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RESUMEN

Una de las caracteristicas distintivas de la enfermedad de Alzheimer (EA)
es la agregacion del péptido B-amiloide (AB). AR se forma por la accién de las
enzimas B-secretasa y y-secretasa sobre la proteina precursora de amiloide y se
asocia con la formacion de oligdbmeros téxicos, fibras amiloides y placas seniles,
que se depositan en regiones del cerebro relacionadas con la memoria. Por tanto,
el AB se considera un biomarcador importante para el diagndstico de la enfermedad,
y sus especies solubles, como los oligébmeros, y sus formas insolubles, como las
fibras, se sefialan como uno de los responsables de la muerte neuronal y el
posterior deterioro cognitivo en la enfermedad.

Dado el importante papel de la agregacion de AB, su desagregacion e inhibicion de
la agregacion para reducir su toxicidad representa una estrategia conveniente para
una posible terapia contra la EA. En este contexto, las nanoparticulas de oro (NPO)
emergen como una herramienta prometedora para un posible diagndstico y
tratamiento de la EA. Esto se debe a sus propiedades fisicoquimicas, baja toxicidad
y atractivas aplicaciones biolégicas. Los NPO poseen propiedades como la
resonancia de plasmon, que provoca la oscilacion de los electrones libres cuando
interactuan con la radiacion electromagnética incidente. Esta propiedad puede
ocurrir en el rango de longitud de onda visible al infrarrojo, regién del espectro en
la que la radiacion puede penetrar los tejidos. En el caso de las nanovarillas de oro
(NVO), esta resonancia de plasmon se puede desplazar a través de estas
longitudes de onda simplemente modificando su tamano. Esta ventaja les permite

operar dentro de la primera y segunda ventana bioldgica (NIR-I, 700-950 nm o NIR-
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II, 1000-1200 nm). La NIR-Il es mas adecuada para aplicaciones biolégicas debido
a su mayor profundidad de penetracion en el tejido, menor fondo de
autofluorescencia, menor dispersién de fotones y mayor exposicion maxima
permitida en comparacion con NIR-I. Sin embargo, es necesario que estas NPO
reconozcan especificamente estos agregados téxicos. Por lo tanto, se han
investigado diversas moléculas objetivo que reconocen especificamente los
agregados toxicos de AB. Estas moléculas se pueden funcionalizar en la superficie
de las NPO para guiar el nanosistema hacia los objetivos. Entre estas moléculas
de direccionamiento se encuentran los péptidos de tipo configuracion D como los
péptidos D1, que pueden reconocer y unirse predominantemente a agregados
fibrilares, y los péptidos D3, que reconocen y se unen a agregados oligoméricos de
AB. Ademas, estos péptidos son capaces de desagregar e inhibir la formacion de
estos agregados toxicos.

En esta tesis, se sintetizaron y funcionalizaron NVOs con resonancia de plasmon
en el rango NIR-II con polietilenglicol para impartir biocompatibilidad. Se realizé la
conjugacion con los péptidos D1 y/o D3 como moléculas de reconocimiento para
crear un potencial sistema terandstico para la EA, cuyo objetivo es también la
inhibiciéon y desagregacion de agregados toxicos de B-amiloide in vitro mediante
efecto fototérmico. Las caracteristicas fisicoquimicas de estos sistemas se
determinaron mediante diversas técnicas como espectroscopia UV-Vis-NIR, DLS y
potencial {, RAMAN/SERS entre otras, junto con la evaluacion de la eficiencia de
funcionalizacion de péptidos basada en la concentracion de NVO. Los resultados

mostraron una inhibicién y un efecto de desagregacion significativos de nuestros
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nanosistemas sobre agregados de AB in vitro después de la irradiacion con laser

NIR-Il (1064 nm), principalmente mediante ensayo de Tioflavina-T (Th-T).
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ABSTRACT

One of the hallmarks of Alzheimer's disease (AD) is the aggregation of 3-amyloid
peptide (AB). AB is formed by the action of B-secretase and y-secretase enzymes
on the amyloid precursor protein and is associated with the formation of toxic
oligomers, amyloid fibers, and senile plaques, which deposit in brain regions related
to memory. Therefore, AB is considered an important biomarker for the diagnosis of
the disease, and its soluble species such as oligomers and insoluble forms such as
fibers are indicated as responsible for neuronal death and subsequent cognitive
decline in the disease.

Given the significant role of AR aggregation, its disaggregation and inhibition of
aggregation to reduce its toxicity represent a convenient strategy for potential AD
therapy. In this context, gold nanoparticles (GNPs) emerge as one promising tool
for possible diagnosis and treatment of AD. This is due to their physicochemical
properties, low toxicity, and attractive biological applications. GNPs possess
properties such as plasmon resonance, which causes oscillation of free electrons
when interacting with incident electromagnetic radiation. This property can occur in
the visible to the infrared wavelength range, spectrum region in which radiation can
penetrate tissues. In the case of gold nanorods (GNRs), this plasmon resonance
can be tunable across these wavelengths simply by modifying their size. This
advantage allows them to operate within the first and second biological windows
(NIR-I, 700-950nm or NIR-Il, 1000-1200nm). The NIR-Il window is more suitable for
biological applications due to its greater tissue penetration depth, lower
autofluorescence background, reduced photon scattering, and higher maximum
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permissible exposure compared to NIR-l. However, it is necessary for these
nanoparticles to specifically recognize these toxic aggregates. Therefore, various
targeting molecules that specifically recognize AR toxic aggregates have been
investigated. These molecules can be functionalized on the surface of these
nanoparticles to guide the nanosystem towards the targets. Among these targeting
molecules of D-type configurations as D1 peptides, which can recognize and bind
predominantly to fibrillar aggregates, and D3 peptides, which recognize and bind to
oligomeric aggregates of AB. Additionally, these peptides are capable of
disaggregating and inhibiting the formation of these toxic aggregates.

In this thesis GNRs with plasmon resonance in the NIR-Il range were synthesized
and functionalized with polyethylene glycol to impart biocompatibility.
Functionalization with D1 and/or D3 peptides as targeting molecules was performed
to create a potential theragnostic system for Alzheimer's disease, aiming at the
inhibition and disaggregation of 3-amyloid toxic aggregates in vitro via photothermal
effect. The physicochemical characteristics of these systems were characterized
using various techniques like UV-Vis-NIR spectroscopy, DLS and (-potential,
RAMAN/SERS, NTA among others, along with the evaluation of peptide
functionalization efficiency based on nanorod concentration. The results showed
inhibition and even better disaggregation effect of our nanosystems over AB
aggregates in vitro after NIR-Il laser irradiation (1064 nm) seeing mainly by thioflavin

T essay (Th-T).
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CAPITULO I: INTRODUCCION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. INTRODUCCION

1.1 La Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia
alcanzando entre un 50%-60% en la poblacion sobre los 65 anos y entre un 30 a
40% en menores de 65 afios. Con respecto a los costos, se estima que anualmente
la demencia tiene un costo mundial de $1B de ddlares, lo que equivale al 1% del
PIB '. Por otro lado, estimaciones recientes muestran que la EA afecta a alrededor
de 33 millones de personas en el mundo al 2019, numero que seguira aumentando
en los siguientes afos?3.

Esta enfermedad causa un deterioro lento del sistema nervioso,
caracterizado principalmente por una pérdida progresiva de la memoria, que resulta
en dificultades tales como poder recordar nombres, el no poder realizar actividades
cotidianas, dificultad para no comprender el significado de lo que se ve e incluso
llegar a ignorar la enfermedad en su totalidad (Afasia, Apraxia, Agnosia y
Anosognosia)*5. El Alzheimer no solo afecta a la persona enferma, sino que
también a su circulo mas cercano tanto fisica, psicolégica como econémicamente’,
en Chile, por ejemplo, se estima que el costo anual por persona con demencia es

de aproximadamente $11.500 ddlares® .
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Figura 1: Comparacion entre un cerebro sano (lado izquierdo) y un cerebro enfermo con Alzheimer
(lado derecho) (Realizado en BioRender).

1.2. Causas de la Enfermedad de Alzheimer: Teoria de la cascada amiloide.

La EA es laforma de demencia mas comun y se caracteriza por un deterioro
cognitivo progresivo que puede ser vinculado a la reduccién significativa del
volumen del cerebro en comparacién a un cerebro sano (Figura 1). Esta atrofia
resulta de la degeneracion en la sinapsis y la muerte neuronal, especialmente en el
hipocampo, regién que juega un rol fundamental en la memoria y en la orientacion
espacial, sintomas caracteristicos de la EA, causando asi un déficit cognitivo y
mental en las personas que sufren de esta enfermedad>® 78,

Los marcadores patolégicos mas importantes de esta enfermedad fueron
descubiertos de manera postmortem en pacientes con EA. Estos consisten en la
deposicion extracelular de placas seniles formadas por agregados insolubles de f-

amiloide (AB), péptido que consiste en entre 39-43 aminodacidos. Los mencionados
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agregados pueden interrumpir la homeostasis del calcio (Ca?*) e inducir muerte
neuronal y puede estimular la inflamacion de la microglia sobreestimulando la
liberacion de IL-1p que puede conllevar a diversos problemas como a la
neuroinflamacién crénica o al estrés oxidativo de estas®, y a la acumulacién
intracelular de ovillos neurofibrilares (ONF) debido a una hiperfosforilacion de la
proteina tau. Esto ultimo conlleva a que la neurona pierda la capacidad de
estabilizar los microtubulos provocando por consiguiente el deterioro de los axones
neuronales teniendo como consecuencia una pérdida progresiva de las funciones
neuronales®®-'3, El diagnostico premortem de la enfermedad de Alzheimer se
realiza usualmente luego de la aparicién de sintomas asociados a la enfermedad
mediante las aplicaciones de pruebas de deterioro cognitivo como el mini-examen
del estado mental (MEEM) o la escala de evaluacion de la EA (ADAS)3. Sin
embargo, el diagnostico exacto de la enfermedad en etapas tempranas es todo un
desafio y el diagndstico definitivo de ésta requiere de un examen y analisis
postmortem mediante cortes histopatolégicos del cerebro para la deteccion de
estas placas y de los ovillos neurofibrilares.

En 1906 esta enfermedad fue descrita y estudiada por el Dr. Aloysius
Alzheimer, neuropatodlogo aleman, pero no fue hasta 1984 que Glenner y Wong
aislaron agregados de A en pacientes con EA y plantearon que la acumulacion de
este péptido era la principal causa del Alzheimer'#1%, El péptido B-amiloide se forma
por la escisidon de la proteina precursora amiloide (PPA), proteina que normalmente
existe en la membrana plasmatica de las células y que se expresa en abundancia

en el cerebro pero que es rapidamente metabolizada®. Esta proteina puede ser
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procesada por diferentes enzimas, denominadas a-, B-, y y-secretasas, por dos vias
(Fig.2). La via no amiloidogénica consiste en la ruptura de la APP, en primer lugar,
por la a-secretasa produciendo un fragmento N-terminal denominado PPAs-a y un
C-terminal en la membrana de 83 aminoacidos (C83). Este fragmento es luego
procesado por la y-secretasa generando un fragmento extracelular soluble
denominado p3, un péptido que contiene entre 24 o 26 aminoacidos que es luego
secretado al medio extracelular. Esta escision es formada dentro de la region Ap,
impidiendo asi la formacion de las especies amilodiogenicas. Por otro lado, la via
amiloidogénica es iniciada por la B-secretasa produciendo una escision en el
aminoacido 99 del C-terminal (C99), subsecuentemente la y-secretasa hidroliza la
APP entre los residuos de aminoacidos 38 y 43 transmembranales liberado asi el
péptido AB extracelularmente®'215-18 Alrededor de un 90% de los residuos de AB
corresponden a residuos de 40 aminoacidos (AP4o), mientras que el 10% restante
corresponden a 42 aminoacidos (Ap42). Este residuo es mas hidrofébico debido a
la extension de dos aminoacidos extras en el C-terminal, la alanina y la isoleucina
(Al), volviéndola mas propensa a la auto agregacion y, en consecuencia, a la

formacion de sus agregados toxicos'415:19,
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Figura 2: Procesamiento de la APP. A la izquierda se observa el proceso no amiloidogénico
generando la proteina p3. A la derecha se aprecia la via amiloidogénica la cual genera el péptido AB
de 40 o 42 amino&cidos y su posterior agregacion 8.

En su forma monomérica el péptido A es inocuo e incluso en diversos
estudios se ha establecido que, bajo condiciones fisioldgicas normales, el Ap puede
regular funciones sinapticas e incluso puede poseer propiedades
antimicrobianas?%2', por otro lado, bajo condiciones patoldgicas la produccion del
B-amiloide agregandose, generando oligdbmeros, protofibras y fibras
conformaciones ricas en estructuras p-plegadas altamente neurotoxicas capaces
de producir dafio neuronal?'??2, Estos agregados interaccionan tanto con las
neuronas como con las células gliales produciendo estrés oxidativo, disfuncion
mitocondrial, desregulacion de la homeostasis del Ca?*, disfuncion de la sinapsis
neuronal, suprimiendo los canales de la membrana o afectando sus mecanismos
de transporte y selectividad, llevando finalmente a la muerte neuronal®'?® (Figura

3).
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Figura 3: Mecanismos patogénicos mas conocidos de los agregados de AR que causan diferentes
disfunciones y finalmente la apoptosis neuronal 23.

1.3. Agregacion del péptido B-amiloide.

Se entiende que el mal plegamiento de proteinas amiloides puede conducir
a formar agregados insolubles que se depositan en espacios extracelulares en
enfermedades denominadas amiloidogénicas, algunas de estas enfermedades mas
fatales incluyen la enfermedad de Parkinson, Huntington y Alzheimer?425, La
agregacion del péptido p-amiloide por la via amiloidogénica en fibras amiloides es
debido a este mal plegamiento, lo que trae como consecuencia que estas proteinas
no funcionen correctamente y produzcan los problemas de neurotoxicidad antes
mencionados?6-28,

Las etapas de agregacion del B-amiloide antes de llegar a la etapa final,
que es la formacion de placas seniles, comienza por la fragmentacién de la proteina

APP mediante la via amiloidogénica, los mondmeros formados interaccionan entre
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si formando diversos nucleos de agregacién como dimeros, trimeros, oligémeros,

aumentando asi la conformacion B-plegada. A su vez estos funcionan como nuevas

especies de nucleacion que a través de interacciones hidrofébicas y puentes de

hidrogeno forman protofibras y estas a su vez se auto ensamblan por medio de una

fase de elongacion formando fibras maduras de Ap (Figura 4) y finalmente, estas

se depositan en el lecho neuronal junto a otras proteinas que quedan atrapadas en

ellas, formando las denominadas placas seniles?®-31,

Actualmente existen tres enfoques principales dirigidos al tratamiento y

prevencion de la EA, estos consisten en la inhibicidn, desagregacion y eliminacion

de los agregados toxicos de Ap.
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Figura 4: (A) Secuencia de aminoacidos del péptido AB1-42. (B) Representacion de las etapas de
agregacion de los monoémeros de AB1-42 a random coils o fibras amiloides con conformacion B-
plegada via intermedios metaestables oligoméricos (oligdmeros pequefios y grandes y protofibras
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A la fecha se han desarrollado diversas estrategias terapéuticas contra agregados
del péptido AB que se encuentran en diferentes fases de ensayos clinicos. Por
ejemplo, inhibidores de la pB-secretasa®?33, vacunas®*, potenciadoras de a-
secretasa®>% | y una variedad de medicamentos aprobados por la FDA36-40, Estas
terapias no han podido obtener resultados clinicos satisfactorios debido a su baja
efectividad, a efectos téxicos de las mismas o debido a la baja eficiencia de
direccionamiento y por la presencia de la barrera hematoencefalica (BHE), la cual
se encuentra rodeando el sistema nervioso central e impide el transporte adecuado
de los farmacos hacia el mismo resultando en una baja en la concentraciéon
terapéutica en el cerebro. En cuanto a los tratamientos aprobados por la FDA estos
tienen el problema de tener efectos secundarios peligrosos y ser administrados via
oral o intravenosa lo que implicaria que deberian ser administrado en altas dosis o
en periodos largos de tiempo para producir el efecto deseado. Adicionalmente,
estos tratamientos son administrados en etapas avanzadas de la enfermedad o en
periodos en que ya hay un dafio irreversible.

Es por ello por lo que la busqueda por nuevas terapias y herramientas de
diagnostico que permitan aumentar la eficiencia en las concentraciones de
farmacos en el cerebro, produzcan el menor dafio adverso, sean poco invasivos,
puedas ser de bajo costo y que tengan como blanco especifico el proceso de
agregacion y los agregados toxicos del B-amiloide se vuelven cada vez mas

necesarias y promisorias en la actualidad.
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1.4 La Nanotecnologia.

La nanotecnologia ha alcanzado un avanzado nivel en su investigacion. Es
uno de los campos de mayor crecimiento con amplias aplicaciones en diversos
sectores como son la salud y medicina, la industria cosmética, ciencia de materiales
y alimentos, y alimentos entre otros*'. Las nanoparticulas (NPs) pueden ser
definidas como particulas sélidas, coloidales con tamafos que van en el rango de
10 nm a 300 nm. Sin embargo, los comités internacionales reducen el rango de
estas NPs de entre 1 nm a 100 nm (Figura 5). Estas nanoparticulas poseen
propiedades muy diferentes del material bulk o de tamafio macro. Estos nano
materiales poseen una alta relacion volumen-superficie lo que le otorga una alta
sensibilidad a la naturaleza dieléctrica del entorno que las rodea. Es por ello por lo
que cambios en su entorno como la modificacion de su superficie, solventes, o
agregacion de particulas resultan en alteraciones en sus propiedades electrénicas
superficiales*?. Dentro de estas propiedades se incluyen las eléctricas, fisicas, y
Opticas caracteristicas lo que hace a estos materiales prometedores para un amplio
rango de aplicaciones biomeédicas, como son la imagenologia celular, el diagndstico
molecular y la terapia dirigida, los cuales dependen fundamentalmente de su

estructura, composicion y forma#1:43-45,
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Figura 5: Imagen comparativas de la escalas macro y nano representadas por diferentes objetos,
particulas y biomoléculas*3.

15 Nanoparticulas de Oro.

Las nanoparticulas (NPs) de metales nobles, especialmente las de oro
(NPOs), han sido exploradas intensamente por la comunidad cientifica debido a sus
particulares propiedades. La naturaleza “noble” de estas nanoparticulas
comparadas con otras, por ejemplo, las de hierro, niquel o cobalto, asi como
también su baja toxicidad las hace candidatas atractivas para aplicaciones
ambientales y biolégicas*®. Como se menciono anteriormente la modificacion de la
morfologia de estas NPs influye en cambios en sus propiedades. La morfologia mas
utilizada para el estudio en aplicaciones biomédicas son las esferas, pero el

estudios de NPs anisotropicas para terapia y diagnéstico de diversas enfermedades
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han aumentado en el ultimo tiempo. Entre ellas se encuentran las nanovarillas
(NVO), nanoprismas, nanoestrellas y nanojaulas entre otras, debido a sus
diferentes propiedades en comparacion a las nanoesferas (NEs) 4647 (Figura 6).
Estas NPs de oro tienen propiedades unicas, como caracteristicas oOpticas y
electronicas dependientes del tamafio y forma, una alta relacion superficie/volumen,
como se menciond anteriormente, y una superficie que puede ser facilmente
modificada con ligandos que contengan diversos grupos funcionales como tioles,

fosfinas y aminas, las cuales exhiben afinidad por la superficie del oro*2.
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Figura 6: Esquema representativo de conjuntos y morfologias de diferentes nanoparticulas de oro
mas comunes*’.

