron AuNPs de 12 nm y NPs de
v—-Fe»O3; de 8 nm conjugadas a los péptidos de interés. Los conjugados de los péptidos
INH, i1 e i2 a las AuNPs presentaron un bajo grado de toxicidad in vitro, manteniendo
su capacidad de unirse a los agregados téxicos de AP. Por otra parte, los mismos
péptidos conjugados a NPs de y-Fe,O3; presentaron la toxicidad inherente a las NPs,
mientras que las NPs de y-Fe,O3; conjugadas al péptido BN presentaron, de la misma
manera, el efecto toxico propio de las NPs, no incrementandose dicho efecto por la
presencia del péptido en cuestion. La conjugacion de NPs de y-Fe,O3; con el péptido
RAF produjo una disminucién de la toxicidad dosis dependiente, posiblemente por un
efecto biocompatibilizador del péptido.
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OBTENTION OF CONJUGATES PEPTIDE METALLIC NANOPARTICLES WITH
POTENTIAL BIOMEDICAL APPLICATIONS

SUMMARY

One of the developments in nanotechnologies is the application of metallic
nanoparticles (NPs) in biomedicine field. When exposed to oscillating magnetic fields
(OMF), NPs are able to absorb energy and deliver it with nanometrical accuracy,
carrying out a sort of molecular surgery, resulting in the disruption of toxic protein
conglomerates or tumour cells death. The main feature that metallic NPs could have is
related with the ability to reach specific therapeutic sites. NPs coated with adequate
peptides could be targeted to toxic aggregates of beta amyloid (AB), which is involved in
Alzheimer disease (AD), or toward tumour cells in cancer.

In consequence, gold NPs (AuNPs) and iron oxide NPs (y—Fe>Os; NPs) were
synthesized and subsequently conjugated to a BN and RAF peptides, which are able to
recognize tumour cells. In the other hand, AuNPs and y-Fe.O; NPs were also
conjugated to other peptides with high affinity for toxic deposits of AB. In this regard,
toxicity assays were perfomed in order to evaluate the toxicity level of those conjugates
using different cell tumour lines, whereas in vitro interaction between conjugates
peptide-NPs and AR fibers was studied to determinate if peptides maintain its biological
activity. Consequently, AuNPs of 12 nm and y-Fe,O3; NPs of 8 nm were obtained and
subsequently conjugated to the peptides in matter. In vitro, AUNPs conjugated to the
peptides with high affinity for toxic deposits of AB, showed a low toxicity degree
maintaining its ability to interact with those toxic deposits. Finally, v-Fe,O3; NPs showed
to be toxic either conjugated or not to the same peptides that showed affinity for AR
deposits exposed before. Besides, a characteristic toxic effect of the y-Fe,O; NPs was
observed, which was not increased by the presence of BN peptide, nevertheless, a
decrease in the toxicity dose dependent was produced by y-Fe>Os; NPs conjugated to

RAF  probably due to a biocompatibilty effect of this peptide.
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I. INTRODUCCION

La nanotecnologia, hoy en dia, apunta principalmente al disefio de materiales y
dispositivos a nivel nanométrico (1). En este sentido, recientes investigaciones han
contribuido de manera importante al estudio de la produccion y aplicacion de NPs
metalicas en el campo de la biomedicina (2). EI mayor interés sin duda, en estos
ultimos afos, ha sido el avance de la nanomedicina, definida como el monitoreo,
reparacion, construccion y control de sistemas biolégicos usando nanoestructuras (3).
El término NP representa a todas aquellas particulas cuyo tamafio es inferior a 1
micrémetro (um), pudiendo llegar incluso a unos pocos nandémetros (nm), lo que las
sitia en dimensiones inferiores a las de una célula (10-100 pm), de un virus (20-450
nm), de proteinas (5-50 nm) e incluso de los genes (2 nm de ancho por 10-100 nm de
largo) (4). Esta caracteristica hace que sean muy interesantes, ya que debido a su
tamano nanométrico son potencialmente capaces de llegar muy cerca de ciertas
entidades biol6gicas, como por ejemplo, al nacleo de una célula (5). Por otro lado, las
NPs metalicas en presencia de campos magnéticos oscilantes (CMO) pueden absorber
energia de forma eficaz y disipar localmente el calor absorbido, en este sentido es
posible distinguir dos tipos de NPs metdlicas, las magnéticas y las no magnéticas. Las
primeras responden muy sensiblemente a CMO de baja frecuencia (1000 KHz) como
es el caso de algunos Oxidos de hierro (6,7), en cambio las NPs que no son
magneéticas, como las de oro, responden por aplicacion de frecuencias mayores (GHz),
(8) es por esta razon que NPs de tipo magnético han sido utilizadas como agentes de
hipertermia en el tratamiento de ciertos tumores cancerigenos (9). El uso de NPs
metalicas en diagndéstico y tratamiento de enfermedades estaria estrechamente
relacionado con su baja toxicidad, biocompatibilidad y estabilidad en medios biolégicos,
es asi como estas particulas estan sujetas a experimentar modificaciones de tipo
biolégico y/o quimico con el fin de cumplir estos requisitos. Este proceso depende en
gran medida del tipo de NP metalica (oro, éxido de hierro, cobalto, plata, entre otras) ya
que la superficie de cada una de ellas provee de sitios especificos de interaccién con
diferentes moléculas biol6gicas, entre las que se encuentran anticuerpos (y sus

fragmentos), lectinas, proteinas, péptidos, hormonas y ligandos de bajo peso molecular



(10) los cuales permiten el reconocimiento e interaccion de estos nanomateriales con
diferentes blancos terapéuticos. Estas NPs al poseer propiedades Opticas Unicas,
pueden ser utilizadas como biosensores moleculares, permitiendo el diagnéstico y la
investigacion de algunos tipos de cancer in vivo e in vitro (11). Paralelamente, NPs de
tipo magnético, como las de 6xido de hierro (y-Fe, O3 6 Fe; O,), las que pueden ser
dirigidas mediante un campo magnético externo, se han funcionalizado con polimeros y
farmacos anticancerigenos con el fin de ser utilizadas, via intravenosa, como agentes
liberadores de drogas en el tratamiento del cancer (12,13). De la misma manera, han
sido biocompatibilizadas con anticuerpos monoclonales, transferrina, albamina, insulina
y factores de crecimiento, con el fin de obtener células que incorporen las NPs
magnéticas, y asi separarlas por aplicacién de un campo magnético de una matriz
biologica (14). En el campo de la imagenologia, se han utilizado como agentes de
contraste en resonancia magnética nuclear (RMN), ya que la inclusién de particulas
magnéticas en ciertos tejidos permite un incremento de la intensidad de las sefales
que se obtienen mediante esta técnica, mejorando asi las imagenes obtenidas por
RMN (15).

Es por ello que en virtud de la extrema versatilidad de estos materiales nace el
proyecto de obtener conjugados péptidos con NPs de oro (no magnéticas) y 6xido
hierro (magnéticas), con el fin de explorar sus potenciales aplicaciones biomédicas en
el campo del diagnostico y terapia de enfermedades como Alzheimer y cancer. Para
ello, en una primera instancia, es necesario determinar la toxicidad de los
nanomateriales obtenidos asi como también evaluar si los péptidos anclados a las NPs

mantienen la capacidad de reconocer a sus dianas.

1. Marco teorico

1.1 Obtencion de AuNPs

Las suspensiones coloidales corresponden a sistemas fisicos compuestos por

dos fases, una continua, normalmente fluida y otra dispersa en forma de particulas. Los



coloides cubren un amplio intervalo de tamafnos que va desde unos pocos nanémetros
hasta unas pocas micras (16). Las interacciones electrostaticas en estos sistemas
juegan un rol muy importante, ya que en general, la carga superficial de las particulas
suspendidas en el liquido, forma una doble capa eléctrica alrededor de ellas. La
repulsion de las cargas entre particulas vecinas, es lo que finalmente otorga la
estabilidad al coloide (17). Las AuNPs se clasifican como coloides de caracter liofébico,
es decir, presentan baja afinidad por el medio dispersante y se obtienen principalmente
a través de dos metodologias de sintesis agrupadas en dos categorias: (a) Métodos de
condensacién, en los cuales particulas de tamafos subcoloidales son inducidas a
agregarse hasta alcanzar tamanos coloidales, y (b) Métodos de dispersion en los que
particulas de tamanos superiores a los coloidales son reducidas de tamaro (18).

De cara a futuras aplicaciones terapéuticas, se debe considerar sin duda, el
estudio de factores farmacocinéticos tales como la absorcién y distribucion de las
AuNPs en el organismo. Este proceso depende considerablemente de la via de
administracion, composicién y carga superficial de la NP asi como también de su
tamano (19,20). Este ultimo es un factor critico, ya que la rapidez de penetracion de
una sustancia a través de barreras biolégicas, esta inversamente relacionada con el
tamano molecular (18). Es asi como estudios en ratones han demostrado que AuNPs
de 4 y 10 nm son capaces de ser absorbidas eficientemente en el tracto

gastrointestinal (21).

De esta manera y dependiendo del tamafo de AuNP que se quiera obtener, es
que existen numerosos protocolos de sintesis. El método sintético descrito por
Turkevich y col. (22) y también el de Levy y col. (23) permiten la obtencion de
particulas de tamafnos de 7 nm o superiores, segun sea el caso, mediante la reduccién
de una sal aurica (HAuCl,) con citrato de sodio en presencia de calor. El control de
tamano de las AuNPs estd dado por la variacién en la relacién citrato/HAuCl,. En la
figura 1 se observa la formacién de un centro teérico de nucleacién, sobre el cual se
adsorberian capas sucesivas de atomos de oro, hasta alcanzar el tamafo de particula
permitido por el método (18,24).



Entre las técnicas mas utilizadas para caracterizar AuNPs se encuentra la
espectrofotometria UV visible, la cual brinda informacién sobre la concentracion, el
tamano y homogeneidad de tamano de las particulas, comparando la radiacion
luminosa absorbida o transmitida por una solucion de AuNPs respecto de un blanco.
De este modo la concentracidn se relaciona con la absorbancia en el pico maximo de
absorcion, el tamano con la posicion del pico, mientras que la homogeneidad de
tamano con el ancho del pico. Los coloides de oro, los cuales se caracterizan por su
intenso color rojo, absorben luz en la regi6on verde-azul del espectro (25). Esta
absorcion depende de ciertos factores como el tamano de las NPs, su estado de
agregacion y de la frecuencia de resonancia del plasmén de superficie, caracteristico
de las particulas metalicas (26). De esta manera las AuNPs de 10 nm absorben a los
520 nm de longitud de onda (27). Otra técnica de caracterizacién utilizada es la
microscopia electrénica de transmision (MET), la cual permite obtener principalmente
informacion acerca del tamario y forma de las AuNPs, ya que la muestra es irradiada
por un haz de electrones, lo que permite obtener una imagen aumentada producto del

contraste de los electrones retenidos, absorbidos o dispersados por las AuNPs (24).

Citrato de sodio
HAWCl, ——— © % = .
O

Temperatura

> Atomos de oro

@ Centro teodrico de nucleacion

Figura 1. Centro tedrico de nucleacién sobre el cual se
adsorberian los atomos de oro para dar origen a las
AuNPs.

1.2 Obtencion de NPs de y- Fe,05

Como intermediarios entre el estado molecular y sélido, las NPs combinan la
accesibilidad quimica en solucion con las propiedades fisicas del estado bulk. La

aplicacién de pequenas particulas de hierro en diagnéstico in vitro ha sido practicada



desde hace 40 afnos, principalmente utilizando éxidos de maghemita y magnetita (y-
Fe,O; y Fes;O4, respectivamente). Estas NPs son capaces de formar suspensiones
homogéneas llamadas ferrofluidos, las cuales pueden interactuar con un campo
magnético externo y por ende ser posicionadas en un area especifica dentro del
organismo, no reteniendo magnetizacion alguna después de la exposicién a este
campo, lo cual es muy importante de cara a una futura aplicacion terapéutica, ya que
de esta manera se reduce la posibilidad de agregacién de las NPs a causa de la fuerte
atraccion magnética que se pueda originar entre las particulas (14).

Dentro de los métodos de sintesis de NPs de y-Fe,Os;, encontramos los
métodos fisicos y quimicos. En el primer caso, se destacan técnicas como la
deposicion en fase de gas y la litografia en corriente de electrones, sin embargo la
principal desventaja de estos métodos es que el tamano de la NP no puede ser
controlado durante la sintesis (28). Por otro lado las rutas quimicas, caracterizadas por
su simpleza y eficiencia, son capaces de controlar el tamafo, composicién y a veces

incluso, la forma de las NPs (29,30).

El método sintético desarrollado por Yu y col. (31) para la obtencion de NPs de
v-Fe-O3; biocompatibilizadas, se basa en la coprecipitacion de soluciones de iones
férrico y ferroso en una solucién de hidréxido de sodio (Figura 2). Posterior a esta
etapa, las NPs sintetizadas son recubiertas con acido metacrilico, el cual al entrar en
contacto con el coloide de y-Fe,O3; se adhiere fuertemente a su superficie a causa de
la alta afinidad que posee este reactivo por los 6xidos metalicos. De esta manera y
luego de la polimerizaciéon del acido metacrilico adsorbido sobre el 6xido, es posible
obtener NPs magnéticas de y-Fe,Os funcionalizadas con acido polimetacrilico, las

cuales poseen grupos carboxilos libres en la superficie (Figura 3).



Fe'+2F¢'+ 80H - Fe,0,+4H,0

Oxidacion
Fe O, == 7.FeO,
Magnetita Maghemita

Figura 2. Esquema del mecanismo de formacion Figura 3. NP de y-Fe.Os; recubierta con &cido
de NPs de y-Fe»Os a partir de una mezcla acuosa polimetacrilico, exponiendo los grupos carboxilos
de cloruros férrico y ferroso, mediante la adicion de  en la superficie.

una base.

Se han desarrollado numerosas técnicas para la caracterizacion de NPs de
oxido de hierro, entre las que se encuentran: (a) MET, la cual brinda informacion sobre
el tamano, forma y estado de agregacion de las particulas, (b) espectroscopia de
absorcién atomica para determinar la concentracién de hierro presente en las NPs
sintetizadas y (c) la microscopia electronica de transmision de alta resolucidn
(METAR), la cual se emplea principalmente para caracterizar la ultraestructura de las
particulas sintetizadas, lo que en conjunto con la difraccion de electrones posibilita
caracterizar la fase cristalina de las NPs, pudiéndose diferenciar los éxidos de hierro
sintetizados, ya sea y-Fe;O; o Fe; Oy4, de los hidroxidos de hierro u otras impurezas

que pueda presentar la muestra (31).

1.3 Sintesis y caracterizacion de péptidos de interés biolégico

La técnica de eleccidn para la sintesis de péptidos, hoy en dia, es la sintesis en
fase sélida (SPFS) introducida por Merrifield en 1960 (32), en la cual una estrategia de
pasos sincronizados, es utilizada para la obtencion de secuencias peptidicas (33). La
SPFS, especificamente, se basa en la unidén del primer aminoacido de cada secuencia
a un soporte sélido, insoluble e inerte (resina). Las reacciones son llevadas a cabo




dentro de un reactor, utilizando excesos de reactivos solubles, los cuales junto a todos
los productos formados por reacciones secundarias son eliminados mediante filtracion
y lavados. Para la incorporacion sucesiva de cada aminoéacido, la funcion carboxilica
debe ser activada mediante el uso de carbodiimidas en presencia de N-hidroxibenzo-
triazoles (34). Por otro lado, el grupo a-amino y los grupos funcionales presentes en las
cadenas laterales de cada residuo aminoacidico, estan protegidos quimicamente para
evitar reacciones secundarias no deseadas, las cuales afectan directamente la pureza
del péptido. Existen dos estrategias para la obtencion de péptidos por SPFS: Fmoc/tBu
y Boc/Bzl. En la estrategia Fmoc/tBu (Figura 4), la funcion Fmoc que enmascara la
funcién a-amino, es removida con tratamientos de piperidina, mientras que los grupos
labiles (tBu, Trt o tritil presentes en las cadenas laterales de cada aminoacido, son
removidos con acido trifluoroacético (TFA), una vez que el péptido es separado de la

resina.

@ NH—CH— ﬁ—o—
Resina

Desproteccion del o)
grupo amino

NH;—~CH — (lf—o—

| Resina

Acoplamiento del
siguiente aminoicido

Repeticiones sucesivas

@ NH—CH—C-(A
i @

- @ NH—CH-— (HT—NH-— CH — (|

| Resina

@ Grupo protector de la funcién o-amino
[ | Grupo protector de la cadena lateral
@ Grupo carboxilo activado

[[] Formacion de enlace amida

Figura 4. Estrategia de sintesis de péptidos en fase solida



Para la caracterizacion de los péptidos obtenidos, se utilizan principalmente la
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) (35) y la espectroscopia de masas
ionizacion por desorcion laser matriz asistida con analizador de vuelo (MALDI-TOF)
(36).

1.4 Obtencion de conjugados peptidicos de NPs con potencial aplicacion
terapéutica para la Enfermedad de Alzheimer:

Las enfermedades neurodegenerativas, de caracter crénico y progresivo, como
la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de
Huntington (EH) y las enfermedades pridnicas, se caracterizan por una pérdida
selectiva y simétrica de neuronas en los sistemas motores, sensoriales o cognitivos.
Del mismo modo poseen mecanismos celulares y moleculares en comun, entre los que
se incluyen la agregacion de proteinas y formacién de cuerpos de inclusion (37,38). La
EA es un desorden que se caracteriza principalmente por una pérdida de memoria a
corto plazo, lo que finalmente se traduce en una pérdida total de la funcién cognitiva. El
diagnostico definitivo de la EA se lleva a cabo mediante los analisis histopatoldgicos de
tejido cerebral, los cuales solamente se realizan post mortem. Los cerebros de las
personas que padecieron EA presentan una pérdida selectiva de neuronas del
hipocampo y corteza (39,40). Ademas presentan dos tipos de lesiones caracteristicas,
en las que estan involucrados dos grandes tipos de agregados de proteinas. Por un
lado los agregados extracelulares conocidos como placas seniles, que tienen como
mayor constituyente el péptido AR (39-43 aminoacidos), el cual deriva del proceso
proteolitico de una glicoproteina de transmembrana llamada proteina precursora del
amiloide (APP), y los agregados intracelulares llamados ovillos neurofibrilares, cuyo
componente principal es la proteina Tau hiperfosforilada. Esta proteina esta asociada a
los microtibulos neuronales y se encuentra en abundancia en los axones de las

neuronas. (41,42).

Si bien es cierto que el péptido AB se encuentra fisiolégicamente en el cerebro,
es en condiciones patolégicas cuando se autoagrega, formando diferentes especies



qgue van desde pequenos oligobmeros hasta fibras, lo que finalmente se traduce en la
formacion de los agregados toxicos mencionados anteriormente. Esta tendencia a la
agregacion se produce por el cambio en la conformacién de AB, normalmente soluble,
en estructuras ricas en lamina B (43). Se ha postulado que el efecto toxico de estas
fibras amiloides es consecuencia de un notable aumento en la interaccién del péptido
AB con proteinas neuronales de membrana y del dafio oxidativo, ademas de la
peroxidacion de lipidos en membranas celulares, inflamacion y el aumento en la
excitotoxicidad glutamaérgica, consecuencia de una variedad de mecanismos
secundarios (44). Son estos procesos los que en definitiva podrian ser responsables de
la pérdida neuronal y muerte en la EA (45). Las estrategias neuroprotectivas apuntan
entonces, en su mayoria, a reducir el dafio celular asociado con la generacion y

agregacion del péptido AB (46).
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Figura 5. Esquema representativo de la formacién de
placas amiloides.

AB posee la regiéon "LVFF? que actiia como nicleo hidrofébico, a partir del
cual se produce la autoagregacion; es asi como una sustitucién de aminoacidos en
esta region, produce enormes cambios en la conformacién del péptido y su habilidad
para formar fibras amiloides (47). Esta zona se ha convertido en el punto clave para el
disefio de péptidos disruptores de laminas B, los cuales son capaces de inhibir y
revertir el mal plegamiento de esta proteina, mediante el reconocimiento de esta

secuencia hidrofébica (43). Entre los disruptores de ldminas 3 que se han disefiado, se



encuentra el péptido LPFFDNH, (INH), el cual presenta una alta selectividad por los
agregados toxicos de APB; este disruptor conserva en su estructura los aminoacidos
claves para el reconocimiento y anclaje a AB (leucina y fenilalanina), la incorporacién
de la prolina en su estructura le confiere la capacidad de actuar como agente disruptor
de laminas B, evitando no sélo la agregaciéon de AB, si no que también su posible
autoagregacion y por ultimo, el &cido aspartico contribuye a mejorar la solubilidad del
péptido. Este péptido ademas de poseer un pequefo tamano, es capaz de atravesar la
barrera hematoencefalica y en este sentido, es importante destacar que INH posee la
capacidad de desagregar las placas amiloides in vivo, aunque para ello se deben
utilizar dosis muy elevadas que llevan, en los pacientes, a efectos adversos

importantes (47).

De esta manera, considerando las propiedades que ofrece el péptido INH,
sumado al efecto que produce un CMO sobre NPs metélicas, permitiria el desarrollo de
conjugados péptido-NPs con capacidad de atravesar barreras biolégicas y alcanzar
especificamente el blanco de interés, en este caso los agregados de AP. Estudios
preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio evidenciaron que los conjugados
de AuNPs con el péptido INH atraviesan la barrera hematoencefalica in vivo (48). En
este caso, los conjugados potencialmente podrian interactuar y desagregar los
depdsitos toxicos de AB, junto con impedir la formacién nuevos agregados, realizando
una especie de cirugia molecular, en donde la selectividad del conjugado hacia AB la
otorga el péptido INH y la capacidad de absorber energia y disiparla localmente, la
otorga las NPs mediante la aplicacion del CMO (49).

1.5 Obtencion de conjugados peptidicos de NPs con potencial aplicacion

terapéutica en el cancer:

En la ultima década se ha visto un crecimiento exponencial en el desarrollo de
péptidos para diagndstico y aplicacion terapéutica, particularmente en enfermedades
cancerigenas (50). El cancer se caracteriza por ser una enfermedad altamente

heterogénea, es decir, posee grandes diferencias moleculares en la expresion y
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distribucion de marcadores celulares sobre la superficie de diferentes tumores (51). El
objetivo ultimo de la terapia anticancerigena es la eliminacion completa de toda célula
cancerosa mediante métodos quirlrgicos, radioterapicos y farmacologicos, sin
embargo las células del tumor, al poseer distintas caracteristicas bioquimicas,
morfologicas e inmunoldgicas, presentan diferencias de sensibilidad frente a la accion
de los farmacos citotoxicos, los cuales debido a la baja especificidad que poseen
ocasionan en su mayoria abundantes, frecuentes y graves efectos nocivos sobre otros
organos y tejidos que se encuentran en condiciones normales (52). Para prevenir los
efectos adversos causados por el uso de terapias anticancerigenas citotoxicas y de
paso mejorar su efectividad, se necesita por un lado dirigir la terapia directamente a las
células malignas, sin afectar a las sanas y ademas perfilar en cada paciente los
blancos celulares especificos del tumor a tratar antes de comenzar el tratamiento
farmacoldgico. Es aqui donde entra en juego el disefio y desarrollo de péptidos con
actividad especifica para terapias anticancerigenas (51-53).

Los receptores para hormonas peptidicas en células tumorales, sirven como
dianas terapéuticas para ciertos ligandos peptidicos, los cuales ademas pueden ser
unidos a varios agentes citotéxicos actuando asi como vectores de los mismos. Se han
sintetizado péptidos analogos de la hormona liberadora de gonadotropinas,
somatostatina y de bombesina como potenciales agentes anticancerigenos, los cuales
han sido dirigidos a ciertos tumores como por ejemplo los de tipo neuroendocrino y
gastrico (54). Por otro lado, estan los péptidos liberadores de gastrina (PLG), los cuales
contienen 27 aminodcidos y estdn ampliamente distribuidos en el pulmén y el tracto
gastrointestinal, son producidos principalmente en el cancer prostatico, pancreatico y
de mama, donde funcionan como factores de crecimiento, activando multiples vias de
transduccién de senales, las cuales actian de modo sinérgico y combinatorio para
transmitir la sefal mitbgena al nacleo y asi promover la proliferacion celular (55). El
descubrimiento de que bombesina, péptido de 14 aminoacidos aislado originalmente
de la piel de una rana o PLG, pueden funcionar como un factor de crecimiento
autocrino en varios tumores, ha estimulado el desarrollo de antagonistas
bombesina/PLG, asi como también la aplicacion de analogos de bombesina radio-
marcados para la deteccion de tumores, principalmente de prostata (50).
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De la misma manera, la via Ras/Raf/MEK/ERK (Figura 6) es otro blanco
importante para dirigir agentes terapéuticos anticancerigenos (56). Esta via, es una
cascada de reacciones acopladas, que van desde los receptores de superficie de
membrana hasta la transcripcion de factores que regulan la expresidén génica. También
regula la actividad de muchas proteinas envueltas en la apoptosis, ya que es capaz de
causar profundos efectos sobre moléculas regulatorias apoptéticas, a traves de
fosforilaciones post transduccionales. La familia Raf tiene tres miembros, Raf-A, Raf-1
y Raf-B, los cuales son activados a través de su interaccion con la proteina Ras, en el
cancer existe una activacion anormal de esta via, debido a mutaciones que van desde
los receptores de membrana, incluyendo Ras y Raf-B hasta genes de otras rutas
asociadas (57,58).

Receprores asociados a
(pacﬁvi(la(l tirosina kinasa
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P13K, 14-3-3
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Figura 6. Esquema representativo de la cascada Ras/Raf/MEK/ERK

En este sentido, estudios recientes se ha demostrado que Raf-1 puede
fisiologica y funcionalmente interactuar con Rb, la proteina supresora de tumor de
retinoblastoma, mediante la fosforilacion de Rb por Raf-1, contribuyendo de esta
manera a su inactivacion y por ende facilitando la proliferacion celular. Esta interaccion
entre Rb y Raf-1, es probablemente uno de los mecanismos mediante el cual senales
mitbgenas recibidas en receptores extracelulares se contacten con la maquinaria de

ciclo celular en el nucleo. A raiz de estos antecedentes, se diseiid un péptido de 9
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aminoacidos, formado por los residuos 10-18 de la proteina Raf-1, el cual es capaz de
inhibir significativamente la fosforilacion de Rb, sin afectar otras proteinas de la via
antes mencionada, lo que se traduce en una disminucion en el crecimiento tumoral y
angiogénesis in vivo, demostrando que este péptido al ser capaz de interrumpir la
interaccion Rb-Raf-1 tiene un potencial valor terapéutico en el tratamiento de
desordenes proliferativos (59).

A raiz de estos antecedentes, bombesina, el péptido derivado de Raf-1 y sus
analogos, se convierten en atractivos candidatos para ser conjugados a las NPs
metalicas, tanto de oro como de éxido de hierro, ya que posiblemente sean capaces de
reconocer dianas especificas y efectivamente dirigir a las NPs a ciertos tumores

cancerigenos.

1.6 Caracterizacion de conjugados péptido-NPs

El principal objetivo que deben poseer las técnicas a utilizar para llevar a cabo
la caracterizacion de los conjugados péptido-NPs, es sin duda, demostrar que el
péptido se encuentra unido a la NP metélica. Dentro de las principales metodologias

que se utilizan para realizar esta tarea se encuentran:

a. Electroforesis en gel de agarosa, en la cual particulas cargadas migran en una
matriz porosa (gel) bajo un determinado campo eléctrico, donde la movilidad de
las particulas depende de su carga y tamano (60). En base a esto, la
electroforesis permite observar el cambio en la movilidad electroforética de las
AuNPs, con respecto a las AuNPs recubiertas con péptido (49).

b. Espectrofotometria UV-visible, que ademas de determinar la concentracion y
homogeneidad de tamarno, en el caso de los conjugados péptido-AuNPs,
permite observar un desplazamiento del lambda maximo, el cual podria
atribuirse a una modificacion en el plasmoén superficial de la particula, indicando

que la misma se encuentra recubierta por el péptido (18, 24).
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C.

Imagenes de tincion negativa y observacion por MET, mediante las cuales se
puede visualizar la presencia de péptido sobre la AuNP, en este caso se realiza
una tincién del péptido unido a la NP con acetato de uranilo y se observa por
MET (61).

Fotoespectroscopia de rayos X (FEX), la cual permite realizar un andlisis
quimico de la superficie de la AuNP y por ende determinar el estado quimico y
electronico de los elementos que existen en su superficie. En este caso la
presencia de azufre indicaria que el péptido se encuentra efectivamente unido a
la AuNP.

Estimacién del grado de recubrimiento peptidico de las AuNPs, en donde luego
de la conjugacién se toman dos muestras del mismo lote de sintesis, a una
fraccibn se le estima la concentracion de NPs presentes en la muestra,
mientras que a la otra se le determina la cantidad de péptido conjugado a las
NPs. La estimacion de la concentracion de AuNPs se obtiene directamente a
través del valor de absorbancia, el cual se correlaciona con la absortividad
molar (62). La cuantificacién del péptido unido a la NP se realiza mediante un
analisis de aminoacidos (AA), procedimiento que se utiliza principalmente para
determinar la composicion y cantidad de aminoacidos del péptido utilizado en la
conjugacion y por ende el unido a la NP metdlica. Este método se basa
principalmente en la hidrdlisis de la secuencia peptidica con HCI 6N, previa
liofilizacion del conjugado, lo que permite la obtencién de las unidades
aminoacidicas. Luego se realiza una derivatizacion de estas unidades con 6-
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil-carbamato, para su posterior analisis por
CLAE.

Espectroscopia de absorcién atémica, mediante la cual se determina la

cantidad de hierro presente en las NPs de y-Fe>O3; y por ende el numero de

NPs presentes en las muestras a estudiar.
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g. Estimacién de la eficiencia de la conjugacion del péptido unido a la NP, para lo
cual se determina el porcentaje de péptido no conjugado a la NP mediante
CLAE (63)

1.7 Toxicidad de NPs metalicas

El gran avance de la nanotecnologia en estos ultimos afos, trajo consigo un
aumento en la utilizacién de nanomateriales en una amplia variedad de aplicaciones,
como en las descritas en el campo de la biomedicina (64). Las NPs, caracterizadas por
su pequefno tamano y gran area superficial, poseen caracteristicas fisicas y quimicas
particulares, las cuales podrian repercutir en la toxicidad de las mismas sobre los seres
vivos, tanto a nivel de salud humana como medioambiental (65). Por otro lado, desde
un punto de vista farmacoldgico y toxicol6gico, varias son las interrogantes por

responder, como por ejemplo cédmo es su distribucion, metabolismo y excrecion (66).

El grado de toxicidad de las NPs metalicas podria ser un inconveniente para su
posterior uso en el campo de la biomedicina. Para solucionar dichos inconvenientes es
que las NPs se pueden biocompatibilizar conjugandolas a péptidos, logrando asi, que

su toxicidad disminuya (67).

1.7.1 Toxicidad de AuNPs

Sandhu y cols. reportaron que AuNPs poseen toxicidad a elevadas dosis en
cultivos de células mamarias (Cos-1) (68). Estudios recientes evidenciaron que AuNPs
recubiertas con especies catidnicas, tienen una toxicidad moderada, mientras que las
recubiertas con especies aniénicas, como podria ser un péptido cargado
negativamente, presentan un bajo grado de toxicidad frente a cultivos bacterianos de
E.coli, globulos rojos y/o células mamarias siendo, posiblemente, esta toxicidad dosis-
dependiente mediada por caracteristicas electroestaticas de las AuNPs (69). De esta
manera y con el fin de determinar los posibles efectos toxicos de las AuNPs y sus
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conjugados, es necesario realizar ensayos de citotoxicidad in vitro, empleando para

ello cultivos de la linea celular de neuroblastoma SHSY5Y.

Uno de los ensayos comunmente utilizados para evaluar la citotoxicidad
inducida por un factor externo a las células, es el basado en la reduccion de sales de
tetrazolio en un compuesto llamado formazan, reaccién llevada a cabo sélo por células
viables (Figura 7). De aqui se desprende que la cantidad de formazan producido esta
directamente relacionado con el nimero de células metabodlicamente activas, mientras
que las células danadas, inevitablemente perderan su capacidad de mantener vy
proporcionar la energia necesaria para su correcto funcionamiento, siendo incapaces

de reducir estas sales de tetrazolio (70,71).
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Figura 7. Estructura molecular y reduccién a formazéan de la sal
monosodica  (2-(4-lodofenil)-  3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-
tetrazolio y su correspondiente producto de reaccién via NADH.

1.7.2 Toxicidad de NPs de y-Fe,O3

Histéricamente, el uso de NPs de y-Fe,O; en el area clinica evidencia que
dichas NPs ha sido bien tolerado, sin embargo los efectos directos que provocan las
NPs sobre la funcién celular a diferentes concentraciones aun permanece en estudio.

Es asi como se. han investigado los efectos de NPs magnéticas funcionalizadas con



diferentes ligandos de superficie, demostrando que el nivel de exposicion de las NPs a
las células, asi como también el ligando utilizado, determinan directamente su efecto
sobre la morfologia celular (72). A la luz de estos antecedentes, es de vital importancia
determinar el grado de toxicidad que poseen las NPs de y-Fe,O; asi como la de sus
correspondientes conjugados peptidicos, mediante la realizacién de estudios de
toxicidad in vitro en la linea celular de neuroblastoma SHSY5Y y en la linea celular
HelLa derivada del cancer cervical, mediante el ensayo de citotoxicidad basado en la
reduccion de sales de tetrazolio.