Las propiedades unicas de estas NPs son causadas por la llamada
resonancia de plasmon superficial (RPS). Cuando estos nanomateriales son
irradiados por un campo electromagnético, la oscilacién de los electrones de
conduccion de las NPs metalicas estaran en fase con el campo incidente (Figura
7), y a una determinada frecuencia, el campo electromagnético puede estar en

resonancia con la oscilaciéon de los electrones de conducciéon. Esto conducira a un
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aumento significativo en la absorcidn de la luz incidente resultando en el fenédmeno
de RPS*-%' En las NEs por ejemplo, se observa una banda de absorcion
caracteristica en la region visible del espectro (aproximadamente 520 nm Figura
7b), la cual puede ser desplazada hasta aproximadamente 600 nm, al aumentar el
diametro de estas, sin perder el rango bajo los 100 nm?®2. Debido a que la frecuencia
de la onda electromagnética incidente a 520 nm se encuentra en resonancia con la
oscilacion de la nube electronica de los electrones de conduccion a la misma

longitud de onda, es que se observa el tono rojizo de las NEs en solucién.
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Figura 7: A) Esquema ilustrado de la resonancia plasménica superficial localizada (RPSL)% ; B)
Espectro de absorcién de diferentes didmetros de NEs generados por la RPS52,
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Comparado a otros nanomateriales, las propiedades plasmonicas de estas
NPs de metales nobles sobresalen por sobre otros nanomateriales. Las
propiedades opticas de las NPs de oro que incluyen una gran absorcion, dispersion,
y mejora de campo, permiten un amplio rango de aplicaciones asociados a opto-
sefiales o sefiales quimicas mejoradas para imagen y sensores®3. Debido a la RPS
de estas NPs de oro, las cuales tienen una alta eficiencia de conversion de luz-a-
calor, estas han sido consideradas tanto como agentes fototérmicos vy
fotosensibilizadores aumentando asi el ya amplio abanico de posibles usos en

terapias biomedicas®?.

1.6 Nanovarillas de Oro.

En las nanoparticulas anisotropicas, como las NVOs, es posible observar
mas de una banda de absorcion. En el espectro UV/Vis-NIR de las NVOs se
presentan dos maximos caracteristicos. El primero, llamado banda de resonancia
plasmoénica superficial transversal, la cual se encuentra localizada entre los 520 nm
y se origina por la oscilacion de los electrones a lo largo del ancho de la NVOs. El
segundo maximo es debido a la banda de resonancia plasmonica superficial
longitudinal y es debido a la oscilacién de la nube electrénica a lo largo de la

nanovarillas, apareciendo a una longitud de onda mayor 465! (Figura 8).
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Figura 8: A) Esquema ilustrado de la resonancia plasmonica superficial localizada (RPSL) de las
NVOs longitudinal y transversal. B) Bandas de absorcidon plasmonica transversal y longitudinal de
las NVOs respectivamente54.

Adicionalmente, las nanobarras ofrecen la posibilidad de ajustar la banda RPS
longitudinal en un amplio rango que va desde el visible a la region del infrarrojo por
modificacion en sus dimensiones (Figura 9), es decir al modificar la relacion de
aspecto (RA: largo/ancho) de estas NVOs 4655 | El controlar el tamafio y la
morfologia de las NPS de oro hace posible ajustar la posicién espectral de la
longitud de onda de maxima absorbancia y por ende ajustarla a la “ventana éptica”

de tejidos bioldgicos %657,
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Figura 9: A) Imagen TEM de dos tamafios de NVOs (largas en rojo y cortas en azul); B) Grafico de
distribucion largo v/s ancho-obtenidas de las imagenes TEM de ambos tipos de NVOs; C) Espectro
de coeficiente de extincion de ambas NVOs®’.

1.7 Primera y Segunda Ventana Bioldgica.

Una de las aplicaciones de estas nanoparticulas, aprovechando sus
propiedades plasmonicas, es su uso en la primera y segunda ventana biologica
(NIR-I y NIR-II, respectivamente). La primera ventana se ha utilizado para resolver
problemas biomédicos basicos, como la interaccion dinamica entre moléculas de
farmacos y células tumorales, el transporte y mecanismo de moléculas en particular
que influencian el comportamiento de tumores u otras moléculas objetivos.
Particularmente, la imagen de fluorescencia NIR, la cual se beneficia de una baja
absorcion de tejido, dispersion y autofluorescencia en la ventana NIR, es favorable
para imagenes in vivo con una alta relacién sefal-ruido (SBR)%. Sin embargo, la
limitacion de la imagen de fluorescencia sub-800 nm, como su poca profundidad de
penetracion y un solapamiento no deseable con la autofluorescencia, reducen las

potenciales aplicaciones de estas nanoparticulas a nivel clinico®.
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Por otro lado, se ha demostrado que la radiacién electromagnética en la
segunda ventana biologica o NIR-II, la cual tiene un rango de 1000-1300 nm, es
mas apropiada para aplicaciones biolégicas debido a su mayor profundidad de
penetracion de tejido, menor fondo de autofluorescencia, menor dispersion de

fotones reducida y mayor valor de exposicién maxima permitida (EMP)®%-62 (Figura

10).
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Figura 10: A) llustracién de la ventada de transparencia biolégica (NIR-I y NIR-11)*® y B) Esquema

de penetracidon de NIR-1 y NIR-Il junto a nanomateriales utilizados en NIR-Il y sus aplicaciones
biomédicas in vivo®3.
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1.8 El Efecto Fototérmico.

En varios estudios se han reportado la funcionalizacion de las NPOs para
aplicaciones en diferentes campos como en biologia celular o molecular,
microbiologia, inmunobioldgica vy fisiologia. La funcionalizacién de estas NPs con
anticuerpos y enzimas la hacen utiles para aplicaciones como fototermolisis de
células cancerigenas o de microorganismos infecciosos, la produccién de
medicamentos de administracion dirigida, la bio-imagen y la terapia fototérmica

(TFT), entre otras (Figura 11)%
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Figura 11: Diferentes aplicaciones de las NPs de oro en diagndstico y terapia biomédicas®.

Las NPs de oro son especialmente utiles para la TFT debido a que pueden dar un
gran efecto de calentamiento al ser irradiadas con laser*>. Las NVOs son
especialmente utilizables no solo para bioimagen sino también para este tipo de

terapia (TFT) tanto in vitro e in vivo*>%5. No obstante, la mayoria de estos estudios
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se enfocan en la primera ventana biolégica (NIR-I) utilizando excitacion laser de
unos 800 nm ya que las nanovarillas de oro cortas, con su banda RPS a ~800 nm,
pueden ser facilmente sintetizadas®. Sin embargo, gracias a su capacidad de
desplazamiento del plasmon al modificar su relacion de aspecto, como se menciond
anteriormente, es posible correr el plasmén de absorcion de estas NVOs hacia la
segunda ventana biologica y asi aprovechar sus ventajas por sobre la primera
ventana en el tratamiento fototérmico en tejido bioldgico®3-66,

El efecto fototérmico de estas NPs se debe a su plasmén de resonancia
superficial. Al foto-excitar los electrones de conduccion, los cuales oscilan en la
superficie de las nanoestructuras de oro, resulta en un calentamiento no
equilibrado. La excitacion electronica inicial es seguida por una relajacion en un
tiempo de sub-picosegundos por dispersion electron-electron el cual resulta en un
rapido aumento en la temperatura superficial del metal. Este aumento de calor es
seguido por un enfriamiento de regreso al equilibrio por intercambio energético
entre los electrones y los fonones de la red. En los primeros cientos de
picosegundos después de la excitacion, la red de enfria via acoplamiento fonén-
fondn resultando en la disipacion del calor al medio que rodea la nanoestructura

(Figura 12) 6768,
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Figura 12: Esquema descriptivo de principio de conversion luz-a-calor por nanoestructuras
plasmonicas®s.

1.9 Nanovarillas de Oro y sus propiedades fototérmicas para el

tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer.

Como se menciond anteriormente la deposicion o el mal plegado del
péptido AP resulta en la formacién de agregados toxicos del péptido por lo que su
desagregacion e inhibicion de la agregacion para reducir su toxicidad representa
una estrategia para una potencial terapia del Alzheimert®7°,

Actualmente, la terapia fototérmica con nanoparticulas es utilizada
ampliamente como estrategia poco invasiva y no toxica contra diversos tipos de
cancer’'. Con respecto a la EA, se han utilizado diversas estrategias para su
tratamiento como farmacos ya aprobados por la FDA o en proceso de estudio que
apuntan a diversas etapas de la enfermedad pero que hasta el momento solo logran
retrasar la enfermedad y amortiguar sus sintomas”?. La ablacion fototérmica de los
agregados toéxicos de B-amiloide resulta en un enfoque alternativo para la terapia
contra la EA. La hipertermia local puede desarmar los depdsitos del amiloide, por

ejemplo, por medio de interferencia en su crecimiento®. El NIR-l ha sido el mas
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estudiado ultimamente para el uso en esta terapia con resultados prometedores
56,70.73 como por ejemplo los descritos por Adura y col’3. Ellos irradiaron agregados
amiloidogenicos intermedios prefibrilares (AB-PIAA) luego de ser incubados con
NVOs de oro en primera ventana obteniendo una disminucién de la intensidad de
fluorescencia, luego de realizado el ensayo de Th-T, indicando una baja en la
formacion de agregados fibrilares del péptido Ap (Figura 13). Por otro lado, debido
a sus desventajas, como su baja penetracion de tejido y a la alta exposicion de este
durante la irradiacion es que NIR-Il aparece como una alternativa para superar
estos problemas ya que posee una alta penetracion en el tejido, bajo scattering de
fotones y una mayor exposicion maxima permitida indicando de esta manera que
la segunda ventana es mas adecuada para ser utilizada en contextos biologicos

que la primera ventana.
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Figura 13: A) Imagen TEM del nanosistema NVOs-CLPFFD; B) Espectro de fluorescencia de
muestras de AB-PIAA en presencia de NVOs-CLPFFD con y sin irradiacion (808 nm a 450mW); C)
Sefial normalizada de intensidad de fluorescencia de muestras irradiadas de AB-PIAA en presencia
de NVOs-CLPFFD3.



Adicionalmente, se ha observado que la irradiacion en NIR-Il puede penetrar hasta
bajo el cuero cabelludo y craneo’® generando una bio ventana efectiva y
probablemente mas valiosa para el tratamiento de la EA que en NIR-I"5, Es en este
contexto que las NVOs de oro adquieren mayor protagonismo gracias a la
posibilidad de modular su plasmon longitudinal hacia longitudes de onda mayores,
es decir modular su plasmén en NIR-II y de esta manera aprovechar sus
propiedades fototérmicas para la inhibicion y desagregacién de agregados toxicos

de B-amiloide.

1.10 Péptidos para la inhibicion y desagregacion de agregados de AB.

Diferentes péptidos se han utilizado para nanoparticulas de oro para el
direccionamiento o targeting de agregados de B-amiloide. Por ejemplo, Martins y
colaboradores utilizaron apoliproteina E3 (ApoE3) 76, Bastus y col. sintetizaron el
péptido H-Cys-Leu-Pro-Phe-Phe-AspNH2 (Cys-PEP) como detector de AB 77,
Morales-Zavala y col. utilizaron el péptido CLPFFD 78 7%y Jara-Guajardo junto a su
grupo sintetizaron nanobarras de oro y las conjugaron con péptidos tipo “D” 89,

Los péptidos de la llamada familia “D” contienen D-aminoacidos lo que les
confiere estabilidad frente a proteasas enddgenas, siendo mas resistentes a la
degradacion in vivo, y presentando menos efectos inmunogénicos, en comparacion
con péptidos L-aminoacidos 8'. Por ejemplo, el péptido D1 (gshyrhispaqv) ' se
une selectivamente a fibras amiloides de AB142, promoviendo también una

inhibicion de la agregacion de este ultimo '82. Kogan y colaboradores
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funcionalizaron AUNRs con PEG, para su estabilizacion y con el péptido D1 para la
deteccion de agregados de B-amiloide como también para reducir su agregacion y
su toxicidad (in vitro y ex vivo)®.

Liy colaboradores, mediante terapia fototérmica y utilizando dos inhibidores
de AB, lograron desagregar agregados de AB mediante irradiacion NIR 7°. Martins
y colaboradores reportaron una reduccion en la agregacién de A en un 60%, mas
importante adn, la irradiaciéon con NIR-I (570 nm) resultd en una desagregacion
fototérmica de los agregados AR 76.

Otro péptido que se une selectivamente a agregados oligoméricos de AB1-
42 es el denominado D3 (rprtrihthrnr). Este péptido puede reducir la agregacion de
fibrillas, eliminar oligémeros AB y transformar las fibrillas preformadas en agregados
no amiloidogenicos y no toxicos 8. También se ha demostrado que el D3 tiene una
preferencia por oligdmeros AB1-42 en lugar de fibrillas 0 monomeros 8. Van Groen
y colaboradores observaron también la efectividad del péptido de reducir el tamafio
y nuimero de depodsitos de AB en el hipocampo 88, Funke y colaboradores
demostraron, in vivo, la eficiencia del péptido D3 ante agregados solubles de A,

en donde pudieron indicar la eliminacion de estos agregados (Figura 14) &7,
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Figura 14: Andlisis de las propiedades amiloide de AR mediante microscopia electronica en
ausencia (A) y en presencia de D3 (B) .

Por lo expuesto anteriormente se entiende que las nanoparticulas de oro
han sido utilizadas ampliamente en la deteccion y tratamiento de diversas
enfermedades debido a sus propiedades ya mencionadas, a su biocompatibilidad
y baja toxicidad. En el caso de los agregados toxicos de AR, es de vital importancia
crear un sistema teranéstico eficiente en base a estas nanoparticulas. En el caso
de las nanovarillas la principal limitacion es crear NVOs con una relacién de aspecto
(largo/ancho) de 6 para que estén dentro de las limitaciones para ser utilizados in
vitro e in vivo y, de esta manera obtener un plasmén que absorba en la segunda
ventana bioldgica (NIR-Il), que ademas sea funcionalizado con un péptido que
reconozca agregados toxicos de AB e inhiba o desagreguen estos mismos.

De esta manera, en esta tesis se propone la sintesis de nanovarillas de oro
para ser utilizados en NIR-II, aprovechando asi sus ventajas por sobre el NIR-I, y
posteriormente funcionalizarlas con los péptidos tipo D1 y D3 para dirigirlos
selectivamente a los agregados del B-amiloide y posteriormente, mediante
irradiacion con laser NIR-Il se producir la desagregacion e inhibicion del amiloides.
De esta manera, se podra avanzar en el desarrollo de una potencial terapia

terandstico para la enfermedad de Alzheimer.
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HIPOTESIS
Nanovarillas con plasmones centrados en la segunda ventana biolégica (NIR-II)
funcionalizadas con los péptidos D1 o D3, se unen selectivamente a oligdbmeros y
fiboras de [-amiloide, respectivamente, permitiendo asi la inhibicion y/o

desagregacion de estas ultimas mediante irradiacion con luz infrarroja (NIR-II).

OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar nanosistemas basados en nanovarillas de oro funcionalizadas con
péptidos especificos para detectar y desagregar o inhibir la formacion de
agregados toxicos de B-amiloide mediante la irradiacion con laser en segunda

ventana bioldgica.

Objetivos Especificos
I. Sintetizar y caracterizar nanovarillas de oro con plasmones longitudinal
centrados en NIR-II funcionalizados con los péptidos D1 y D3.
ii. Estudiar las propiedades fototérmicas de las nanovarillas de oro
funcionalizadas.
iii. Evaluar los resultados de la irradiacion con luz infrarroja sobre los agregados
solubles e insolubles de (-amiloide una vez unidas a las nanovarillas.
iv. Evaluar las interacciones de las nanoparticulas con las especies solubles e

insolubles luego de la irradiacion en NIR-II.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS
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2. Materiales.

Los reactivos acido tetracloroaurico (HAuCls), Bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), borhidruro de sodio (NaBHa4), nitrato de plata (AgNO3),
Thioflavina T (Th-T), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), Sulfo-
NHydroxysuccinimide (Sulfo-NHS), fueron adquirido en Sigma Chemical Co. (St.
Louis, Mo, USA). Los reactivos 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP) fue
adquirido en Merk (Darmstadt, Alemania). Los reactivos HS-PEG-OMe y HS-PEG-
COOH se adquirieron en JenKem Technology (Texas, USA).

El péptido AR fue adquirido de r-Peptide (Georgia, USA) y los péptidos D1
y D3 fueron obtenidos por la Dr. Fanny Guzman y su equipo “Acuapeptide
Synthesis” en el centro de investigacion Nucleo de Biotecnologia de Curauma,

Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso.

2.1 Sintesis

2.1.1 Sintesis Nanovarillas de oro.

Se estudio la influencia que tienen sobre el desplazamiento del plasmén de
las nanobarras el cambio en determinados parametros durante la sintesis, como
fue el volumen de AgNO3s (900-1000 uL), Hidroquinona (400-500 pL) y semillas
(280-360-400 L) manteniendo el resto de los parametros fijos: HAuCls4, NaBH4 y
CTAB. Por otro lado, también se estudié el cambié que generan las diferentes
concentraciones de hidroquinona (50-100-150 mM) y AgNOs (0.18-0.87 mM final).

Por ende, las nanovarillas los protocolos de sintesis fueron sistematizados como se
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puede observar en la figura 15 mediante el método mediado por semilla modificado
y a una temperatura de 27°C en bafio de agua .

En primer lugar, se adicionaron en un vial 4.915 uL de CTAB (0.1 M) como
agente estabilizante y 85 pL de HAuCls (29.4 mM) como precursor de las semillas
de oro y se agitd la mezcla por 5 minutos. Pasado el tiempo se adicion6 a la mezcla
400 pL de una solucion de NaBH4/NaOH (10 mM/0.01 M) frio y se agitdé por 30
minutos. Una vez obtenidas las semillas se procedié a realizar la solucion de
crecimiento: en ella se mezclaron en un frasco 170 puL de HAuCl4 (29.4 mM) y 9.83
pML de CTAB (0.1 M) y se agitdé por 10min, trascurrido el tiempo se agregaron a la
mezcla 1000 pL de AgNOs (10 mM) y se agité por 30 segundos, a continuacion, se
agregaron 500 uL de Hidroquinona (100 mM) y se agit6 por otros 30 segundos para
finalmente adicionar 160 pL de la solucion semilla previamente formada y se dejé
reposar por toda la noche. El producto final fue centrifugado a 12.000xg x 30
minutos (3 veces) y resuspendido en 10mL de agua Milli-Q para luego ser analizado

por UV-Vis-NIR, TEM/STEM, DLS/potencial Z.

a) <)
HAuCI4/CTAB 30min a
85pL, 29.4mM/4.915pL, 0.TM 12.000rpm x3 Resuspender
; 10mL Milli-Q
41: »’a wi ) ‘ij:‘
NaBH4/NaOH Aitacn ' = |
30min T~ >
400pL jp—
10mM/0.01M ] - v
Agitar Smin
b)
HAuCl4/CTAB
170pL, 29.4mM/9.83pL, 0.1M
* UV-Vis-NIR
AgNO3 Hidroquinona 160uL semilla + TEM )
* Potencial Z
1000pL 10mM 500pL 100mM ' DLS
Agitar 10min Agitar 30seg Agitar 30seg Reposar toda
la noche

Figura 15: Sintesis de NVOs de oro por crecimiento de semilla modificado.
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2.1.2 PEGilaciéon de Nanovarillas de oro.

La PEGilacion se llevo a cabo como se observa en la figura 16. En primer
lugar, se tomaron los 10mL de solucién de nanoparticulas y se adicionaron 100 pyL
de KOH 1M con agitacion constante por 10 minutos. Transcurrido el tiempo se
procedié con la adicion de 100 pL del PEG metoxilo (OME-PEGs000-SH 1 mM), la
mezcla se agito por 10 min y se sonico la solucién por 5 minutos. Una vez finalizado
el proceso se centrifugé a 13.200xg x 1 hora y se re-disperso en 10mL de agua
Milli-Q. A continuacion, se volvio a agregar el KOH en las mismas proporciones y
se agito por 30 segundos. Luego se agregaron 600 uL del PEG carboxilo (COOH-
PEGs000-SH) y se dejo agitando por 2hrs y se procedio de igual manera que con la
primera PEGilacién 8. La PEGilacion fue confirmada mediante UV-Vis-NIR, DLS,

potencial Z y RAMAN/SERS.

Re-dispersar
10mL Milli-Q

: J@]

100pL KOH 1M 100pL TmM
_ _ M-PEGs000-SH - g '
Agitar 10seg Agitar 10min Sénicar Smin 1hra 13.200rpm
b)
IRAL LIS I - UV-Vis-NIR
A\ / /) -
_ .’T; AuNR-PEG \\[\. + Potencial Z
. & TTLLLL\Y « DLS
- CEPPPLC
100pL KOH 1M 600puL TmM -
———— —
_ _ C-PEGS5000-SH
Agitar 1Cseg Agitar 2hrs

Sénicar Smin

Figura 16: Proceso de PEGilacién de las NVOs de oro.
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2.1.3 Funcionalizaciéon de NVOs-PEG con los péptidos D1 y/o D3.

Se procedio a la formacion de los siguientes sistemas NVOs-PEG-D1 y
NVOs-PEG-D3 mediante la funcionalizacion con los péptidos D1 y D3 utilizando el
mismo método en ambos casos como se esquematiza en la figura 17. En primer
lugar, se centrifugaron los 10mL de solucion NVOs-PEG a 13.200rpm x 1 hora y el
pellet obtenido se juntd en un solo eppendorf al cual se le adicionaron 100 uL de
una solucién de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida hidrocloruro o EDC
(0.4mgq) y sulfo-N-hydroxisuccinimida o sulfo-NHS (1mg) en buffer MES (pH= 5.5)
para luego proceder a sonicar en agua fria por 15 minutos. Pasado el tiempo
indicado se centrifugé por 1 hora y 30 minutos a 13.200xg, se removio el exceso de
EDC/sulfo-NHS y se agregaron 500 pL del péptido D1 o D3 y se dejé agitando
durante toda la noche. Finalmente, se centrifugé la solucidon a 13.200xg x 1 hora y
50 minutos y los pellets obtenidos se re-suspendieron en 1mL de agua Milli-Q para
luego proceder a caracterizar las muestras por medio de espectroscopia UV-Vis-

NIR, RAMAN/SERS, TEM/STEM, DLS y potencial ¢ "8.
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a) Sénicar en agua
I fria 15min

o) : s
0.4mg EDC + 1mg <
' @ de sulfo-NHS ] |
—
=g 100pL de MES
- = ¥ Moy
Agitar 10seg
[

b) PéptidoD1  Péptido D3

)\

o Il Remover exceso
' EDC/sulfo-NHS >
c \J

- f

Agitar durante
toda la noche

Centrifugar Thr:30min
x 13.200rpm

<)

4 :
® 5 *)?; ‘,‘27 7{?‘ P *@ !/54/ P’E “ Py Espectroscopia UV-Vis
Y [o] g * 0 o 5% ¥ wewnon Uy Potencial Z
o I ST T sy oy oy g 5
- = ‘W ogegeR® * Sginen ® DLS

Centrifugar Thr:50min
x 13.200rpm

Figura 17: Funcionalizacion de los NVOs-PEG con los péptidos D1 y D3 respectivamente.

2.1.4 Cuantificacion de NVOs de oro por NanoSight (NTA).

Con el fin de determinar el numero de nanoparticulas por mililitro, se realizé
un analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) con el equipo NanoSight
NS3000 (Malver Instruments, UK), y la acumulacion de datos y posterior analisis
fue hecho con el software NanoSight, version NTA 3.2. EI NTA es una aproximacion
rapida que puede ser usada para mediciones cuantitativas. Se establecié una
relacion lineal entre la concentracion de las nanoparticulas y el valor de absorbancia
de la banda plasmoénica. Cinco muestras de NVOs-PEG con diferentes valores de
absorbancia, entre 0.1 y 1, fueron diluidas y medidas. Los datos fueron obtenidos
usando un nivel de camara de 15, videoclips de 50 segundos, y un limite de
deteccion de 3. El laser de 642 nm fue usado para las mediciones de las NVOs-
PEG manteniendo una temperatura de 25°C y utilizando agua Milli-Q como

solvente.
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2.2 Caracterizacion Fisicoquimica de los nanosistemas.

2.2.1 Espectrofotometria de Absorcion Molecular (UV-NIR).

Las NVOs fueron caracterizadas mediante espectrofotometria de absorcion
molecular a temperatura ambiente utilizando un espectrofotémetro Perkin Elmer
Lambda 25 para realizar un espectro, con la finalidad de observar las dos bandas
de absorciéon de los plasmones caracteristicos de las NVOs, el transversal
aproximadamente en 520 nm y el longitudinal que va desde los 700 a los 1000 nm,

dependiendo de su relacidon de aspecto.

2.2.2 Dispersion Dinamica de la Luz (DLS).

Las NVOs fueron caracterizadas mediante dispersion dinamica de la luz
(DLS) con el objetivo de determinar sus diametros hidrodinamicos y su estabilidad
coloidal. Estas mediciones fueron realizadas por triplicado en un equipo Zetasizer
3000 de Malvern Instruments y se utilizd6 una celda capilar plegada desechable

(DTS1070), dispersante agua a 25°C y el indice de refraccion usado fue 1,332.

2.2.3 Potencial .

La medicién del potencial ¢ (Zeta sizer 3000, Malvern Instruments, UK) de
NP consiste en 5 repeticiones de cada solucion de NVOs. Dado que las mediciones
del potencial zeta son realizadas en agua, la aproximacion de Smolochowski

(Doane, Chuang et al. 2012) ha sido usada para calcular el potencial { a partir de

Ixi



la movilidad electroforética de la NPs en solucién. Las determinaciones
electroforéticas de potencial { fueron comunmente realizadas en medio acuoso y a
25°C y se usa un indice de refracciéon de 1.332. Se emple6 una celda capilar

plegada desechable (DTS1070).

2.2.4 Microscopia Electrénica de Transmision de Barrido (STEM).

Las NVOs fueron observadas por microscopia electronica usando un
microscopio electronico de barrido con médulo de transmision electronica (STEM)
FEI Inspect F50. Las muestras fueron preparadas depositando una gota de una
suspension de NVOs sobre grillas de cobre tratadas con Formvar carbén vy

dejandose secar al aire.

2.2.5 Microscopia Electréonica de Transmision (TEM).

Las NVOs fueron observadas por microscopia electronica usando un
microscopio electronico de transmision Philips CM120 con un voltaje de aceleracion
de 120 kV. Las muestras fueron preparadas depositando una gota de una
suspension de la muestra sobre grillas de cobre tratadas con Formvar carbon y
dejandose secar al aire durante toda una noche. Las muestras de AB1-42 solas y co-
incubadas con las NPs fueron evaluadas antes y después de la irradiacion. Para
esto, 5 yL de cada muestra se colocaron en una grilla 300 mesh Formvar/Carbon-
Coated Copper durante 2 minutos. Luego la grilla fue lavada con agua Milli-Q por

un minuto, secada con papel absorbente Whatman y tefida con 1% de acetato de
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uranilo (UO2(CH3COOQO)2*2H20) durante dos minutos para su posterior visualizacion
en el equipo.

Mediante esta técnica se determind su tamafo y la relacion de aspecto
(largo/ancho) mayoritaria para la poblacion de NVOs. Para obtener datos
poblacionales se midieron 200 particulas empleando el programa Imaged
representandose los datos como histogramas de frecuencia vs largo, ancho y

relacion de aspecto.

2.2.6 Microscopia Electréonica de Barrido (SEM).

Las NVOs también fueron caracterizadas mediante microscopia electronica
de barrido utilizando el microscopio GeminiSEM 360 Zeiss. Para la preparacion de
las muestras se dejé una gota sobre un fragmento de silicio (silicon wafer) y se dejo

secar toda la noche para su posterior medicion en el equipo.

2.2.7 Estimacién del numero de moléculas de péptido por NVOs mediante

analisis de aminoacidos.

Como se indicé anteriormente el analisis de aminoacidos fue realizado en
Espafia en el centro cientifico de la Universidad de Barcelona. Las muestras fueron
tratadas de la siguiente forma. Se hidrolizé todo el contenido de los eppendorf
enviados (3 muestras de 1mL para cada nanosistema; NVOs-PEG-D1 y NVOs-
PEG-D3) y se llevaron a un volumen final de 300 yL, Se anadieron 36 uL de AABA

2.5 mM para todas las muestras. Finalmente se realiz6 el analisis de aminoacidos
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por HPLC, el volumen de inyeccion fue de 20uL de muestra y un tiempo de analisis

de 50 minutos.

2.2.8 Espectroscopia RAMAN/SERS.

Para los espectros RAMAN las muestras fueron depositadas en una
superficie de oro para para eliminar cualquier posible fluorescencia intrinseca y se
registraron utilizando un microscopio WITec SNOM/Raman Alpha 300 (785nm,
objetivo 50x). Las condiciones de adquisicion espectral fueron las siguientes: La
region analizada oscilo entre 200 y 1800 cm-', con un tiempo de integracion por

espectro de 10 segundos y 10 acumulacion espectrales.

2.3 Irradiacion NIR.

2.3.1 Irradiacion de las NVOs para el estudio de eficiencia fototérmica.

Para el estudio fototérmico de las nanoparticulas se procedié a tomar 300uL
de NVOs-PEG y adicionarlas en una campana Durham de 20 mm de largo x 1.5
mm de diametro, posteriormente se posicioné a unos 20 cm bajo el laser en una
camara oscura y se procedié con las mediciones captando el aumento de
temperatura cada 1 minuto utilizando una camara térmica FLIR E8xt como se

observa en la figura 18.
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Solution
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Figura 18: Esquema de camara oscura para la irradiacion de los diferentes controles.

La capacidad de transformar o de convertir la luz incidente en calor fue estudiada a
diferentes potencias de laser en NIR-Il (1064 nm) (100-120-130-140-145-150-200
mW) a una concentracion de 7.06x10-"" mol/L en una camara oscura, utilizando el
laser de 1064 nm (Power Technology). La eficiencia fototérmica (1) es determinada

por la siguiente ecuacién8%0:

_ hA(Tmax - Troom) - QO "

T(1 =104 100 (1)

nr

Donde: h es el coeficiente de transferencia de calor; A es el area de superficie de la
cubeta; Tax Y Troom COrresponden a la temperatura mas alta alcanzada por cada
sistema y la temperatura ambiente; Q, es la contribucién energética del blanco,
calculada iluminando el sistema sin las NVOs; / es la intensidad de salida del laser,
y A; es la absorbancia de cada solucién de NVOs a 1064 nm.

Para la determinacion de h, se aplicé el balance de masas propuesto por
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Roper y col. Primero, se introduce una temperatura de fuerza motriz adimensional,

6, escalada utilizando la temperatura maxima de los sistemas:

9 = (Troom - T) (2)

Troom - Tmax

Se asigna una constante de tiempo del sistema de muestra 75 en el balance de
masas:

_ XimiCy;

T (3)

Ts

Por lo que estos dos parametros (6 y t;) estan relacionados por la siguiente

ecuacion:

&
o=e /19 (4)

Luego de resolver las ecuaciones (2-4) se procedié con la obtencion de n;

(ecuacion 1) para cada potencial utilizado.

2.3.2 Estudio del efecto fototérmico sobre los sistemas NVOs-PEG-D1 y

NVOs-PEG-D3 a dos potencias diferentes (135mW y 350mW).

En el caso de la potencia a 135mW la irradiacion fue continua por 20
minutos iniciando a una temperatura de 36.5°C, para simular temperatura
fisiologica. Para la potencia de 350mW el tiempo de irradiacion fue acortado a 1
minuto y la temperatura de inicio fue de 33°C aproximadamente. En ambos casos
se procedio de igual manera que en el apartado anterior en procedimiento y en

medicion de temperatura.
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2.4 Estudio de la Inhibicion y Desagregacion del péptido AB1-42.

2.4.1 Inhibicién del péptido AB142 en presencia de NVOs modificadas con

péptidos D1 y/o D3.

Para el estudio de inhibicién por la formacién de las fibras del péptido AB,
alicuotas de 0,05 mg del péptido AB se trataron con 200 uL de HFIP (1, 1, 1, 3, 3,
3-Hexafluoro-2-propanol) durante 30 min a temperatura ambiente para luego ser
liofilizadas por 24hrs. Posteriormente fueron resuspendidas en 16uL de HFIP y se
adicionaron 5uL de esta a tres eppendors con 310 uL de agua Milli-Q, todo el
procedimiento fue llevado a cabo a 4°C. Luego se agregaron las NVOs
(resuspendidas en agua) quedando a una concentracion de 80 pM. La
concentracion final del péptido AP fue de 20uM en todos los casos. El péptido fue
incubado durante 72 horas a 37°C con agitacion mecanica de 300 rpm.

Para el estudio de la inhibicion se realizé el ensayo de fluorescencia de Th-
T. Este cromoforo fluérese a 470 nm al ser excitado a 450 nm en presencia de fibras
de AB, siendo la intensidad de fluorescencia emitida por esta molécula directamente
proporcional a la cantidad de fibras de AB presentes. De esta manera se puede
detectar la presencia de fibras como asi también se pudo evaluar la desapariciéon
(inhibicién) o aumento de estas®.

Después de la incubacién y para el ensayo Th-T, 25 yL de las muestras se
depositaron en pocillos de placas de fondo negro Nunc® MaxiSorp™ 384 well
plates, que contenian 9.03 uL de agua Milli-Q y en el momento antes de realizar la

medicion se agregaron 15.97 ul de Th-T 15 yM a cada pocillo (Figura 19). Estos
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experimentos fueron realizados en un espectrofluorimetro de placas BioTek,
modelo synergy MX, excitando a 450 nm y leyendo la fluorescencia a 470 nm. Todos
los datos de fluorescencia de Th-T realizados se expresan como porcentaje con
respecto a un control de fibras de AP sin tratamiento de NvOs, solamente con el

vehiculo (100%).

2.4.2 Desagregacion del péptido AB1-42 en presencia de NVOs modificadas

con péptidos D1 y/o D3.

Para el estudio de desagregacion se procedié con la formacion de las fibras
del péptido AB, alicuotas de 0,05 mg del péptido AB se trataron con HFIP (1, 1, 1,
3, 3, 3-Hexafluoro-2-propanol) durante 30 min a temperatura ambiente para luego
ser liofilizadas por 24hrs. Posteriormente fueron resuspendidas en 16uL de HFIP y
se adicionaron 5L de esta a tres eppendors con 310 uL de agua Milli-Q, todo el
procedimiento fue llevado a cabo a 4°C. El péptido fue incubado durante 72 horas
a 37°C con agitacion mecanica de 300 rpm hasta formacion de las fibras. Luego se
agregaron las NVOs (resuspendidas en agua) quedando a una concentracién de
80 pM. La concentracion final del péptido AR fue de 20uM en todos los casos. En la
figura 19 se muestra un esquema de la formacién de oligdbmeros y fibras de AB1-42.

Para el estudio de desagregacion se realizd, de igual manera que en la
inhibicion, el ensayo de Th-T en donde se adicionaron 25 pL de las muestras en
pocillos de placas de fondo negro Nunc® MaxiSorp™ 384 well plates, que

contenian 9 pL de agua Milli-Q y en el momento antes de realizar la medicién se
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agregaron 16 pl de Th-T 15 yM a cada pocillo, resultando en una concentracion

final de 5uM, y las mediciones se llevaron a cabo en el mismo espectrofluorimetro

de placas y con las mismas condiciones.

ZODpL HFIP Liofilizar 16uL HFIP
. N
-so°c x 15min 24hrs g

—_— LI

Péptido AB42
\ Mantener a baja
5uL alicuota — o (a0
g M T° (4°C) 1 hora
L
= = = Adicionar
13
) \ [ —
7 310pL Milli-Q

a4°C Incubacion de fibras [ ]
a 37°C x 72hrs.

oligémeros

9

Fibras

Figura 19: Preparacion de oligémeros y fibras de AB1-42.

2.4.3 Inhibiciéon del péptido AB1.42 en presencia de NvO-modificadas con

péptidos D1 y/o D3 e irradiando con laser de 1064 nm a 135mW y

350mW de potencia.

Se repitid el mismo protocolo de la secciéon 2.4.1 con la diferencia que

previo al proceso de incubacion con el AB, las muestras fueron divididas en dos

grupos y una de ellas fue irradiada por 20 minutos con potencia de 135mW vy el otro

grupo por 1 minuto a 350mW. Posterior a la irradiacion, se sigue con el proceso de

inhibicion del crecimiento y evaluacidon de esta como se describe en 2.4.1.
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2.4.4 Desagregacion del péptido AB1-42 en presencia de NvO-modificadas
con péptidos D1 y/o D3 e irradiando con laser de 1064 nm a 135mW y

350mW de potencia.

De igual manera que en el punto anterior se repitioé el mismo protocolo que
en 2.4.2 y previo a la incubacion se dividieron las muestras en dos grupos, uno de
ellos irradiado por 20 minutos a potencia de 135mW y el segundo grupo por 1
minuto a potencia de 350mW. Posterior a ello se procedid de igual manera que el

apartado 2.4.2.

Ensayo Thioflavin-T

A:1064nm A: 1064nm

HiC s o @ HS-PEG-COOH 3 DA T “soluble AB
U > 3" Thioflavin-T wos
N CH; ~— No

s “bu T Ouseecome D3 = goupie g

Figura 20: Esquema ensayo Th-T para inhibicion y desagregacion de las NVOs con los respectivos

péptidos.
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2.4.5 Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC).

El contenido de estructura secundaria de tanto del péptido AB142 en
ausencia o presencia de NVOs fue determinado mediante espectroscopia DC.
600uL de cada muestra obtenida al final de los ensayos de agregacién fue colocado
en una cubeta de cuarzo con un paso 6ptico de 5 mm. Los espectros fueron
registrados desde 190 a 300 nm usando el equipo modelo No. J-1500 instrument
(JASCO corporation Japan). Ademas, el porcentaje de estructura secundaria de
cada una de las muestras fue determinado por la deconvolucion de los espectros

mediante el software libre BeStSel.
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CAPITULO lIl: RESULTADOS DE SINTESIS, FUNCIONALIZACION Y

CARACTERIZACION DE NANOVARILLAS DE ORO
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3.1 Determinacidén y caracterizacidon de los parametros relevantes para la

sintesis de Nanovarillas de Oro (NVOs).

Se estudio la influencia que tienen sobre el desplazamiento del plasmén
de las nanobarras el cambio en determinados parametros durante la sintesis, como
las diferentes concentraciones de hidroquinona (50-100-150mM) y AgNOs (2-10
mM). Adicionalmente, se estudié la influencia de las semillas sobre la solucion de
crecimiento mediante diferentes volumenes de NaBH4. Las Nanovarillas fueron
sintetizadas mediante el método mediado por semilla modificado y a una
temperatura de 27°C en bafio de agua 8 como se explicé en el apartado 2.1.1.

Todas las sintesis realizadas fueron caracterizadas por espectrofotometria
UV-Vis-NIR, microscopia electronica de transmision (TEM), microscopia electronica
de barrido (SEM), dispersiéon dinamica de la luz (DLS) y potencial {. Para calcular
la concentracién de las NVO se realizé analisis de seguimiento de nanoparticulas

(NTA).

3.1.1 Sintesis de Nanovarillas con variacion en la concentracion de
hidroquinona y nitrato de plata para la obtenciéon de plasmén en NIR-

En primer lugar, se realizé el estudio de los cambios en los diferentes
parametros y el efecto de estos sobre el plasmén de las Nanovarillas. Una de las
variables modificadas fue la concentracién de hidroquinona (HQ) y de AgNQOs. Se

utilizaron tres concentraciones una a 50 mM, a 100 mM y otra a 150 mM en el caso
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de la hidroquinona y en el caso del AQNO3 2 mM y 10 mM. El resultado se observa

en la figura 21.