1.8 Estrategias para dirigir NPs a diferentes blancos terapéuticos

1.8.1 Reconocimiento de los agregados de AB involucrados en la EA.

Las Illamadas enfermedades conformacionales, dentro de las cuales
encontramos la EA, se caracterizan principalmente por el mal plegamiento de proteinas
a causa de cambios en su estructura secundaria y/o terciaria. Este cambio
conformacional puede originar un efecto toxico directo o simplemente bloquear la
funcién de la proteina en su condicion fisioldgica (73). El péptido LPFFDNH , disefiado
por Soto y col. apunta a la region 17-20 (LVFF) del péptido AB (Figura 8), como zona
de reconocimiento para este disruptor de laminas 3 (47). Es importante destacar que a
este péptido se le adiciona un residuo Asp en su extremo C-terminal para incrementar
su solubilidad. En nuestro caso es de vital importancia evaluar si el péptido INH una
vez unido a la AuNP (INH-AuNP) mantiene la capacidad de reconocer a las fibras
amiloides, para lo cual es necesario evaluar el grado de interaccion que presenta este
conjugado frente a las fibras, ademas de evaluar el comportamiento de los conjugados
de AuNPs con sus isbmeros i1 e i2, para determinar si esta interaccion es secuencia

dependiente.
Es asi como la interaccion entre los conjugados péptidos-AuNPs vy los

agregados AR, se evalua mediante imagenes de MET (24) y por la determinacién

cuantitativa de las AuNPs que son capaces de interaccionar con las fibras amiloides.
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La evaluacion de esta interaccion requiere de la elaboracion de fibras amiloides a partir
de las especies monoméricas de AR utilizando para ello existen protocolos bien
establecidos, como el de Zagorsky y col. (74). Este protocolo contempla el tratamiento
de A con sustancias tales como &cido trifluoroaceético y hexafluoroisopropanol que no

afectan su estructura primaria, dando lugar a la formacién de monémeros.
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Figura 8. Secuencia de AB. En verde se representan los aminoacidos hidrofébicos que forman parte del
ndcleo de agregacion. En rojo se muestra la secuencia del péptido INH que presenta afinidad por los
agregados toxicos de AB.

En esta Memoria de Titulo se obtendran conjugados de NPs metélicas (AuNPs
y NPs de y-Fe,O3) con los péptidos INH y dos de sus isomeros (i1 e i2), los cuales son
capaces de reconocer el péptido AR (21). De la misma manera se evaluara tanto la
citotoxicidad de dichos conjugados frente a la linea celular de neuroblastoma SHSY5Y,
asi como también si los péptidos al estar conjugados a las NPs, mantienen la
capacidad de reconocer los agregados de AP. Es importante destacar que en caso de
utilizar estos conjugados en una potencial terapia frente a la EA los conjugados deben
dirigirse al sistema nervioso central, por lo cual sera necesario evaluar la
neurotoxicidad que los mismos presentan. Por tal motivo emplear un cultivo celular de

neuroblastoma es apropiado para estos fines.

De esta manera, la obtencién de los conjugados péptido-AuNP, se basa
principalmente en reacciones descritas donde los grupos tidlicos interaccionan
espontanea y rapidamente con superficies de oro (75). De acuerdo con este
conocimiento, es que el proceso de conjugacion se llevara a cabo modificando el
péptido INH mediante la adicion de una cisteina en la posicion N-terminal, originando
la secuencia CLPFFDNH; (cys-INH), la cual permite la interaccién directa de la AUNP
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con el péptido (23,24). De la misma manera se modificaran los péptidos isomeros
originando CDLPFFNH, (cys-i1) y CLPDFFNH; (cys-i2). En el caso de las NPs de y-
Fe,Os, la obtencion de los conjugados se realiza mediante la reaccion entre los grupos
carboxilos que se encuentran en la superficie de la NP y N-hidroxisuccinimida,
originando asi un éster activado, el cual es capaz de reaccionar con los grupos amino
de los residuos amino libres correspondientes a los residuos N-terminales que

contienen los péptidos INH, i1 e i2. (76).

1.8.2 Reconocimiento de células tumorales.

Uno de los objetivos en la obtencidén de péptidos conjugados a NP es dirigir las
mismas al blanco terapéutico que en cancer son las células tumorales. En la presente
Memoria se conjugan las NPs a péptidos anticancerigenos que per se presentan efecto
citotéxico pero que lo podrian perder al conjugarse a las NP. En cuyo caso el agente
antitumoral actuaria como un vector, pero si el mismo no pierde sus propiedades
antitumorales se tendria en el conjugado un efecto dual, es decir citotoxico y
paralelamente de direccionalidad de la NP. Aunque el péptido sirva solamente como un
vector de la NP, es necesario evaluar el potencial tdéxico que presentan los conjugados
péptido-NPs.

En esta Memoria de Titulo se obtendran péptidos derivados de bombesina, con
el fin de conjugarlos paralelamente a AuNPs y NPs de y-Fe,O3 y evaluar el efecto
citotéxico sobre la linea tumoral HeLa proveniente de cancer cervical. Para el caso de
los péptidos derivados de bombesina (BN) y el péptido Raf-1 (RAF), la obtencién de los
conjugados con AuNPs se llevara a cabo modificando ambas secuencias vy
adicionando el aminodacido cisteina, obteniendo los péptidos cys-BN (Ac-C-acido
caproico-QWAVGHLMNH,) y cys-RAF (Ac-GISNGFGFKKACNH,) (Figura 9). Ademas
de adicionar la cisteina, las secuencias fueron levemente modificadas, debido a que en
estos casos las lisinas no son necesarias para la conjugacién con las AuNPs,
conservando solamente la lisina perteneciente al Raf-1 original, en el caso del péptido
RAF.
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Figura 9. Secuencias peptidicas correspondientes a los péptidos cys-BN (A) y cys RAF (B).

Por otra parte, para la conjugacion del péptido BN (Ac-QWAVGHLM-acido
capréico-KKKNH) con NPs de y-Fe,O; se adicionaran tres residuos de lisina (K) en los
extremos C terminales, que tienen como finalidad dirigir la conjugacién de las NPs en
esa direccion, es decir, la NP se unira a los péptidos mediante la interaccion con los
grupos aminos presentes en esos aminoacidos, a través de la formacién del éster
activado. Asimismo la incorporacién de Lys en una secuencia peptidica contribuye a
mejorar la penetracion de los péptidos en las células (77). El acido capréico presente
en BN actuaria como sitio de corte enzimatico, en caso de que la NP unida al péptido
efectivamente ingresara a la célula, dejando libres por un lado el péptido intacto y por

otro a la NP de y-Fe0s;.

Por otro lado, en el caso de RAF (Ac-GISNGFGFKKKNH,), derivado del Raf-1
gue naturalmente posee una lisina en su extremo C-terminal, el adicionar lisinas extras
favorece que la union con la NP se efectlie sobre ellas y afecte lo menos posible la

lisina perteneciente a su secuencia original. (Figura 10)
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Figura 10. Secuencias peptidicas correspondientes a los péptidos BN (A) y RAF (B).
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HIPOTESIS

Los péptidos cargados negativamente a pHs fisiolégicos INH, i1 e i2 conjugados
a las NPs metalicas actuan disminuyendo la toxicidad de las NPs y aunque estén

conjugados a NPs son capaces de reconocer los agregados toxicos de Ap.

Los péptidos RAF y BN mantienen sus propiedades citotoxicas al estar

conjugados a NPs de y-Fe,O;

OBJETIVOS

Objetivos generales

Obtener conjugados de NPs metélicas magnéticas y no magnéticas con los

péptidos capaces de reconocer los agregados tdxicos de la proteina amiloide AR y de

disminuir la toxicidad de las NPs por un efecto biocompatibilizador de los péptidos

conjugados que presentan una carga negativa a pHs cercanos a los fisiolégicos.

Obtener conjugados de NPs de y-Fe,O; con los péptidos BN y RAF, con el fin

de evaluar su efecto citotoxico.

Objetivos especificos

Obtener y caracterizar AUNPs de aproximadamente 12 nm.
Obtener y caracterizar NPs de y-Fe,0Os3,

Sintetizar péptidos con capacidad de reconocer los agregados toxicos de Ap.

Qo o p

Conjugar las NPs a péptidos capaces de reconocer agregados de AB y evaluar su
toxicidad.

e. Determinar si existe interaccion de los conjugados con los agregados tdxicos de
AB.
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Sintetizar analogos de los péptidos antitumorales BN y RAF, con grupos
funcionales que permitan la conjugacién a AuNPs y NPs de y-Fe,Os;.

Obtener conjugados de NPs metalicas con péptidos antitumorales para dirigirlos a
células tumorales.

Evaluar la toxicidad de los conjugados NPs de y-Fe,O; frente a lineas celulares.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

Acetonitrilo: Merck, pureza 99,9%, PM 41,05

Agarosa: Sigma Aldrich, Cat. 6B100

Antibiotico estreptomicina-penicilina: GIBCO, Cat. 15140-122

Acido clorhidrico (HCI): Merck, pro andlisis, PM 36,46

Acido metacrilico monémero: Aldrich, pureza 99%, PM 86,09

Acido trifluoroacético (TFA): Aldrich, pureza 99%, PM 114,02

Anhidrido acético: Merck, pro analisis, PM 102,09
6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilcarbamato: AccQ-Fluor, Kit Waters, WAT
52880

7-Aza- 1- hidroxibenzotiazol (HOAt): Medalchemy S.L, PM 136,14
Benzotriazol-1-yl-N-oxi-tris(pirrolidino)fosfonio  hexafluorofosfato  (PyBOP): Iris
Biotech GmbH, PM 520,30

Bicarbonato de sodio (NaHCO3): Winkler, PM 84,01

Citrato de sodio dihidratado: Fluka, pureza 99,5%, PM 294,00

Cloruro de calcio dihidratado (CaCl, x 2H,0): Merck, 95% pureza, PM 110,99
Diclorometano (CH.Cl,): Merck, grado laboratorio, PM 84,93
Diisopropiletilamina (DIEA): Aldrich, pureza 99%, PM 129,25
Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI): Aldrich, pureza 99%, PM 126,20
Dimetilformamida (DMF): Merck, pro andlisis, PM 73,00

Dodecilsulfato de sodio (SDS): Sigma, > 98,5% pureza, PM 288,38

Eluente cromatografico A: Kit Waters, WAT 52880

Hidroxido de sodio (NaOH): Merck, pureza 99%, PM 40,00

Medio de Dulbecco Eagle medificado (DMEM): Sigma, Cat. D1152

MES buffer: Aldrich, pureza = 99%, PM 195,20

N-hidroxisuccinimida: Aldrich, pureza 98%, PM 115,09
N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida : Sigma, pureza 99%, PM 191,70
Peroxodisulfato de potasio (K>S»Og): Aldrich, pureza 98 %, PM 270,32
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Resina 4-benziloxi-2’,4’-dimetoxibenzidrilamina (MBHA AM Fmoc Rink amida): Iris
Biotech GmbH, sustitucién 0,72 mmoles/g de resina

Sal tetracloroadrica monohidratada (HAuCl, x H,O): Aldrich, pureza 99,9%, PM
339,79

Sal cloruro de hierro (ll) tetrahidratada (FeCl, x 4H,O): Aldrich, pureza 99 %, PM
198,81

Sal cloruro de hierro (Ill) (FeCls): Aldrich, pureza 98 %, PM 162,21

Tampén fosfato salino (tableta): Sigma, Cat. P-4417

Tampén TAE 50X: Tampén Tris Base 2M, Acido Acético Glacial (ajuste pH 8,3) y
EDTA 0,05 M

Tripsina: GIBCO Invitrogen, Cat. 15400-054

2.2 Materiales

= Concentrador de particulas magnético: Dynal MPC-50, Dynal Biotech
= Filtros hidrofilicos de 0,45 uM Millipore Millex-HV

= Filtros no pirogénicos de 0,22 um: Schleicher & Schuell

= Membrana de didlisis: Spectra/por MWCO 6-8,000

= Papel filtro N® 1: Whatman, 55 nm, Cat. 1001055

2.3 Equipos

= Agitador Heidolph DSG 304

= (Céamaray placa de electroforesis Bio-RAD

= Campana de seguridad biol6gica Nuaire UN-425-400E

= Centrifuga Eppendorf AG 5415 D

= Centrifuga Hettich Rotofix 32

= Centrifuga Varifuge 3.0 Heraeus Sepatech

= Espectrofotémetro ATI UNICAM UV3

= Estufa Nuaire US con sistema de filtracion HEPA y autoflujo de CO,
= Lector ELISA Bio-RAD 550

= Liofilizador VIRTIS 12EL
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= Microscopio Electrénico de Transmisién Zeiss EM 109

= Microscopio Electronico de Transmisién con candén de emision por efecto
campo, modelo Jeol 2010F

= Peachimetro WTW Microprocessor pH Meter

= Sistema cromatografico: Bomba Waters™ 600 Controller Millipore Model Code
6CE, detector con arreglo de fotodiodos Waters™ 996, columna cromatogréafica
Kromasil 100-5C-18 (4,6 mmx150 mm), precolumna C18 pBondapak (30
mmx4,6 mm), inyector Rheodyne de 20 uL, horno columna Waters™ 600,
computador Pentium Il con programa de adquisicion y tratamiento de datos
MILLENIUM versién 3.05

= Microflex MALDI-TOF, Bruker Daltonics, Inc., MA-USA

= Sonicador Ultrasons P-Selecta

= Vortex Eurolab MelB1719

2.4 Sintesis y caracterizacion de AuNPs

Sintesis de AuNPs: Para la obtencién de AuNPs de tamafos cercanos a 10
nm, se siguié el protocolo desarrollado por Turkevich y col. (22) y Levy y col. (23). El
material utilizado en las diferentes sintesis fue dejado en Extran al 2% durante una
noche, al dia siguiente se enjuagd con agua y posteriormente se lavd con agua regia,
finalizando con un dltimo enjuague en agua. Todas las soluciones que se prepararon y

los lavados de material se realizaron con agua Milli-Q (18.2 MQ cm).

Método de Turkevich: Se prepararon 106 mL de una solucién acuosa 2.2 mM
de citrato de sodio dihidratado, para lo cual se pesaron 68,5 mg de este reactivo. Esta
solucién se coloco en un balén de tres cuellos de 250 mL, se conectd un condensador
de reflujo en el cuello principal y un septum en cada uno de sus cuellos laterales, todo
este sistema se depositdé sobre un manto de calefaccion de aluminio con agitador
magnético incorporado, para obtener una mezcla continua. Por otro lado, se preparé 1
mL de una solucion 24,3 mM de HAuCl, hidratado pesando 8,0 mg de esta sustancia.
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La solucion de citrato fue llevada a ebullicién y una vez alcanzado el reflujo, se afadi6
gota a gota, pero rapidamente el mL de la solucion 24,3 mM de HAuCl, preparada con
anterioridad a través de uno de los cuellos laterales del balon. Después de
transcurridos aproximadamente 8 minutos, la solucién alcanzé un color rojo
caracteristico indicativo de la formacion de las AuNPs, con lo cual se retir6 el balon del
calor y se esperd a que la solucion alcanzara la temperatura ambiente, para luego
almacenarla a 4 °C.

Método de Levy: Se prepararon 100 mL de una soluciéon acuosa 1mM de
HAuCl,, para lo cual se pesaron 33,9 mg de este reactivo. Esta solucion se coloco en
un balén de tres cuellos de 250 mL, sobre su cuello central se conect6 un sistema de
reflujo y un septum en cada cuello lateral, el balon se dej6 sobre un manto de
calefacciéon con agitador magnético incorporado para lograr una mezcla continua y fue
llevado a ebullicién. Por otro lado se prepararon 10 mL de una solucién acuosa 38,8
mM de citrato de sodio dihidratado, para lo cual se pesaron 114,1 mg de este reactivo y
una vez preparada fue calentada en microondas hasta alcanzar los 60°C. Una vez
alcanzado el reflujo de la solucién de HAuCI, contenida en el balén, se esper6 8
minutos, tiempo después del cual la tibia solucion de citrato de sodio, preparada
anteriormente, fue agregada rapidamente por uno de los cuellos laterales del balon. De
inmediato aparecié un color negro intenso, el cual transcurrido 3 minutos pasé a un
color rojo borgona intenso, indicativo de la formacién de las AuNPs. Se dejé el sistema
a reflujo por 30 minutos mas y una vez terminado se dejé enfriar el balén a temperatura
ambiente, se filtrd la solucién mediante un filiro de 0,45 um y las AuNPs obtenidas se

almacenaron a 4 °C.