—— NVO (10mM AgNO,- 100mM HQ)
| ——NVO (10mM AgNQ,- 150mM HQ)
{ —— NVO (2mM AgNO, - 50mM HQ)
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Figura 21: Efecto del desplazamiento del plasmén a diferentes concentraciones de hidroquinona
(HQ: 50-100-150 mM) y nitrato de plata (AgNOs: 2-10 mM). Todo el resto de los parametros se
mantuvieron constantes.

La hidroquinona (E°= -0.699 V) reduce la sal de oro en solucion (E°= 1.002 V)
mediante un proceso de oxidacién de 2e" y dos protones, pero esto ocurre siempre
que se tengan semillas del metal en solucion para que el oro pueda ser reducido
de Au*3 a Au°® y se deposite en la superficie de las semillas, aumente el campo
eléctrico en las puntas y pueda comenzar a dar forma a la nanoparticula objetivo
92,93 la reaccion final redox se observa en la figura 22. La diferencia en la banda
plasmonica a otras concentraciones de hidroquinona puede ser atribuida a una
saturacion en la superficie de la nanoparticula o a una alta precipitacion de oro en
la solucion por la reduccion del HAuCls y no en la superficie de las semillas

causando nanoparticulas de tamafios y relaciones de aspecto mas variadas 2.
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Figura 22: Esquema general del proceso de A) oxidacion de la hidroquinona y reduccion del oro en
solucién y B) reaccion global redox.

Por otro lado, Perez-Juste y col. propusieron un mecanismo electroquimico para la
formacion de las NVOs en donde es necesaria una asimetria del campo eléctrico
para su formacion y por ende el campo eléctrico es aumentado en las puntas de las
varillas, por lo que se produciria selectividad. La interaccion con las micelas de
CTAB también influye en el crecimiento de las varillas en las puntas, ya que estas
tienen una frecuencia de colisién con las semillas muy baja. Estos factores permiten
la reduccion del Au*! casi exclusivamente en las puntas lo que llevaria a que la
hidroquinona realice la reduccién selectivamente en estas e influiria en el

crecimiento a lo largo de las nanovarillas®3-%°. En consecuencia, el aumento en la
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concentracion de hidroquinona provoca un incremento en la relacion de oxidacion-
reduccion, lo que resulta en una alta concentracion de Au® en la solucion. Esto
conlleva a que el ritmo de deposicion de Au® en planos de alta energia, como los
planos {110} a lo largo de la varilla, sea mayor que en los planos de menor energia,
como el plano {100} en las puntas de la varilla %%, Adicionalmente, Perrault y Chan
demostraron la selectividad de la HQ por la reduccion de oro en presencia de
clusters o semillas de esta y un aumento en la monodispersidad en comparacion a
otros agentes reductores como el citrato®.

Un rol importante para la obtencion de estas nanovarillas es el del AGNO:s.
Se discute que los iones de Ag' se unen selectivamente a los planos de mas alta
energia del nanocristal de oro {110} disminuyendo asi el crecimiento en estos
planos. Como consecuencia, los atomos de oro se adicionan preferentemente en
los planos {100}, lo que conllevaria al crecimiento longitudinal de éstas y la
obtencion de NVOs mas largos con plasmoén en NIR-II ° (Figura 23). Sin embargo,
también existe otra teoria que indicaria que un aumento en el campo eléctrico de
las puntas de las NVOs (como el causado por la hidroquinona) llevaria a una mayor

colisiéon con el enlace CTAB-Au' aumentando el crecimiento anisotrépico ¥.
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100} (110}

Figura 23: Estructura cristalina de AuNRs. A) Imagen HRTEM de una AuNR indicando los indices
altos del plano {110}, B) Antiguo y nuevo modelo de la estructura cristalina de los AuNRs los cuales
son consistentes con la imagen TEM de costado de un AuNR 97,

Como se puede observar en la tabla 1 en ambos casos, tanto en AQNO3 2 mM y
10mM al aumentar la concentracion de HQ se observa un cambio. En el caso de la
menor concentracion de nitrato de plata al aumentar la HQ el plasmén se desplaza
al rojo y su relacion de aspecto aumenta vy, por otro lado, cuando se tiene una
concentracion de nitrato mayor y se aumenta la concentracion de la HQ el plasmén
se va desplazando hacia longitud de onda menores y su relacion de aspecto
disminuye. Estos resultados son concordantes con lo expuesto anteriormente en lo
que respecta a que el AgQNOs prefiere posicionarse y bloquear los planos de mayor
energia que estas a lao largo de la varilla y que la hidroquinona aumenta el campo
eléctrico en las puntas y la reduccion del oro y crecimiento sucede preferentemente

en los planos de menor energia que se encuentran en estas puntas.
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Tabla 1: Resumen de parametros modificados en la sintesis de NVOs
Hidroquinona Nitrato de Plasmén Largo Ancho R/A
(mM) Plata (mM) | Longitudinal (nm) (nm) (nm)
50 2 782 76.6 21.4 3.6
100 2 929 73.3 14.7 5.0
150 2 1000 59.5 10.5 5.7
50 10 1257 87.9 10.5 8.4
100 10 1055 49.2 7.3 6.8
150 10 1054 51 8.5 6

3.1.2 Sintesis de Nanovarillas con variacion en el volumen de borohidruro

de sodio (NaBH4) para la obtenciéon de plasmén en NIR-II.

En la siguiente modificacion se agregaron diferentes volumenes de
NaBH4/NaOH (10 mM/0.01 M) a la solucién semilla. Lo que se observo fue que en
los primeros en todos los casos el plasmén se encontraba sobre los 1100 nm siendo
el mas alto a un volumen de 360 uL de NaBH4+/NaOH como se observa en la figura
24. Esto puede deberse a lo ya explicado previamente sobre la hidroquinona vy al
AgNOs y en el caso del NaBH4 su capacidad reductora puede afectar el tamano de
semilla que se forme y su concentracion por lo que agregar mayor cantidad de
solucién de borohidruro de sodio podria generar semillas mas pequefas pero en
mayor concentracion vy, por el contrario, una menor cantidad produciria semillas
mas grandes pero en menor concentracion por lo que los 280 pL serian la cantidad

Optima para obtener un plasmén desplazado hacia el rojo 4% y con ancho de banda
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mas cercano a la longitud a utilizar en posteriores experimentos.

1.0 { =——NV0 280uL NaBH, (100mM HQ)
| ——NVO 360uL NaBH, (100mM HQ)
——NVO 400uL NaBH, (100mM HQ)

0.8
A:1125nm

1A:1185nm

0.5 4 A1160nm

0.4

Absorbancia Normalizada (u.a.)

0.0 -

T T T T T
450 600 750 900 1050 1200

Longitud de Onda {nm)

Figura 24: Efecto del desplazamiento del plasmén a diferentes cantidades de NaBH4 en la solucion
semilla. Todo el resto de los parametros se mantuvieron constantes (AgNO3s 10mM e Hidroquinona
100 mM).

3.2 Caracterizacion de Nanovarillas de Oro (NVOs) con los parametros

optimizados.

Luego de estudiados los parametros modificados para la optimizacion de la
sintesis de las NPs se procedié a realizar la caracterizacion del nanosistema
obtenido, cabe mencionar que los ajustes mencionados anteriormente no fueron
los unicos realizados y en ANEXO 14.1 se encuentran las demas modificaciones
realizadas. La sintesis se llevo a cabo como se indicé anteriormente en el punto 3.1
utilizando 280 uL de NaBH4 para la formacion de semilla 'y en el caso de la solucion
de crecimiento se utilizaron finalmente 10 mM de AgNOsy 100 mM de hidroquinona.

La primera etapa de caracterizacién luego de la sintesis consistié en
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realizar espectrofotometria Vis-NIR para confirmar el plasmoén de nuestras NVOs
en segunda ventana biologica. Como se puede observar en la figura 25A el
plasmon trasversal se encuentra a 507 nm y el longitudinal a 1061 nm confirmando
la obtencion de NPs en NIR-Il haciéndolas adecuadas para una posible aplicacion

fototérmica.

1.0{——NVOs CTAB
A11061nm
0.8
©
=
® 0.6
<
=
o
2
Q 0.4
Ee)
<
0.2
0.0
T T T T T T
400 500 600 700 800 900 1000 1100
A) Longitud de Onda (nm)
107
— o7
€
@
2
e
=
5 -
@
=
2 .
0 :
0.1 1 10 100
B) Size (d.nm)
200000
180000
160000
140000
2
£ 120000
3
O 100000
s
& 80000
60000
40000
20000
0 N
100 0 100
C) Zeta Potential (mV)

Figura 25: A) Espectro de absorbancia de NVOs-CTAB; B) Diametro hidrodinamico en nm; C)
Potencial ¢ en mV; D-E) Imagenes TEM de NVOs-CTAB, escala de tamafio 100 y 50 nm
respectivamente; F) Imagen SEM de NVOs-CTAB, escala de tamafo de 100 nm.
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Una vez obtenido el espectro de absorbancia de las NPs se procedié con
la caracterizacion por DLS y potencial {. El Dn de estas fue de 3.00 £ 0.04 nm y 51
1+ 5 nm como se observa en la figura 25B. Los tamarios pueden ser atribuidos a la
dispersion de la luz por las NVOs rotacional y traslacional respectivamente. En el
caso del potencial {, este resultd ser de 38 £+ 3 mV, el cual se condice con lo
reportado, la carga positiva del potencial es atribuida a la presencia del CTAB como

agente estabilizante de las NVOs®°.
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Figura 26: Histograma de distribucion de tamafo de las NVOs. En rojo la distribucion del largo, en
azul el ancho y en verde la distribucion de la relacion de aspecto (largo/ancho) de las NPs.
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Las imagenes TEM y SEM muestran una morfologia de varillas
homogéneas las cuales tienen un largo promedio de 58 £ 6 nm y un ancho de 9 £
0.5 nm lo que resulta en una relacidn de aspecto promedio de 6.4 £ 0.8 nm como
se observa en la figura 26 lo cual se condice con lo reportado para nanovarillas
con plasmoén por sobre los 1000 nm%%.191 Cabe mencionar que mediante imagenes
TEM también se observo la presencia de esferas el analisis se muestra en el

ANEXO 14.1.

3.2.1 Caracterizacion de Nanovarillas de Oro (NVOs) estabilizadas con SH-

PEG-OMe y SH-PEG-COOH.

Las cantidades excesivas de CTAB, molécula conocida por ser citotoxica,
luego de la sintesis de las NPs resulta en una alta toxicidad y a largo plazo en
inestabilidad de estas NPs lo que no las hace adecuadas para aplicaciones
biomédicas'%? por lo que debe ser reemplazo por otro surfactante o ligando
biocompatible. Los polimeros son buenos candidatos para funcionar como agentes
estabilizantes, especialmente el polietilenglicol (PEG) con grupo funcional tiol (-SH)
el cual tiene una alta afinidad por el oro a través de su quemisorcion en la superficie,
generando un enlace fuerte similar a un enlace covalente'®. EI PEG por ende es
biocompatible, aumenta el tiempo de circulacion en la sangre de las NVOs
reduciendo la unién no especifica de las proteinas y disminuyendo la toxicidad
siendo el PEG con peso molecular de 5000 Da (PEGso00) es la que conlleva a la

menor toxicidad y mayor circulacion102-104,
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En este trabajo se utilizaron dos tipos de HS-PEGso00, uno con terminacion
O-metilo (HS-PEGs000-OMe) y otro con terminacién COOH (HS-PEGs000-COOH). El
HS-PEG-OMe se utilizé para darle estabilidad a las NVOs y disminuir las
interacciones con proteinas presentes en medios biolégicos y, por otra parte, el HS-
PEG-COOH fue utilizado para unir los péptidos D1 (gshyrhispaqv) y D3 (rprtrlhthrnr)
que tienen grupos aminos libres, mediante enlaces amida con el acido carboxilico
del PEG'05.106 Este (ltimo se adiciona en mayor proporcion para asegurar una

mayor conjugacion de péptido a la nanoparticula.
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Figura 27: A) Espectro de absorbancia en negro NVO-CTAB y en rojo NVO-PEG; B) Imagen TEM
de NVO-PEG.

Luego de la PEGilacion se observo un desplazamiento hipsocromico de la
banda plasmonica longitudinal de 1061 nm a 1050 nm (Figura 27A). Este
desplazamiento es generalmente atribuido a un cambio en la constante dieléctrica
de la superficie de la nanoparticula al conjugar los PEG en su superficie y desplazar
el CTAB, cambio observado en literatura'941%7, La imagenes TEM no muestran un

cambio en la morfologia de la nanoparticula luego de su PEGilacion como se puede
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observar en la figura 27B. El cambio en el diametro hidrodinamico y en el potencial
{ también fueron evaluados, como se observa en la figura 28, el Dn sufrié un
aumento tanto de forma trasversal como longitudinal siendo de 7 £ 0.5y 92 + 17
nm respectivamente, este aumento es esperado debido a la funcionalizacion en los
PEG. El coeficiente de difusion de las nanoparticulas se encuentra directamente
ligado a la forma de estas y también a su superficie quimica. En este caso fue
posible observar un aumento del Dn debido a la modificacion superficial de las
nanovarilla al adicional PEG (Figura 28). Por otro lado, también es posible observar
que el primer pico que se observa tiene una mayor intensidad (%) que el segundo.
Al parecer la relacién de aspecto de las NVOs esta directamente ligada a la forma
de los picos del DLS, entre mayor es la relacién de aspecto mayor es el primer pico
y entre menor es esta relacién menor es la intensidad de este %, El potencial {,
luego de la incorporacién de ambos PEG, fue de -35 = -2.5 mV (Figura 29), esto
debido al aumento de la densidad de cobertura superficial de la cadena del PEG o
al incremento de tamano de la cadena que puede aumentar el grosor de la capa
del PEG, lo que resulta en una disminucion del potencial { o a la carga del PEG
utilizado, en este caso el PEG carboxilo que puede quedar con carga negativa HS-

PEG-COO- (pKa 4.8) debido a que las mediciones fueron realizadas a pH= 5.5 1%,
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Size Distribution by Intensity
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Figura 28: Distribucion de tamafio determinada mediante DLS para NVO-PEG y su comparacién
con las NVO-CTAB.
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Figura 29: Distribuciéon de carga determinada mediante potencial { para NVO-PEG (verde) y su
comparacion con las NVO-CTAB (rojo).

3.2.2 Caracterizacion de Nanovarillas de Oro (NVOs) funcionalizadas con

los péptidos D1 y D3 para el reconocimiento de los agregados de AB.

Una vez estabilizadas las NVOs con los PEG se procedié a funcionalizar
estas con los péptidos D1 y D3 con el fin de direccionar la nanoparticulas hacia los
agregados de p-amiloide y de esta manera acercarnos hacia una posible terapia
para la EA. El péptido D1, cuya secuencia es gshyrhispaqv y el péptido D3, cuya
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secuencia es rprtrihthrnr fueron utilizados debido a su capacidad para reconocer y
unirse al péptido AB y a su capacidad para desagregar e inhibir la agregacion de
este. Adicionalmente, estos péptidos poseen una ventaja al ser péptidos con
aminoacidos D ya que son menos sensibles a la degradacion por proteasa y son
menos inmunogénicos en comparacion a los aminoacidos L, por lo que una mayor
circulaciéon en animales que estos Ultimos 384 .

La funcionalizacion de los péptidos en las NVOs fue mediante la reaccién
de EDC/Sulfo-NHS con los péptidos para la formacién de un enlace amida que
posteriormente formara un enlace con el acido carboxilico del PEG. Luego de
realizada la reaccién de funcionalizacion se procedié con las caracterizacion
correspondientes, en primera instancia se realiz6 espectrofotometria Vis-NIR en
donde fue posible observar un desplazamiento plasménico en ambas instancias,
tanto en la funcionalizacién con D1 como con D3 (Figura 30A) el cual es atribuido
a que estos se encuentran en la superficie de las NVOs por lo que se encontrarian
realizando cambio en su tamano y en el medio de rodea la nanoparticula por lo

que se producirian cambios en la constante dieléctrica.
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Figura 30: A) Espectro de absorbancia de NVO-CTAB (negro), NVO-PEG (rojo), NVO-PEG-D1
(azul) y NVO-PEG-D3 (magenta); B) Imagen TEM de NVO-PEG-D1 y C) NVO-PEG-D3.

La figura 31 muestra los Dn correspondientes a los sistemas previamente
mencionados. Donde es posible observar como fue aumentando el Dn transversal
(dispersion rotacional) hasta 9 + 0.3 nm para NVOs-PEG-D1 y 10 + 0.5 nm para
NVOs-PEG-D3. En el caso del Dn longitudinal (dispersién traslacional) el aumento
fue desde de 108 + 11 nm para las funcionalizadas con D1y 117 + 28 nm para las
NPs con D3. Por otro lado, los potenciales { se volvieron menos negativos pasando
de -35+-2mV con PEG a-9 £ 1 mV para las NPs con D1y -3 + 2 mV para el D3
(Figura 32). El aumento en el potencial { observado luego de la funcionalizacién
con los péptidos se puede deber a que al poseer un pH acido la solucion de
nanoparticulas (pH=4) ya que el punto isoeléctrico de cada péptido (D1: 8,76 y D3:
12,60) es > 7 los grupos amino de los aminoacidos, como son la arginina y la

histidina, se encuentran protonados otorgandole una carga positiva al péptido que

Ixxxvii



posteriormente se ve reflejada en el cambio a un potencial { menos negativo al final

de la reaccion 0. Este potencial también es un indicativo de la estabilidad coloidal

de las nanoparticulas, valores > +25mV y < a -25mV poseen usualmente una alta

estabilidad coloidal, lo que se observaria en nuestro caso .
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Figura 31: Distribucion de tamafio determinada mediante DLS para NVO-PEG y su comparacién

con las NVO-CTAB.
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Figura 32: Distribuciéon de carga determinada mediante potencial { para NVO-PEG (verde), NVO-
PEG-D1 (azul), NVO-PEG-D3 (negro) y su comparacion con las NVO-CTAB (rojo).

A continuacion, se muestra una tabla resumen de todos los Dn y potenciales

{ realizados durante la sintesis de las NVOs.
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Tabla 2: Resumen de Dy, y potenciales { de los nanosistemas sintetizados.

Nanosistema Dn transversal Dn longitudinal | Potencial { (mV) PDI
(nm) (nm)
NVO-CTAB 3+0.04 51+5 38+3 0.5+0
NVO-PEG 7x20.5 92 + 17 -356+25 0.5+£01
NVO-PEG-D1 9+0.3 108 + 11 911 0.6+0.1
NVO-PEG-D3 10+£0.5 117 £ 28 -3x2 0.6+0.1

3.3 Cuantificacion de NVOs por analisis de seguimiento de nanoparticulas

(NTA).

Para obtener la concentracién de nuestras NVOs se llevo a cabo el analisis
de seguimiento de nanoparticulas o NTA. Este analisis utiliza la dispersién de la luz
y el movimiento Browniano de las particulas para obtener la concentracion y la

distribucion de tamano en solucién de estas.

ES
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1 1 1 1 I 1
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Size (nm)

Averaged FTLA Concentration / Size for Experiment:
Capture 2022-04-28 12-34-13
Error bars indicate + / -1 standard error of the mean

Figura 33: Promedio FTLA de concentracién/tamafo (SD= 35,6+3,1 nm).
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En la figura 33 se puede observar la concentracion y distribucion de
tamano de las NVOs luego del andlisis de NTA. Fue posible observar una
concordancia entre la distribucion de tamafio del NTA y las medidas del DLS
indicadas previamente (Tabla 2). EI NTA detecta la presencia de agregados que
poseen tamafos desde 142 nm hasta 457 nm. El promedio de distribucidn de
tamano entregado por analisis fue de 103 £ 4 nm para las NVOs. Este analisis
consiste en la dispersion de la luz debido al movimiento Browniano de las
nanoparticulas en solucion, especificamente de nanoparticulas esféricas, de igual
manera que el DLS, por lo que la estimacién del tamafio de las nanovarillas difiere
del tamano real de estas vistas por ejemplo mediante imagenes TEM 108112,

Por otro lado, el analisis nos entrega en paralelo la concentracion de
nanoparticulas en numero de particulas por mililitro de solucion (particulas/ml). La

concentracion obtenida de las NVOs sintetizadas fue de 1.73x10'2

I+

H+

1.29x10"particulas/ml, lo que se puede traducir en una concentracion de 2.87

0.21 nM.

3.4 Determinacién de la concentracion de péptido D1 y D3 por

nanoparticula mediante analisis de aminoacidos.

Como se indico anteriormente el analisis de aminoacidos fue realizado en
Espafia en el centro cientifico de la Universidad de Barcelona. Las muestras fueron
tratadas como se indica en el apartado 2.3.8. Este analisis nos permitié estimar la

cantidad por NVOs cuantificando la cantidad de al menos tres aminoacidos tanto
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en D1 como en el D3, en el caso del primero se utilizé la arginina (R), prolina (P) e
histidina (H), en el caso del D3 se utilizé la (R) igualmente, la leucina (L) y la treonina
(T). Los resultados de la cuantificacién de péptidos por NVOs se resumen en la

tabla 3.

Tabla 3: Cuantificacion de péptidos por analisis de
aminoacidos.

Sistema Cuantificacion
(péptido/NVOs)
NVOs-PEG-D1 3264 + 1839
NVOs-PEG-D3 2065 + 669

Si comparamos el numero de moléculas de péptido por nanoparticula,
en este caso del D1, con otros trabajos realizados por nuestro laboratorio,
esferas, prismas y nanovarillas mas cortas, es posible observar una diferencia
entre los tres sistemas comparados. En el caso de las esferas estas tenian un
area superficial de 7235 nm?y 4800 moléculas de péptido y, en el caso de los
prismas estos tenian un area de 8000 nm? y 1300 moléculas de D1"'3. Por otro
lado, las nanovarillas de 30nm aproximadamente tenian un area superficial igual
a 3267 nm? y un nimero de moléculas de D1 de 605%. En el caso de las NVOs
en NIR-Il estas poseen un area superficial de 2177 nm?y, como se observa en la
tabla 3, 3264 moléculas de péptido D1 con un error de £1839 moléculas por NP.
Comparando los sistemas es posible indicar que nuestras NVOs se encuentran

en un término medio entre los otros nanosistemas. Adicionalmente, se debe
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considerar la cantidad de PEG que se adhiere a cada sistema, por lo que como
se observa en los ejemplos anteriores, poseer una amplia area superficial no
garantiza una alta funcionalizacién de péptido.

Por lo expuesto anteriormente es posible indicar que tanto el péptido D1
como D3 se funcionalizan en cantidades similares a la NVO y que se encuentra

dentro de lo esperado comparando con otros trabajos8%113,

3.5 Analisis RAMAN/SERS de la interacciéon de los péptidos D1 y D3 con

las NVOs.

Para estudiar la interaccion entre los péptidos funcionalizados y las NVOs
se procedid a realizar espectroscopia RAMAN/SERS. El fendmeno de RAMAN
consiste en la dispersién inelastica de la luz monocromatica, la cual interactua con
las vibraciones de las moléculas, sus fonones u otras formas de excitacion del
sistema produciendo un cambio de energia la cual entrega informacion de los
modos fononicos del sistema y en consecuencia puede identificar especies
especificas de sus estructuras unicas (huella dactilar de cada especie). Sin
embargo, la sefial RAMAN es muy débil. Afortunadamente, se ha encontrado que
algunas nanoparticulas metalicas son capaces de aumentar estas sefales
alcanzando niveles casi comparables a fluorescencia 4.

A continuacion, se describiran las sefales caracteristicas para cada
nanosistema y péptido para de esta manera poder vislumbrar su posicionamiento

sobre la superficie de las NPs (Figura 34). En la tabla 4 (ANEXO 14.1) se resumen

Xcli



todas las sefiales RAMAN/SERS y sus asignaciones correspondiente las cuales
estan basadas en publicaciones anteriores de sefiales RAMAN/SERS del PEG y

de los péptidos D1y D3'15-122,

3.5.1 Espectro SERS de NVOs-PEG.

El espectro SERS del sistema NVOs-PEG muestra una banda de gran
intensidad relativa alrededor de 255 cm-', correspondiente a la vibracion de
estiramiento Au-S y sustenta la interaccion quimica entre el PEG vy la superficie de
la NP. La sefal de baja intensidad relativa que se observa a los 803 cm-', se asigna
a vibraciones del esqueleto del PEG, asignadas en la tabla 4 como “Body”. Por otro
lado, una serie de sefales de mayor intensidad relativa se observan en el rango
1100 a 1600 cm™ y estan asociadas a vibraciones de los grupos -CH2 del
polietilenglicol. En este sentido, existen regiones establecidas para diferentes
modos vibracionales de este polimero: 1110-1150 cm™' -CH2 twisting; 1300-1370 -
CH2 wagging; y 1370-1600 -CH2-CH2 anti-symmetric y symmetric bending. Esta
serie de senales caracteristicas del PEG nos indicaria que efectivamente se

encontraria en la superficie de la NP de oro.

3.5.2 Espectro RAMAN de D1 (gqshyrhispaqv).

La banda fuerte a 811 cm se atribuye a una vibracion -CCN de la tirosina
(Y), que también esta acomparada por dos sefiales adicionales a 1297 y 645 cm™"

asignadas a deformaciones -CH y -COH, respectivamente. La intensidad de la
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sefial a 811 cm™ sugiere la posibilidad de una vibracion acoplada de tirosina (Y) y
alanina (A). Respecto del ultimo aminoacido, se observa una segunda banda débil
a 609 cm™', que se asigna a vibraciones fuera del plano del grupo carboxilato. Por
otro lado, la histidina (H) se identifica mediante su banda caracteristica a los 710
cm™'. La sefal ubicada a los 408 cm™' se asocia a la deformacion que sufre la
fraccion estructural -CN de los aminoacidos en D1. Finalmente, la arginina (R)
también muestra bandas asociadas a diversos modos vibracionales a 965 y 916

cm™!, con una intensidad relativa débil.

3.5.3 Espectro SERS de NVOs-PEG-D1.

Basado en el cambio del perfil espectral de D1 con respecto al mismo, pero
en las NPs, es posible asegurar una interaccion entre el péptido y las nanovarillas.
En este sentido, la intensidad relativa del espectro del NVOs-PEG-D1 da cuenta de
esto en concordancia con las reglas de seleccion SERS'?3, Este cambio de
intensidades se debe a que el espaciador PEG impide que el péptido logre
acercarse considerablemente a la superficie de las NPs. Un dato adicional que
ayuda a soportar esto es un hombro visible a 288 cm™! en el espectro de la figura
33 que, originalmente, se observaba en el espectro de D1 a 272 cm-! demostrando
la modificacion conformacional que ha sufrido el péptido. Por otro lado, la sefal de
tirosina (Y) que sufre un corrimiento desde 645 a 635 cm™' y que a su vez sufre una
disminucién en su intensidad relativa, es otra prueba que este aminoacido no se

encuentra en las cercanias de la superficie nanoestructurada y que al mismo tiempo
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ha sufrido modificaciones en sus parametros geométricos como consecuencia del

entorno quimico que entrega el PEG.

3.5.4 Espectro RAMAN de D3 (rprtrlihthrnr).

El espectro Raman de D3 es mas bien simple, con pocas sefales y baja
intensidad relativa que puede ser atribuido a la poca cantidad de aminoacidos que
se repite en el péptido no, asi como ocurre en el espectro Raman del péptido D1.
Una de las sefales caracteristicas es a 440 cm™' y se atribuye a una vibracion de
deformacion del esqueleto del péptido, al igual que aquella sefial que aparece a los
418 cm'. Adicionalmente, una cantidad importante de sefiales se acoplan con
vibraciones entre dos o tres aminoacidos, principalmente His y Arg.a 951y 976 cm-

', asi como una tercera y cuarta sefial que se observa a 1138 y 1442 cm-'.

3.5.5 Espectro SERS de NVOs-PEG-D3.

El espectro SERS de D3 se encuentra dominado por sefiales con
intensidad considerable a 492, 957, 1065, 1282, 1482 y 1537 cm™'. De estas
sefiales, aquellas que aparecen a los 957 y 1482 cm™' estan asociadas al grupo
guanidina de la Arginina. La intensidad relativa de estas sefales corrobora su
cercaniay, por lo tanto, su afinidad a la superficie. También es posible observar que
senales asignadas a vibraciones de Prolina son amplificadas y visibles en este
espectro, no asi en el D3 solo, es por ello por lo que observamos la banda a 1282

cm™', asociadas a deformaciones de Pro. Adicionalmente, el aminoacido His,
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préximo a Arg, también se observa en el espectro SERS a los 1537 y a los 1167
cm'. El analisis de las sefiales mencionadas nos ayuda a corroborar la preferencia
de aminoacidos con grupos R, cargados positivamente, a interaccionar con la
superficie de las NPs, en este caso particular (H) y (R). Para mas detalle de todas

las sefiales RAMAN/SERS pueden ser observadas en el ANEXO 14.1.
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Figura 34: Espectros RAMAN de los péptidos D1 (verde) y D3 (lila) y SERS de NVOs-PEG (azul),
NVOs-PEG-D1 (negro) y NVOs-PEG-D3 (rojo) con sus sefiales mas significativas.

De esta forma fue posible corroborar la presencia de los péptidos D1 y D3 en la

superficie de las NVOs y adicionalmente, visualizar como estas se encontrarian
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dispuestas sobre ellas, en donde gracias a las intensidades y aparicion de sefales

se observo que el péptido D1 estaria mas alejado de la superficie del oro en

comparacion con el péptido D3, el cual estaria mas cercano a la misma (Figura

35).

NVOs-PEG-D1

NVOs-PEG-D3

D3

PEG

Figura 35: Representacion esquematica de la posible disposicion de ambos péptidos sobre la

superficie de las NVOs (rojo: D1; morado: D3).
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CAPITULO IV: ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES FOTOTERMICAS DE LAS

NVOs.
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4.1 Propiedades Fototérmicas de las NVOs.

4.1.1 Estudio del efecto fototérmico a diferentes potencias de laser sobre

las NVOs-PEG.

La capacidad de transformar o de convertir la luz incidente en calor fue
estudiada a diferentes potencias de laser en NIR-Il (1064 nm) (100-120-130-140-
145-150-200mW) a una concentracion de 8.61x107'2 mol/L en una camara oscura,
utilizando el laser de 1064 nm (Power Technology). Es posible observar que a
medida que aumentamos la potencia de laser la temperatura aumenta
significativamente desde los 140mW de potencia, en donde el maximo alcanzado
se logré a 200mW aumentando 20°C aproximadamente desde su temperatura
inicial, alcanzando asi los 51°C a los 10 minutos de ser irradiada la muestra cémo
se observa en la figura 36. Comparando los resultados obtenidos con otras NVOs
en NIR-I (808 nm) podemos observar una ventaja en aumento de temperatura y
tiempo de irradiacién. Por ejemplo, es posible encontrar un AT® de hasta 35°C, pero
en un tiempo de 40 minutos de irradiacion®. También encontramos AT° de 34°C en
2 minutos con la diferencia de que la potencia de laser utilizado es mayor (3.9W) a
lo utilizado en nuestro trabajo'?*. Por otro lado, si comparamos con NVOs en NIR-
[l (1064 nm) podemos observar trabajos con un aumento de temperatura de 38.1°C
en un tiempo de 20 minutos y a una densidad de potencia de 1W/cm?25%y, por otro
lado, a la misma potencia de laser, pero a una concentracion de 200ug/mL de
nanosistema otro trabajo reporté un aumento de temperatura desde 14°C hasta

32.4°C en 10 minutos'? Estos antecedentes indican que nuestro nanosistema se



encontraria en un rango similar a lo reportado.

NVOs-PEG
55
_ 50 gooooao ¢ 100mw
O . o @ = 120mW
= 897 o]
s 0 580009° A 130mW
2 407 § § TR MR
S % y v v 140mW
;&30 !i;""' + 145mw
8 i ! o 150mW
257 o 200mw
20 I ] I L) I L} I 1 I T I L]

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo de Irradiacion (min)

Figura 36: Aumento de la temperatura de NVOs-PEG luego de irradiacion NIR-Il (1064nm) a
diferentes potencias de laser (****P <0,0001) n=3.

4.1.2 Estudio del efecto fototérmico a diferentes potencias de laser sobre

las NVOs-PEG.

Como se puede observar en las figuras 37-38 ambas potencias de laser
alcanzan temperaturas elevadas en tiempos relativamente cortos. En el caso de la
potencia a 135mW la irradiaciéon fue continua por 20 minutos iniciando a una
temperatura de 36.5°C para el sistema NVOs-PEG-D1 y aumentando 6.3°C hasta
alcanzar una temperatura de 42.8°C y para el sistema NVOs-PEG-D3 la
temperatura final fue de 43.8°C, siendo el aumento total de 7.3°C no mostrando
una diferencia significativa con el primer sistema (Figura 37). Cabe mencionar que

la temperatura inicial de todos los sistemas fue de 36.6° con el objetivo de imitar la
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temperatura en condiciones fisiologicas.

Posteriormente se procedid a reducir el tiempo de irradiacion de las
muestras por lo que la potencia de laser fue aumentada a 350mW y el tiempo fue
acortado a 1 minuto. La figura 38 muestra que, para los tres sistemas, el tiempo se
redujo a 60 segundos de irradiacion llegando hasta 49°C en el caso del sistema
NVOs-PEG, 46.4°C para las NVOs con D1 y 45.4°C para las nanovarillas con D3,
iniciando desde 33°C aproximadamente en este caso.

La reduccién del tiempo de irradiacion y el aumento de la potencia fueron
pensados para exponer lo menos posible al individuo a la irradiacion. Por lo que,
tomando ventaja de la mayor penetracién y menor daino del tejido del NIR-II en
comparacion al NIR-I, esta ventana asoma como una alternativa para tratamiento
por sobre la primera ventana bioldégica. Ambos sistemas presentan un aumento de
temperatura sobre o al limite de los 43°C, temperatura que empieza a ser dafina
para el organismo vivo, en menos tiempo y a menor potencia en comparacion con
otros trabajos publicados anteriormente®%126.127 o en comparacion con el laser en

NIR-I (808 nm)73.128.129,
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Figura 37: Aumento de la temperatura de NVOs-PEG-D1 (rojo) y NVOs-PEG-D3 (azul) luego de
irradiacion NIR-Il (1064nm) a una potencia de 135mW. En negro control de H20 (***P <0,0001) n=3
(todos los estudios iniciaron desde 37°C).
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Figura 38: Aumento de la temperatura de NVOs-PEG (rojo), NVOs-PEG-D1 (azul) y NVOs-PEG-
D3 (verde) luego de irradiacién NIR-Il (1064nm) a una potencia de 350mW. En negro control de H20
(***P <0,0001) n=3 (todos los estudios iniciaron desde 34°C).

Como se indicd anteriormente uno de los parametros, sino el mas
importante, para evaluar el efecto fototérmico de las NPs es su eficiencia

fototérmica (nt) la cual puede ser obtenida mediante la ecuacion (4).
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_ hA(Tmax B Troom) — Qo
Nr = A *
1(1 — 1042)

100 4)

En la tabla 4 se muestran las eficiencias fototérmicas calculadas para cada

potencia de laser medidas en el nanosistema de NVOs-PEG.

Tabla 4: Eficiencia fototérmica para diferentes potencias de laser para NVOs-PEG.

Potencia Tmax Tsurr Delta A Qo h nt
(mW) (K) (K) (K) (1064nm) (W) (W*m2*K1) (%)
100 306,5 300,2 6,3 0,7116 5,64x1004 1,29 x1002 31
120 306,6 299,5 715  0,7116 7,46x10%4 1,30 x10°? 29
130 306,6 299,4 725 0,7116 1,13x10%® 1,54 x10-92 33
135 317,05 306,45 10,6  0,3122 1,20x10%% 1,03 x10°2 49
140 312,5 300,2 12,3 0,7116 2,14x10% 1,39 x10°? 45
145 314,0 302,2 11,8 0,7116 2,37x10% 2,23 x10°? 70
150 317,2 302,0 152  0,7116 2,70x109 2,69 x1002 100*
200 324,2 303,7 20,5 0,7116 3,20x10°%  2,39x10-92 93
350 318,6 309,6 9,05 0,3122 6,72x10%4  7,79x102 100*
(*Sobre el limite)

Adicionalmente se realizé la irradiacion de las nanoparticulas sin PEGilar para
observar si esta influia de alguna manera en el aumento de temperatura de las
nanoparticulas. Lo que se puede observar en la figura 39 es que ambas potencias
de laser 135mW (superior) y 350mW (inferior) muestras incluso un mayor aumento
de la temperatura, demostrando asi que el entorno de la nanoparticula, en este
caso lo que se encuentra unida a ella, influye directamente en la transferencia de

calor hacia el medio.
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Sin IR IR con PEG IR sin PEG

135mW 20min

350mW 1min

Figura 39: Imagen infrarroja de: superior de izquierda a derecha NVOs sin irradiar, NVOs-PEG luego
de irradiar 20 minutos a 135mW, NVOs sin PEG luego de irradiar 20 minutos a 135mW e inferior
mismo orden NVOs sin irradiar, NVOs-PEG luego de irradiar 1 minuto a 350mW y NVOs sin PEG
luego de irradiar 1 minuto a 350mW.

El estudio fototérmico demostré la alta eficiencia que poseen las
nanoparticulas sintetizadas para transformar la irradiacién incidente en calor y que
esta se mantiene luego de funcionalizarlos con los péptidos D1 y D3.
Adicionalmente, fue posible acortar el tiempo de irradiacion de 20min. a 1min. Al
aumentar la potencia del laser de 135mW hasta 350mW. Cabe mencionar que para
estudios fototérmicos en primera ventana biolégica el tiempo de irradiacién es
elevado, llegando incluso a irradiaciones de hasta 1 hora, por lo que la obtencién
de sistemas en donde el tiempo sea el menor posible seria un avance importante
en futuros tratamientos para el Alzheimer. Por lo que nuestro sistema de NVOs con
plasmdn en la segunda ventana bioldgica con tiempos de irradiacién de 1 minuto y
potencias bajas, como lo es 350mW, se posiciona como una alternativa

prometedora para su uso en teranosis.
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4.1.3 Estudio de estabilidad fototérmica de las nanoparticulas después de

irradiacion con laser a 1064 nm de los sistemas funcionalizados.

Para tener un estudio completo del efecto fototérmico de las nanoparticulas
se realiz6 un analisis de estabilidad y un perfil de enfriamiento en ambas potencias

de laser utilizadas (Figura 40).
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Figura 40: A-B) Curva del perfil fototérmico para ambas potencias de laser 135mW y 350mW
respectivamente. C-D) Ciclos de On/Off para estabilidad fototérmica de ambas potencias de laser
135-350mW.

Como se puede observar en las figura 40A-B la curva del perfil fototérmico en
ambos casos muestra un aumento de temperatura significativo, como se observé

anteriormente (Figura 37-38). En el caso de la irradiacion a 350mW se observa un

cvi



aumento mucho mas rapido, en tan solo 1 minuto, y una caida mas paulatina pero
igual de rapida en comparaciéon a la irradiacion a 135mW demostrando de esta
manera su ventaja sobre una menor potencia, estos perfiles se encuentran en
concordancia con otros trabajos sobre NVOs®'.130.131 Por otro lado, la estabilidad
fototérmica de los sistemas fue comprobada por medio de los ciclos On/Off de
calentamiento y enfriamiento. Como se puede observar en las figuras 40C-D en
ambos casos no se observa cambios considerables en el maximo de temperatura
y tampoco en el proceso de enfriamiento, demostrando una alta estabilidad
fototérmica en ambas potencias de laser, estabilidad consistente con otros estudios
sobre NVQs'?7.130.132133  De esta manera es posible confirmar la estabilidad

fototérmica de nuestras NVOs para futuras aplicaciones en terapia.