Caracterizacion de AuNPs: Las AuNPs sintetizadas mediante los diferentes
métodos, fueron caracterizadas por espectrofotometria UV-Visible y MET (18,24). Las
mediciones realizadas en el espectrofotometro UV-visible se llevaron a cabo en
cubetas plasticas de 1 cm de longitud. Se realizaron barridos entre longitudes de onda
de 400 y 700 nm buscando lambdas de absorcién caracteristicos para AuNPs. Como
blanco se utilizé una soluciéon 1,2 mM de citrato de sodio dihidratado. Todas las

mediciones en el espectrofotdmetro se realizaron de la misma manera y bajo las
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mismas condiciones de trabajo. La caracterizacién por MET se llevé a cabo en un
microscopio electrénico de transmision Zeiss utilizando rejillas de cobre recubiertas con
formvard. Las rejillas para este experimento se prepararon sobre una placa de Petri
recubierta con papel Whatman N°1. Sobre la placa y utilizando una pinza metdlica, se
ubico la rejilla y sobre ella se anadieron 20 pL de la muestra de AuNPs, esto con el fin
de obtener microfotografias y por ende las dimensiones y la distribucién de tamano de
las particulas, empleando para lo ultimo el programa computacional Image J. Se realizé
la medida de 200 NPs obtenidas desde diferentes zonas de la rejilla.

2.5 Sintesis y caracterizacion de NPs y-Fe 0,

Sintesis de NPs de y-Fe,O3: Fueron sintetizadas segun el método descrito por
Yuy col. (31) El material utilizado en la sintesis fue dejado en Extran al 2% durante una
noche, se enjuagd con agua Milli-Q y posteriormente se lavé con agua regia,
finalizando el proceso con un ultimo enjuague de agua Milli-Q. Para eliminar el oxigeno
presente en las soluciones, estas fueron burbujeadas con argdn por cinco minutos

antes de comenzar las correspondientes reacciones.

Se prepararon 50 mL de una solucién de NaOH 1 M, pesandose 2 g de esta
sustancia que se disolvieron en agua Milli-Q. La solucion fue depositada dentro de un
balon de tres cuellos de 100 mL, provisto de un equipo de agitacibn magnética
continua, sobre el cuello central del balén se conecté una ampolla de retorno la cual
contenia una solucibn de iones férrico y ferroso, cuyas concentraciones se
encontraban en una relacion molar de 0,5. Para lograr esta relacion se pesaron 1,625 g
de FeClz y 1 g de FeCl, x 4H,0 y se disolvieron en 30 mL de HCI 0,02 N, este ultimo se
obtuvo mezclando 6 mL de HCI 1 M con 24 mL de agua Milli-Q. Para obtener la
atmésfera inerte de argdn, los cuellos laterales del balon fueron sellados con un
septum, en uno de ellos se coloc6 una aguja lo suficientemente larga como para llegar
al fondo de la solucién, a través de la cual se burbujed el argdn hasta finalizar la
reaccion, mientras que en el otro septum se dispusieron dos agujas pequenas para la

salida del gas. Una vez armado el sistema, la solucién contenida en la ampolla de
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retorno fue agregada gota a gota sobre el NaOH 1 M que se encontraba dentro del
balén bajo agitacion continua. Ocurrido esto, la solucién de NaOH alcanz6 un color
negro producto de la formacién de las NPs. Después de haber agregado por completo
la solucidbn de iones de hierro, la reaccidbn se dej6 agitando por 30 minutos a
temperatura ambiente. La solucion coloidal obtenida fue centrifugada a 5000 rpm vy el
sobrenadante fue removido por decantacion. El precipitado se resuspendié en 250 mL
de agua Milli-Q, se deposité en un matraz y se almaceno a 4°C.

Posteriormente, se midieron 45 mL de la solucién de NPs de hierro obtenidas y
se pesaron 1,15 g de SDS, los cuales fueron agregados a 200 mL de agua Milli-Q en
un balén de tres cuellos de 250 mL, el cual se deposité en un manto de calefaccion de
aluminio equipado con un sistema de agitacion magnética para lograr una mezcla
continua. Sobre el cuello central del bal6n se conectd un sistema de reflujo, en cuyo
extremo terminal se ubicd una trampa anhidra, confeccionada con cloruro de calcio. El
sistema de atmésfera de argén se prepar6 de la misma forma explicada anteriormente.
La reaccion fue llevada hasta los 70 °C y en este punto se anadieron 960 pL de acido
metacrilico por una de las agujas de salida del sistema. Transcurridos 45 minutos, 1,98
g de K,S,Og fueron agregados a la reaccion por la parte superior del condensador de
reflujo y arrastrados con una pequena cantidad de agua Milli-Q. Se continué agitando
por 2 horas manteniendo los 70 °C de temperatura. Una vez cumplido el tiempo de
reaccion, la solucién alcanz6 un color café oscuro y se dejé enfriar a temperatura

ambiente.

Para remover el polimetaacrilato no unido a las particulas coloidales, los
excesos de reactivos y los subproductos de la reaccion, las NPs fueron lavadas
utilizando un concentrador de particulas magnéticas, este concentrador fue capaz de
retener a las particulas en su iman y en cada separacion el sobrenadante era eliminado
por decantacién, luego las NPs eran disueltas nuevamente en agua Milli-Q. Este

proceso se repitié cinco veces y una vez finalizado, se almacenaron a 4 °C.
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Figura 11. (A) Lavado de NPs de y-Fe2O3 a t=0 minutos. (B) Lavado de NPs de y-Fe;O3 at =15 minutos
en donde se puede observar el efecto del extractor de particulas magnéticas. Las NPs se encuentran
adheridas al iman dejando en el sobrenadante las impurezas de la reaccién como lo indica la flecha.

Caracterizacion de NPs de 1vy-Fe;O;: Las NPs magnéticas fueron
caracterizadas por MET, METAR vy difraccion de electrones (31). La caracterizacion
por MET se llevd a cabo utilizando iguales condiciones e igual procedimiento de
preparacion de muestra que el descrito en la seccidén 2.4 para el caso de las AuNPs.
En el caso de la METAR vy difraccién de electrones, se prepard una rejilla de carbono
sobre la cual se adicionaron 20 pL de muestra sobre papel Whatman N® 1.

2.6 Sintesis y caracterizacion de péptidos de interés biologico

Sintesis de péptidos: La elongacién del péptido en fase sélida fue llevada a
cabo en jeringas de polipropileno equipadas con discos porosos de polietileno. Los
solventes y reactivos solubles fueron removidos por succion. Se utiliz6 como soporte
polimérico la resina MBHA AM Fmoc Rink amida, la cual posee un grado de
funcionalizacion de 0,72 mmoles/g de resina. Para llevar a cabo la sintesis se pesaron
300 mg de la resina, los cuales se colocaron dentro de la jeringa de polipropileno.
Antes de comenzar la sintesis la resina fue lavada como sigue: DMF (2 veces x 1 min),
CH.Cl, (1 vez x 5 min) y nuevamente DMF (1 vez x 5 min) con volumenes
aproximados de 5 mL. La remocion del Fmoc se realizé con piperidina-DMF (1:4) (1

vez x 1 min, 2 veces x 10 min). Los lavados entre desproteccion, acoplamientos de
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aminoacidos y los subsecuentes pasos de desproteccion, se llevaron a cabo con DMF

(3 veces x 1 min) y CH,Cl, (3 veces x 1 min), usando 5 mL de solvente cada vez.

Las reacciones de acoplamiento se llevaron a cabo con Fmoc-aminoacido (4
equivalentes), HOAt (4 equivalentes) y DIPCDI (4 equivalentes), los cuales fueron
secuencialmente agregados a la resina, dejando la mezcla reaccionar por 90 minutos.
Una vez evaluada la efectividad del paso de acoplamiento mediante el ensayo de
ninhidrina, se continué con la desproteccion correspondiente para realizar el siguiente
acoplamiento o bien se reacoplé el aminoacido en cuestion. Para el reacople se utilizé
Fmoc-aminoacido (8 equivalentes), HOAt (8 equivalentes), PyBOP (8 equivalentes) y
DIEA (12 equivalentes), los cuales fueron agregados a la resina y se dejaron
reaccionar por otros 60 minutos. Una vez terminada la elongacién del péptido, una
mezcla de TFA-agua 95% fue agregada sobre la resina y se dejoé reaccionar por 1 hora
para producir la escision del péptido desde la resina. Luego de evaporar el solvente
bajo corriente de nitrdgeno, fueron realizadas sucesivas precipitaciones con una
mezcla de ter-butilmetileter/hexano en una relacién 1:1. En este proceso el péptido fue
clivado de la resina y posteriormente resuspendido en una mezcla acetonitrilo-agua
1:1. Luego de eliminar la resina de la solucibn mediante filtracién, se procedié a
congelar y liofilizar el producto obtenido.

Caracterizacion de péptidos: Se pesaron 80 mg del liofilizado obtenido en la
etapa anterior y se disolvieron en 4 mL de una mezcla acetonitrilo: agua (1:1),
posteriormente se filtraron y se inyectaron en el CLAE semi-preparativo para ser
purificados. Luego de la purificacién, se midié un volumen de 20 yL de cada péptido
puro y se inyect6 en el CLAE para su caracterizacion final, mientras que para realizar el
analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF se utiliz6 como matriz el acido 2,5-
dihidrobenzdico (DHB) a una concentracion de 10 mg/mL en acetonitrilo/acido férmico
0,1% v/iv (1:2) y se mezclé 1 uL del péptido obtenido con 1 pL de la matriz,
colocandose sobre una placa porta muestra micro scout. Los espectros se obtuvieron
en un equipo Microflex MALDI-TOF.
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2.7 Obtencion de conjugados péptidos AuNPs con posibles aplicaciones
terapéuticas en la EA y cancer:

Para la obtencion de los conjugados AuNPs-péptido, se emplearon los
protocolos descritos para la conjugacion de tioles de naturaleza no peptidica (75). Para
ello, se midié un volumen de 20 mL de AuNPs y se depositaron en un matraz de vidrio
de 50 mL provisto de un equipo de agitacidn magnética, posterior a esto el coloide fue
ajustado a pH 8 con NaOH 0,1 M con el fin de evitar precipitaciones durante la
conjugacion. Paralelamente, se pesé 1 mg del péptido y se disolvié en 1 mL de agua
Milli-Q. Rapidamente se afadié el mL de péptido al matraz y se dej6 agitando a
temperatura ambiente por 15 minutos. El conjugado AuNP-péptido resultante fue
sometido a didlisis por tres dias, empleando una membrana de didlisis y 2 L de
solucién de citrato de sodio dihidratado 1,2 mM, equivalentes a 705,8 mg del reactivo,
en la cual se sumergié la membrana. La dialisis se llevd a cabo bajo agitacién
constante a temperatura ambiente, realizando cambios de la solucién de citrato cada
24 horas.

2.8 Obtencion de conjugados péptidos NPs de y-Fe,O; con posibles aplicaciones

terapéuticas en la EA y cancer:

La conjugacién de las NPs magnéticas a los péptidos siguié el protocolo
descrito por Quaroni y Chumanov (76) el cual se basa en la activacién de acidos
carboxilicos. Antes de comenzar la conjugacién con los péptidos, las NPs fueron
sonicadas por 30 minutos y ajustadas a pH 8 con NaOH 1 M con el fin de
desagregarlas. Se prepararon 100 mL de una solucién amortiguadora acuosa MES 0,1
M, pesando 1,952 g de esta sustancia, luego se ajustdé a pH 5,5 con NaOH 1 M. Por
otro lado, utilizando la solucién amortiguadora MES se prepararon 4,1 mL de solucion
de N-hidroxisuccinimida (NHS) 10 mg/mL y 1,8 ml de solucibn de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDAC) 1 mg/mL. Se tomaron 1,8 mL de MES y
se colocaron en un matraz de 50 mL, el cual se dispuso sobre un agitador para asi
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lograr una mezcla continua, luego se agregaron 10 mL de y-Fe.O; NPs, seguidos de
4,1 mL de NHS y 1,8 mL de EDAC. La reaccion se dejo por 1 hora, con agitacidén
vigorosa y a temperatura ambiente, esto con el fin de activar los grupos carboxilos
presentes en la superficie de la NP. Transcurrido el tiempo, se pesé 1 mg del péptido a
conjugar y se disolvié en agua Milli-Q, rapidamente fue agregado a las NPs y se dejo el
sistema en funcionamiento por otra hora. Para eliminar los residuos de los reactivos
utilizados, se ocupd el concentrador de particulas magnéticas de la misma forma
explicada anteriormente. Los conjugados péptido- NPs de vy-Fe,Os; quedaron
resuspendidos finalmente en agua, nuevamente fueron sonicados por treinta minutos y

ajustados a pH 8 con NaOH 1 M.

2.9 Caracterizacion de conjugados péptido-AuNPs.

La caracterizacion de los conjugados péptidos-AuNPs se realizd6 mediante las

técnicas que a continuacion se describen:

a. Espectrofotometria UV-visible, la cual se llevé a cabo utilizando el mismo
procedimiento descrito en la seccién 2.4, esta vez buscando desplazamientos
en el maximo de absorbancia obtenido para las AuNPs, lo que daria cuenta de
la alteracion en el plasmén de superficie de la particula producto de la

conjugacion.

b. Electroforesis, para lo cual se prepard un gel de corrida al 1,5%, disolviendo
0,75 g de agarosa en 50 mL de amortiguador TAE 1X, esta mezcla se llev6 a
ebullicibn en microondas y el gel obtenido se deposité en una placa de
electroforesis. A continuaciéon una peineta de ocho dientes se coloc6 sobre el
gel para formacién de alvéolos de carga de muestra y se esperd a que el gel
solidificara a temperatura ambiente. Una vez solidificado, se coloc6é en la
camara de electroforesis y se cubrié con 250 mL de una solucion amortiguadora
TAE 1X. Paralelamente, las muestras de AuNPs y los conjugados se ajustaron

a pH 8 con NaOH 0,1 M y se centrifugaron a 13200 rpm por 8 minutos, el
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precipitado obtenido se mezcld con glicerol al 30% en una proporcion 1:1, esta
mezcla se coloco en los alvéolos y se dejé correr la electroforesis por 8 minutos

con una diferencia de potencial aplicado de 120 V.

Estimacién del grado de recubrimiento peptidico de las AuNPs, para lo cual se
realizé por un lado la estimacion de la concentracion de AuNPs en las muestras
de los distintos conjugados y por otro, se llevé a cabo un AA de las muestras
obtenidas después de la didlisis. La concentraciéon se estimé utilizando la Ley
de Beer (A = abc, donde a corresponde a la absortividad molar: 5,14 x 10 “ cm™
mol ™' L (62), b al ancho de la cubeta y ¢ a la concentracién molar). Con esto se
obtuvo la concentracién de AuNPs después de medir el lambda méaximo de
absorcién en el espectrofotometro UV-visible, utilizando cubetas plésticas de 1
cm de longitud y como blanco una solucion de citrato de sodio dihidratado 1,2
mM. Para realizar los AA se tomaron 2 mL de cada conjugado péptido-AuNP,
los cuales se centrifugaron por 8 minutos a 13200 rpm, para luego reconstituir
el pellet obtenido en citrato 1,2 mM y se depositaron en un tubo de vidrio para
hidrélisis, se congelaron con nitrégeno liquido y luego fueron liofilizados. Una
vez liofilizados, se les agregd 300 pL de HCI 6N al 1% en fenol y 20 yL de acido
aminobutirico (patrén primario). El tubo de hidrdlisis fue sellado y se dejo6 toda la
noche en una estufa a 110 °C, esto con el fin de reducir el péptido a unidades
aminoacidicas. Una vez realizada la hidrélisis, se abrieron los tubos y se
evaporé en evaporador rotatorio hasta sequedad, el residuo obtenido se
resuspendié en 300 pyL de HCI 20 mM. De esta solucion se filtraron a un
eppendorf 10 yL para su posterior derivatizacion y analisis por CLAE. El
proceso de derivatizacion se realizd siguiendo el protocolo que a continuacion
se describe: los 10 yL de muestra obtenidos anteriormente se colocaron en un
tubo de vidrio pequefio, sobre esta solucion se agregaron 70 pL de
amortiguador borato, luego de homogenizar en vortex por unos 20 segundos se
anadieron 20 pL de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato 10 mM,
nuevamente se homogenizé en vortex y se colocd el tubo en un bloque térmico
a 55 °C por 10 minutos. Transcurrido este tiempo el tubo se dejé enfriar a
temperatura ambiente, luego de lo cual se agregaron 100 pL de eluente

34



cromatografico A, esto con el fin de llevar a cabo la separacion cromatografica.

La solucién obtenida se deposité en un microvial y se inyecté en el CLAE.

Una vez obtenidos ambos valores (cuantificacion de AuNPs y péptidos), se
dividio la concentracion de péptido obtenida en el AA por la concentracién de AuNPs
obtenida por espectrofotometria, con lo cual se obtuvo el numero de moléculas de
péptido por AuNP.

d. Para el caso de las AuNPs conjugadas al péptido cys-INH se obtuvieron
imagenes de tincion negativa y se observaron por MET. Para ello, una rejilla de
carbono fue depositada sobre una gota de 20 MI de muestra durante 2 minutos,
posterior a esto se realizaron dos lavados de la rejilla con agua MilliQ, utilizando
el mismo procedimiento de la gota y por ultimo se realizé la tincion del péptido
conjugado a la AuNP utilizando acetato de uranilo al 2%, para lo cual la rejilla
se dispuso sobre una gota de acetato de uranilo durante 2 minutos. Luego de
este proceso la rejilla se depositd sobre un papel Whatman N°1 y se guard6 en

el desecador hasta el momento de la medicion.

e. FEX, para llevar a cabo este experimento se tomaron 20 mL de AuNPs y sus
conjugados con los péptidos cys-INH, cys-il y cys- i2 los cuales se
centrifugaron a 13200 rpm por 8 minutos, con el fin de separar el péptido libre
del conjugado y obtener un pellet. Posteriormente el pellet de cada muestra fue
liofilizado y el solido obtenido fue analizado en los Servicios Cientifico Técnicos
de la Universidad de Barcelona en donde se llevaron a cabo las mediciones de
FEX.

f. Estimacién de la eficiencia en la conjugacion del péptido a la AuNP, para lo cual
se determiné mediante CLAE la cantidad de péptido libre presente en el
coloide. Por un lado se realizaron curvas de calibracion para cada péptido
estudiado (Apéndice 1) y posteriormente se determiné el porcentaje de péptido
sin conjugar en las muestras, mediante la interpolacion de los resultados

obtenidos por CLAE en las curvas anteriormente mencionadas.

35



Curvas de Calibracion: Se realizaron curvas de calibracion area bajo la curva
(ABC) vs. concentracién molar (M), cada una de ellas conté con seis puntos,
abarcando un intervalo de concentraciones de 6.27 x 10° M a 2.0 x10° M. Los
péptidos fueron disueltos en una mezcla agua: acetonitrilo (1:1), para luego ser
inyectados en el equipo, previa filtracion de estas soluciones. Los cromatogramas
obtenidos fueron procesados y tratados con el software MILLENIUM 3.01. (Apéndices

1),

Preparacion de las muestras: Una vez realizadas las curvas de calibracion
para cada péptido, se procedi6é a la preparacién de la muestra a analizar. Se tomaron
20 mL de los conjugados péptido-AuNP, se centrifugaron a 13200 rpm por 8 minutos
con el fin de separar las AuNPs conjugadas y dejar el posible péptido no conjugado en
el sobrenadante. Este ultimo fue congelado con nitrogeno liquido y luego liofilizado.
Posteriormente se procedié a resuspender el liofilizado en 200 yL de una mezcla
acetonitrilo: agua (1:1) para el caso de los péptidos BN, RAF, cys-BN y cys-RAF,
mientras que para los restantes (INH, i1, i2, cys-INH, cys-i1 y cys-i2) se resuspendieron
en 200 puL de agua 0,045% en TFA. Antes de ser inyectados en el CLAE fueron
cuidadosamente filtrados y el ABC obtenida se interpol6 en la correspondiente curva de

calibracién.

2.10 Caracterizacion de los conjugados péptidos-NPs 6xido de hierro

Los conjugados péptidos-NPs magnéticas fueron caracterizados por MET,
siguiendo igual procedimiento que el descrito en la seccién 2.4 para las AuNPs en

cuanto a la preparacion de la muestra.

La eficiencia en el grado de conjugacion del péptido a la NP de 6xido de hierro
se realizé siguiendo igual procedimiento que el descrito para las AuNPs en la seccion
2.9, a excepcion de la preparacién de las muestras a inyectar en el CLAE. En este

caso las NPs de y-Fe,O3; fueron depositadas en un extractor de particulas magnéticas
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con la finalidad de separar el sobrenadante y por ende dejar el péptido no conjugado
en esta fraccion. El sobrenadante de cada conjugado fue liofilizado y resuspendido en

los correspondientes solventes como se explicd anteriormente en dicha seccion.

Por otro lado, se determiné el numero de carboxilos presentes por NP, ya que
este numero corresponde a los sitios activos a los cuales se unen las moléculas de
péptido, para lo cual se realizé una valoracion acido-base de las NPs de y-Fe,O;. Con
este fin se midieron 15 mL de una suspension de NPs magnéticas ajustadas a pH 8
con NaOH 1 My se valoraron con una solucién de HCI 5 x 10* M (estandarizada frente
a NaOH). Se agité6 manualmente para evitar la agregacién de las particulas al estar en
contacto con un agitador magnético. Paralelamente se cuantificé el numero de NPs/L
de los distintos conjugados, lo cual se llevo a cabo cuantificando el hierro total presente
en las muestras mediante espectroscopia de absorcion atomica para luego, por
estequiometria, calcular la concentracion de 6xido de hierro (los andlisis de absorcion
atomica se realizaron en el Centro para el desarrollo de la Quimica CEPEDEQ ubicado
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas). Finalmente se estimé el nUmero de
NPs, para lo cual se hizo un calculo relacionando los mg de 6xido de hierro presentes
en la muestra con el numero de NPs contenidas en una muestra de 45 mg de 6xido de

hierro (que corresponde a 3.5 x 10" particulas), segun referencia (31).
2.11 Toxicidad de NPs metalicas
2.11.1 Toxicidad de AuNPs

Se realizaron estudios de toxicidad de AuNPs y sus conjugados en la linea
celular neuroblastoma SHSY5Y, entre los pasos de division de cultivo 8 y 20, utilizando
como marcador de viabilidad celular MTT (bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il) 2,5

difeniltetrazolio). Estos experimentos se realizaron bajo vitrina de seguridad bioldgica.

El subcultivo de esta linea celular se llevo a cabo en botellas estériles de 75

cm?. Como medio de mantencion celular se utilizé DME de alta glucosa (4500 mg/mL
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glucosa), el cual ademas contenia glutamina en concentracién de 2 mM, 10% de suero
fetal bovino, 50 pug/mL de penicilina y 50 pg/mL de estreptomicina. Las células fueron
incubadas en una estufa a 37 °C bajo una atmdésfera compuesta por 95% de aire y 5%
de CO,,

El ensayo de MTT se llevé a cabo en placas de 96 pocillos, los cuales fueron
sembrados con 3000 células cada uno, en un volumen de 50 uL de medio DME. Luego
de 24 horas de incubacion las células fueron tratadas con diferentes concentraciones
nanomolares de AuNPs y sus conjugados (nM lo cual corresponde a concentraciones
micromolares de oro) hasta completar un volumen de 100 yL por pocillo, como control
de muerte positivo se utilizd6 H,O, en una concentracién de 0,2% en 100 pL.
Posteriormente las células fueron incubadas por 24 horas a 37°C y una vez
transcurrido este periodo se agregaron a cada pocillo 20 uyL de MTT manteniéndose la
placa a 37°C por 4 horas adicionales. De esta manera se obtuvieron los cristales de
formazan, los cuales se disolvieron en 100 pyL de isopropanol, previa aspiracion del
medio en cada pocillo. Por ultimo se midié la absorbancia de cada pocillo en un lector
de placas a 570 nm de longitud de onda. Cada concentracién estudiada se sembro por
triplicado y el ensayo fue realizado tres veces, por lo tanto, cada condicion fue repetida

en 9 pocillos.

2.11.2 Toxicidad de NPs de y-Fe,O;

Los estudios de toxicidad in vitro se llevaron a cabo utilizando dos lineas
celulares diferentes, células de neuroblastoma SHSY5Y (entre los pasos de divisién de
cultivo 8 y 20) y células HelLa (entre los pasos de division de cultivo 11 y 23)
provenientes de céancer cervical. Como marcador de viabilidad celular se utilizé la sal
monosddica (2-(4-lodofenil)- 3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio (WST-1).
En el caso de la linea SHSY5Y se estudiaron las NPs de y-Fe,O3 y los conjugados con
los péptidos INH, i1 e i2 a diferentes concentraciones, mientras que en la linea HelLa se

estudiaron de igual forma las NPs de y-Fe>O; pero conjugadas a los péptidos BN vy
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RAF. Estos experimentos se realizaron en el area de cultivos celulares bajo vitrina de

seguridad biolégica.

El subcultivo de cada linea celular se llevd a cabo en botellas de 75 cm?
utilizando las mismas condiciones de cultivo que el descrito en la seccién 2.11.1.

Estudios de viabilidad en cultivos SHSY5Y: El ensayo de viabilidad se llevd
a cabo en placas de 96 pocillos, los cuales fueron sembrados con 1500 células cada
uno, en un volumen de 50 pL de medio DME. Es importante destacar que en este
ensayo se utilizé una menor cantidad de células que el mencionado en la seccion
2.11.1 ya que se empleé WST-1 en lugar de MTT, siendo el primero més sensible que
este ultimo. Luego de 24 horas de incubacion las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de NPs de y-Fe,O; y sus conjugados (ug/mL), hasta completar un
volumen final de 90 yL por pocillo utilizandose como control de muerte positivo SDS en
una concentracion de 0,2%. Posteriormente las células fueron incubadas por 21 horas
a 37°C y una vez transcurrido este periodo se agregaron a cada pocillo 10 uL de WST-
1 manteniéndose la placa a 37°C por 3 horas adicionales, tiempo después del cual se
midi6 la absorbancia de cada pocillo en un lector de placas a 490 nm de longitud de
onda. Cada concentracion estudiada se sembro por triplicado y el ensayo fue realizado
cuatro veces, por lo tanto, cada condicién fue repetida en 12 pocillos.

Estudios de viabilidad en cultivos Hela: El ensayo se llevd a cabo
igualmente en placas de 96 pocillos los cuales fueron sembrados con 3000 células
cada uno, en un volumen de 100 pL de medio DME. Luego de 24 horas de incubacion,
se realizé una renovacién del medio de cultivo de la placa, para lo cual se agregaron
50 yL de DME, previa aspiracion del medio anterior. Luego las células fueron tratadas
con diferentes concentraciones de NPs de y-Fe,O3; y sus conjugados (ug/mL), hasta
completar un volumen final de 90 pL por pocillo utilizdandose como control de muerte
positivo SDS en una concentracién de 0,2%. Posteriormente las células fueron
incubadas por 22 horas a 37°C y una vez transcurrido este periodo se agregaron a
cada pocillo 10 yL de WST-1 manteniéndose la placa a 37°C por 2 horas adicionales,

tiempo después del cual se midi6 la absorbancia de cada pocillo en un lector de placas
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a 490 nm de longitud de onda. Cada concentracién estudiada se sembro por triplicado
en cada placa y el ensayo fue realizado cuatro veces, por lo tanto, cada condicién fue

repetida en 12 pocillos.

Se realizaron analisis estadisticos paramétricos (ANOVA y Test Tukey-Kramer)
con los resultados obtenidos de los ensayos de toxicidad in vitro, utilizando el programa
GraphPad Prism 4.0.

2.12 Interaccion de conjugados AuNPs con AR

Se prepar6é una soluciébn homogénea de ABi.4. libre de agregados, utilizando
una variante del protocolo de Zagorsky (74). En un primer paso, el péptido AB;.4., fue
disuelto en agua y fraccionado en viales de vidrio para su posterior liofilizacién. En el
mismo vial donde fue liofilizado ABi42 se adicion6 un pequeno volumen de &cido
trifluoroacético (TFA) para eliminar los agregados preexistentes. Con la finalidad de
eliminar el TFA, la muestra fue evaporada utilizando una corriente de nitrégeno, luego
se anadié 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol, evaporando la solucién nuevamente. Este
ultimo paso fue repetido tres veces antes de desecar la muestra. Posteriormente la
alicuota desecada fue cuidadosamente resuspendida en 18 yL de NaOH y 10 pL de
tampoén fosfato 200 mM por cada 100 uL de la solucién AB+.42 a preparar. De acuerdo
a lo anterior se obtuvo una solucién de ABs.42 con una concentracion final de 40 uM la
cual fue fraccionada en cuatro alicuotas de 50 pyL cada una e incubada a 37°C por 4
horas, bajo suave agitacion. Todas las soluciones fueron cuidadosamente filtradas
utilizando un filtro de 0,22 pm.

Finalizadas las cuatro horas de tratamiento se evalué la interaccion entre los
conjugados péptidos-AuNPs y ABi.42, para lo cual se anadié a la muestra 150 pL de
una solucion 1 nM de los conjugados CLPFFD-NH,-AuNP, CDLPFF-NH,-AuNP,
CLPDFF-NH,-AuNP y AuNP sin conjugar, obteniéndose una concentracion final del
péptido ABs.42 de 10 uM. Las muestras fueron incubadas a 37°C bajo suave agitacion,
por un periodo de 44 y 164 horas.
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Transcurrido el tiempo de incubacion las muestras fueron analizadas por MET
para lo cual se utilizaron rejillas de cobre recubiertas con carbono. La preparacion de la
rejilla se llevd a cabo diluyendo 1 yL de cada muestra incubada (10 mM) hasta
alcanzar una concentraciéon 1 mM del péptido AB+.42, utilizando para ello tampon fosfato
salino 20 mM (pH= 7,4). Luego las muestras fueron adsorbidas por un minuto sobre la
rejilla de carbono y después de un par de lavados con agua Milli-Q se llevé a cabo la
tincion con acetato de uranilo al 2%, para posterior visualizacién en el microscopio

electrénico.

Posterior a la preparacion de las rejillas de MET y con el fin de evaluar
cuantitativamente la unién de las AuNPs y sus conjugados a las fibras amiloides, las
muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos. El pellet obtenido fue lavado
con buffer fosfato 20 mM, centrifugando nuevamente otros 5 minutos. Asi los
sobrenadantes provenientes de la primera y segunda centrifugacién, fueron mezclados
para luego liofilizarlos junto a los pellets obtenidos en una primera fase. El oro presente
en cada fracciébn fue cuantificado utilizando la técnica Espectrometria de masa
acoplada inductivamente a plasma (ICP-MS), determinaciéon que se llevd a cabo en el
Centro para el desarrollo de la Quimica, CEPEDEQ, ubicado Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacéuticas.
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ll. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de AuNPs

Caracterizacion por espectrofotometria UV-Visible de AuNPs: Las AuNPs
obtenidas por el método de Turkevich mostraron una longitud de onda de absorcién
maxima a 520-522 nm, mientras que las AuNPs obtenidas por el método de Levy a
518-520nm, lo cual puede correlacionarse con tamanos de particula menores para el
caso de las ultimas, respecto a las primeras (a mayor lambda maximo mayor es el
tamano de las particulas) (23). La figura 12 muestra los picos de absorcion para ambas
AuNPs obtenidas siguiendo los dos métodos de sintesis, destacandose en el gréafico
las AuNPs obtenidas segun el método de Levy, las cuales presentaron un pico mas
estrecho, lo cual indica una distribucién de tamafos mas homogénea. Sin embargo los
valores maximos de absorbancia difieren entre si, debido a que en ambas
metodologias se emplean diferentes cantidades iniciales de HAuCl,, originando

diferentes concentraciones de AuNPs.

Espectros de Absorcion de AuNPs.

21 —— AuNPs Turkevich
14 —— AuNPs Lewy

nm

Figura 12. Espectro de absorcion UV-visible de AuNPs.

Caracterizacion por MET de las AuNPs: Las AuNPs sintetizadas por el
método de Turkevich presentaron tamanos de 20,6 nm = 3,7 nm (promedio total de las
mediciones * la desviacion estandar), destacandose tamanos de particula de 20 nm

(Figura 13). Por otro lado las AuNPs sintetizadas por el método de Levy presentaron
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tamanos del orden de los 12,5 nm = 1,7 nm (promedio total de las mediciones = la
desviacién estandar), destacandose tamarnos de particula de 12-13 nm (Figura 14). Las
imagenes obtenidas por MET mostraron una clara diferencia en la regularidad de los
tamanos para cada una de las sintesis, en este caso las particulas de Levy mostraron
un menor tamafno y mas homogéneo, sugiriendo que un cambio en la relacion sal de
oro/agente reductor (1:3), en comparacion al método de Turkevich (1:8), seria el
responsable de dicho fendbmeno.
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Figura 13. (A) Fotografia de AuNPs de Levy obtenidas por MET, (B) Distribucién de tamafos de AuNPs
sintetizadas por el método de Levy. La distribucién de tamanos de la grafica corresponde a la medicion de
200 particulas desde las fotos obtenidas por MET, utilizando el programa Image J. El promedio total de las
mediciones con la correspondiente desviacion estandar fue calculado utilizando el programa Origin Pro 7.5.
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Figura 14. (A) Fotografia de AuNPs de Turkevich obtenidas por MET, (B) Distribucion de tamanos de
AuNPs sintetizadas por el método de Turkevich. La distribuciéon de tamafos de la grafica corresponde a la
medicion de 200 particulas tomadas desde las fotos obtenidas por MET, utilizando el programa Image J. El
promedio total de las mediciones con la correspondiente desviacién estandar fue calculado utilizando el
programa Origin Pro 7.5.
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3.2 Caracterizacion de NPs de y-Fe,0;

Caracterizacion por MET de NPs de y-Fe,O;: La figura 15 muestra la imagen
de MET obtenida para las NPs sintetizadas. El tamano de particula fue de 8,0 nm £ 2,0
nm, observandose ademas un importante grado de agregacién, posiblemente debido a
la presencia de una red de polimetacrilato en la superficie de las NPs o bien que
durante el proceso de polimerizacion se produjo un recubrimiento inespecifico,

abarcando a mas de una particula.