4.1.4 Estudio de estabilidad de las nanoparticulas después de irradiacion

con laser a 1064 nm de los sistemas funcionalizados.

Como se puede apreciar de la figura 41, luego de la irradiacion se observa
un leve corrimiento hipsocrémico del plasmon longitudinal y un aumento, igual leve,
en la intensidad del plasmén transversal. También se observa la apariciéon de un
leve hombro alrededor de los 600 nm. Estos cambios podrian suponer la apariciéon
de algun agregado de nanovarillas o un cambio en la morfologia de estas mismas
por lo que se procedié a analizar las imagenes TEM de los sistemas completos de
nanovarillas irradiados (flechas verdes) y no irradiadas (flechas rojas) en la figura

42 y no fue posible observar cambios morfolégicos en las NVOs.
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Figura 41: Espectro UV-Vis-NIR de NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3 antes y después de irradiacion
a 1064nm.

. \(\'

Figura 42: Imagen STEM y TEM de A) NVOs-PEG sin irradiar y B) NVOs-PEG irradiadas a 1064nm
a 350mW.

El DLS y potencial { (Tabla 5) no mostraron cambios significativos entre los
sistemas sin irradiacién e irradiados. De esta manera es posible indicar que

nuestros sistemas son lo bastante estables luego de irradiarlos en NIR-II.
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Tabla 5: Diametro hidrodinamica y potencial { de NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3 antes y
después de irradiar.

Nanosistema Dh Transversal Dh Longitudinal p¢ (mV)
(nm) (nm)

NVOs-PEG-D1 7+0,2 95+12 -11+0,8

NVOs-PEG-D1 + T° 80,7 98 +12 -7+£25

NVOs-PEG-D3 9+0,7 104 £ 19 -4+1,0

NVOs-PEG-D3 + T° 9+0,8 135+ 11 -4+0,5
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CAPITULO V: ESTUDIO DE LA INHIBICION Y DESAGREGACION DE LOS

AGREGADOS DE B-AMILOIDE CON Y SIN IRRADIACION.
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5.1 Formacion de las especies solubles e insolubles del péptido Ap.

Para la formacion de los oligdmeros y fibras de B-amiloide se procedio con
la metodologia descrita en el punto 2.4. Las imagenes TEM, obtenidas mediante
microscopio Talos F200C G2 utilizando micro grillas de cobre recubiertas de carbon
Formvar de la figura 43, muestran las especies solubles e insolubles
respectivamente de agregados de (-amiloide. En ellas se aprecian morfologias de
oligomeros (A) y fibras (B) con un tamafio aproximado de 15 nm y ~176 nm

respectivamente. 134135,

500) [l

Figura 43: Imagenes TEM de especies solubles de AB1-42 A) oligdbmeros, B) fibras de AB1-42.

Gracias a las imagenes obtenidas fue posible observar la formacién de ambas
especies, las cuales posteriormente fueron utilizadas para los estudios de
desagregaciéon e inhibicién de estos agregados de AB142. Sin embargo, no es
posible tener un control total de las especies formadas y de sus tamafios durante

la experimentacion.
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5.2 Evaluacion de la Inhibicién y Desagregacion del péptido AB.

El estudio de la inhibicién y desagregacion se llevd a cabo en dos partes.
La primera parte consistio en evaluar solamente la inhibicion del péptido Ap sin y
con irradiacion a ambas potencias de laser 135 y 350mW incubando con ambos
nanosistemas, NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3. A modo de control, se realizé el
mismo procedimiento para el B-amiloide solo y el mismo incubado sélo con las
NVOs-PEG. La segunda parte consistio en realizar los mismo grupos y controles,
pero estudiando la desagregacion del péptido AB. Para evaluar la efectividad de la
inhibicion o desagregacion de nuestros nanosistemas se llevd a cabo para cada
control y grupo el ensayo de tioflavina T (Th-T) como se menciondé anteriormente

en la metodologia (Figura 20).

5.2.1 Evaluacién de la Inhibicién y Desagregacién del péptido AB a potencia

de 135mW con los nanosistemas NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3.

Para la evaluacion de inhibicion de fibras se procedid a incubar los
nanosistemas a estudiar por 72 horas con solucion de AB1-42 con y sin irradiar
previamente como se observa en la figura 44. Los resultados se observan en la

figura 45.
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A) Estudio de Inhibicion Afi-22con y sin irradiacion a 1064nm. -
+ NVOs-PEG } (

Figura 44: Esquema del estudio de inhibicién sin irradiar y con irradiacion laser de 1064nm.

Como se puede observar el péptido D1 (0.2uM) por si solo, con y sin irradiacién no
produce una disminucion de fluorescencia, por lo que no es capaz de inhibir la
formacion de fibras de B-amiloide. Este resultado es esperable ya que por estudios
realizados por nuestro laboratorio los efectos sobre e ABi42 se comienzan a
observar a concentraciones sobre 0.5uM"36, Por otro lado, el sistema NVOs-PEG-
D1 con irradiacién tiene un efecto sobre la formacion de fibras alcanzando un 72%
menos de fluorescencia que el control y sin irradiar la disminucién de la
fluorescencia solo alcanza un 46%. En el caso del sistema estudiado con D3 se
puede observar que no hay cambios con el péptido sélo y tampoco es posible
observar una disminucién de la fluorescencia para ninguno de los sistemas
irradiados estudiados, exceptuando el sistema completo NVOs-PEG-D3 que
disminuyd su fluorescencia en un 60%. Cabe mencionar que cada sistema es

comparado con su control de Ap correspondiente (irradiado y sin irradiar).
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Figura 45: Ensayo de Thioflavina-T luego de 24 hora de incubacion para las siguientes especies
solubles de AB1-42, AB1-42 + D1/D3, AB1-42 + NVOs-PEG y AB1.42 + NVOs-PEG-D1/D3 para inhibicion
a 135mW. Todos los sistemas fueron comparados con el control de AB (**P= 0.0068; *P= 0.0306

one-way ANOVA diferencia con el control) (n=6).

Por otro lado, los resultados obtenidos luego de 24 horas de incubacion

para el estudio de desagregaciéon con y sin irradiacion (esquema en figura 46) se

muestran en la figura 47.

B) Estudio de Desagregacion Afi-s2con y sin irradiacion a 1064nm.

+Péptido D1y D3

*+ NVOs-PEG Luego de 24hrs
Oligémeros Af42 + NVOs-PEG-D1
oo + NVOSPEG-D3 — — \/

N

=

Figura 46: Esquema del estudio de la desagregacion sin irradiar y con irradiacion laser a 1064nm.

Se puede apreciar una disminucion significativa para los tres sistemas irradiados,

péptido D3, NVOs-PEG, NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3, alcanzando
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disminuciones de fluorescencia de 46%, 79%, 56% y 79% respectivamente. Estos
resultados nos corroboran que es el efecto de las nanoparticulas durante la
irradiacion y su aumento de la temperatura lo que produce un mayor efecto de
desagregacion sobre las fibras de B-amiloide y que aparentemente poseen un
efecto sinérgico una vez funcionalizadas con los péptidos respectivos. Por otro lado,
el estudio de desagregacion sin irradiacion no mostrdé cambios significativos con el
control exceptuando el sistema NVOs-PEG-D1 el cual tuvo una disminucién de un
70,4%, lo que es concordante con lo descrito en literatura sobre el péptido D1y su
preferencia de interaccion con fibras de AB1-42y efecto de desagregacion sobre ellas

pero que luego de 24 horas su efecto comienza a disminuir 80,

Desagregacion de ApB
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Figura 47: Ensayo de Thioflavina-T luego de 24 hora de incubacién para las siguientes especies
solubles de AB142, AB142 + D1/D3, AB142 + NVOs-PEG y AB142 + NVOs-PEG-D1/D3 para
desagregacion a 135mW. Todos los sistemas fueron comparados con el control de AB. (**P= 0.0050;
***P=0.0004; ****P= <0.0001 one-way ANOVA diferencia con el control) (n=6).
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Con lo observado anteriormente es posible indicar que en el caso de la
inhibicion los sistemas que presentan una menor disminucion de fluorescencia son
aquellos que fueron irradiados lo que demostraria la efectividad de esta con
respecto a los sistemas sin irradiar. Adicionalmente, el efecto de la disminucién de
fluorescencia del nanosistema NVOs-PEG-D1 tanto en inhibiciéon y desagregacion
sin irradiar puede verse atribuido a la disposicién del péptido D1 sobre la superficie
de la nanoparticula como se puede inferir a partir de los espectros SERS (apartado
3.5), el cual indicaria una mayor disposicion hacia fuera de la superficie lo que se
traduciria en un mayor contacto con el Ap en comparacion al péptido D3 el cual

estaria dispuesto mayormente sobre la superficie de la nanoparticula.

5.2.2 Evaluacién de la Inhibiciéon y Desagregacién del péptido A a potencia

de 350mW con los nanosistemas NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3.

La principal diferencia entre este estudio y el anterior, a parte de la potencia
utilizada, es la disminucién del tiempo de irradiacién de las muestras de 20 minutos
a 1 minutos. La figura 48 nos muestra los resultados del ensayo de inhibicion de
AB. Se puede observar que ninguno de los sistemas sin irradiar presenta cambios
significativos en su fluorescencia con respecto al control exceptuando el sistema
NVOs-PEG-D1 el cual presenta una disminucion de alrededor de un 46%. Esto
podria deberse a la cantidad de péptido funcionalizado a la nanoparticula, que en
el caso del péptido D1 (3264 moléculas) es mayor que la del péptido D3 (2065

moléculas). En el caso de los sistemas con irradiacion todos los sistemas menos el

cxvi



péptido D3 presento disminucion significativa en su fluorescencia. Los
nanosistemas de NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3 tuvieron una disminucion de un
60% y 40% respectivamente y el péptido D1 libre en un 46%, en el caso de las
NVOs-PEG estas disminuyeron en un 82% su fluorescencia en comparacion al
control siendo esta la mas alta de todos los sistemas, pero no significativa al
comparar con los dos nanosistemas antes mencionados.

Realizando una comparacion del efecto inhibidor del estudio a 135mW y
350mW de potencia es posible indicar que hay una diferencia significativa entre
ambas. En primer lugar, para el sistema NVOs-PEG-D1 se obtuvo una disminucién
de hasta un 60%, algo menor al 72% de la irradiacion a 135mW, pero no
significativas entre si al comparar, la diferencia es que a 350mW el tiempo de
irradiacion fue de 1 minuto comparado a los 20 minutos de la ultima, demostrando
una ventaja significativa por sobre la de menor potencia de irradiacion. Por otro
lado, el nanosistema de NVOs-PEG-D3 demostré en ambos casos disminuciéon de
fluorescencia siendo mayor a 135mW que a 350mW de potencia, pero no
significativas entre si, 60% y 40% respectivamente. Una diferencia observada
durante el ensayo es que a irradiacion con potencia de 350mW el sistema de NVOs-
PEG tiene efecto significativo a diferencia de la irradiacion a 135mW, la cual no
tiene siendo ésta bastante elevada, corroborando nuevamente que es el efecto
fototérmico de la nanoparticula al ser irradiada la que mayor efecto tiene sobre la

disminucién de fluorescencia.
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Figura 48: Ensayo de Thioflavina-T luego de 24 hora de incubacién para las siguientes especies
solubles de AB1.42, AB142 + D1/D3, AB1-42 + NVOs-PEG y AB1-42 + NVOs-PEG-D1/D3 para inhibicién
a 350mW. (**P= 0.0050; ***P= 0.0004; ****P= <0.0001 one-way ANOVA diferencia con el control)
(n=6).

Teniendo en consideraciéon que los controles sin irradiacién son los mismos
para ambas comparaciones (135mW y 350mW) y estos fueron mencionados en el
primer estudio esta seccion se enfocara en los resultados obtenidos luego de la
irradiacion.

En la figura 49 se puede observar, para los sistemas con D1, que todos
aquellos irradiados tienen una disminucién de fluorescencia, para el péptido libre
esta fue de 66% y para el sistema NVOs-PEG-D1 este alcanz6 hasta un 86% en
disminucién de fluorescencia con respecto al control. En el caso del estudio de los
sistemas con el péptido D3, se observé un resultado parecido al del péptido D1, en

donde el péptido libre disminuyo su fluorescencia en un 62% y el nanosistema en
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un 93%. Finalmente, para el caso del sistema de NVOs-PEG también se observo

una disminucion significativa llegando a un 85% con respecto al control.

Desagregacion of Ap
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Figura 49: Ensayo de Thioflavina-T luego de 24 hora de incubacion para las siguientes especies
solubles de AB142, AB142 + D1/D3, AB142 + NVOs-PEG y AB142 + NVOs-PEG-D1/D3 para
desagregacion a 350mW. (**P= 0.0050; ***P= 0.0004; ****P= <0.0001 one-way ANOVA diferencia
con el control) (n=6).

Una caracteristica observable durante el estudio fue el hecho de que los
sistemas sin irradiar, al momento de estudiar la desagregacion, poseian leves
aumentos de fluorescencia por sobre el control o disminuciones no significativas.
Esto puede deberse en el caso del péptido libre a la baja concentracidn de éstos
para producir un efecto neto sobre los agregados de AB142y en el caso de los
sistemas con PEG fue reportado que puede fomentar la agregacioén de fibras de -
amiloide y por otro lado producir un efecto de inhibicion a la formacion de las

mismas gracias a los atomos de oxigenos presentes en el PEG que pueden estar
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interactuando con la cadena lateral polar mediante puente de hidrogeno o por el
extremo hidrofébico por interaccion 1 o interaccion de van der Waals %6137 Por otro
lado el aumento de temperatura que se genera al irradiar el control, es lo
suficientemente alta para promover la formacién de fibras de p-amiloide, pero no
para producir una desagregacion de las ya formadas 138-140,

Adicionalmente, se realizaron estudios de la morfologia del B-amiloide
luego de su irradiacion mediante TEM y STEM los cuales se pueden observar en la

figura 50.

(H)

*
 Ln % AB+NVOS-PEG-D3+IR 2

v
>
R

Figura 50: A) $-amiloide fibrilar B-1) p-amiloide irradiado, B-2) p-amiloide ampliacién de B-1, C) B-
amiloide incubado con péptido D1 por 24hrs e irradiado, D) $-amiloide incubado con péptido D3 por
24hrs e irradiado, E-F) $-amiloide incubado con NVOs-PEG-D1 por 24hrs e irradiado y G-H) (-
amiloide incubado con NVOs-PEG-D3 por 24hrs e irradiado.
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Lo que se observo luego de la irradiacion tanto en las imagenes 49 B-D son la
formacion de agregados semicirculares (flecha rojas) con forma seudo fibrilar, pero
mas densas y dispersas que aquellas en 49 E-H. Estas ultimas muestras
formaciones menos densas y mas amorfas las cuales concuerdan con estudios
previos de desagregacion de AB1-42 con péptidos “D” 8. Si bien estos se encuentran
rodeados por las NVOs en ambos casos estos resultados son concordantes con la
formacién de estructuras de AB1-42luego de ser expuestas a irradiacion laser y que
segun estudios no serian formaciones toxicas #'-44 _ Adicionalmente, se puede
determinar que la irradiacién en ambas potencias no causa una deformacion en las
nanoparticulas ya que estas siguen conservando su forma de barra luego de hacer
incidir el laser durante 20 minutos y 1 minutos lo que las hace bastante estables

morfolégicamente a las temperaturas alcanzadas.

5.3 Efecto de los nanosistemas irradiados y no irradiados sobre la

estructura final del B-amiloide en los ensayos de Inhibicién.

Para evaluar si los efectos observados en los ensayos de Th-T sobre los
procesos de inhibicion y desagregacion con y sin irradiacion influyen en la
estructura del B-amiloide, como se observa en las imagenes TEM (figura 50), y
sean concordantes con lo observado se procedio a realizar dicroismo circular (DC)
sobre el péptido AB142 en presencia y ausencia de los péptidos D1 y D3 y los
nanosistemas NVOs-PEG y NVOs-PEG-D1/D3 sin y con irradiacién (350mW),

teniendo como control el B-amiloide fibrilar. El Dicroismo Circular es una técnica no

CXX1



destructiva y un método excelente para determinar estructuras secundarias'4%146 y
los cambios estructurales ocurridos luego de la interaccidn con las nanoparticulas
y la irradiacion. Los resultados obtenidos se pueden observar en las figuras 51-52.

Las figuras mencionadas muestran las cuatro estructurales principales
observadas del AB, a-helix, p-sheet, f-Turn y otros (Random Coils). En el caso de
las fibras de p-amiloide la estructura mas abundante es la conformacion f-sheet, la
cual se divide en dos estructuras que son la paralela y antiparalela’’. Lo que se
puede observar en el caso del estudio de inhibicién sin irradiacion (figura 51A), en
el caso de las estructuras p-sheet, que los nanosistemas de NVOs-PEG-D1 vy
NVOs-PEG-D3 disminuyeron su estructura a un 39% y 38% respectivamente, en
comparacion al Ap control que poseia un 49% de estructura B-sheet. Las NVO-PEG
tuvieron un aumento de un 58% y el D1 libre un 51%. Por otro lado, el porcentaje
de Random Coil (RC) inicial del control fue de 35% mientras que, al ser el Ap
incubado con las NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3 este tuvo un aumento a un 48%
y 49% respectivamente, en el caso de los péptidos libres el D3 aumento a un 37%
mientras que el D1 disminuyo a un 33% de igual manera que el sistema con PEG

a un 30%.
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Figura 51: Grafico de porcentajes de composicion estructural del péptido Ap en presencia y
ausencia de los péptidos D1 y D3 y los nanosistemas a evaluar para el estudio de inhibicion A) Sin
irradiacion y B) con irradiacion a 350mW de potencia (comparacion realizada v/s el Ap control).
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Para los casos de inhibicidn con irradiacion (figura 51B) lo que se observé
fue que tanto el péptido libres D3 como todos los sistemas con NVOs (NVOs-PEG,
NVOs-PEG-D1y NVOs-PEG-D3) disminuyeron su porcentaje de estructura 8-sheet
desde un 49% correspondiente al control de péptido Ap fibrilar a un 47%, 48%, 43%
y 39% respectivamente y solo el péptido D1 aumento su porcentaje en un 56% '%.
Adicionalmente, los porcentajes de Random Coil también tuvieron cambios con
respecto a las fibras de AB control. Lo que se observé fue que todos los sistemas
indicados anteriormente mostraron un aumento de esta estructura siendo las mas
altas la de las NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3 46% y 47% respectivamente, el D3
aumento un 40% y finalmente las NVOs-PEG obtuvieron un 38% de Random Coil
en comparacion a los 35% del control.

En resumen, de lo antes mencionado, se logré observar que el Ap irradiado sufre
un aumento en su porcentaje de estructura p-sheet desde 49%, correspondiente al
control, a un 55%. Esto indicaria que el aumento de temperatura durante la
irradiacion fomentaria la formacion estructuras lamina B como se observé en los
ensayos de Th-T lo cual se encontraria en concordancia con lo reportado ya en
literatura™®'%°, Por otro lado, es posible indicar que los sistemas que fueron
irradiados demostraron en su mayoria un cambio en su estructura secundaria, ya
que fueron los que disminuyeron sus porcentajes de estructura p-sheet y

aumentaron el de Random Coil.
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54 Efecto de los nanosistemas irradiados y no irradiados sobre la
estructura final del péptido B-amiloide en los ensayos de

Desagregacion.