Figura 15. Fotografia de NPs de y-Fe>O3 obtenidas
por MET.

Caracterizacion por METAR y difraccion de electrones: Se obtuvieron
imagenes por METAR de las particulas sintetizadas, mediante las cuales se identificd
la ultraestructura (Figura 16). En el analisis por difraccién de electrones se obtuvo un
patron de difraccion policristalino caracteristico de las particulas de éxido de hierro,
para lo cual fue necesario comparar los resultados de la difraccion con valores
estandares para este 6xido. Para ello se realizé una busqueda en una base de datos,
encontrandose patrones de difraccion que podrian corresponder a la magnetita (4,9;
25y 1,7 A) o a la maghemita (2,9; 2,5 y 1,4 A). Los valores experimentales
observados fueron 2,9; 25y 1,7 A, por lo tanto las NPs sintetizadas podrian ser de
maghemita (y-Fe>O3), magnetita (Fe;O4) 0 una mezcla de ambos 6xidos de hierro, sin

embargo como las NPs de magnetita se oxidan en presencia de aire, lo mas probable
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es que las NPs obtenidas en la sintesis sean de maghemita, segun se describe en la
referencia de Yu (31), sobre la cual se bas6 este trabajo para la obtencion de este
oxido de hierro en particular. Por otra parte, mediante el presente estudio puede
descartarse que las NPs sean de hematita (a-Fe.Os) (2,69; 1,9; 2,51; 2,53; 1,48 y 2,97
A).

Otras de las determinaciones que podrian realizarse para confirmar el tipo de
cristal obtenido es la difraccion de rayos X, medidas que actualmente se estan llevando
a cabo. Es importante destacar que tanto la magnetita como la maghemita son
empleadas en biomedicina y aunque la magnetita pueda ser mas todxica, lo que se
busca es estabilizar y biocompatibilizar NPs de éxido de hierro estables, de manera de

reducir su toxicidad.

Figura 16. Fotografia de NPs de y-Fe>Os obtenidas por
METAR a 490000X. La imagen inserta en la fotografia,
corresponde al patron de difraccion de electrones obtenido
para las NPs sintetizadas.

3.3 Caracterizacion de péptidos de interés bioldgico: Los péptidos
purificados fueron analizados por CLAE y se obtuvieron los cromatogramas que se
detallan en las figuras 17 y 18 para los péptidos disruptores de AB y figuras 19 y 20
para los péptidos BN y RAF derivados de secuencias antitumorales.
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Figura 17. A, B y C cromatogramas de los péptidos INH, i1 e i2, respectivamente. Gradiente lineal de 20%
a 80% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y B acetonitrilo/0,036%
TFA (v/v), flujo 1,2 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna 45°C, volumen inyectado

20 pL.
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Figura 18. D, E y F cromatogramas de los péptidos cys-INH, cys-i1 y cys-i2, respectivamente. Gradiente
lineal de 25% a 75% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y B
acetonitrilo/0,036% TFA (v/v), flujo 1,2 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna 45°C,

volumen inyectado 20 pL.
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Figura 19. G y H cromatogramas de los péptidos BN y RAF respectivamente. Gradiente lineal de 0% a
100% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y B acetonitrilo/0,036% TFA
(v/v), flujo 1,0 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna 25°C, volumen inyectado 20 pL.
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Figura 20. I y J cromatogramas de los péptidos cys-BN y cys-RAF, respectivamente. Gradiente lineal de
20% a 50% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y B acetonitrilo/
0,036% TFA (v/v), flujo 1,0 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna 25°C, volumen

inyectado 20 pL.

En los analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF se obtuvieron los

iones cuasimoleculares de los péptidos sintetizados (Figuras 21, 22 y 23)
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Figura 21. Principales picos observados en los espectros de masa de los crudos correspondientes a los
péptidos: INH [M+ H+] 637.112 (638.8) (A), i1 [M+ H+] 637.178 (638.8) y [M+ K+] 675.182 (676.8) (B), i2
[M+ H+] 637.166 (638.8) y [M+ K+] 675.139 (676.8) (C).
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Figura 22. Principales picos observados en los espectros de masa de los crudos correspondientes a los
péptidos: cys-INH [M+ H+] 740.208 (741.0), [M+ Na+] 762.184 (764.0) y [M+ K+] 778.151 (780.0) (A), cys
i1[M+ H+] 740.216 (741.0), [M+ Na+] 762.199 (764.0) y [M+ K+] 778.169 (780.0) (B), cys i2 [M+ H+]
740.237 (741.0), y [M+ K+] 778.185 (780.0) (C).
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Figura 23. Principales picos observados en los espectros de masa de los crudos correspondientes a los
péptidos: BN [M+ H+] 1479.51 (1479.85), [M+ Na+] 1501.48 (1501.85) y [M+ K+] 1517.48 (1517.85) (A),
cys BN [M+ H+] 1198.64 (1198.58), [M+ Na+] 1120.78 (1220.58) y [M+ K+] 1236.74 (1236.58) (B) RAF [M+
H+] 1223.64 (1223.68), [M+ Na+] 1245.61 (1245.68) y [M+ K+] 1261.59 (1261.68) (C), y cys-RAF [M+ H+]
1269.47 (1269.63), [M+ Na+] 1291.44 (1291.63) y [M+ K+] 1307.63 (1307.63) (D).
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3.4 Caracterizacion de los conjugados AuNP y NP de y-Fe,0;

Caracterizacion de conjugados de AuNPs: La conjugacién a los diferentes
péptidos se llevo a cabo utilizando las AuNPs sintetizadas por el método de Levy y col.
(23), ya que estas particulas demostraron tener un menor tamafio y a su vez una
mayor homogeneidad de tamarios. Al conjugar las AuNPs a los péptidos cys-INH, cys-
i1 y cys- i2 se obtuvieron coloides que fueron estables por varios meses. En cambio,
los conjugados de AuNPs con los péptidos cys-BN y cys-RAF mostraron un grado de
agregacion importante, observandose un brusco cambio de color; desde el rojo oscuro
(caracteristico de los coloides de Au) a un color azul intenso con presencia de un
precipitado, razén por la cual no fue posible caracterizarlas ni tampoco realizar los
ensayos de toxicidad y actividad biolégica. Es importante destacar que este fenémeno
de agregacién puede deberse al gran caracter hidrofébico que presentan estas

moléculas.

Espectrofotometria UV-Visible: Los conjugados de AuNPs con los péptidos
cys-INH, cys-i1 y cys-2 mostraron maximos de absorcion a los 527, 526 y 528 nm,
respectivamente (Figura 24). El desplazamiento en el maximo de absorbancia
observado en los conjugados con respecto a las AuNPs sin cubrir, podria atribuirse a
una modificacién en el plasmoén superficial de la particula, como consecuencia de su

conjugacion con el péptido.

49



Espectros de Absorcion de AuNPs-péptidos
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Figura 24. Espectros de absorcién de las AuNPs y sus conjugados peptidicos.

Electroforesis en gel de agarosa: En la figura 25 se observa la migracion de
los conjugados peptidicos hacia el polo positivo en el gel. Previamente las muestras
fueron ajustadas a pH 8, lo que origin6 la pérdida del proton del grupo carboxilico
perteneciente al acido aspartico, quedando de esta manera conjugados péptido-AuNPs
con una carga negativa (el punto isoeléctrico de los tres péptidos es cercano a ph =
5,6); esto explica su capacidad de migrar en el gel. Las AuNPs por si solas no fueron
capaces de migrar, debido a que son inestables en el tampén de corrida de la
electroforesis.

T=0 T=8’

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa de AuNPs y sus conjugados. La electroforesis fue
realizada a 120 V , en gel de agarosa al 1,5% empleando tampon TAE 1X.
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A pesar de que esta técnica no da cuenta de la cantidad de péptido unido a la
NP, la definicion de las bandas y la homogeneidad de las mismas podrian dar cuenta
de que el grado de recubrimiento del péptido sobre la particula es relativamente

uniforme.

Estimacion del grado de recubrimiento peptidico de las AuNPs: Para
establecer el numero de moléculas de péptido por AuNP se dividié la concentracién de
cada péptido obtenida mediante el AA con la concentracion de AuNPs en la muestra
del conjugado en la solucién original (Tabla 1). La concentracion de las AuNPs se
determin6 en cada conjugado (antes de la centrifugacion y diélisis), empleando la Ley
de Beer (A = abc).

Tabla 1. Nimero de moléculas de péptido por AuNP

Conjugado AuNPs uM Péptido uM “Péptido/AuNP “*a (cm” mol L)

INH-AuNP 0,043 19,77 460 514x 10"
i1-AuNP 0,040 8,27 207 514 x10 "’
i2-AuNP 0,042 17,66 420 514x 10"

* corresponde al numero de moléculas de péptido por AuNP.
** a corresponde a la absortividad molar (62).

Obsérvese en la tabla 1, que la cantidad de péptido por AuNP de mayor a
menor es de cys-INH>cys-i2>cys-i1, considerando que el tamafo de la AuNP es
aproximadamente de 13 nm existe una superficie de 531 nm? para ser ocupada por el
péptido. En este sentido los péptidos cys-INH y cys-i2 estarian recubriendo la
superficie de la AuNP, encontrdndose las moléculas dispuestas transversalmente
respecto la superficie (considerando que cada uno de ellos ocupara alrededor de 1
nm?, siendo el didmetro de 0,6 nm? si la molécula adopta una conformacién extendida
segun calculos de modelado molecular realizados con el programa Insight Il), en
cambio en el caso del péptido cys-i1 las moléculas estarian dispuestas
adyacentemente a la superficie de la NP. Para el caso de cys-INH y cys-i2, la
disposicién transversal de las moléculas puede explicarse por la repulsién existente
entre los grupos carboxilicos pertenecientes a los residuos asparticos, que se
encontrarian mas lejanos a la superficie de la AuNP, evitando asi que se produzca la
autoagregacion de las moléculas de péptido y la formacién de dominios que impidan la

51




conjugacion de nuevas moléculas. Por otro lado, en el caso de cys-i1 los grupos
hidrofébicos (LFF) expuestos al agua se aglomerarian impidiendo la incorporacién de

nuevas moléculas (Figura 26).

AuNP-CLPFFD AuNP-CLPDFF AuNP-CDLPFF

coo”
coo”

“oocC 5
Ccoo

[eleloly

coo”

Figura 26. Esquema que muestra como el acido aspartico influye en la interaccion de los conjugados con
las fibras amiloides, lo que explicaria la diferencia en los resultados tabulados en la tabla 1.

Tincién negativa y observacion por MET: Se obtuvieron imagenes de tincién
negativa para el conjugado INH-AuNP. En la figura 27 se observa como el péptido se

encuentra recubriendo a las AuNPs (flecha negra).

A
&

20 nm

Figura 27. Fotografia control del conjugado INH-AuNPs. (A). Fotografia de MET del conjugado INH-
AuNP después de realizar la tincién con acetato de uranilo al 2%. (B)

FEX: En la figura 28 se observan los resultados que dan cuenta de la presencia
de azufre en aquellos pellets de AuNPs conjugadas a los péptidos cys-INH, cys-i1 y
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cys-i2. Estos resultados indican que efectivamente el péptido se encuentra unido a la
AuNPs, ya que el azufre detectado proviene del grupo tiol perteneciente a la cisteina
que forma parte de los péptidos antes mencionados. Muy diferente es el caso de

AuNPs sin conjugar a péptidos, en las cuales no se observa la presencia de azufre.
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Figura 28. Espectros obtenidos por FEX para los conjugados de AuNPs con los péptidos cys-INH, cys-i1 y
cys-i2. El circulo azul destaca la presencia de azufre en los conjugados, lo cual es indicativo de que
efectivamente los péptidos se unieron a las AUNPs mediante la reaccién del grupo tiol de la cisteina con el

oro.

Estimacion de la eficiencia en la conjugacion del péptido a la AuNP: Se
determiné el porcentaje de conjugacidn de los diferentes péptidos unidos a las AuNPs,
ya que en el proceso de conjugacion se utiliza un exceso de péptido (1 mg/mL). Para
ello se interpolaron las areas bajo la curva (ABC), obtenidas para cada sobrenadante,

en las curvas de calibraciéon (Apéndice 1) preparadas previamente, con las cuales se
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obtuvo la molaridad (M) del péptido no conjugado a la NP y por ende el porcentaje

unido a ella. (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de conjugacion de los diferentes péptidos a las AuNPs.

Péptido ABC M % de péptido
conjugado
Cys- INH 10.720.668 1,59 x 107 74
Cys-it 28.596.848 3,68x10° 58
Cys-i2 9.655.230 1,47 x 107 83

Gradiente lineal de 25% a 75% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v)
y B acetonitrilo/0,036% TFA (v/v), flujo 1,2 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna
45°C, volumen inyectado 20 pL. Los % de conjugacién basados en la cantidad inicial de péptido
agregado a las NPs (1 mg), lo que corresponderia al 100%.

Correlacionando estos resultados con el niumero de moléculas de péptido por
AuNP determinado anteriormente, podemos observar que los péptidos INH e i2
estarian recubriendo en un gran porcentaje a la AuNP, ya que paralelamente, mediante
CLAE, observamos una mayor eficiencia en la conjugacién de estos péptidos a la
AuNP comparado con el péptido cys-i1.

Caracterizacion de los conjugados de NPs de (yFe,O;: En las
microfotografias obtenidas por MET de los conjugados de los péptidos INH, i1 e i2
(Figura 29) con las NPs de y-Fe,O5; se observa un importante grado de agregacion.
Desde este punto de vista, resulté imposible realizar el estudio de interaccidén con las
fibras amiloides, ya que al estar agregadas no podriamos visualizar la posible
interaccion entre los agregados toxicos y los conjugados de NPs. Este es un punto que
sin duda debemos corregir, es por ello que en nuestro laboratorio estamos trabajando
en la obtencion de NPs de y-Fe,O; recubiertas con oro, biocompatibilizadas vy
estabilizadas con los péptidos, para evitar la agregacién de las particulas pero

conservando sus propiedades magnéticas.
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Figura 29. Fotografia obtenida por MET de los conjugados de los péptidos INH, i1 e i2 con NPs de -
Fe>O3 La barra de aumento corresponde a 200 nm donde (A) conjugado INH- NPs de y-Fe,O3; NPs (B)
conjugado i1- NPs de y-Fe>O3 NPs y (C) conjugado i2- NPs de y-Fe»Os.

Estimacion de la eficiencia en la conjugacion del péptido a la NP de oxido
de hierro: Para establecer la eficiencia en la conjugacién de los péptidos a las NPs, en
una primera instancia se determin6é el porcentaje de conjugacion de los diferentes
péptidos unidos a las NPs y-Fe,Os, para lo cual se interpolaron las areas bajo la curva
(ABC) obtenidas para cada sobrenadante mediante CLAE, en las curvas de calibracién
(Apéndice 1) preparadas previamente, con las cuales se obtuvo la molaridad del
péptido no conjugado a la NP y por ende el porcentaje unido a ella. (Tabla 3). En el
caso de los péptidos INH, i1 e i2 se pesaron 1,13 mg, 0,70 mg y 1,11 mg,

respectivamente.

Tabla 3. Porcentaje de conjugacion de los diferentes péptidos a las NPs de y- FeOs.

Péptido ABC Concentracion M % de péptido
conjugado
INH 9220096 1,59x10° 10
b 8231338 1,30x10° 24
12 8583268 1,17x10° 32
BN 4150579 1,39 x 10 72
RAF 3071033 3,21x 107 64

Para los péptidos INH, i1 e i2: Gradiente lineal de 20% a 80% de B en A en un tiempo de 15 minutos.
Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y B acetonitrilo/0,036% TFA (v/v), flujo 1,2 mL/minuto, rampa 0,2
mL/minuto, temperatura de columna 45°C, volumen inyectado 20 pL. Para los péptidos BN y RAF:
Gradiente lineal de 0% a 100% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y
B acetonitrilo/0,036% TFA (v/v), flujo 1,0 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna 25°C,
volumen inyectado 20 pL. Los porcentajes de conjugacién se referenciaron a la solucién inicial como
100%, que corresponde a la cantidad de péptido agregado inicialmente a 10 mL de NPs.
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Posteriormente se determiné la cantidad de grupos carboxilos presentes en la
superficie de las NP de y-Fe,Os, lo cual se correlaciona directamente con la cantidad
de moléculas de péptido que podrian conjugarse por NP. Con este valor fue posible
comprobar si efectivamente los porcentajes de eficiencia obtenidos por CLAE
reflejaban realmente la cantidad de péptido unido a la NP. Para ello se realizdé una
curva de valoracién frente a &cido clorhidrico. En la figura 30 observamos la curva de
pH versus mL de titulante gastados (HCI 5 x 10* M) en la valoracién de los
carboxilatos presentes en 15 mL de muestra. Mediante el analisis de estos datos en el
programa OriginPro se determiné el punto de equivalencia y por ende los equivalentes
de acido que reaccionaron con los grupos carboxilos ubicados en la superficie de las
NPs. Se realizé de la misma manera una valoracion de las NPs magnéticas sin recubrir

con polimetacrilato, como blanco, sin observarse consumo de valorante.

3 — 1 ‘' T ‘' T ‘' T ' T T T
0 5 10 15 20 25 30

ml de HCI

Figura 30. Curva de valoracién de los carboxilatos presentes
en las NPs de 6xido de hierro. La flecha indica el punto en el
que se produjo el salto de pH indicativo de la valoracién de
todos los carboxilatos presentes en la muestra. El experimento
se llevd a cabo utilizando peachimetro y el analisis de los
datos se realiz6 en el programa OriginPro.

Una vez determinados los equivalentes de acido, se procedié a calcular el
numero de grupos carboxilos presente por NP, con este fin se obtuvo la concentracién
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de 6xido de hierro presente en los 15 mL del coloide valorado anteriormente. Luego
este valor sirvid para determinar los nanomoles de particulas de maghemita presentes
en la muestra, teniendo en cuenta que 45 mg de este 6xido contienen 3.5 x 10
particulas de 8 nm (31) y posterior a esto se procedié a dividir los nanomoles de
carboxilos (determinado por la valoracién) con los nanomoles de particulas de
maghemita, obteniendo como resultado que existen 646 grupos carboxilos por NP de

Y- Fe 0s.

De esta manera, conociendo el numero de grupos carboxilos disponibles en
cada NPs para ser conjugado con el péptido, fue posible calcular la cantidad en mg de
péptido necesario para cubrir los 646 sitios disponibles por NP y por cada 10 mL de
muestra, lo que corresponderia a la cantidad maxima de péptido a conjugar, es decir,
el 100% de eficiencia. En la tabla 4 se observan las concentraciones de hierro para
cada conjugado de NP, el numero de NPs de y-Fe,O; por L y la maxima cantidad de
péptido a conjugar en 10 mL (seccion 2.8) para cada muestra, segun las particulas

presentes en ella.

Tabla 4. Estimacion del nimero de NPs de 6xido de hierro por L y la cantidad maxima de péptido a
conjugar por cada 10 mL de muestra.

. . i . - Cantidad méaxima de
Conjugado péptido-NP Conci?;rr?gion de Numero de NPs/ L péptido a conjugar por
10 mL (en mg)
INH v- FesOs 19 mg/L 2.1x10™ 0.14 mg
1 y— Fe.0s 23 mg/L 25x10™ 0.17 mg
12 y— Fex0s 30 mg/L 3.3x10™ 2.25 mg
BN y- Fe;Os 156 mg/L 1.73x 10" 2.74 mg
RAF - FexOg3 189 mg/L 2.10x 10" 2.75 mg

* Valores obtenidos por absorcion atémica.

** Calculo en base a la cantidad de NPs presentes en 45 mg de 6xido de hierro: 3.5 x 10'® particulas (31)
*** Célculo que se realizé considerando que los 646 carboxilos disponibles en la superficie de la NP
reaccionan con 646 moléculas de péptido (1:1) y que ademas reaccionan todas las NPs contenidas en los
10 mL de muestra.

Con estos valores se pudo correlacionar los resultados de eficiencia obtenidos
mediante CLAE, con el grado de eficiencia tedrico de las NPs segun numero de

carboxilos presentes en la superficie. (Tabla 5)
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Tabla 5. Eficiencia tedrica en la conjugacion de los diferentes péptidos a las NPs de 6xido de hierro
basado en el nimero de grupos carboxilos presentes en la superficie.

) o Cantidad maxima de Porcentaje de Porcentaje de
Conjugado péptido-NP péptido a conjugar por conjugacién basado en conjugacién detectado
10 mL (en mg) COOH por NP por CLAE
INH y— FexO3 0,14 mg 80 10
11 v—FexOs 0,17 mg 100 24
12 y—FexO3 2,25 mg 18 32
BN y- FexO3 2,74 mg 27 72
RAF y— FexO3 2,75 mg 24 64

Es importante destacar que la gran diferencia observada en los porcentajes de
conjugacion es porque en cada muestra existe diferente numero de NPs, por lo tanto
para lograr un 100% de conjugacioén la cantidad de péptido necesaria difiere de una
muestra a otra. Por otro lado, a todos los conjugados se les agregdé alrededor de 1
mg/mL del correspondiente péptido y por lo que observamos en la tabla 5, en el caso
del RAF y BN no fue suficiente 1 mg, pero si lo fue en el caso de INH e i1. En este
sentido, otro punto importante a considerar es que si en algunas muestras no fue
suficiente 1 mg y de todas maneras se observé presencia de péptido en el
sobrenadante por CLAE, cuando en realidad no se deberia encontrar, es muy probable
que en estos casos la conjugacién no se llevé a cabo del todo por razones de la
metodologia: tiempo de activacion del carboxilo, cantidad de reactivos activantes,
tiempo de contacto entre el péptido y el carboxilo o que una red de polimetaacrilato
impidiera en algunos caso la unién péptido-NP.

3.5 Toxicidad de NPs metalicas

Toxicidad de AuNPs: se realizaron ensayos de viabilidad frente cultivos
celulares neuroblastoma SHSY5Y, a las 24 horas de exposicion de las células con las
distintas muestras de AuNPs y sus conjugados, fueron graficados y analizados

estadisticamente.
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En las gréficas de la figura 31, se observa que los conjugados de péptidos con
AuNPs son menos toxicos comparado con las AuNPs sin recubrir, las cuales si
presentan un grado de toxicidad a las concentraciones estudiadas. Por otro lado, cabe
destacar que en la AuNPs recubiertas con el péptido cys-INH se observa un aumento
en la reduccién del MTT, el cual es significativamente diferente al control vivo. Este
punto esta siendo analizado por nuestro grupo de laboratorio.
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Figura 31. Gréficas de los porcentajes de viabilidad de la linea celular neuroblastoma SHSY5Y expuestas
a las distintas concentraciones de AuNPs expresadas en nM, control H2O» en una concentracién de 0,2
%. Para todas las muestrasn=9, p<0,001, p<0,01, p<0,05*SD. Los resultados corresponden a
tres experimentos independientes realizados por triplicado. Los controles de las graficas representan a las
células de la linea SHSY5Y cuyos pocillos contenian sé6lo medio de cultivo DME con un 10% de suero
fetal bovino. Los ensayos realizados sé6lo con péptidos mostraron una viabilidad cercana a la del control
con medio de cultivo.

Toxicidad de NP y-Fe,O3: Se realizaron ensayos de viabilidad frente cultivos

celulares (neuroblastoma SHSY5Y y Hela), a las 24 horas de exposicidn de las células
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con las distintas muestras de AuNPs y sus conjugados, fueron graficados y analizados

estadisticamente.

Toxicidad frente a cultivos SHSY5Y: En las graficas de la figura 32, se
observan los efectos que producen las NP y-Fe,O3; por si solas, asi como también las
unidas a los diferentes péptidos, respecto del control con células que contenian sélo
medio de cultivo. La grafica A representa el efecto que producen las NPs sin conjugar,
en donde a concentraciones de 2; 1,5 y 1 yg/mL se observa que los resultados son
relativamente diferentes respecto del control que contenia s6lo medio de cultivo, es
decir, presentarian algun grado de toxicidad frente a las células. En el caso de la
grafica B, se muestra el efecto sobre las células del conjugado INH-NP y-Fe,O3 Aqui
en la mayoria de las concentraciones, excepto a los 0,25 pg/mL de conjugado INH-NP
v-Fe>Os, encontramos diferencias significativas con el control, aunque en este caso se
observa que el efecto tdxico de la muestra va disminuyendo a medida que disminuye la
concentracion del conjugado. En la grafica C, el conjugado i1-NP y-Fe,Os, presenta un
grado de toxicidad respecto al control principalmente a las concentraciones mas altas.
Por dltimo en la grafica D se observa que el conjugado i2- NP y-Fe,O3; practicamente no
presenta diferencias significativas en relacién al control vivo, por lo que presentarian un
menor grado de toxicidad. En todos los casos el porcentaje de viabilidad se encuentra
sobre el 50%.
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Figura 32. Gréaficas de los porcentajes de viabilidad de la linea celular neuroblastoma SHSY5Y

expuestas a las distintas soluciones de NPs de y-Fe-Os y sus conjugados. Las unidades expresadas en
pg/mL y el SDS en una concentracion de 0,2 %. Para todas las muestras n=12, p < 0,001, p<0,01,

p < 0,05 £ SD. Los resultados corresponden a cuatro experimentos independientes realizados por
triplicado Los controles de las graficas representan a las células de la linea SHSY5Y cuyos pocillos
contenian s6lo medio de cultivo DME con un 10% de suero fetal bovino. Los ensayos realizados s6lo
con los péptidos empleados en concentraciones cercanas a las utilizadas en estos ensayos mostraron
una viabilidad cercana a la del control con medio de cultivo.

A la luz de estos resultados, se realizaron andlisis estadisticos paramétricos
(ANOVA y Test Tukey-Kramer) adicionales para determinar si efectivamente la
presencia de péptido sobre la superficie de la NP influye en la toxicidad que éstas
causaron en la linea estudiada. Estos analisis revelaron que efectivamente los péptidos
capaces de reconocer los agregados amiloides se encuentran biocompatibilizando a la

AuNPs, razén por la cual se observé la reduccion en la toxicidad de la AuNP una vez

61



gue ésta se encontraba conjugada a dichos péptidos (Figura 31). Por otro lado, las NPs
de y-Fe>O3 no presentaron diferencias importantes, por lo que a las concentraciones
estudiadas, el péptido unido a la NP de 6xido de hierro no representa una ventaja
sobre la particula sin conjugar desde el punto de vista de la toxicidad. (Apéndice 2,
tablas 1y 2)

Toxicidad frente a cultivos de células HelLa: En primer lugar se determiné si
los péptidos libres presentaban toxicidad frente a esta linea tumoral. Para ello se
realiz6 una curva dosis respuesta encontrandose que los péptidos no presentaron
efecto citotdxico siendo los valores de viabilidad similares al de los controles. Este
hecho resulté ser llamativo ya que resultados previos de nuestro laboratorio habian
arrojado resultados positivos. Este efecto podria atribuirse a una pérdida de los
receptores en las células utilizadas. Para probar este hecho deberia tipificarse las
células del cultivo y determinar si en las mismas se encuentra expresado el receptor
celular. No obstante con el fin de evaluar la toxicidad frente a estas células se
realizaron los ensayos de citotoxicidad de los conjugados con las NPs y-Fe,Os, ya que
en esta Memoria de Titulo se pretende evaluar este efecto. En las gréficas de la figura
33 se observa el efecto que poseen las NPs y-Fe,O; y los conjugados con los péptidos
BN y RAF, en relacién a un control que contenia sélo células y medio cultivo. En la
grafica A y B representadas por NP y-Fe,Oj; sin recubrir y el conjugado BN-NP y-Fe,O;
respectivamente, se observa el efecto que producen a distintas concentraciones sobre
las células Hela, siendo estos efectos significativamente diferentes con respecto al
control que contenia s6lo medio de cultivo, es decir, presentan un marcado efecto
toxico principalmente a altas concentraciones. En relacion al conjugado de NPs con
BN, también se observé que la presencia del péptido no potencia la toxicidad de las
NPs sin recubrir. Sorprendentemente se observd que el conjugado RAF-NPs y-Fe O3
presenté un comportamiento diferente, detallado en la grafica C de la figura 33, ya que
no sigue un patron dosis-respuesta como el observado en los dos casos anteriores,
aun asi es posible observar que causa un aumento en la sefal del WST-1 a una
concentracion de 25 pg/mL, lo cual no se correlaciona con el efecto que se observa

tanto de las NPs sin recubrir como las conjugadas a BN a esta misma concentracion.
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Figura 33. Graficas de los porcentajes de viabilidad de la linea celular HelLa expuestas a las distintas

soluciones de NPs de y-Fe-Os y sus conjugados con los péptidos BN y RAF. Las unidades expresadas
en ug/mly el SDS a una concentracion de 0,2 %. Para todas las muestras n=12, p < 0,001, p < 0,01,

p < 0,05 + SD. Los datos corresponden a cuatro experimentos independientes realizados por triplicado.
Los controles de las graficas representan a las células de la linea HeLa cuyos pocillos contenian
solamente medio DME con un 10% de suero fetal bovino. Los ensayos realizados sélo con los péptidos
empleados en concentraciones cercanas a las utilizadas en estos ensayos mostraron una viabilidad
cercana a la del control con medio de cultivo.

El aumento en la sefal de WST-1, el cual se puede correlacionar con un
aumento en la viabilidad celular, observada a 25 pL del conjugado RAF-NP y-Fe,O; fue
igualmente analizada mediante analisis estadisticos paramétricos (Apéndice 2, tabla 3)
de los cuales se desprende que probablemente el péptido RAF estaria de cierta
manera biocompatibilizando a la NP, no asi el péptido BN. Es sabido que péptidos que
recubren NPs de 6&xido de hierro contribuyen a aumentar la estabilidad y

biocompatibilidad de las mismas, actuando como una barrera de contencién que no
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deja exponer los centros reactivos de la particula disminuyendo en algunas ocasiones

la toxicidad de las mismas (72).

Por otro lado, este aumento en la reduccion del WST-1 mediada por el
conjugado RAF-NP y-Fe,O; podria explicarse desde el punto de vista de estrés
oxidativo, es decir, si el conjugado al interaccionar con la célula, es capaz de inducir la
formacion de radicales libres como el anion superdxido, aumentaria la reduccién del
WST-1 ya que esta reduccién también es catalizada por el anién superdxido (78), por
lo tanto se sumaria a las sales formadas via deshidrogenada mitocondrial. En este
sentido, si en la célula los niveles de anion superdxido se encontraran efectivamente
mas elevados, esto llevaria a pensar que la enzima encargada de la eliminacion de
este radical libre, la superdxido dismutasa (SOD), se encontraria inhibida. Ahora bien,
como primer paso es necesario determinar si efectivamente la senal de WST-1
encontrada para este conjugado esta directamente relacionada con el nimero de
células viables para lo cual seria necesario llevar a cabo otro tipo de experimentos
como el ensayo de viabilidad azul de tripan , el cual daria cuenta del nimero de células
viables, y en el caso de que resultados por azul de tripan no se correlacionaran con los
obtenidos con el WST-1 en las mismas condiciones, entonces seria importante
investigar la actividad de la SOD dentro de la célula y evaluar si este conjugado es

capaz de inducir algun nivel de inhibicidén en la enzima.

Es importante resaltar que los péptidos derivados de secuencias antitumorales
actuarian como vectores, que ayudan a dirigir las NPs al sitio de accién deseado, por lo
cual el hecho de que no se manifieste su efecto citotdéxico, en principio no seria un
obstaculo de cara a una futura aplicacién. De todas maneras en estudios posteriores
debera probarse que estos conjugados tienen la habilidad de penetrar selectivamente a
las células tumorales, permitiendo una posterior irradiacion selectiva y destruccién de
estas células sin afectar a tejidos sanos. El hecho de reducir la toxicidad de las NPs en
principio seria un efecto positivo, ya que asi se reducirian los efectos sobre otras

células.
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3.6 Interaccion de conjugados péptidos-AuNPs con A

Las imagenes obtenidas por MET muestran que existe una interaccion entre las
fibras AB1.42 ¥ el conjugado INH-AuNP (Figura 34, imagen B), mientras que en el caso
de las AuNP sin conjugar no se observa este comportamiento. (Figura 34, imagen A).
Por otro lado, los conjugados de AuNPs con los isomeros cys-i1 y cys-i2 también
muestran afinidad por las fibras AB+.4» (Figura 34, imagenes C y D, respectivamente).