De igual forma que el punto anterior se procedio a realizar DC para dilucidar
cuales son los cambios en la estructura del péptido AB. Para el estudio sin
irradiacion (figura 52A) se observo en el control de fibras de Ap un porcentaje de
estructura B-sheet de un 57% y un 35% de RC. Con respecto a los tratamientos, el
péptido libre D3 disminuyo6 su porcentaje de estructura a un 50%, las NVOs-PEG-
D1y NVOs-PEG-D3 a un 47% y 46% respectivamente, mientras que el péptido D1
aumento a un 59% y las NVOs-PEG a un 61%. En el caso de los RC el patron se
repite, tanto el péptido libre D3, las NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3 aumentan su
porcentaje desde un 35% que corresponde al control de fibras de A a un 38%, 35%
y 39% respectivamente, mientras que el péptido D1 y las NVOs-PEG disminuyeron
aun 33% y la ultima a un 21%.

Estos datos se encuentran parcialmente en concordancia con lo observado
en otros trabajos en que es posible observar una disminucion de la estructura g-
sheet y un aumento del Random Coil luego de someter al péptido -amiloide a

irradiacion laser'38-140,
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Figura 52: Grafico de porcentajes de composicion estructural del péptido AB en presencia y
ausencia de los péptidos D1 y D3 y los nanosistemas a evaluar para el estudio de desagregacion
A) Sin irradiacion y B) Con irradiacion a 350mW de potencia (comparacién realizada v/s el Ap

control).
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Para el caso del andlisis a las muestras irradiadas (figura 52B) se
obtuvieron los siguientes resultados. Tanto los péptidos libres como los
nanosistemas mostraron una baja en el porcentaje de estructura B-sheet. Los
péptidos libres D1 y D3 disminuyeron desde 60% que corresponde al control de AB
irradiado a un 48% y 57% respectivamente. Los sistemas de NVOs-PEG, NVOs-
PEG-D1 y NVOs-PEG-D3 disminuyeron en 47%, 50% y 44% su contenido de f-
sheet. Adicionalmente, los RC aumentaron en casi todos los sistemas, exceptuando
el péptido D3 libre que disminuyo a un 30% en comparacién al control que fue de
un 32%. Los otros sistemas aumentaron en un 41% para el D1 libre, 42% para las
NVOs-PEG, 39% las NVOs-PEG-D1 y por ultimo 45% las NVOs-PEG-D3. Una de
las razones por la cual el péptido D3 libre posee un menor porcentaje de estructura
RC es debido a que es el unico sistema que posee ademas un porcentaje de o-
Helix, siendo este de un 10%.

De igual forma que en el ensayo mencionado todos los sistemas tienen un
impacto en la estructura p-sheet, en este caso una disminucién en el % total de la
estructura presente en el Ap incubado con los sistemas y posteriormente irradiados.
De igual manera se observa un aumento en el porcentaje de Random Coil y en el
caso del D3 también en la estructura Helix lo que podria ser concordante con lo
observado en el ensayo de Th-T, debido a que este fluoréforo se une selectivamente
a fibras del p-amiloide que en su mayoria se encuentra conformado por estructura
p-sheet y que se traduciria que al producirse una disminucidn en el porcentaje de
contenido de esta estructura la tioflavina no se uniria a los Random Coil, que son

la estructura que comienza a aumentar y de la que en su mayoria estan
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conformadas los monémeros del amiloide'#.

Las disminuciones en el porcentaje de estructura p-sheet luego de la
irradiacion se encuentra en concordancia con otros trabajos similares'4+14%.150 De
igual manera la irrupcion o inhibicion de la agregacion del AB142 también se
encuentra en linea con otros trabajos que, si bien no utilizan nanoparticulas en sus
ensayos, si utilizan disruptivos de fibras amiloides obteniendo resultados similares
en nuestro trabajo con los sistemas con péptidos D1 y D35,

Para un resumen de los resultados obtenidos ver ANEXO 14.2.
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CAPITULO VI: DISCUSION DE RESULTADOS, CONCLUSIONES Y

PROYECCIONES.
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6.1 Discusion de Resultados.

6.1.1 Caracterizacion de los nanosistemas con bandas plasmoénicas

centradas en la region de la segunda ventana biolégica.

A modo de conclusion fue posible la optimizacion de la sintesis de las
nanovarillas de oro con plasmoén centrado en la segunda ventana biologica la cual
corresponde a la utilizacion de 10mM (0.87mM en solucion) de AgNOs y una
concentracion de 100mM de hidroquinona y un volumen de NaBH4 de 280uL,
llegando incluso a los 1125 nm en su plasmoén. La caracterizacion mostré una
morfologia acorde a la literatura y homogénea, obteniendo en este caso una
relacion de aspecto de 6.4 £ 0.8 nm para un largo de 58 + 6 nm y un ancho de 9.0
+ 0.5 nm. Posteriormente fue posible obtener la concentracién de nuestras NVOs
mediante analisis de NTA entregando una concentracion de 2.84 + 0.21 nM.

Fue posible la funcionalizacion de las nanovarillas de oro la cual fue
seguida mediante UV-Vis-NIR, DLS y potencial {. El espectro UV-Vis-NIR mostré
un corrimiento hacia longitudes de onda menores a medida que se iba modificando
la superficie de las nanoparticulas, primero con PEG y luego con los péptidos D1y
D3 atribuibles a una baja en la dispersion de la luz debido a estos elementos en la
superficie. EI DLS mostré un aumento al PEGilar y funcionalizar con los péptidos
corroborando la adicidn de especie en la superficie de estas aumentando su
volumen vy, el cambio de un potencial ¢ positivo (38 £ 3) a uno negativo (-35 * 2.5)
luego de la PEGilacion confirma el desplazamiento del CTAB por ambos PEG y su

posterior aumento de potencial (-9 + 1 para el D1y -3 + 2 para el D3) luego de la
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funcionalizacion con los péptidos, debido al punto isoeléctrico de cada péptido (D1:
8.76 y D3: 12.60) como se explicé en la seccidn 3.2.2, serian indicativos de la unién
de estos al sistema debido a las cargas positivas de algunos de sus aminoacidos
como es la arginina, unién que luego fue corroborada por los espectros
RAMAN/SERS.

También fue posible cuantificar la cantidad de péptido D1 y D3 que se uni6
a la nanoparticula mediante analisis de aminoacidos. Mediante el analisis de 3
aminoacidos, como se menciond anteriormente, obteniendo concentraciones de
3264 + 1839 péptidos D1/NVOs y 2065 + 669 péptidos D3/NVOs las cuales se
encuentran dentro de los rangos esperados para el area superficial de las NVOs
(2177 nm?) luego de ser comparadas con otros nanosistemas sintetizados por
nuestro laboratorio como son nanoesferas, nanoprismas y nanovarillas de primera
ventana bioldgica. Adicionalmente, se debe considerar el grado de PEGilacién ya
que influye directamente en la cantidad de péptido que se une a la NPO como se
explicé en la seccion 3.4.

La corroboracion de la funcionalizacion de estos péptidos en las
nanovarillas fue llevada a cabo por RAMAN/SERS el cual arrojo, en el caso de las
NVOs-PEG-D1, una interaccion leve con la superficie del oro esto debido a las
pocas sefales observadas y a la baja intensidad de estas especificamente de la
(A) y la (Y) que ademas sufre un corrimiento de su banda desde 645 a 635 cm-'.
En cambio, para las NVOs-PEG-D3 las sefiales obtenidas indicarian una mayor
cercania a la superficie de las nanoparticulas ya que es posible observar una mayor

cantidad de sefiales y mayor intensidad, especificamente las sefales de (R), (H) y
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(P). Estos resultados nos indicarian que el péptido D1 se encontraria mas alejado
de la NVOs quizas perpendicular a esta mientras que el péptido D3 se encontraria
paralelo a la NPs debido a la intensidad y numero de sefales de (R) presentes.

Estos resultados se condicen con estudios previos realizados por nuestro
laboratorio en dénde se estudio la disposicion del péptido D1 sobre la superficie de
nanoesferas y nanoprismas. En el primer caso ellos indican dos posibles
posicionamientos del D1 en la superficie uno para los NPr y otro para las
nanoesferas (NEO)''3. Debido a que las nanovarillas tiene superficies esféricas
(puntas) como las NEO y planas (largo) como los NPr no es posible indicar con
seguridad la disposicion del péptido D1 cdmo en los casos anteriores en donde el
péptido D1 se encontraria muy cercano a la superficie del oro en el caso de los
prismas y con una seccion alejada de la superficie en el caso de las esferas, pero
debido a las sefales observadas por el RAMAN/SERS y a la comparacion con el
trabajo mencionado, es posible indicar que parte importante se encontraria lejos de
la superficie de la nanoparticula. La figura 34 muestra una ilustracién de la posible

disposicion de ambos péptidos sobre las nanovarillas de oro.

6.1.2 Propiedades fototérmicas

Con respecto al estudio del efecto fototérmico de las nanovarillas fue
posible realizar un analisis a diferentes potencias de laser (100-120-130-135-140-
145-150-200-350mW) y elegir dos de ellas para los estudios de efecto fototérmico.

En cada potencia fue posible obtener un aumento de temperatura desde la solucion
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de nanoparticulas, entre mas aumentaba la potencia mayor era el aumento de
temperatura llegando a los 43° para la potencia de 135mW y a los 49° para la
potencia de 350mW. También fue posible disminuir el tiempo de irradiacion del laser
de 20 minutos a tan solo minuto de irradiacién con incluso mejor desempeio en su
aumento de temperatura. Todos estos ensayos fueron realizados con el sistema de
NVOs-PEG, ya que al utilizar sélo las NVOs la temperatura se escapaba aun mas
del limite fisiolégico permitido, llegando a 54.6°C y 57.1°C para 135mW y 350mW
respectivamente. Adicionalmente, fue posible calcular la eficiencia fototérmica de
las NVOs-PEG a cada potencia indicada anteriormente llegando a eficiencias por
sobre el 100%. Estos resultados son prometedores debido a que se genera un gran
aumento de temperatura a baja potencia y a menos tiempo de irradiacion de lo
usualmente reportado en donde generalmente se utilizan potencias de 1W de
potencia y tiempos demasiado prolongados de exposicion (hasta 2 horas) y en el
caso de la primera ventana bioldgica estos tiempos son acortados al aumentar la
potencia del laser pero que resultan dafinas en una potencial aplicacion terapéutica
56,67.75,141,152 Adicionalmente, se llevaron a cabo dos experimentos para comprobar
la estabilidad fototérmica de nuestros nanosistemas. Tanto la curva del perfil
fototérmico y los ciclos On/Off mostraron comportamientos similares a otros
trabajos sobre NVOs. En el caso de la curva la bajada es paulatina en ambos casos
y en el caso de los ciclos no se observa anomalias durante el enfriamiento
demostrando asi su alta estabilidad fototérmica.

Adicionalmente se estudid la estabilidad luego de irradiar las

nanoparticulas. Estas demostraron ser estables luego de observarlas por imagenes
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TEM en donde se apreciaba que mantenian su morfologia de NVO y por UV-Vis-
NIR, DLS y potencial {. Se observo un leve corrimiento hacia el azul del plasmén
principal y cambios en el Dn y potenciales no significativos con respecto a las
nanobarras sin irradiar, pero, que pueden ser atribuibles a algunos agregados o a
deformaciones de las nanobarras imperceptibles por TEM pero que afectan de igual
manera sus propiedades Opticas en alguna medida.

Estos resultados fueron mejor de lo esperado, especificamente en la
disminucién de la exposicidon del laser a potencia comparable al de 808 nm y de
esta manera es posible indicar que nuestro sistema de NVOs es una mejor
opcion que aquellas en NIR-I debido a lo mencionado anteriormente y a la ventaja

de una mayor penetracion de tejido y menor dafio en el proceso de este.

6.1.3 Efecto sobre la agregacion del B-amiloide con y sin irradiacion laser

en segunda ventana biolégica.

Por ultimo, fue posible estudiar el efecto fototérmico de las nanovarillas
sobre los agregados de B-amiloide para su desagregacion e inhibicion.

Para el estudio de inhibiciéon con y sin irradiacion a 135mW de potencia fue
posible observar que solo dos sistemas mostraron una disminucion de intensidad
de fluorescencia, los cuales fueron los nanosistemas completos NVOs-PEG-D1 y
NVOs-PEG-D3, este ultimo sélo tuvo efecto luego de ser irradiado. Por otro lado, el
estudio de desagregacion mostréo una mayor variacién en sus resultados, ya que

fue posible observar, en el caso de los sistemas irradiados, una disminucion de la
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fluorescencia para el Ap incubado con el péptido D3 libre, el NVOs-PEG, NVOs-
PEG-D1 y NVOs-PEG-D3 alcanzando valores de hasta un 79% con respecto al
control, resultados que difieren de lo observado en los ensayos de Th-T sin
irradiacion en donde solamente el sistema NVOs-PEG-D1 mostré una disminucion
en su fluorescencia.

Resultados similares fueron observados en los ensayos de Th-T para la
inhibicion con irradiacion, pero a una potencia de 350mW. El péptido libre D1 y los
nanosistemas NVOs-PEG, NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3 disminuyeron hasta en
aproximadamente un 80% su fluorescencia con respecto al control. En el caso de
los estudios de desagregacion ambos péptidos libres mostraron una baja en su
fluorescencia por sobre el 60%, y para los nanosistemas la disminucion en la
intensidad de fluorescencia fue aun mayor llegando a un 86% para el NVOs-PEG-
D1, 85% para el sistema con PEG y un 93% para el sistema de NVOs-PEG-D3 en
comparacion al control de Ap1-42. También fue posible observar que entre el control
de AP irradiado y sin irradiar no hay cambios significativos en su intensidad de
fluorescencia lo que llevaria a pensar que el laser por si s6lo no tiene mayor efecto
sobre la inhibicién o desagregacion de los agregados de B-amiloide.

Por lo expuesto anteriormente es posible afirmar que el mayor efecto
observable de diminucion de la intensidad de fluorescencia se observa cuando los
sistemas son irradiados, ya sea a 135mW o a 350mW, tanto para la inhibicion como
para la desagregacion, especialmente cuando las NVOs se encuentran presentes
en el B-amiloide. También fue posible observar que en todos los ensayos el sistema

NVOs-PEG-D1 tiene un efecto significativo irradiado o no, esto podria ser explicado
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por el hecho de que el péptido D1 se encontraria mas alejado de la superficie de la
NPs, lo que se traduciria en un mayor contacto con su entorno, es decir con el Ap,
en este sentido evitando su agregacion o contribuyendo a su desagregacion, estos
resultados fueron corroborados por RAMAN/SERS en donde se observd que el
péptido unido a las NVOs mostraba sefiales de baja intensidad, estos resultados se
encuentran en concordancia con otros estudios realizados por nuestro laboratorio3®.
Por otro lado, es posible observar una disminucion de fluorescencia significativa de
la Th-T cuando se irradian los péptidos libres, especialmente durante la
desagregacion. Esto puede ser explicado por el folding o unfolding del péptido B-
amiloide una vez es irradiado al aumentar la temperatura del sistema. Cuando se
irradia el Ap1-42 sin las NVOs, y con los péptidos D1y D3, la temperatura del sistema
aumenta aproximadamente 2°C, este aumento seria suficiente como para producir
un cambio en el folding del amiloide lo que podria traducirse en disponibilidad para
que los péptidos D puedan interactuar de manera mas accesible con los sitios no
hidrofébicos o tengan aminoacidos mas accesible para unirse mediante
interacciones electroestaticas, que son las que predominan cuando estos péptidos
se encuentran en presencia del péptido B-amiloide. Este cambio en el folding una
vez irradiado el AB fue observado en otros trabajos ya publicados'.
Lamentablemente pocos estudios se han llevado a cabo sobre lo que le sucede al
péptido al ser irradiado sin ningun nanosistema de por medio.

Un factor importante a considerar es que si bien se obtuvieron resultados
similares entre la irradiacion a potencia de 135mW y a 350mW los tiempos fueron

totalmente diferentes, en donde pasamos de irradiar los sistemas por 20 minutos a
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tan so6lo 1 minuto lo que significaria una reduccion importante de la exposicion muy
por debajo de lo reportado por otros estudios donde generalmente se utilizan
potencias de 1W y tiempos de hasta 2 horas de exposicion y, en el caso de la
primera ventana bioldgica, estos tiempos son acortados al aumentar la potencia del
laser pero que resultan dafinas en una potencial aplicacion terapéutica
56,67,75,141,152_

A modo de conclusion es posible afirmar que se cumplieron los objetivos
propuestos inicialmente en esta tesis como son la obtencidn optimizacion y
caracterizacion de nanovarillas de oro con plasmdn centrado en la segunda ventana
biolégica o NIR-Il. Ademas, fue posible la funcionalizacion, caracterizacion y
cuantificacion de los péptidos D1y D3. Adicionalmente, fue posible evaluar el efecto
fototérmico de las nanovarillas a diferentes potencias de laser pudiendo cuantificar
cuanto de la luz del Iaser incidente en las NVOs es convertida en energia térmica o
su eficiencia fototérmica por defecto. Finalmente fue posible estudiar el efecto en la
desagregacion e inhibicidon de los sistemas propuestos no irradiados e irradiados a
dos potencias diferentes de laser, 135mW y 350mW demostrando que es posible
obtener resultados similares en la desagregacion, de hasta un 93%, con menor
tiempo de irradiacién, pasando de 20 minutos a 1 minuto, respectivamente.
Asimismo, fue posible observar la inhibicién o la no agregacion de los agregados
téxicos fibrilares cuando estos se encuentran en presencia de los sistemas de
nanoparticulas e irradiados a una potencia de 350mW por 1 minuto, pero siendo
mas efectiva la desagregacion de estos mismos.

Diversos trabajos se han publicado con respecto a la eficiencia de la
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desagregacion o inhibicién del péptido Ap con NVO luego de ser irradiadas en NIR-
| (~800 nm). Por ejemplo, Lin y col. irradiaron NVO con fs-laser por 5 minutos y cw-
laser por 2 horas y, mediante ensayo Th-T observaron una disminucién de la
fluorescencia de alrededor de un 70% y un 40% respectivamente 4. Por otro lado,
Ruff y col. irradiaron NVO-PEG-CLPFFD a potencia de 450mW con laser continuo
de 800 nm por 2 horas obteniendo alrededor de un 80% en su disminucién de
fluorescencia con respecto a la desagregacion de fibras de AB%6. Otro caso es el de
Li y col. su trabajo consistio en irradiar con laser de 808 nm por 8 min dos
nanosistemas de varillas uno con POMs (polyoxometalato) y P (AB15-20) en donde
indican mediante ensayo de Th-T una disminucion significativa de la fluorescencia
de sus sistemas irradiados tanto en inhibicion como en desagregacion del péptido
AB1-40’°. Como se puede observar de los trabajos mencionados nuestro
nanosistema tiene un igual o mejorado efecto de inhibicidon y especialmente de
desagregacion, observados mediante ensayo de Th-T, del B-amiloide una vez
irradiado y teniendo la caracteristica y ventaja de encontrarse en NIR-II, reduciendo
asi los posibles riesgos de exposicion y reduciendo el tiempo de esta misma en tan

solo 1 minuto.

6.1.4 Efecto de los nanosistemas irradiados y no irradiados sobre la
estructura final del B-amiloide en los ensayos de Desagregacion e

Inhibicion.

Como se pudo observar en las imagenes TEM de los sistemas incubados

CXXXviil



con el péptido Ap luego de la irradiacion sufre un drastico cambio en la morfologia
de los agregados. Este cambio en su morfologia se encontraria en acuerdo con
previos estudios de irradiacion del B-amiloide tanto para su inhibicién como para su
desagregacion'1-144150 y que seguln estos éstos los residuos no serian toxicos.
Para correlacionar el cambio morfolégico con posibles cambios en la estructura
secundaria del péptido se realizé un estudio de dicromismo circular.