Figura 34. Interaccién entre las fibras AB142 con AuNPs (A) INH-AuNP (B) i1-AuNP (C) i2-AuNP (D).
Muestras incubadas por siete dias. Microfotografias obtenidas por MET.

Para determinar la cantidad de oro que queda unido a la fibra y la cantidad de
oro que queda en la solucidén, se empleé la técnica de ICP-MS, analizandose tanto el
pellet como el sobrenadante de las muestras incubadas por 2 y 7 dias. La relacion
(proporcién) de las cantidades de oro obtenida, da cuenta del grado de interaccion
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entre las fibras amiloides y las AuNP conjugadas a los péptidos cys-INH, cys-i1 y cys-

i2, la cual es superior a la interaccion de las fibras con las AuNP sin conjugar (Tabla 6).

Tabla 6. Cantidades de oro encontradas en pellet y sobrenadante de las muestras incubadas con AB1-42

por 2 y 7dias.
*Relacién de oro *Relacion de oro
pellet/sobrenadante pellet/'sobrenadante
2 dias 7 dias
AuNP + fibras 6.5+0,2 0.2+0,1
AUNP-CDLPFF-NH, +fibras 3.5 40,15 0.1 +0,05
AuNP-CLPDFF-NH, + fibras 3,040,12 01401
AuNP-CLPFFD-NH, + fibras 150,15 0,03 + 0,01

*Relacién corresponde a: ug de oro en el sobrenadante /ug de oro en el pellet

Tanto en cys-INH como en cys-i2 existe una repulsién de cargas de los grupos
carboxilicos de los residuos Asp, que evitarian la autoagregacion de los residuos de
Phe. Sin embargo, es importante destacar que la interaccion es mayor en el caso del
conjugado CLPFFDNH, que con los otros dos isémeros. Posiblemente, el aminoacido
aspartico al estar orientado hacia el exterior, como es el caso de las AuUNP-CLPFFD,
provoque una repulsion entre los grupos que forman el péptido manteniendo a las
cadenas hidrofobicas de FF alejadas, facilitando de esta manera la interaccion con las
fibras amiloides. En cambio en el caso del isébmero AuNP-i2, el aminoacido aspartico
se encuentra ubicado en el interior del conjugado, permitiendo que exista interaccién
entre los grupos hifrofébicos FF, que actian agregandose frente al agua e impidiendo
la interaccion con las fibras (Figura 26).
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CONCLUSION Y PROYECCIONES

Se obtuvieron AuNPs de tamarnos de 12 nm, las cuales fueron conjugadas
efectivamente a los péptidos disruptores de laminas . Los conjugados péptidos AuNPs
demostraron unirse considerablemente a los agregados toxicos de ABis en
comparacion a las AuNPs sin conjugar, encontrandose que el conjugado INH-AuNP
presenta la mayor interaccion con las fibras amiloides a las 48 horas y a los 7 dias de
incubacion, seguido del conjugado i2- AuNP y el i1-AuNP. Los resultados indicaron, de
la misma manera, que las modificaciones efectuadas al péptido LPFFDNH, que dieron
origen a cys-INH y su posterior conjugacion a la AuNP, no impiden la union del péptido
a los agregados amiloides, asi como tampoco la de sus isémeros.

En cuanto a los ensayos de toxicidad de las AuNPs y sus conjugados,
realizados frente a la linea SHSY5Y, se puede concluir que los conjugados de péptidos
con particulas de oro presentan una menor toxicidad comparado con las AuNPs sin
recubrir, destacandose que células tratadas con AuNPs recubiertas con el péptido cys-
INH presentan un aumento en la sefial de MTT. Este punto esta siendo analizado en

nuestro grupo de laboratorio.

En el caso de la conjugacion a los péptidos antitumorales BN y RAF, las AuNPs
mostraron un importante grado de agregacion, lo cual se explica mediante el hecho de
que las particulas se ven afectadas por el tipo de péptido que se unen a ellas, lo que
nos lleva a pensar en la importancia de obtener particulas de oro capaces de
mantenerse estables, frente a cualquier molécula biolégica que pueda actuar como
vector y por ende dirigirlas al blanco terapéutico.

Por otro lado, se obtuvieron NPs de y-Fe,O; las cuales igualmente fueron
conjugadas a los péptidos disruptores de laminas AB y a los péptidos antitumorales. El
principal problema tanto de las NPs de y-Fe,O3; como la de sus conjugados con INH, i1
e i2, es la agregaciéon producida por la presencia del magnetismo inducido por el

campo externo y/o por el recubrimiento con el polimetacrilato, razén por la cual no fue
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posible realizar los estudios de interaccion con las fibras amiloides. Sobre este punto
se estd trabajando en la obtencion de NPs de y-Fe,O; recubiertas con oro, con el fin de
disminuir la agregacién de ellas, pero a la vez conservando sus propiedades

magnéticas.

En relacion a los estudios de toxicidad in vitro, éstos indicaron que los
conjugados con los péptidos INH, i1 e i2 presentan un moderado grado de toxicidad en
la linea celular estudiada, a excepcién de i2, lo cual de cara a una futura aplicacion en
la EA, necesitaria de mayor estudio en otras lineas celulares, ya que en este trabajo

sélo se realizd una primera aproximacion la cual no es concluyente para este punto.

En el caso de los conjugados NPs de y-Fe>O3 con BN y de las NPs de y-Fe,Og,
se observé un importante grado de toxicidad frente a las células tumorales Hela,
principalmente a las concentraciones mas altas, sin que el péptido BN potencie la
citotoxicidad de las NPs de y-Fe,Os;. Por otra parte, un hecho interesante es que el
conjugado de NPs de y-Fe,O; con RAF, produce un aumento del porcentaje de
reduccion de la senal de WST-1, que podria estar relacionado con un aumento de la
viabilidad, un aumento de la proliferacion o un cambio en la capacidad metabdlica de
las células. Por otro lado, este aumento en la senal de WST-1 mediada por el péptido
RAF unido a las NPs magnéticas, podria estar relacionado con el estrés oxidativo, ya
que si este conjugado es capaz de inducir la formaciéon de radicales libres como el
anion superoxido, dentro de la célula, puede interaccionar con esta sal de tetrazolio y
reducirla al formazan soluble correspondiente, lo cual se sumaria a las sales formadas
via deshidrogenasa. En caso de estar produciéndose un aumento de la viabilidad, el
péptido RAF estaria actuando como un agente biocompatibilizador de las NPs. Este
resultado indicaria que las propiedades estructurales del péptido pueden cambiar al
unirse a NPs, produciéndose cambios en la actividad biologica. Por lo cual es
importante estudiar la estructura de los péptidos anclados a las NPs, ya que estos
estudios contribuiran al disefio de nuevos vectores que se podran conjugar a las NPs.

Otro de los topicos que deben investigarse en futuros trabajos es el de
determinar si los péptidos RAF y BN dirigen selectivamente a las a las NPs hacia las
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células tumorales, para lo cual se deberan marcar los péptidos con sondas

fluorescentes y estos péptidos marcados uniran a las NPs.

En la actualidad no es cuestionable el sinnumero de aplicaciones biomédicas
que poseen las nanotecnologias basadas en NPs metalicas, sin embargo muchas de
ellas se encuentran aun en estadios tempranos de experimentacién y todavia es
necesario seguir investigando para hacer de estas NPs herramientas seguras y

eficientes, que se puedan implementar clinicamente.

Finalmente, esta Memoria de Titulo contribuyé a la elaboracién de tres articulos
(uno de ellos publicado, otro enviado y otro en preparacion) y ademas dio origen a la
presentacion de trabajos en diferentes jornadas y congresos:

e Peptides and metallic nanoparticles for biomedical applications, Marcelo J
Kogan, Ivonne Olmedo, Leticia Hosta, Ariel Guerrero, Luis J. Cruz, Fernando
Albericio. Nanomedicine 2(3), 287-306 (2007).

e Ni/Ni Oxides Nanoparticles with Potential Biomedical Applications
Obtained by Displacement of a Nickel-Organometallic Complex. Saddys
Rodriguez-Llamazares, Juan Merchan, Ivonne Olmedo, Héctor Pablo
Marambio, Juan Pablo Mufoz, Paul Jara, Juan Carlos Sturm, Boris Chornik,

Octavio Pena, Nicolas Yutronic, and Marcelo Javier Kogan (enviado a publicar).

e Effect of changes in the peptide sequence on the stability and interaction
of the peptide CLPFFD conjugated to gold nanoparticles with Ap fibrils.
lvonne Olmedo, Eyleen Araya, Elias Medina, Pedro Toledo, Alejandro Alvarez,
Ernest Giralt y Marcelo J. Kogan (en redaccion).

e Medina G., Munoz J.P., Medina E., Guerrero A., Olmedo ., Marambio H.P.,

Espinoza G., Pannes O., Kogan M. Evaluacion de la toxicidad de conjugados
péptido-nanoparticulas metalicas con potencial uso para el tratamiento de la
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enfermedad de Alzheimer”. VII Jornadas de Investigacion en Ciencias y

Tecnologia, Santiago, abril 2006.

Marambio HP, Olmedo |, Medina G, Munoz JP, Guerrero A, Giralt E, Albericio
F, Diez-Pérez |, Araya E, AIvarez-Lueje A. y Kogan MJ. Citotoxicity of
Nanobiomaterials With Potential Use For The Treatment Of Alzheimer’s
Disease. XXVIII Congreso Anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile.
Olmué, 20-22 de agosto de 2006.

Kogan MJ, Marambio HP, Olmedo |, Medina G, Munoz JP, Guerrero A, Giralt E,
Albericio F, Diez-Perez |, Araya E, Alvarez-Lueje A. Nanotoxicologia: Riesgos
Asociados al Uso de Nanobiomateriales en Biomedicina. XXVIII Congreso
Anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile. Olmué, 20-22 de agosto de
2006.

Cristian Lasagna, Lisbell Estrada, Ivonne Olmedo, Claudio Soto y Marcelo
Kogan. Explorando el transporte in vivo y la localizacién de conjugados de
péptidos-nanoparticulas de oro con potencial aplicacion para el tratamiento de
la Enfermedad de Alzheimer. Congreso Anual de la Sociedad de Farmacologia
de Chile. Olmué, 20-22 de agosto de 2006.

Guerrero-Hernandez A, Olmedo |, Marambio HP, Meneses A, Araya E, Lasagna
C, Arias |, Fernandez S, Alvarez-Lueje A, Arias JL, Kogan MJ. Development of
Nanobiomaterials for the Treatment and Diagnosis of Alzheimer’s Disease.lV
Jornada de Trabajo del CIMAT (Centro para la Investigacién Interdisciplinaria
Avanzada en Ciencias de los Materiales) Refiaca, 9-10 de octubre de 20086,
Conference Town de Refaca.

Olmedo |, Guerrero-Hernandez A, Espinoza GJ, Giralt E, Albericio F, Alvarez-

Lueje A y Kogan MJ. Evaluacién de la eficiencia en la conjugacién de péptidos

a nanoparticulas metélicas mediante HPLC y métodos espectroscépicos. VI
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Encuentro de Quimica Analitica y Ambiental. Iquique, 16-19 de octubre de

2006, Universidad Arturo Prat, Campus Playa Brava.
Kogan MJ, Olmedo |, Marambio HP, Guerrero A, Araya E. Development of New

Nanobiomaterials with Biomedical Applications. IV Latin American Scanning
Probe Microscopy Symposium. Mar del Plata 5 de mayo de 2007.
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APENDICES

Apéndice 1

Todas las curvas de calibracion fueron representadas graficamente, el analisis de los
datos fueron realizados utilizando el programa OriginPro 7.5. El limite de deteccién

(LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) se especifica en cada curva de calibracion.
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Curva calibracion Péptido i1

Curva calibracion Péptido i2
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Apéndice 2

Mediante los andlisis paramétricos ANOVA y Test Tukey-Kramer se determiné si
existian diferencias significativas en la toxicidad (medida como % de reduccién de
sales de tetrazolio MTT o WST-1) entre las NPs metélicas sin recubrir y las conjugadas
a los diferentes péptidos a iguales concentraciones. Para cada uno de ellos se obtuvo
el valor de p los cuales fueron tabulados en las tablas 1, 2y 3.

< Estudio de toxicidad in vitro de AuNPs y sus conjugados con péptidos
disruptores de A frente a SHSY5Y.

Tabla 1: Valores de p para AuNPs frente a cada uno de sus conjugados
determinados a una misma concentracién.
Parametro ¢]

AuNP 25 nM vs INH-AuNP 25 nM < 0,001
AuNp 25 nM vs i1-AuNP 25 nM < 0,01
AuNp 25 nM vs i2-AuNP 25 nM <0,05
AuNP 10 nM vs INH-AuNP 10 nM < 0,001
AuNp 10 nM vs i1-AuNP 10 nM >0,05
AuNp 10 nM vs i2-AuNP 10 nM >0,05
AuNP 5 nM vs INH-AuNP 5 nM < 0,01
AuNp 5 nM vs i1-AuNP 5 nM > 0,05
AuNp 5 nM vs i2-AuNP 5 nM > 0,05
AuNP 1 nM vs INH-AuNP 1 nM < 0,001
AuNp 1 nM vs i1-AuNP 1 nM > 0,05
AuNp 1 nM vs i2-AuNP 1 nM > 0,05
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% Estudio de toxicidad in vitro de NPs y-Fe,O; y sus conjugados con
péptidos disruptores de AP frente a SHSY5Y.

Tabla 2: Valores de para NPs de y -Fe,O; frente a cada uno de sus
conjugados determinados a una misma concentracion.
Parametro p
NPs vy - Fe,O3 2 ug/ml vs INH NPs v - Fe,O3 2 pg/ml >0,05
NPs vy - Fe,03 2 ug/ml vs i1 NPs y- Fe,O3 2 pg/ml >0,05
NPs vy - Fe;,O3 2 ug/ml vs i2 NPs vy - Fe,O3 2 pg/ml >0,05
NPs v - Fe,O3 1,5 ug/ml vs INH NPs vy - Fe;O3 1,5 pg/ml >0,05
NPs vy - Fe;O3 1,5 ug/ml vs i1 NPs y- Fe,0O5 1,5 pg/mi >0,05
NPs v - Fe,O3 1,5 ug/ml vs i2 NPs vy - Fe,0O3 1,5 pg/mi >0,05
NPs v- Fe,O3 1 pg/ml vs INH NPs v - Fe,O3 1 pg/ml >0,05
NPs y- Fe,O3 1 pug/ml vs i1 NPs y- Fe,O3 1 pg/ml >0,05
NPs v- Fe,O3 1 ug/ml vs i2 NPs y - Fe;O3 1 pg/ml >0,05
NPs vy - Fe;O3 0,5 ug/ml vs INH NPs vy - Fe>O3 0,5 pg/mi >0,05
NPs vy - Fe,O3 0,5 pg/ml vs i1 NPs vy - Fe;,0O3 0,5 pg/mi >0,05
NPs vy - Fe;03 0,5 ug/ml vs i2 NPs y - Fe,05 0,5 pg/mi >0,05
NPs vy - Fe,0O3 0,25 pug/ml vs INH NPs v - Fe>O3 0,25 ug/ml >0,05
NPs vy - Fe,03 0,25 pg/ml vs i1 NPs vy - Fe>03 0,25 pg/ml >0,05
NPs vy - Fe;,0O3 0,25 pg/ml vs i2 NPs vy - Fe,0O3 0,25 pg/ml >0,05
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% Estudio de toxicidad in vitro de NPs y-Fe,O; y sus conjugados con

péptidos derivados de secuencias antitumorales frente a HeLa

Tabla 3: Valores de para NPs de y -Fe,O; frente a cada uno de sus
conjugados determinados a una misma concentracion.
Parametro p

NPs vy - Fe;,O3 25 pg/ml vs RAF NPs v - Fe,O3 25 pg/mi >0,001
NPs v- Fe,O3 25 pg/ml vs BN NPs v - Fe,O3; 25 pug/ml >0,05
NPs vy - Fe,O3; 15 pg/ml vs RAF NPs v - Fe;O3 15 pg/mi >0,01
NPs vy - Fe,O3; 15 pg/ml vs BN NPs v- Fe,O3 15 pg/ml >0,05
NPs vy - Fe,O3; 8 ug/ml vs RAF NPs v - Fe,O3; 8 ug/ml >0,05
NPs vy - Fe,O3 8 ug/ml vs BN NPs v- Fe>O3 8 pug/mi >0,05
NPs v - Fe,O3 4 ug/ml vs RAF NPs v - Fe,O3 4 ug/ml >0,05
NPs v- Fe,O3 4 pg/ml vs BN NPs y - FexO3 4 ug/ml >0,05
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