En el caso de los estudios de inhibicién y desagregacion sin irradiacion es posible
observar un factor comun en ambos y es que tanto las NVOs-PEG-D1 y NVOs-
PEG-D3 tienen la disminucién de estructura S-sheet y aumento de Random Coil
mas alta (>10%) en comparacion con los controles . De igual manera, para los
sistemas irradiados podemos observar una disminucidon de estructura p-sheet de
hasta un 13% y un aumento >10% en RC. Estos datos se encuentran en
concordancia con otros trabajos de irradiacion sobre el f-amiloide y su analisis por
DC'9, Adicionalmente, el aumento de RC y una disminucion de las p-sheet se
podria traducir en una menor toxicidad del B-amiloide. Si bien, diversos estudios
han intentado dar luz sobre la influencia de las estructuras secundarias en la
enfermedad de Alzheimer'®® mayores estudios son requeridos para discernir sobre
el complejo proceso de agregacion del AB y sus diferentes grados de toxicidad. Por
otro lado, comparando lo observado por TEM con lo obtenido por DC es posible
indicar una relacion entre las estructuras obtenidas luego de irradiar y los cambios
morfoldgicos vistos en las imagenes, pero es necesaria la realizacion de mas
estudios para discernir exactamente qué otros tipos de estructuras podrian estar

formandose, como espectroscopia RAMAN, resonancia magnética nuclear (NMR),
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microscopia de fuerza atémica (AFM), espectroscopia infrarroja, estudios de
estructuras terciarias y si efectivamente este cambio estructural implicaria una

disminucién de la toxicidad de estos agregados.

7. Conclusiones.

7.1 Objetivo I: Sintesis y caracterizacion de nanovarillas de oro con
plasmén longitudinal centrado en NIR-Il funcionalizados con el

péptido D1y D3.

Se obtuvieron NVOs con un tamano y relacion de aspecto deseadas, sobre
6, consiguiendo asi un plasmon centrado en segunda ventana biolégica como se
observé por espectroscopia UV-Vis-NIR, TEM, DLS y potencial {. Adicionalmente,
se estabilizaron con HS-PEGs000-COOH y HS-PEGs000-MetO para otorgarle
biocompatibilidad y para su posterior funcionalizacion, la PEGilacion fue confirmada
por espectroscopia UV-Vis-NIR, DLS, potencial { y RAMAN/SERS vy la
cuantificacion fue obtenida por analisis de NTA. Finalmente, fue posible la
funcionalizacion de las NVOs-PEG con los péptidos D1 y D3 la cual fue corroborada
por espectroscopia UV-Vis-NIR, DLS, potencial {, RAMAN/SESRS vy su posterior
cuantificacion por analisis de aminoacidos y mediante analisis de los RAMAN/SERS
de los nanosistemas de NVOs-PEG-D1 y NVOs-PEG-D3 fue posible estimar la
disposicion espacial en la que se encontrarian los péptidos sobre la superficie de la

NP de oro.
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7.2 Objetivo Il: Estudio de las propiedades fototérmicas de las

nanovarillas.

Los estudios del efecto fototérmico de nuestros nanosistemas demostraron
la alta eficiencia fototérmica que poseen las NVOs en NIR-Il. Ademas, fue posible
disminuir el tiempo de irradiacién y exposicion de esta desde 20 minutos a sélo 1
minuto modificando la potencia de laser de 135mW a 350mW y posteriormente se
demostré la estabilidad fototérmica que poseen los nanosistemas propuestos

mediante curva de perfil fototérmico, ciclos On/Off, TEM y UV-Vis-NIR.

7.3 Objetivo lll: Evaluar los resultados de la irradiaciéon con luz infrarroja
sobre los agregados solubles e insolubles de B-amiloide una vez

unidas a las nanovarillas.

Fue posible la obtencion de los agregados solubles e insolubles del péptido
AB1-42 observados mediante imagenes TEM. Posteriormente, los estudios de Th-T
demostraron un efecto en la inhibicién de la agregacién del B-amiloide luego de la
irradiacion tanto a 135mW como a 350mW de potencia. Por otro lado, el ensayo de
Th-T para la desagregacidon con irradiacion utilizando 135mW demostré tener
efecto en casi todos los sistemas estudiados mientras que a 350mW todos los
sistemas tuvieron efecto de la disminucién de fluorescencia, especialmente los

sistemas con NVOs.
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7.4 Objetivo IV: Evaluar las interacciones de las nanoparticulas con las

especies solubles e insolubles luego de la irradiacién en NIR-II.

Las imagenes TEM sugerian un cambio en la morfologia del péptido AB1-42

luego de la irradiacion. Paralelamente se evaluaron los cambios producidos en las
estructuras secundarias mediante dicroismo circular.
El DC mostré que efectivamente existia disminucion de la estructura p-sheet y el
aumento de los Random Coil cuando el péptido p-amiloide era irradiado, tanto en
los estudios de inhibicién como en la desagregacion con los sistemas de NVOs. Si
bien, estos resultados no nos corroboran en su totalidad la inhibicion y
desagregacion exitosa de los agregados toxicos del péptido si nos demuestra que
nuestros nanosistemas y la irradiacién en segunda ventana, a través del efecto
fototérmico, tienen un efecto cuantitativo sobre estos agregados y que su toxicidad
debera ser estudiada en modelos in vivos, para de estas forma tener certeza de
su efecto inhibidor y desagregaste como se observé de manera in vitro y que,
adicionalmente se encuentra en concordancia con variados estudios ya realizados
mediante ensayo de Th-T.

De esta forma es posible indicar que los resultados obtenidos en esta tesis
sustentan y validan la hipotesis de que la irradiacion en segunda ventana bioldgica
(1064nm) es capaz de inhibir y especialmente desagrega los agregados del péptido

B-amiloide medido mediante ensayo de Th-T y observado mediante TEM y DC.
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8. Proyecciones.

A futuro, se espera poder estudiar la citotoxicidad de los nanosistemas
sintetizados y de la irradiacion laser a 1064nm. Adicionalmente, se espera estudiar
las interacciones del AB1-42 con los péptidos D1 y D3 en la superficie de las NVOs
mediante RAMAN/SERS.

Finalmente se espera evaluar el efecto de nuestras sistemas de NVOs con
y sin irradiacidon en modelos in vivo para observar si los resultados in vitro son
replicables en modelos C.elegans GMC 101 o CL2120 mediante ensayos de
paralisis ya que estos nematodos expresan el péptido A en su musculatura.

Algunas de estas proyecciones ya se encuentran siendo estudiadas en
nuestro laboratorio en colaboracion con la Dra. Rebeca Aldunate de la Universidad

Santo Tomas.
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14. ANEXOS
14.1 Caracterizacion de los nanosistemas de NVOs.

14.1.1 Parametro Modificado n°1: 900 yL de AgNO3 (10mM) y 500 pL de

Hidroquinona (100mM).

La figura 53 nos muestra los resultados de la combinacién de los siguientes
parametros 900 yL de AgNOs (10mM) y 500 pL de hidroquinona (100mM). Como
se puede observar el plasmoén se encontré a 982 nm para las NVOs con CTAB,
974 nm para los NVOs-PEG y 960 nm para el sistema NVOs-PEG-D3. El largo de
las NVOs fue de 50 nm aproximadamente y su ancho de 9,8 nm, obteniendo asi
una relacion de aspecto de 5. Adicionalmente, la tabla 1 muestra el diametro
hidrodinamico y el potencial { obtenido para esta sintesis, indicando un diametro
transversal de 1.8 nm y uno longitudinal de 31 nm junto a un potencial { promedio
de 43mV.

La tabla adicionalmente nos muestra el cambio en diametro hidrodinamico
y potencial { a medida que se van funcionalizado las nanovarillas. Al PEGilar la
solucion se observo un aumento en el diametro trasversal y longitudinal a 8 nm y
100 nm respectivamente dando un indicio de la union del PEG a la superficie de
las nanoparticulas y, un potencial { negativo de -22mV indicando el desplazamiento
del CTAB de la superficie al ser reemplazado por el PEG carboxilo el cual posee
carga negativa. Posteriormente la adicién del péptido D3 no procuro un gran
cambio en los diametros hidrodinamicos, pero si en la carga del sistema ya que

esta se vuelve menos negativa debido a las cargas positivas en la superficie debido
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al péptido.
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Figura 53: A) espectro UV-Vis-NIR, B) STEM y C) histograma de tamafio de los NVOs obtenidos
con los siguientes parametros (900 uL de AgNO3 y 500 pL de hidroquinona).

Tabla 6: Diametro hidrodinamica (DLS) y potencial zeta (pg) de sistemas de NVOs

Nanosistema Dh Transversal (nm) Dh Longitudinal (nm) p& (mV)

NVOs 2+0,02 31+6 +43+5
NVOs-PEG 8+0.1 100 £ 8 -22+4
NVOs-PEG-D3 8+0.1 102 +8 7+1
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Si bien fue posible el desplazamiento del plasmén a longitudes de onda mayores
no fue posible la obtencion de este sobre los 1000 nm y, en consecuencia, de
nanoparticulas en la segunda ventana bioldgica, por lo que se debié seguir

modificando el protocolo de obtencién de las nanovarillas.

14.1.2 Parametro Modificado n°2: 1000 yL de AgNO3 (10mM) y 500 pL de

hidroquinona (100mM).

Modificando el segundo parametro se obtuvieron plasmones en el rango
de los 1000 nm. En el caso de las NVOs con CTAB el plasmén fue de 1070 nm, las
nanovarillas PEGiladas mostraron un plasmoén en 1055 nm y el sistema final mostro
un plasmon a 1044 nm. Por otro lado, el largo promedio de las NVO fue de 47 nm
y su ancho de 7,8 nm dando en este caso una relacion de aspecto de 6. En este
caso la variacién de tamafos de nanoparticulas fue mayor que en el parametro
anterior no teniendo una poblacién mayoritaria en especifico, sin embargo, su
relacion de aspecto de 6 es concordante con el plasmdn obtenido en longitudes de
ondas sobre 1000 nm. La tabla 7 muestra los Dn y potencial { obtenidos en la
sintesis y en la funcionalizacion de las nanovarillas. En el caso de las NVOs se
obtuvo un D transversal de 2 nm y un longitudinal de 46 nm con un potencial  de
33.8 mV, las nanovarillas PEGiladas tuvieron un aumento en su Dn transversal
siendo este de 10 nm y longitudinal de 93 nm, en cambio el potencial { cambio a
negativo -29 mV. Finalmente, el sistema con el péptido D1 en esta ocasion tuvo

un Dn transversal de 9 nm y longitudinal de 108 nm no teniendo un cambio
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significativo con el NVOs-PEG, pero su potencial si aumento en comparacién y se

volvié menos negativo llegando a 9 mV.
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Figura 54: A) espectro UV-Vis-NIR, B) STEM y C) histograma de tamafo de los NVOs obtenidos
con los siguientes parametros (1000 yL de AgNOs y 500 yL de hidroquinona).

Tabla 7: Diametro hidrodinamica (DLS) y potencial zeta (p{) de los sistemas de NVOs.

Nanosistema

NVOs

NVOs-PEG

NVOs-PEG-D1

2+0,2

11+2

Dh Transversal (nm)

Dh Longitudinal (nm) pZ (mV)
46+ 6 +34+7
92 +13 -29+3
109+7 9+1
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El aumento en el volumen de AgNO3 nos permitié desplazar el plasmén a
la segunda ventana biologica y en el rango de los 1040-1070 nm para poder ser
irradiados posteriormente a 1064 nm. Este cambi6 fue propuesto con la idea de
que a un mayor volumen de solucién mayor sera la concentracion final de nitrato
de plata en la muestra siendo mayor interaccion del reactivo con las semillas de
oro formadas. Al unirse selectivamente a ciertos planos cristalinos bloqueandolos
y de esta manera favoreciendo el crecimiento de otros planos para la formacién de
las NVO vy, por ende, el aumento en concentracion de este reactivo daria como

consecuencia un mayor bloqueo de planos cristalinos.

14.1.3 Parametro Modificado n°3: 900 pyL de AgNOs (10mM) y 400 puL de

hidroquinona (100mM).

En el caso del tercer parametro los resultados obtenidos fueron aun mas
prometedores, donde fue posible obtener plasmones por sobre los 1100 nm en
ambos casos, lamentablemente el equipo utilizado tiene un limite de longitud de
1100 nm por lo que no fue posible observar un plasmén completo y el resultado
obtenido es un estimado del maximo del plasmén. Por otro lado, la imagen STEM
mostré una distribucion de tamafio mas homogéneo que los parametros anteriores
y asi lo comprobd el histograma de distribucion de tamafo. Se obtuvieron
nanoparticulas en su mayoria con un largo de 45 nm y un ancho de 7,5 nm dando
asi una relacion de aspecto de 6, corroborada por su plasmon sobre 1000 nm. Con

especto a la tabla 8, el Dn transversal para solo las NVO fue de 3 nm y el
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longitudinal de 58,9 nm menos a las nanovarillas PEGiladas las cuales tuvieron un
Dn transversal de 11 nm y longitudinal de 105 nm. En el caso del potencial , los

NVOs indicaron un potencial positivo de 28 mV y los NVOs-PEG negativo de -31

mV.
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Figura 55: A) espectro UV-Vis-NIR, B) STEM y C) histograma de tamafio de los NVO obtenidos
con los siguientes parametros (900 uL de AgNOs y 400 uL de hidroquinona).

Tabla 8: Diametro hidrodinamica (DLS) y potencial zeta (p{) de las NVOs y NVOs-PEG

Nanosistema Dh Transversal (nm) Dh Longitudinal (nm) pZ (mV)
NVOs 3+0.2 50+4 +28+3
NVOs-PEG 11+0.8 105 + 18 3116
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Para la modificacion de los tres parametros se registré un desplazamiento
hipsocromico que puede estar atribuido, no al tamano de la nanoparticula
anisotrdpica, sino mas bien con su entorno 194154, Por lo que, en lugar de dispersar
una mayor cantidad de luz al tener mayor superficie sucede todo lo contrario al
funcionalizar esta con diferentes sustancias, como en este caso serian el PEG y
los péptidos por lo que se generaria una especie de impedimento '%°. Por otro lado,
hubo un aumento del diametro hidrodinamico luego de la PEGilacién. Esto se debe
al aumento en volumen de la superficie de las nanoparticulas al unirse ambos PEG
(metoxilo y carboxilo) y de igual manera en el caso de la union de los péptidos D1
y D3. Por otro lado, el cambio entre la adicion de los péptidos y la PEGilacién no
es significativo y, esto puede ser debido al tamano pequefio del péptido en
comparacion al PEG, al nivel de funcionalizacion del péptido y a la posicion en la
que se une a la nanoparticula. De igual manera luego de la PEGilacion de las

nanoparticulas el potencial { pasa de positivo a negativo.

14.1.4 Analisis de Impurezas.

Mediante imagenes TEM fue posible observar la presencia de nanoesferas
que corresponden a una minoria de entre un 10-20% de la poblacién total, con un
tamafno promedio de 24nm + 5nm como se puede apreciar en el histograma a
continuacion. La aparicion de esferas durante la sintesis de NPs anisotropias no

es nada nuevo como se puede observar en otros trabajos®0:1%.
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Figura 56: A) Imagen TEM de nanovarillas y nanoesferas (flechas rojas) y B) histograma de

14.1.5 Espectros RAMAN/SERS de los péptidos libres y los nanosistemas
estudiados.

14.1.5.1 Espectro SERS de las NVOs-PEG.

El espectro SERS de del sistema NVOs-PEG muestra una
banda de gran intensidad relativa alrededor de 255 cm-!, correspondiente
a la vibracién de estiramiento Au-S y sustenta la interaccidon quimica entre

el PEG y la superficie de las NVOs. Otras senales de PEG identificable en

el espectro son observadas a 803, 1130, 1193, 1253, 1293, 1365, 1445,

1500 y 1571 cm' de intensidades relativas variables.

14.1.5.2

Espectro RAMAN del péptido D1 (QSHYRHISPAQV).

El espectro Raman del péptido D1 muestra sefiales con una

intensidad relativa a 272, 408, 428, 461, 488, 514, 544, 609, 645, 678, 710,

clxv



747, 811, 916, 965, 1122, 1159 y 1297 cm"".

14.1.5.3 Espectro SERS de las NVOs-PEG-D1.

Basado en el cambio del perfil espectral de D1 con respecto al
mismo, pero en el sistema NVOsSPEG-D1, es posible asegurar una
interacciéon entre el péptido y NVOs-PEG. En este sentido, una serie de
nuevas sefales que son observadas a 635, 731, 833, 864, 1038 y 1430

cm™' dan cuenta de esto.

14.1.5.4 Espectro RAMAN del péptido D3 (RPRTRLHTHRNR).

El espectro Raman de D3 es mas bien simple, con pocas
sefales y baja intensidad relativa que puede ser atribuido a la poca
cantidad de aminoacidos que se repite en el péptido, no asi como ocurre
en el espectro Raman del péptido D1. En general, el espectro se encuentra
dominado por 8 sefales de intensidad media observadas a 481, 686, 1197,

1220, 1310, 1340, 1454 y 1534 cm™.

14.1.5.5 Espectro SERS de las NVOs-PEG-D3.

El espectro SERS de D3 se encuentra dominado por sefales
con intensidad considerable a 483, 681, 957, 1065, 1282, 1482 y 1537 cm-
. En comparacidn a las sefales observadas para el sistema NVOs-PEG-
D1, aqui la intensidad relativa es mayor lo que corrobora su cercania a la

superficie del oro en comparacion al otro sistema.
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Tabla 9: Asignacion de sefiales RAMAN para los péptidos y SERS para los nanosistemas
correspondientes (cm)
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Figura 57: A) Espectro SERS de NVOs-PEG, B) Raman del péptido D1, C) Raman del péptido
D3, D) SERS del sistema NVOs-PEG-D1 y E) SERS del sistema NVOs-PEG-D3.

clxvii



14.2 Resumen del contenido de estructura secundaria del AB1-42 para

cada condicion estudiada.

A continuacion, se presentan deconvolucion de los espectros de DC

mediante el software BeStSel para predecir y calcular el contenido de estructura

secundaria del péptido AB1-42 y de los sistemas estudiados una vez incubados con

el péptido. La tabla 10 y 11 muestras los contenidos durante el estudio de la

inhibicion de la agregacion con y sin irradiacion NIR a 1064nm a potencia de

350mW.

Tabla 10: Contenido estructura secundaria para inhibicién sin irradiacion.

a-helix p-sheet p-turn Random Coil
Ap 5 49 11 35
D1 6 52 10 33
D3 2 50 11 37
NVO-PEG 0 58 11 31
NVO-PEG-D1 2 39 11 48
NVO-PEG-D3 0 38 12 50

Tabla 11: Contenido estructura secundaria para inhibicién con irradiacién a 350mW.

a-helix p-sheet p-turn Random Coil
Ap+IR 4 55 10 32
D1+IR 3 56 7 34
D3+IR 2 47 11 40
NVO-PEG+IR 0 48 14 38
NVO-PEG-D1+IR 0 43 11 46
NVO-PEG-D3+IR 3 39 12 47
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Las tablas 12 y 13 muestras el contenido de estructura secundaria obtenido

luego del analisis de DC para los estudios de desagregacion del péptido p-amiloide

con los péptidos libres D1 y D3 y los nanosistemas de NVOs con y sin irradiacion

a 1064nm y potencia de 350mW.

Tabla 12: Contenido estructura secundaria para desagregacion sin irradiacion.

a-helix p-sheet p-turn Random Coil
Ap 0 57 8 35
D1 0 59 8 33
D3 3 50 9 38
NVO-PEG 3 61 16 21
NVO-PEG-D1 0 47 18 35
NVO-PEG-D3 0 46 15 39

Tabla 13: Contenido estructura secundaria para desagregacion con irradiacién a 350mW.

a-helix B-sheet B-turn Random Coil
Ap+IR 0 60 10 32
D1+IR 0 48 11 41
D3+IR 10 57 3 30
NVO-PEG+IR 0 47 12 42
NVO-PEG-D1+IR 0 50 11 39
NVO-PEG-D3+IR 0 44 1" 45
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